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ABSTRAK
Pendahuluan: Minyak atsiri daun sirsak (Annona muricata Linn.) memiliki kandungan senyawa terpenoid, alkaloid,
dan fenolik. Terpenoid, alkaloid, dan fenolik berfungsi sebagai antioksidan dan antiinflamasi dalam dosis yang tepat.
Apabila dosis penggunaan tinggi dan dalam waktu yang lama, maka terpenoid, alkaloid, dan fenolik akan berubah
menjadi toksik dan mengakibatkan peningkatan LDL dan penurunan HDL. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui
keamanan pemberian minyak atsiri daun sirsak (Annona muricata Linn.) terhadap kadar LDL dan HDL serum tikus
wistar secara subkronik.

Metode: Penelitian eksperimental laboratorium dengan desain control group post test only secara in vivo menggunakan
20 tikus wistar jantan dan 20 tikus wistar betina yang terbagi menjadi 8 kelompok, yaitu kelompok jantan dan betina
KN (tween 80), P1 (minyak atsiri 1,25 mg/kgBB), P2 (minyak atsiri 2,5 mg/kgBB), dan P3 (minyak atsiri 5 mg/kgBB).
Penelitian dilakukan selama 28 hari kemudian dilanjutkan dengan pemeriksaan kadar LDL dan HDL serum. Hasil
dianalisa menggunakan uji One Way ANOVA yang dilanjutkan Least Significant Difference (LSD). Hasil dikatakan
bermakna jika p<0,05.

Hasil dan Pembahasan: Pemberian minyak atsiri daun sirsak secara subkronik pada kelompok jantan dan betina P1
menunjukkan nilai kadar LDL paling tinggi dan semakin tinggi dosis menunjukkan penurunan kadar LDL. Kelompok
P2 menunjukkan nilai kadar HDL paling tinggi dan kelompok P3 mengalami penurunan kadar HDL dibandingkan P2.
Peningkatan kadar LDL dan penurunan kadar HDL pada kelompok perlakuan diduga karena adanya senyawa aktif
minyak atsiri daun sirsak, perbedaan berat badan dan perbedaan konsumsi makan pada hewan coba.

Kesimpulan: Dosis 2,5 mg/kgBB merupakan dosis aman, yang tidak meningkatkan kadar LDL dan menurunkan kadar
HDL secara subkronik pada tikus jantan dan betina normal.

Kata Kunci: Minyak atsiri daun sirsak, Annona muricata Linn., Subkronik, LDL, dan HDL.
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ABSTRACT
Introduction: The essential oil of soursop (Annona muricata Linn.) leaves contains terpenoid, alkaloid, and phenolic
compounds. Terpenoid, alkaloid and phenolic function as antioxidants and antiinflammatory agents appropriately.
When used in high concentrations and in long period, it may become toxic, which may increase in LDL and decrease in
HDL. The study is to determine the safety of soursop leaf essential oil on LDL and HDL levels in wistar rats.
Methods: This was an invivo experimental study with a control group post test only design using 20 male and 20 female
wistar rats divided into 8 groups, consisting of KN (tween 80), P1 (1,25 mg/kgBW), P2 (2,5 mg/kgBW), and P3 (5
mg/kgBW) both male and female rats. This study was conducted for 28 days then the LDL and HDL levels were
checked after the treatment. Results were analized using One Way ANOVA test followed by Least Significant
Difference (LSD). Results are assumed significant if p<0.05.
Results and discussion: Administration of soursop leaf essential oil in P1 group showed the highest LDL levels and a
higher dose of soursop leaf essential oil will cause a lower LDL levels in both male and female groups. The P2 group
showed the highest HDL levels and P3 group had decreased HDL levels compared to P2 group in both male and female
groups. The increasing of LDL levels and the decreasing of HDL levels in all treatment groups, is suspected to be caused
by active compounds in soursop leaf essential oil, body weight differences and food consumption differences on rats.
Conclusion: The doses between 1,25 to 5 mg/kgBW is considered to be safe, in which no increase in LDL and decrease
in HDL in normal male and female rats was observed.

Keywords: Essential oil of soursop leaves, Annona muricata Linn., Subchronic, LDL, and HDL.
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PENDAHULUAN

Data World Health Organization (WHO)
tahun 2013 memperkirakan 80% penduduk dunia
masih menggunakan tanaman obat'. Beberapa
tanaman obat berdasarkan mekanismenya dapat
memiliki efek toksik. Oleh sebab itu, penelitian
tentang keamanan tanaman obat perlu dilakukan.
Salah satu tanaman obat yang sering digunakan di
Indonesia adalah daun sirsak (Annona muricata
Linn.)%

Daun sirsak (Annona muricata Linn.) dalam
bentuk minyak atsiri mengandung senyawa
terpenoid (81,79%), alkaloid (9,36%) dan fenolik
(8,85%). Penelitian Moses et al. tahun 2013 juga
menyatakan komponen terbesar minyak atsiri daun
sirsak adalah senyawa turunan terpenoid,
sedangkan penelitian Sawant dan Dongre tahun
2014 juga mendapatkan adanya senyawa alkaloid
dalam kandungan minyak atsiri daun sirsak.
Terpenoid, alkaloid, dan fenolik memiliki manfaat
sebagai antioksidan dan antiinflamasi dalam dosis
yang tepat. Apabila konsentrasi penggunaan tinggi
dan dalam waktu yang lama maka akan berubah
menjadi toksik dan memicu kerusakan hepar®.
Kerusakan hepar yang terjadi akan mengganggu
fungsi metabolisme lipoprotein sehingga terjadi
peningkatan kadar LDL dan penurunan kadar HDL
serum>®’.

Penelitian uji toksisitas oleh Arthur et al.
tahun 2011 menyatakan bahwa pemberian
subkronik daun Annona muricata selama 14 hari
pada tikus jantan dan betina dengan dosis 2500
mg/kgBB secara oral tidak meningkatkan kadar
SGOT, SGPT, ALP, kolesterol total dan LDL,
namun terjadi penurunan kadar HDL pada tikus
betina dengan dosis 1000 mg/kgBB®.  Uiji
pendahuluan toksisitas akut pada mencit jantan
tidak mendapatkan nilai LDsy namun tampak pada
dosis 1,25, 2,5, dan 5 mg/kgBB terdapat perubahan
klinis sesuai kriteria Loomis (1978).

Oleh karena itu, peneliti ingin mengetahui
keamanan pemberian minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) terhadap fungsi hepar
melalui pengukuran kadar LDL dan HDL serum
tikus jantan dan betina normal secara subkronik.

METODE PENELITIAN

Desain, Tempat, dan Waktu Penelitian

Jenis penelitian adalah penelitian laboratorium
dengan menggunakan desain control group post test
only secara in vivo. Penelitian telah dilakukan di
Laboratorium Patologi Klinik Fakultas Kedokteran
dan Laboratorium Jurusan Kimia Universitas
Brawijaya, Laboratorium Putra Indonesia Malang,
Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran
Universitas ~ Muhammadiyah ~ Malang, dan
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Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang pada bulan Maret — April
2017.

Subjek Penelitian

Subjek penelitian berupa tikus wistar putih
(Rattus novergicus) berjenis kelamin jantan dan
betina, berusia 11-16 minggu dengan berat badan
100-200 gram dan memiliki kondisi sehat. Sampel
yang digunakan sejumlah 40 ekor (20 ekor jantan
dan 20 ekor betina) yang dibagi dalam 8 kelompok
yang dilakukan secara acak, yaitu kelompok kontrol
negatif (KN) diberi tween 80, kelompok perlakuan
1 (P1) diberi minyak atsiri 1,25 mg/kgBB,
perlakuan 2 (P2) diberi minyak atsiri 2,5 mg/kgBB,
dan perlakuan 3 (P3) diberi minyak atsiri 5
mg/kgBB. Setiap kelompok berisi 5 ekor tikus yang
kemudian dilakukan aklimatisasi hewan coba
selama 7 hari di laboratorium.

Tikus wistar ditempatkan di dalam kandang
dengan kondisi ventilasi yang cukup dan berisi satu
ekor tikus tiap kandangnya. Tikus kemudian diberi
makan dan minum sesuai standar laboratorium.

Ethical clearance

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan
dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya
dengan nomor sertifikat No0.662-KEP-UB pada
tahun 2016.

Pembuatan Minyak Atsiri Daun Sirsak
(Annona muricata Linn.)

Minyak atsiri daun sirsak dibuat dari daun
sirsak yang diperoleh dari UPT Materia Medika
Batu yang telah tersertifikasi 074/246/101.8/2016.

Pembuatan minyak atsiri daun sirsak
menggunakan metode destilasi uap air. Daun sirsak
kering diiris-iris dan dimasukkan ke dalam Kketel
alat destilasi. Ketel suling dirangkai dengan
kondensor. Ketel uap kemudian dipanaskan hingga
tekanan 1 atm. Uap yang dihasilkan disalurkan
melalui selang yang sudah terhubung dengan ketel
suling. Air dialirkan pada kondensor dan dijaga
agar air terus mengalir, sehingga minyak yang
menguap semuanya terembunkan dan tidak lepas ke
udara. Destilat yang diperoleh  merupakan
campuran minyak dengan air yang selanjutnya
dipisahkan dalam corong pisah, kemudian destilat
ditambahkan n-hexana sebagai pengikat minyak.
Proses selanjutnya yaitu evaporasi pada suhu 45°C
untuk menguapkan n-hexana. Hasilnya adalah
minyak atsiri murni.

Pembuatan Suspensi Minyak Atsiri Daun Sirsak
(Annona muricata Linn.)

Minyak atsiri daun sirsak dengan dosis 1,25
mg/kgBB, 2,5 mg/kgBB dan 5 mg/kgBB diperoleh
dari rumus V1M1=V2M2. Hasil minyak atsiri
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murni dilakukan pengenceran dalam tween 80 dan
aquades hingga 50 ml °.

Pemberian minyak atsiri daun sirsak 1,25
mg/kgBB, 2,5 mg/kgBB dan 5 mg/kgBB dilakukan
secara personde sebesar 1 ml kepada kelompok
jantan dan betina P1, P2, dan P3 setiap hari selama
28 hari.

Pengambilan Sampel Hewan Coba

Pembedahan hewan coba diawali dengan
injeksi ketamin (50 mg/kgBB), kemudian tikus
dibedah secara vertikal mengikuti linea mediana
dari abdomen menuju ke thorak sampai seluruhnya
terbuka. Pengambilan darah dari jantung sejumlah
3-5 ml dengan cara aspirasi menggunakan spuit
secara perlahan dan diletakkan dalam tabung
spesimen darah non-EDTA. Darah disentifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm selama 10-15 menit
hingga darah dan serum terpisah, kemudian serum

dimasukkan ke dalam tabung reaksi'**".

Pemeriksaan Kadar LDL Serum

Pengukuran kadar Low Density Lipoprotein
(LDL) menggunakan alat automatic biochemistry
analyzer Horiba-Medical ABX Pentra C200. Hasil
absorbansi sampel dan standar diukur dengan
spel%rofotometer pada panjang gelombang A 550
nm .

Pemeriksaan Kadar HDL Serum

Pengukuran kadar High Density Lipoprotein
(HDL) menggunakan alat dan instrumen
semi-automatic chemistry analyzer BioSystem
BTS-350. Hasil absorbansi sampel dan standar
diukur dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang A 500 nm ™.

Analisa Data

Data hasil penelitian diuji normalitas dan
homogenitas secara berturut-turut menggunakan uji
Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene. Apabila data
telah terdistribusi normal dan homogen, dilakukan
analisa data menggunakan uji One Way ANOVA
untuk menguji hipotesis dosis pada jantan dan
betina. Apabila terdapat perbedaan yang bermakna,
dilanjutkan dengan post hoc test menggunakan
Least Significant Difference (LSD) untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok dosis. Hasil
dikatakan bermakna bila p<0,05. Uji statistik
dilakukan secara komputerisasi dengan SPSS versi
20.
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HASIL PENELITIAN

Karakteristik Populasi

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus
(Rattus novergicus) yang memiliki

wistar  putih
karakteristik yang dapat dilihat pada tabel berikut :

Tabel 1. Karakteristik Populasi

Kelompok
Komponen

JKN JP1 JP2 JP3 BKN BP1 BP2 BP3
Jumlah sampel 5 5 5 5 5 5 5
Jumlah/kandang 1 1 1 1 1 1 1
BB awal (g) 163.7 185.17 1826 166.8 1103 125 1195 121

+10.6 £144  +9.0 #259 #£19.6 +17.8 £16.7 220
BB akhir (g) 2048 2235 208.0 173.7 148.7 1736 1547 1447

+19.1 +188 £14.6 #453 +£122 +185 +16.7 +11.7
Sisa makan/hari  6.10 3.07 531 804 807 516 7.03 0913
(@) $352 #851 +474 117 2137 219 182 +0.14
Jeniskelamin  jantan jantan jantan jantan betina betina betina betina
Usia awal
(minggu) 11-16 11-16 11-16 11-16 11-16 11-16 11-16 11-16
Lama adaptasi 7 7 7 7 7 7 7 7
(hari)
Lama perlakuan 28 28 28 28 28 28 28 28
(hari)
Usia akhir 16-21 16-21 16-21 16-21 16-21 16-21 16-21 16-21
(minggu)
Dosis Minyak - 1,25 25 5 . LB >
Atsiri Daun
Sirsak
(mg/kgBB)
Pemberian
kontrol dan 1 1 1 1 1 1 1
perlakuan
personde (ml)

Keterangan :
J : Tikus wistar jantan

B : Tikus wistar betina

KN : Pemberian 0,2 ml tween 80 + aquades = 1ml
P1 :Pemberian minyak atsiri 1,25 mg/kgBB

P2 : Pemberian minyak atsiri 2,5 mg/kgBB

P3 : Pemberian minyak atsiri 5 mg/kgB

Pemberian minyak atsiri daun sirsak (Annona
muricata Linn.) hanya pada kelompok perlakuan,
baik jantan dan betina. Sampel pada KN dan KP
memiliki persamaan dalam hal jenis hewan coba,
kriteria usia, kondisi pemeliharaan, pemberian
tween 80 sebagai kontrol dan pelarut, dan cara
pemberian sedian baik pada kontrol dan perlakuan,
yaitu menggunakan metode sonde lambung.

Faktor yang berpengaruh pada penelitian
berdasarkan karakteristik populasi di atas adalah
perbedaan berat badan, perbedaan konsumsi
makanan, pemberiaan dosis perlakuan dan
perbedaan jenis kelamin.
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Kadar Low Density Lipoprotein (LDL) Serum
Setelah Pemberian Minyak Atsiri Daun Sirsak
(Annona muricata Linn.)

Tabel 2. Rerata Kadar LDL Serum Tikus Wistar
Jantan dan Betina

E-ISSN: 2580 927X.

Kadar High Density Lipoprotein (HDL) Serum
Setelah Pemberian Minyak Atsiri Daun Sirsak
(Annona muricata Linn.)

Tabel 3. Rerata Kadar HDL Serum Tikus Wistar
Jantan dan Betina

Nilai LDL
Mean + SD (mg/dL)

No. Perlakuan N

Jantan (J) Betina (B)
1 KN 5 8.00 + 3.286 7.83 +2.563
2 P1 5 12.67+2422* 11.20+2.588
3 P2 5 10.60+2.074  9.50+2.345
4 P3 5 850+1.378" 8.67 £3.077
Keterangan :

KN : Pemberian 0,2 ml tween 80 + aquades = 1ml.
P1 :Pemberian minyak atsiri 1,25 mg/kgBB.

P2 : Pemberian minyak atsiri 2,5 mg/kgBB.

P3 : Pemberian minyak atsiri 5 mg/kgBB.

a  :Berbeda secara signifikan terhadap JKN.

b : Berbeda secara signifikan terhadap JP1.

Hasil penelitian pada kelompok jantan
menunjukkan bahwa kelompok JKN memiliki
kadar LDL serum lebih rendah secara signifikan
sebesar 37% terhadap kelompok JP1, tetapi tidak
berbeda terhadap kelompok JP2 dan JP3. Kadar
LDL serum antar perlakuan pada kelompok jantan
mengalami penurunan dengan peningkatan dosis.
Kelompok JP1 menunjukkan kadar LDL serum
lebih tinggi secara signifikan sebesar 49% terhadap
kelompok JP3, tetapi antara kelompok J1 dan JP2
serta JP2 dan JP3 tidak berbeda.

Hasil penelitian pada kelompok betina
menunjukkan  bahwa  kelompok BKN tidak
berbeda terhadap kelompok BP1, BP2, dan BP3,
namun kelompok BKN cenderung memiliki kadar
LDL serum lebih rendah terhadap kelompok BP1.
Kadar LDL serum antar perlakuan pada kelompok
betina yaitu BP1, BP2, dan BP3 tidak menunjukkan
adanya perbedaan, namun cenderung mengalami
penurunan kadar LDL dengan peningkatan dosis.
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Nilai HDL
Mean + SD (mg/dL)
No
Perlakuan N Jantan (J) Betina (B)
1 KN 5 44,17 £9.218 53.00 £ 7.099
2 P1 5 47.17 + 13.674 62.20 + 4.147°
3 P2 5 59.20 + 9.524% 68.33 +7.118°
4 P3 5 38.00 + 9.633" 56.33 + 9.180°
Keterangan :

KN : Pemberian 0,2 ml tween 80 + aquades = 1ml.
P1 :Pemberian minyak atsiri 1,25 mg/kgBB.

P2 : Pemberian minyak atsiri 2,5 mg/kgBB.

P3 : Pemberian minyak atsiri 5 mg/kgBB.

a  :Berbeda secara signifikan terhadap JKN.

b : Berbeda secara signifikan terhadap JP2.

c : Berbeda secara signifikan terhadap BKN.

d  : Berbeda secara signifikan terhadap BP2.

Hasil penelitian pada kelompok jantan
menunjukkan bahwa kelompok JKN memiliki
kadar HDL serum lebih rendah secara signifikan
sebesar 25% terhadap kelompok JP2, tetapi tidak
berbeda terhadap kelompok JP1 dan JP3. Kadar
HDL serum antar beberapa perlakuan pada
kelompok jantan menunjukkan perbedaan yang
signifikan. Kelompok JP2 memiliki kadar HDL
lebih tinggi secara signifikan sebesar 56% terhadap
JP3, namun antara kelompok JP1 dan JP2 serta JP1
dan JP3 tidak berbeda.

Hasil penelitian pada kelompok betina
menunjukkan bahwa kelompok BKN memiliki
kadar HDL serum lebih rendah secara signifikan
terhadap kelompok BP1 dan BP2 berturut-turut
sebesar 17% dan 22% , tetapi tidak berbeda
terhadap kelompok BP3. Kadar HDL serum antar
beberapa perlakuan pada kelompok betina
menunjukkan  perbedaan  yang  signifikan.
Kelompok BP2 memiliki kadar HDL serum lebih
tinggi secara signifikan sebesar 21% terhadap
kelompok BP3, namun antara kelompok BP1 dan
BP2 serta BP1 dan BP3 tidak berbeda.
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PEMBAHASAN
Karakteristik Populasi

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus
wistar putih (Rattus novergicus) berjenis kelamin
jantan dan betina, berusia 11-16 minggu dengan
berat badan sekitar 100-200 gram dalam kondisi
sehat. Alasan menggunakan tikus wistar sebagai
sampel dengan pertimbangan bahwa hewan ini
mudah didapatkan, mudah beradaptasi dan mudah
dibiakkan, mempunyai sensitifitas yang tinggi
terhadap obat, lebih tahan terhadap lingkungan
laboratorium, dan berbagai perlakuan®?. Tikus
wistar putih juga memiliki struktur DNA yang
mirip dengan manusia®®.

Pemilihan tikus jantan dan betina pada
penelitian ini untuk memenuhi Kketentuan uji
toksisitas subkronik in vivo berdasarkan BPOM
tahun 2014. Pemilihan tikus normal baik jantan dan
betina karena penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian minyak atsiri daun
sirsak pada kondisi normal, tanpa paparan zat
perusak sebelumnya.

Pemilihan usia awal 12-16 minggu pada tikus
jantan dengan pertimbangan tikus sudah mencapai
usia dewasa, ukuran organ tidak terlalu kecil
sehingga memudahkan pengambilan  sampel,
sedangkan pemilihan tikus betina usia awal 11-12
minggu dengan alasan sulit mendapatkan tikus
betina usia 12-16 minggu karena tikus dengan usia
tersebut sudah memasuki tahap pengkawinan®™.

Berat badan dapat menggambarkan kesehatan
hewan coba®. Penelitian ini menggunakan hewan
coba dengan berat badan awal kisaran 100-200
gram dan terjadi peningkatan berat badan di akhir
perlakuan. Penelitian minyak atsiri daun sirsak
selama 28 hari menunjukkan berat badan akhir
kelompok jantan dan betina perlakuan 1 merupakan
angka tertinggi dan semakin tinggi dosis perlakuan
menunjukkan penurunan berat badan.

Penelitian ini menggunakan hewan coba
dengan jumlah minimal 32 ekor dengan
masing-masing kelompok terdiri dari empat ekor
tikus. Penambahan dua ekor tikus pada setiap
kelompok untuk mengatasi kemungkinan adanya
kematian, sehingga masing-masing kelompok
terdiri dari enam ekor. Satu ekor tikus pada
kelompok JP2 dan BP1 mengalami kematian, satu
ekor tikus pada kelompok JKN, JP3, BKN, BP2,
dan BP3 mengalami infeksi telinga serta satu ekor
tikus pada kelompok JP1 mengalami infeksi mata
sehingga sampel pemeriksaan yang digunakan
hanya terdiri dari lima ekor tikus untuk setiap
kelompok.
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Tikus mengalami proses adaptasi selama tujuh
hari untuk mengurangi stres sebelum perlakuan.
Tikus hanya diberikan pakan dan minum setiap
harinya serta penggantian sekam tiga hari sekali
selama adaptasi. Penempatan saru ekor tikus untuk
satu kandang bertujuan untuk menghindari bias
konsumsi  makan, penularan penyakit, dan
perkelahian antar tikus.

Penelitian ini menggunakan Tween 80 sebagai
pelarut minyak atsiri daun sirsak. Pemberian Tween
80 juga dilakukan pada kontrol negatif agar semua
kelompok mendapat stressor yang sama. Pemilihan
Tween 80 sebagai pelarut karena Tween 80
merupakan  pelarut organik yang mampu
melarutkan minyak atsiri daun sirsak yang tidak
larut dalam pelarut air dan CMC®. Tween 80
termasuk dalam bahan tambahan makanan dan
farmasi yang aman digunakan sesuai dengan GRAS
(Generally Recognized As Safe). Tween 80 juga
tidak menyebabkan iritasi dan memiliki tingkat
toksisitas yang rendah atau bersifat non-irritant dan
non-toxic .

Pemberian minyak atsiri daun sirsak pada
kelompok perlakuan 1, 2, dan 3 masing-masing
sebesar 1,25 mg/kgBB, 2,5 mg/kgBB, dan 5
mg/kgBB. Dosis minyak atsiri ini merupakan dosis
eksplorasi yang mengacu pada dosis uji toksisitas
akut penelitian pendahuluan. Hasil penelitian uji
toksisitas akut menunjukkan terjadi kematian
hewan coba pada hari pertama, yaitu dua ekor pada
dosis 5 mg/kgBB dan satu ekor pada dosis 7,5
mg/kgBB. Hasil penelitian juga menunjukkan
perlakuan dosis 5 mg/kgBB mengalami penurunan
berat badan dibandingkan kelompok kontrol negatif
pada hari kedua. Peningkatan frekuensi pernafasan
pada 30 menit setelah perlakuan terjadi pada dosis
2,5 mg/kgBB, sedangkan pada waktu yang sama
dosis 1,25 mg/kgBB menunjukkan penurunan
pernafasan. Penelitian uji toksisitas akut tidak
mendapatkan  nilai  LDs, sehingga  dapat
disimpulkan nilai LDsy oral minyak atsiri daun
sirsak (Annona muricata Linn.) lebih dari 7,5
mg/kgBB .

Pemberian minyak atsiri daun sirsak
menggunakan sonde lambung selama 28 hari,
lamanya penelitian mengacu pada rentang waktu uji
toksisitas subkronik berdasarkan ketentuan BPOM
tahun 2014. Tujuan penggunaan metode sonde
lambung untuk pemberian kontrol dan perlakuan
agar absorbsi pada usus dapat seoptimal mungkin,
tanpa adanya absorbsi di saluran pencernaan bagian
atas seperti mulut dan kerongkongan®®. Perlakuan
sonde lambung pada kelompok kontrol negatif dan
kelompok perlakuan adalah sama dimana
penyondean dilakukan satu kali dalam sehari.

Penelitian ini menggunakan minyak atsiri
daun sirsak yang merupakan hasil destilasi uap air
dari daun sirsak. Proses destilasi uap air daun sirsak
bertujuan untuk mendapatkan semua zat aktif
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dalam daun sirsak yang tidak larut dalam air®.
Pemilihan bentuk minyak atsiri karena sampai saat
ini belum ada penelitian mengenai uji keamanaan
minyak atsiri  daun sirsak yang sudah
dipublikasikan.

Pengaruh Pemberian secara Subkronik Minyak
Atsiri Daun Sirsak (Annona muricata Linn.)
terhadap Kadar Low Density Lipoprotein (LDL)
Serum Tikus Wistar

Pemberian minyak atsiri daun sirsak (Annona
muricata  Linn.) pada kelompok jantan
menunjukkan bahwa kelompok kontrol negatif
memiliki kadar LDL serum lebih rendah secara
signifikan dibandingkan kelompok perlakuan dosis
1,25 mg/kgBB serta antar perlakuan menunjukkan
bahwa dosis 1,25 mg/kgBB merupakan dosis
tertinggi yang mengakibatkan peningkatan kadar
LDL serum. Hal yang sama juga terjadi pada
kelompok betina. Kelompok perlakuan dosis 1,25
mg/kgBB cenderung terlihat terjadi peningkatan
kadar LDL serum lebih tinggi dibandingkan dosis
perlakuan lainnya. Semua kelompok kontrol negatif
dan perlakuan tampak bahwa kadar LDL serum
dalam batas normal LDL tikus wistar, yaitu 7-27,2
mg/dl %.

Mekanisme peningkatan kadar LDL pada
pemberian minyak atsiri daun sirsak diduga
diakibatkan oleh beberapa hal, yaitu akibat berat
badan dan konsumsi makan yang berlebih,
peningkatan biosintesis dan sekresi VLDL,
modifikasi pada struktur LDL, dan penurunan
katabolisme LDL karena penurunan reseptor LDL
di hepar dan ekstrahepatik *'.

Berat badan berlebih pada dosis 1,25
mg/kgBB diduga ikut berperan serta dalam
peningkatan kadar LDL serum. Perlakuan dosis
1,25 mg/kgBB memiliki berat badan lebih tinggi
jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan lain.
Perbedaan berat badan dapat mempengaruhi kadar
profil lipid. Individu dengan berat badan berlebih
memiliki prevelansi kadar LDL serum yang lebih
tinggi 2%,

Peningkatan kadar LDL serum pada
pemberian minyak atsiri daun sirsak dosis 1,25
mg/kgBB  juga diduga akibat peningkatan
biosintesis dan sekresi VLDL. Hal ini didukung
oleh peningkatan kadar kolesterol total dan
trigliserida serum pada dosis 1,25 mg/kgBB
(Unpublish data). Peningkatan kadar trigliserida
dan VLDL diduga akibat peningkatan influks asam
lemak yang dimobilisasi dari jaringan adiposa,
peningkatan sintesis asam lemak atau dari
penurunan oksidasi asam lemak?®. Very low density
lipoprotein (VLDL) bertugas membawa lipid
endogen dari hepar menuju jaringan perifer yang
akan mengalami katabolisme oleh lipoprotein lipase
membentuk LDL. VLDL terutama terdiri dari
trigliserida dan apoprotein B100 .
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Peningkatan kadar LDL serum pada
pemberian minyak atsiri daun sirsak diduga juga
diakibatkan oleh kerusakan pada struktur LDL
terutama pada apoprotein B100 serta penurunan
reseptor LDL di hepar dan ekstrahepatik baik
karena penurunan jumlah ataupun defek struktur®.
Beberapa hal tersebut dapat terjadi diduga oleh
adanya kandungan minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) yaitu terpenoid, alkaloid,
dan fenolik®®’. Kandungan-kandungan tersebut
sesuai dengan hasil analisa Gas chromatography —
mass spectrometry (GC-MS) yang telah dilakukan
yaitu terdapat terpenoid (81,79%), alkaloid (9,36%)
dan fenolik (8,85%).

Terpenoid sebagai kandungan yang dominan
pada minyak atsiri daun sirsak didukung oleh
penelitian Moses et al. tahun 2013 dan Damayanti
tahun 2016. Minyak atsiri daun sirsak mengandung
59 komponen yang beberapa diantaranya terdapat
senyawa golongan terpenoid dan juga senyawa
alkaloid”.

Minyak atsiri daun sirsak diindikasikan
memiliki kandungan senyawa yang bersifat toksik
berupa senyawa terpenoid, alkaloid, dan fenolik®®.
Terpenoid mengalami penyerapan secara cepat dan
mengakibatkan toksisitas dalam tubuh. Terpenoid
mengalami metabolisme di dalam hepar melalui
aktivasi enzim sitokrom P450 dan diekskresikan
sebagai metabolit konjugat oleh renal. Beberapa
golongan terpenoid seperti a-pinene dan limonen
dapat terakumulasi dalam jaringan lipid membran
sel sehingga menyebabkan kerusakan®. Tymol dan
carvacrol dapat langsung mengakibatkan kerusakan
karena keduanya langsung teroksidasi setelah
masuk ke dalam darah®.

Alkaloid juga mengalami metabolisme di
dalam hepar dengan mengaktivasi sitokrom P450
yang akan mengakibatkan peningkatan kereaktifan
senyawanya.Beberapa golongan alkaloid berpotensi
merusak kerja hepar dengan meningkatkan
konsterasi Cu dan mengganggu metabolisme Fe .

Salah satu golongan senyawa fenolik adalah
flavonoid. Senyawa flavonoid dikenal sebagai
antioksidan namun pada Rahal et al. tahun 2014
menyatakan flavanoid dapat bertindak sebagai
prooksidan saat logam transisi tersedia misalnya Fe
dan Cu. Aktivitas prooksidan flavonoid bergantung
pada jumlah substitusi OH bebas pada strukturnya.
Semakin banyak substitusi OH, semakin Kkuat
aktivitas prooksidan yang ditimbulkan®.

Suatu antioksidan dapat menjadi sumber
radikal superoksida melalui reaksi dengan oksigen
dan menjadi sumber radikal hidroksil melalui reaksi
dengan ion Cu®* *!. Minyak atsiri sebagai zat
xenobiotik masuk ke dalam tubuh, dikonsumsi
setiap hari selama 28 hari, kemudian akan
mengalami metabolisme didalam tubuh. Terpenoid,
alkaloid dan fenolik mengalami metabolisme di
dalam hepar dan akan mengaktivasi enzim sitokrom
P-450 (CYP 450). Enzim sitokrom P-450
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mengkatalisis reaksi menggunakan oksigen dan
NADH/NADPH sebagai kofaktor, sehingga hasil
dari proses ini akan meningkatkan substrat hasil
oksidatif. Apabila peningkatan radikal bebas ini
terus berlanjut akan menyebabkan kondisi stress
oxidative 2-*%',

Mekanisme diatas dapat menyebabkan
peningkatan kereaktifan senyawa baik terpenoid,
alkaloid ataupun fenolik®®’. Senyawa yang aktif
tersebut akan beredar dalam aliran darah dan sel
tubuh serta mengakibatkan kerusakan dalam tubuh.
Kerusakan radikal pada asam lemak tak jenuh di
membran sel dan lipoprotein plasma menyebabkan
pembentukan  peroksidasi lipid dan terjadi
modifikasi kimia protein atau lipid pada struktur
LDL terutama apoprotein B100 sehingga
menghasilkan LDL abnormal. Low density
lipoprotein tersebut tidak mampu berikatan dengan
reseptornya sehingga clearence LDL pun terganggu
dan terjadi peningkatan LDL dalam plasma.
Kerusakan ini juga dapat terjadi pada reseptor LDL
hepar dan ekstrahepatik sehingga mengganggu
katabolisme LDL%.

Penelitian ini menunjukkan bahwa antar
perlakuan terjadi penurunan kadar LDL dengan
peningkatan dosis. Kelompok jantan perlakuan
dosis 1,25 mg/kgBB menunjukkan kadar LDL
serum lebih tinggi dibandingkan perlakuan dosis
2,5 dan 5 mg/kgBB. Antar perlakuan pada
kelompok betina tidak menunjukkan adanya
perbedaan, namun kadar LDL cenderung menurun
dengan peningkatan dosis. Hal ini dapat
dihubungkan dengan peningkatan kadar HDL
serum pada dosis tersebut”. Tingginya kadar
apoprotein Al pada HDL dapat menekan
peningkatan kadar LDL serum®.  Penelitian
Warditiani et al. tahun 2016 dan Darni et al. tahun
2016 menyebutkan bahwa flavonoid dan terpenoid
pada daun sirsak dapat menurunkan kadar
kolesterol dengan cara menghambat enzim
3-hidroksil-3 metilglutaril (HMG-KoA) reduktase.

Penurunan kadar LDL serum dengan
peningkatan dosis diduga akibat peran serta nilai
berat badan dan konsumsi makan hewan coba®*#.
Penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi
dosis perlakuan, berat badan akhir dan konsumsi
makan hewan coba semakin menurun. Penurunan
konsumsi makan didukung dari data sisa makanan
pada kelompok jantan dan betina perlakuan dosis 5
mg/kgBB lebih besar dibandingkan dengan
kelompok lainnya, yaitu berturut-turut sebesar 8.04
gram dan 9.13 gram dari 30 gram per hari. Berat
badan pada kelompok jantan dan betina perlakuan
dosis 5 mg/kgBB menunjukkan nilai yang rendah
dibandingkan kelompok perlakuan lain, yaitu
berturut-turut sebesar 174 gram dan 145 gram.
Individu dengan berat badan dan konsumsi makan
yang kurang cenderung memiliki nilai profil lipid
yang lebih rendah 2.
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Hasil penelitian antara kelompok jantan dan
betina menunjukkan adanya kecenderungan
perbedaan nilai kadar LDL. Hal ini dapat
diakibatkan oleh perbedaan nilai berat badan dan
konsumsi  makan, dimana kelompok jantan
memiliki berat badan dan konsumsi makan lebih
besar dibandingkan kelompok betina®. Hormon
estrogen pada kelompok betina diduga ikut
mempengaruhi nilai kadar LDL serum. Estrogen
berperan dalam menurunkan kadar LDL dengan
cara meningkatkan ekspresi reseptor LDL hepar
sehingga meningkatkan clearence LDL*. 17-p
estradiol di dalam hepar dapat mengurangi sintesis
apoprotein B100, yang merupakan komponen LDL.
Estrogen dalam hepatosit merangsang sintesis
apoprotein C-111 yang menghambat hidrolisis oleh
lipoprotein lipase, sementara menurunkan sintesis
hepatik lipase®. Estrogen juga dapat meningkatkan
ekspresi gen apoprotein dan reseptor LDL hepatik
serta menurunkan transkripsi gen lipoprotein lipase
melalui ERo*.

Pengaruh Pemberian secara Subkronik Minyak
Atsiri Daun Sirsak (Annona muricata Linn.)
terhadap Kadar High Density Lipoprotein (HDL)
Serum Tikus Wistar

Pemberian minyak atsiri daun sirsak (Annona
muricata  Linn.)) pada  kelompok jantan
menunjukkan bahwa kelompok kontrol negatif
memiliki kadar HDL serum lebih rendah secara
signifikan dibandingkan kelompok perlakuan dosis
2,5 mg/kgBB serta antar perlakuan menunjukkan
bahwa dosis 2,5 mg/kgBB merupakan dosis
tertinggi yang mengakibatkan peningkatan kadar
HDL serum. Hal yang sama juga terjadi pada
kelompok betina. Kelompok perlakuan dosis 2,5
mg/kgBB mengalami peningkatan kadar HDL
serum lebih tinggi dibandingkan dosis perlakuan
lainnya. Semua kelompok kontrol negatif dan
perlakuan tampak bahwa kadar HDL serum dalam
batas normal HDL tikus wistar, yaitu >35 mg/dl *.

Peningkatan kadar HDL akibat pemberian
minyak atsiri daun sirsak pada kelompok perlakuan
dosis 1,25 mg/kgBB dan 2,5 mg/kgBB
menunjukkan bahwa dosis tersebut merupakan
rentang dosis terapi. Senyawa terpenoid dalam
minyak atsiri daun sirsak diduga meningkatkan
aktivitas enzim Lecithin Cholesterol
Acyltransferase (LCAT). LCAT merupakan enzim
plasma yang mengubah kolesterol bebas menjadi
kolesterol ester, kemudian memasukkan kolesterol
ester tersebut ke dalam inti partikel lipoprotein
membentuk HDL matang yang sferis®. Efek
antioksidan ~ dalam  minyak  atsiri  dapat
meningkatkan ~ kadar HDL  dengan cara
meningkatkan mRNA Apoprotein Al hepar yang
menginisiasi sintesis Apoprotein A1%.

Keadaan lain terjadi pada kelompok perlakuan
jantan dan betina dosis 5 mg/kgBB yang
menunjukkan kadar HDL lebih rendah secara
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signifikan dibandingkan kelompok perlakuan dosis
2,5 mg/kgBB. Penurunan kadar HDL dapat terjadi
akibat beberapa hal, yaitu akibat kerusakan pada
hepar  sehingga terjadi  penurunan  fungsi
pembentukan apoprotein Al, defek struktur
apoprotein Al, penurunan protein ABCA1 atau
karena  penurunan  fungsi enzim  Lecithin
Cholesterol Acyltransferase (LCAT)?.

Mekanisme diatas diduga akibat efek toksik
senyawa terpenoid, alkaloid, dan fenolik.
Terpenoid, alkaloid, dan fenolik berfungsi sebagai
antioksidan dan antiinflamasi dalam dosis yang
tepat. Apabila dosis penggunaan tinggi dan dalam
waktu yang lama maka akan berubah menjadi
prooksidan yang bersifat toksik>®’.

Terpenoid dan alkaloid disebut sebagai
sitotoksin karena keduanya dapat mengganggu
fungsi seluler. Biomembran merupakan target
penting yang akan mengalami kerusakan. Target
berikutnya di dalam sel mencakup enzim, protein,
DNA, RNA dan proses yang terkait®’.

Beberapa  golongan  terpenoid  seperti
sinamaldehid dan eugenol adalah yang paling
banyak terbukti bersifat toksik dengan menghambat
metabolisme energi pada sel sehingga sel tidak
mampu melakukan metabolisme®. Hal ini didukung
oleh Wink tahun 2009 yang menyatakan terpenoid
aktif dapat menghambat transporter ADP/ATP
mitokondria sehingga suplai ATP sel berkurang.
Penelitian lain membuktikan a-pinene dan limonen
terakumulasi dalam jaringan lipid membran sel
sehingga dapat menyebabkan kerusakan pada sel
tersebut®.

Aktivitas molekular pada alkaloid
berhubungan dengan cross link rantai DNA dan
juga unit DNA dengan nukleoprotein. Perubahan
molekular oleh alkaloid diduga menciptakan efek
sitotoksik, anti mitosis dan efek megalositosis pada
sel*®. Beberapa golongan alkaloid berpotensi
merusak kerja hepar karena mampu meningkatkan
konsterasi Cu dan mengganggu metabolisme Fe’.
Alkaloid juga dapat menyebabkan gangguan
respirasi seluler dengan mengikat ion besi dari
sitokrom oksidase terminal dalam rantai respirasi
mitokondria®’.

Flavonoid telah ditemukan mampu
menimbulkan efek mutagenik in vitro. Flavonoid
yang bersifat prooksidan mampu menginduksi
kerusakan inti DNA dan mengakibatkan peroksidasi
lipid dengan adanya logam transisi.

Minyak atsiri sebagai zat xenobiotik masuk ke
dalam tubuh, dikonsumsi setiap hari selama 28 hari
akan mengalami metabolisme di dalam hepar.
Senyawa terpenoid, alkaloid dan fenolik mengalami
metabolisme fase 1 dimana akan mengaktivasi
enzim sitokrom P-450 sehingga hasil dari proses ini
akan menambah kereaktifan senyawa. Kereaktifan
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dari ketiga senyawa tersebut dapat mengakibatkan
peroksidasi lipid yang akhirnya menyebabkan
kerusakan berbagai sel dalam tubuh®®?. Target
utama kerusakan senyawa terpenoid, alkaloid dan
fenolik adalah organ hepar®*.

Dugaan terjadi kerusakan hepar pada
pemberian minyak atsiri daun sirsak dosis 5
mg/kgBB  didukung oleh peningkatan kadar
malondialdehida (MDA) hepar serta peningkatan
jumlah nekrosis sel hepatosit pada dosis 5
mg/kgBB  (Unpublish data). Malondialdehida
merupakan produk akhir peroksidasi lipid dan
merupakan ukuran terjadinya stres oksidatif pada
sel®®.  Penelitian lain  menunjukkan terjadi
peningkatan kadar SGOT dan SGPT serum pada
dosis 5 mg/kgBB baik jantan dan betina, yang
keduanya merupakan enzim penanda kerusakan
hepar (Unpublish data).

Kerusakan  hepar dapat  menyebabkan
penurunan sintesis apoprotein Al. Apoprotein Al
memediasi langkah awal pembentukan HDL,
lipidasi oleh ABCAL, dan kofaktor aktivasi enzim
LCAT. Modifikasi struktural apoprotein Al
mempengaruhi struktur protein apoprotein Al, yang
sering menyebabkan gangguan fungsi dan / atau
peningkatan katabolisme®. Penurunan jumlah dan
fungsi Apoprotein Al sebagai kofaktor enzim
Lecithin  Cholesterol Acyltransferase (LCAT)
mengakibatkan  esterifikasi  kolesterol  bebas
menjadi  kolesterol ester terganggu. Hal ini
mengakibatkan penurunan pembentukan HDL
serum dan akumulasi kolesterol bebas pada
lipoprotein dan jaringan perifer®.

Penurunan HDL dapat juga disebabkan oleh
gangguan protein ABCAL. Protein ABCA1 hepatik
adalah kunci untuk mengedarkan HDL. Meskipun
ABCALl ekstrahepatik juga penting untuk
pematangan  partikel HDL, namun sedikit
berkontribusi pada kadar HDL plasma®. Apabila
protein ABCA1 mengalami kerusakan maka akan
menghasilkan aktivitas ABCAL seluler yang rendah
atau tidak terdeteksi. Kadar apoprotein Al yang
terbentuk pun juga sangat rendah karena
katabolisme cepat apoprotein akibat rendahnya
kadar lipid*".

Hasil penelitian antara kelompok jantan dan
betina  menunjukkan adanya kecenderungan
perbedaan nilai kadar HDL. Kadar HDL pada
kelompok jantan cenderung lebih  rendah
dibandingkan kelompok betina. Hal ini diduga oleh
adanya pengaruh hormon estrogen pada kelompok
betina yang dapat meningkatkan kolesterol HDL
(terutama subfraksi HDL,) Peningkatan kadar HDL
disebabkan karena estrogen mampu meningkatkan
produksi apoprotein A-1 dan menurunkan aktivitas
hepatik lipase®. Estrogen juga mampu meningkatan
ekspresi gen ATP binding cassette A1 (ABCA1)*.
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Mekanisme pasti bagaimana kandungan
minyak atsiri daun sirsak dalam meningkatan
kadar LDL dan menurunkan kadar HDL serum
belum diketahui. Pemeriksaan melibatkan penilaian
biokimia dan genetik tambahan, misalnya
pemeriksaan struktur LDL dan reseptor LDL pada
hepar maupun ekstrahepatik perlu dilakukan untuk
mengetahui penyebab utama peningkatan kadar
LDL serum, sedangkan untuk mengetahui penyebab
utama penurunan kadar HDL serum perlu dilakukan
juga pemeriksaan kadar apoprotein A-1 plasma,
kolesterol bebas plasma (tidak teresterifikasi),
aktivitas enzim LCAT, dan komponen fraksi HDL.

Perbedaan nilai kadar LDL dan HDL serum
antara kelompok jantan dan betina tidak dilakukan
analisa lebih lanjut, karena tidak memenuhi syarat
uji Independent t-test (n < 6 sampel)*. Oleh karena
itu, untuk mengetahui perbedaan nilai kadar LDL
dan HDL serum antara kelompok jantan dan betina
secara pasti perlu dilakukan penambahan sampel.

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil analisa data dan
pembahasan dalam penelitian ini, peneliti
mengasumsikan bahwa minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) dosis 2,5 mg/kgBB
merupakan dosis aman yang tidak meningkatkan
kadar LDL serum dan menurunkan kadar HDL
serum secara subkronik, baik pada tikus normal
jantan dan betina.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan, guna peningkatan dan pengembangan
lebih lanjut peneliti menyarankan :

1. Penelitian pemberian minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) secara kronik dengan
dosis yang sama diperlukan untuk mengetahui
keamanan penggunaan minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) dalam jangka waktu
yang lebih lama.

Penelitian lebih lanjut mengenai
farmakodinamik minyak atsiri daun sirsak
(Annona muricata Linn.) terutama terpenoid
dalam proses meningkatkan LDL dan
menurunkan HDL perlu dilakukan.

Penambahan sampel penelitian diperlukan untuk
dapat melakukan uji Independent t-test sehingga
dapat mengetahui secara pasti perbedaan kadar
LDL dan HDL serum antara kelompok jantan
dan betina.
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