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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian antimalaria ekstrak umbi Ashitaba (Angelica keiskei K) terhadap
penghambatan pertumbuhan Plasmodium falciparum dengan konsentrasi 100
pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml dan 0,01 pg/ml secara in vitro yang

dilakukan di Laboratorium ITD Universitas Airlangga.

4.1. Simplisia

Bahan uji yang digunakan pada penelitian ini adalah umbi Ashitaba
yang diperoleh dari salah satu kebun warga di Desa Sembalun Bumbung,
Kabupaten Lombok Timur, Provinsi NTB. Umbi Ashitaba yang akan
digunakan pada penelitian ini telah melalui proses pencucian dan sortasi
untuk mendapatkan simplisia dengan kualitas baik, kemudian dilakukan
pengeringan menggunakan oven dengan suhu 60°C selama 3 hari di

Laboratorium Farmakognosi Universitas Muhammadiyah Mataram.

Gambar 4.1. Simplisia umbi Ashitaba (Angelica keiskei K)

Tujuan pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama dengan
mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik akan mencegah

penurunan mutu atau perusakan simplisia (Prasetyo dan Inoriah, 2013).
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Selanjutnya umbi Ashitaba dibuat serbuk menggunakan blender dan
ditimbang untuk mengetahui susut pengeringannya.
Ekstraksi

Ekstraksi pada penelitian ini menggunakan metode maserasi karena
tidak dilakukan pemanasan sehingga dapat digunakan untuk mengekstraksi
senyawa yang bersifat termolabil. Maserasi adalah proses penyarian simplisia
menggunakan pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan
pada temperatur kamar (Ditjen POM, 2000). Pada penelitian ini maserasi
dilakukan dengan cara mencampurkan serbuk dengan pelarut etanol 70%
dalam toples kaca dengan pengadukan selama 30 menit kemudian diendapkan
selama 24 jam pada suhu kamar. Maserasi yang dilakukan pada penelitian ini
menggunakan pelarut etanol 70% karena menurut Tiwara et al. (2011) etanol
dengan konsentrasi 70% dapat menarik senyawa aktif bioflavonoid yang
tinggi dibandingkan dengan menggunakan etanol yang murni. Hal ini
disebabkan karena etanol 70% terdiri dari 30% kandungan air sehingga
mengakibatkan kepolaran dari pelarut akan meningkat sehingga akan
mempermudah dalam proses ekstraksi, etanol 70% akan mengakibatkan
penetrasi ke dalam membran seluler untuk mengekstraksi bahan material
intraseluler (Tiwari et al., 2011).

Flavonoid merupakan senyawa fenol yang memiliki sistem aromatik
yang terkonjugasi (Harborne, 1996 dalam Hudaya, 2015). Sistem aromatik
yang terkonjugasi mudah rusak pada suhu tinggi. Selain itu, beberapa

golongan flavonoid memiliki ikatan glikosida dengan molekul gula. Ikatan
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glikosida akan mudah rusak atau putus pada suhu tinggi (Rijke, 2005).
Berdasarkan Soehendro (2015), kelarutan fenol dalam air berkisar antara 0-
65°C sedangkan menurut penelitian Kosasih (2017) terhadap daun sirsak
membuktikan bahwa “kandungan flavonoid dan total fenol pada daun sirsak
yang dipanaskan pada suhu 60°C lebih tinggi dibandingkan kandungan
flavonoid dan total fenol pada daun sirsak yang dipanaskan pada suhu 40°C”.
Oleh sebab itu, pada penelitian ini ekstrak kental umbi Ashitaba diperoleh
dengan cara penguapan menggunakan waterbath dengan suhu 60°C. Data
hasil simplisia dan rendemen dari proses ekstraksi umbi Ashitaba disajikan

pada tabel 4.1.

Gambar 4.2. Ekstrak Kental Umbi Ashitaba

Tabel 4.1. Hasil simplisia dan rendemen

Bahan yang Berat Berat kering | Berat ekstrak | Rendemen
digunakan basah (Q) (9) (9) (%)
Umbi Ashitaba 4.100 1.200 13,23 1,102

Hasil ekstraksi menunjukkan bahwa 1.200 gam serbuk kering umbi
ashitaba menghasilkan 13,23 gam ekstrak kental berwarna cokelat tua,
berbentuk pasta, dan rendemen ekstrak etanol 70% umbi ashitaba memiliki
persentase sebesar 1,102% b/b. Rendemen adalah perbandingan antara

ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Rendemen menggunakan
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satuan persen (%), semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan
menandakan nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak (Armando, 2009).
Rendemen suatu ekstrak dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor salah satunya
adalah metode ekstraksi yang digunakan (Depkes RI, 2000). Menurut
penelitian Wijaya (2018) rendemen ekstrak pada metode maserasi memiliki
rendemen yang lebih kecil dibandingkan dengan metode refluks dan
soxhletasi. Nurasiah (2010) menyatakan bahwa karena tidak adanya bantuan
gaya lain pada maserasi yang hanya dilakukan perendaman sehingga osmosis
pelarut ke dalam padatan berlangsung statis meskipun telah dilakukan
pergantian pelarut dengan metode remaserasi.
4.3. Skrinning Fitokimia

Skrinning fitokimia merupakan analisis kualitatif terhadap senyawa-
senyawa metabolit sekunder. Suatu ekstrak dari bahan alam terdiri atas
berbagai macam metabolit sekunder yang berperan dalam aktivitas
biologisnya. Senyawa-senyawa tersebut dapat diidentifikasi dengan pereaksi-
pereaksi yang mampu memberikan ciri khas dari setiap golongan dari

metabolit sekunder (Harborne, 1987).
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Gambar 4.3.  Hasil Skrinning Fitokimia (a) Ekstrak Umbi Ashitaba yang
telah dilarutkan dengan etanol (b) Flavonoid (c) Saponin (d)
Tanin (e) Alkaloid (dragendroff) (f) Alkaloid (Mayer)

Ekstrak kental yang didapatkan dilarutkan dengan etanol kemudian
disaring hingga menghasilkan filtrat berwarna kuning bening. Selanjutnya
filtrat dibagi kedalam 5 tabung, masing-masing sebanyak 2 ml untuk
direaksikan dengan beberapa pereaksi sebagai tahap pengujian skrinning
fitokimia umbi ashitaba seperti pada gambar 4.3.

Hasil skrinning fitokimia secara kualitatif menunjukkan bahwa umbi
Ashitaba memiliki senyawa Flavonoid golongan kalkon, Tanin dan Saponin

(Tabel 4.2).

Tabel 4.2. Data Hasil Skrinning Fitokimia

Hasil Skrinning Fitokimia Ekstrak
No Golongan Senyawa Umbi Ashitaba

Positif | Negatif Keterangan
1 | Flavonoid (kalkon) v Merah Jingga
2 | Saponin v Tidak ada busa
3 | Tanin v Hijau kehitaman
4 | Alkaloid (Dragendroff) v' | Tak ada endapan

Alkaloid (Mayer) v' | Tak ada endapan
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Uji flavonoid menunjukkan hasil positif, hal tersebut dapat dilihat
dari perubahan warna kuning bening menjadi merah jingga. Semakin pekat
warna merah yang dihasilkan dapat mengidentifikasikan kandungan senyawa
flavonoid tinggi. Berdasarkan warna yang dihasilkan dapat diidentifikasikan
jenis senyawa flavonoid tergolong senyawa kalkon (Suhendi, 2011).

Penambahn HCI pekat dalam uji flavonoid dimaksudkan untuk
meghidrolisis flavonoid menjadi aglikonnya yaitu dengan menghidrolisis O-
glikosil. Glikosil akan tergantikan oleh H* dari asam karena sifatnya yang
eletrofilik. Glikosida berupa gula yang biasa dijumpai yaitu glukosa,
galaktosa dan ramnosa. Reduksi dengan Mg dan HCI pekat ini menghasilkan
senyawa kompleks yang berwarna merah atau jingga pada flavonol, flavanon,
flavanonol dan xanton (Marliana, 2005).

Uji saponin tidak menunjukkan hasil positif karena buih yang
terbentuk setelah pengocokan tidak bertahan lama selama 10 menit. Busa
yang ditimbulkan saponin karena adanya kombinasi sturktur senyawa
penyusunnya Yyaitu rantai sapogenin nonpolar dan rantai samping polar yang
larut dalam air sehingga busa yang ditimbulkan dapat bertahan selama 10
menit dengan ketinggian 1-3cm (Faradisa, 2008).

Uji tanin menunjukkan hasil positif dengan perubahan warna dari
kuning bening menjadi hijau kehitaman. Perubahan warna menjadi hijau
kehitaman terjadi akibat pembentukan senyawa kompleks antara tanin dengan

FeCls. Tanin merupakan golongan polihidroksi fenol (polifenol) yang dapat
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dibedakan dari fenol lain karena kemampuannya mengendapkan protein
(Ikalinus, 2015).

Uji alkaloid menunjukkan hasil negatif dengan tidak terbentuknya
endapan jingga setelah direaksikan dengan pereaksi dragendroff. Senyawa
alkaloid bereaksi dengan Dragendroff menghasilkan endapan jingga hingga
merah kecokelatan. Pada reaksi tersebut terjadi penggantian ligan dimana
nitrogen yang mempunyai pasangan elektron bebas pada alkaloid membentuk
ikatan kovalen koordinat dengan ion K* dari kalium tetraidobismutat
menghasilkan kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Haryati et al.,
2015).

Penegasan Senyawa Flavonoid

Senyawa yang diidentifikasi pada penelitian ini adalah senyawa
flavonoid. Identidikasi senyawa flavonoid dilakukan menggunakan metode
Kromatogafi Lapis Tipis (KLT), KLT yang digunakan terbuat dari silika gel
dengan ukuran 8cm x 2cm GFys4 Sebagai fase diam. Ekstrak kental hasil
ekstraksi  dilarutkan dengan etanol, kemudian ditotolkan dengan
menggunakan pipet mikro pada jarak 1 cm dari garis bawah dan 1 cm dari
garis atas. Selanjutnya dielusi dengan menggunakan eluen etil asetat : n-
heksan (7:3). Bercak pada fase diam dapat diamati pada cahaya tampak dan

dibawah sinar UV. Hasil KLT dapat dilihat pada gambar 4.5.
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Gambar 4.5. Hasil KLT Identifikasi Senyawa Golongan Flavonoid. (a)
Pengamatan pada sinar tampak, (b) Pengamatan pada sinar
UV 254 nm, (c) Pengamatan pada sinar UV 366 nm, (d)
Pengamatan pada sinar tampak setelah diuapkan ammonia,
(e) Pengamatan pada sinar UV 254 nm setelah diuapkan
ammonia, (f) Pengamatan pada sinar UV 366 nm setelah
diuapkan ammonia.

Hasil uji identifikasi senyawa seperti yang terlihat pada gambar 4.5
menunjukkan adanya perbedaan penampakan bercak sebelum dan setelah plat
GF,s4 diuapkan ammonia. Bercak terlihat lebih jelas pada plat GF.s, yang
telah diuapkan ammonia. Pada UV 254 nm, lempeng akan berfluoresensi
sedangkan sampel akan tampak berwarna gelap. Penampakan noda pada
lampu UV 254 nm karena adanya daya interaksi antara sinar UV dengan
indikator fluoresensi yang terdapat pada lempeng. Pada UV 366 nm noda
akan berfluoresensi dan lempeng akan berwarna gelap. Penampakan noda
pada lampu UV 366 nm karena adanya daya interaksi antara sinar UV dengan
gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom yang ada pada noda tersebut.
Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan

oleh komponen tersebut ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat energi

dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan
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semula sambil melepaskan energi. Sehingga noda yang tampak pada lampu
UV 366 terlihat terang karena silika gel yang digunakan tidak berfluoresensi
pada sinar UV 366 nm (Gibbons, 2006).

Identifikasi senyawa flavonoid setelah diuapkan ammonia timbul noda
berwarna kuning terang dibawah sinar tampak dan UV 254 nm serta berwarna
biru pada UV 366 nm menegaskan adanya kandungan flavonoid pada ekstrak
umbi Ashitaba. Flavonoid yang bersifat polar terikat pada fase diam. Fase
gerak yang bersifat semi polar akan membawa flavonoid melewati fase diam
dan akan memisah, adanya uap amonnia akan menyebabkan gugus hidroksi
fenolik pada flavonoid membentuk warna kuning (Erlita et al., 2014) Hal ini
sesuai dengan pendapat Wagner dan Bladt (2001) yang menyebutkan bahwa
flavonoid dapat berfluoresensi dan memberikan warna kuning, hijau, maupun
biru serta berwarna kuning lebih intens setelah diuapkan ammonia. Flavonoid
yang berwarna kuning terang atau cokelat kuning setelah direaksikan dengan
ammonia merupakan jenis flavonol glikosida (Harborne, 2006).

Uji Aktivitas Antimalaria In vitro

Penelitian aktivitas antimalaria ekstrak etanol umbi ashitaba (Angelica
keiskei Koidzumi) dilakukan terhadap Plasmodium falciparum strain 3D7
secara in vitro. Uji aktivitas in vitro dengan P.falcifarum dilakukan sebagai
uji pendahuluan untuk mengevaluasi bahan alam hayati yang diduga memiliki
aktivitas antimalaria. Skrinning ekstrak dari tanaman yang digunakan untuk
pengobatan tradisional, uji in vitro menawarkan keuntungan karena dapat

menggunakan P.falcifarum, penyebab malaria pada manusia yang memiliki
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beberapa strain yang resisten terhadap banyak obat antimalaria sebagai parasit
uji (Philipson, 1991). Pengujian antimalaria secara in vitro dilakukan dengan
berbagai konsentrasi melalui beberapa tahapan yaitu, preparasi sampel, cek
parasit dan uji malaria.

Sampel yang digunakan yaitu 5,3 mg ekstrak kental umbi Ashitaba
yang dilarutkan dalam 530 ml DMSO 50% kemudian dilakukan serial
pengenceran (100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pug/ml dan 0,01 pg/ml) untuk
mengetahui rentang aktivitas antimalarianya. Tahap selanjutnya mengecek
parasit dengan melakukan pengamatan di bawah mikroskop seperti pada

gambar 4.6.

d

Gambar 4.6. Sepuluh lapang pandang pertama (a) pengamatan 1000
eritrosit (b) parasit stadium syzon (c) parasit stadium ring
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Parasit yang dihitung adalah parasit dengan stadium ring yang
ditunjukkan dengan titik atau lingkaran kecil berwarna hitam di dalam
eritrosit, parasitema tersebut yang dihitung per 1000 eritrosit untuk
menemukan persen penghambatan yang terjadi. Cek kultur dilakukan dengan
membuat hapusan darah tipis yang diwarnai dengan giemsa 10%. Kualitas
dari hasil pewarnaan giemsa berpengaruh terhadap pemeriksaan mikroskopik
malaria. Hasil pewarnaan dikatakan baik apabila lapisan darah cukup tipis
sehingga eritrosit dan leukosit jelas terpisah satu dengan yang lainnya.
Leukosit tidak boleh menggerombol pada bagian terakhir dari hapusan,
hapusan tidak boleh mengandung cat, bersih dari partikel zat warna giemsa,
sel leukositnya tidak berlubang-lubang dan sel leukositnya tidak pecah
(Prasetyaningrum, 2009). Prinsip dari pewarnaan giemsa adalah presipitasi
hitam yang terbentuk dari penambahan larutan metilen biru dan eosin yang
dilarutkan di dalam metanol. Pewarnaan giemsa digunakan untuk
membedakan inti sel dan morfologi sitoplasma dari sel darah merah, sel darah
putih, trombosit dan parasit yang ada di dalam darah (Dinas Kulon Progo,
2012).

Kontrol negatif pada penelitian ini menggunakan DMSO bertujuan
untuk memastikan bahwa aktivitas antimlaria pada saat penelitian berasal dari
sampel uji. Pemilihan DMSO sebagai kontrol negaif karena DMSO
merupakan pelarut yang dapat melarutkan senyawa polar maupun nonpolar.
Selain itu, DMSO tidak memberikan daya hambat pertumbuhan parasit

sehingga tidak mengganggu hasil pengamatan uji aktivitas antimalaria
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(Handayani et al., 2005). Sedangkan kontrol positifnya menggunakan
klorokuin. Berdasarkan struktur kimianya klorokuin fosfat merupakan
turunan 4-aminokuinolin. Turunan 4-aminokuinolin mempunyai aktifitas
antimalaria yang relatif tinggi dibandingkan kinin. Toksisitasnya relatif
rendah, pemakaian jangka panjang dengan dosis besar dapat mempengaruhi
pendengaran dan penglihatan. Cara kerja obat klorokuin adalah dengan
menghancurkan bentuk eritrosit seksual (gametosit) dari parasit malaria
sehingga mencegah penyebaran plasmodium ke nyamuk anopheles
(Siswandono, 1995).

Pada tahun 1973 ditemukan pertama kali adanya kasus resistensi
P.falcifarum terhadap klorokuin di Kalimantan Timur. Sejak itu kasus
resistensi terhadap klorokuin yang dilaporkan semakin meluas. Sejak tahun
1990, dilaporkan telah terjadi resistensi P.falcifarum terhadap klorokuin di
seluruh provinsi di Indonesia. Selain itu dilaporkan juga adanya kasus
resistensi terhadap Plasmodium terhadap Sulfadoksin-Primethamin (SP) di
beberapa tempat di Indonesia. Dari penelitian-penelitian yang dilakukan oleh
Litbangkes dan Lembaga penelitian lainnya telah ditemukan adanya resistensi
terhadap P.vivax terhadap klorokuin di beberapa wilayah di Indonesia
(Bangka, Papua). Keadaan tersebut perlu dicegah dengan pengobatan yang
tepat dan efektif sehingga dapat menurunkan morbiditas dan mortalitas akibat
penyakit malaria (Kemenkes RI, 2011).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Antonius et al. (2001)

menyatakan bahwa “Prevalensi kasus resisten klorokuin ditemukan sebesar
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40,8%. Suatu daerah dinyatakan resisten klorokuin dan pengobatan diganti
dengan pengobatan antimalaria alternatif, maka dipakai hasil pertemuan
WHO di Kuala Lumpur, Malaysia tahun 1981. Pertemuan tersebut
menetapkan jumlah subjek yang perlu diuji minimal 30 penderita
P falcifarum endogenous dan hasi uji in vivo ditemukan 5% derajat RI
(resisten 1) dan atau R Il atau R Ill, atau 1% derajat R Il dan atau R 11l
(Depkes RI, 1993). Atas dasar ketetapan tersebut, maka daerah tersebut dapat
dinyatakan daerah resisten klorokuin. Kasus resistensi klorokuin yang paling
banyak di desa pertanian dan perkebunan (87,1%), pekerjaan subjek sebagian
besar adalah buruh (21,0%), tidak berpergian atau berkunjung ke daerah
resisten sampai menginap (39,5%), tidak ada tamu yang menginap berasal
dari daerah yang dinyatakan resisten (35,5%) dan tidak ada daerah yang
dinyatakan resisten yang berjarak kurang dari 2,5 Km. Fakta tersebut
menyatakan bahwa endogenous P.falcifarum yang resisten terhadap
klorokuin bukan kasus import. Pada penelitian yang dilakukan di Kecamatan
Kintap, Kabupaten Tanah Laut Provinsi Kalimantan Selatan dinyatakan
sebagai daerah resisten terhadap klorokuin”.

Salah satu upaya penemuan alternatif pengobatan antimalaria adalah
dengan menemukan senyawa bahan alam yang efektif untuk mengobati
malaria. Menurut Bero et al. (2009), senyawa-senyawa yang positif pada
skrinning fitokimia merupakan gup senyawa yang sering menjadi senyawa
aktif antimalaria. Senyawa-senyawa tersebut umumnya metabolit sekunder

golongan alkaloid, terpen, kuasinoid, flavonoid, limonoid, kalkon, peptida,
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xanton, kuinon, kumarin dan beberapa obat antimalaria bahan alam lainnya
(Kaur et al., 2009). Pada uji skrinning fitokimia kali ini menunjukkan bahwa
ashitaba mengandung senyawa flavonoid golongan kalkon, tanin dan saponin
sedangkan Sembiring (2011) membuktikan bahwa umbi Ashitaba
mengandung alkaloid, saponin, flavonoid, triterpenoid dan glikosida yang
sangat kuat.

Hasil uji aktivitas antimalaria in vitro ekstrak umbi Ashitaba dengan 5
konsentrasi diperoleh rerata pertumbuhan, hambatan dan nilai ICsy (Tabel
4.3). Persen pertumbuhan diperoleh dari persentasi jumlah eritrosit terinfeksi
per 1000 eritrosit. Ekstrak etanol umbi ashitaba menunjukkan daya hambat
terhadap pertumbuhan P.falciparum pada konsentrai 100 pl/ml (66,36%), 10
pl/ml (42,90%), 1 pl/ml (29,32%), 0,1 pl/ml(12,81%) dan 0,01 pl/mi
(2,62%).

Menurut Pouplin et al. (2007) suatu ekstrak dikatakan aktif dalam
menurunkan parasitemia apabila ekstrak tersebut dapat menurunkan
parasitemia >30%. Berdasarkan hal tersebut, pada konsterasi 100 pg/ml dan
10 pg/ml, ekstrak umbi Ashitaba ini dapat dikatakan aktif dalam menurunkan

parasitemia.
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Bahan Uji Konsentrasi | Pertumbuhan | Hambatan 1Cs
(Hg/ml) (%0) (%) (ng/ml)

100 1,09 + 0,03 66,36 + 0,72

Ekstrak umbi 10 185+0,01 |42,90+0,18

ashitaba 1 2,29+ 0,01 29,32 +0,13 | 16,09
0,1 2,82+ 0,02 12,81 + 1,04
0,01 3,15+0,01 2,62+0,21
100 0 100

Kontrol positif 10 0,28 + 0,28 91,35+ 0,91

(Klorokuin) 1 0,55+ 0,49 82,86 + 1,60 | 0,007
0,1 0,97 + 0,21 70,22 + 0,53
0,01 1,42 +0,01 56,17 + 0,63

Kontrol negatif

(DMSO)Q 3,24 + 0,01

Hubungan antara peningkatan konsentrasi dengan besarnya aktivitas

penghambatan terhadap pertumbuhan P.falcifarum, dianalis menggunakan

probit dari program SPSS sehingga diketahui nilai inhibition concentration

(ICsp). Hasil analisis didapatkan nilai 1Cs, P.falcifarum pada kultur ekstrak

umbi ashitaba dan klorokuin berturut-turut adalah 16,09 pg/ml dan 0,007

pg/ml. - Semakin kecil nilai 1Csp maka semakin besar efektivitas
penghambatan ekstrak terhadap pertumbuhan P.falcifarum (Rinidar et al.,
2013).

Menurut Kohler (2002) Ekstrak yang memiliki nilai 1Csy <50 pg/ml
dan fraksi yang memiliki nilai 1Cso <25 pg/ml dapat dikatakan efektif sebagai
antimalaria. Hal tersebut menunjukkan bahwa nilai 1Csy umbi ashitaba lebih
kecil dari nilai yang disebutkan. Dengan demikian dapat dinyatakan bahwa
ekstrak etanol umbi ashitaba efektif sebagai antimalaria. Selain itu, kriteria
ekstrak yang memiliki aktivitas antimalaria menurut Bickii et al. (2007)

disajikan dalam Tabel 4.4
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Tabel 4.4 Kriteria nilai 1Csg aktivitas antimalaria

No Kriteria Nilai ICsq (ug/ml)
1 | Sangat aktif <05

2 | Aktif 5-50

3 | Kurang aktif 50-100

4 | Tidak aktif >100

Dari data tersebut dapat dinyatakan bahwa ekstrak umbi Ashitaba dapat

dikategorikan aktif sebagai agen antimalaria.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antimalaria ekstrak etanol
umbi ashitaba terhadap Plasmodium falcifarum dengan pendekatan In vitro
menggunakan metode mix gass, dapat disimpulkan bahwa:
a. Ekstrak umbi Ashitaba memiliki potensi sebagai antimalaria yang
ditunjukkan dengan nilai ICs sebesar 16,09 pg/ml
b. Konsentrasi efektif pada uji antimalaria ekstrak umbi Ashitaba yaitu pada
konsentrasi 100 pg/ml (66,36%) dan 10 pg/ml (42,90%)
5.2. SARAN
a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap isolasi senyawa kalkon
dalam umbi Ashitaba
b. Perlu dilakukan lebih lanjut tentang aktivitas antimalaria ekstrak etanol
umbi Ashitaba dengan pendekatan in vivo untuk mengetahui dosis
keamanan dan toksisitasnya
c. Diharapkan peneliti selanjutnya menggunakan pelarut dan metode lain

dalam pembuatan ekstrak umbi Ashitaba
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LAMPIRAN



Lampiran 1. Proses pembuatan simplisia umbi ashitaba
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Penimbangan simplisia Pembuatan serbuk simplisia



Lampiran 2. Proses ekstrasi dengan metode maserasi

70%

Ekstrak Umbi Ashitaba Penimbangan ekstak kental



Lampiran 3. Hasil Skrinning Fitokimia

Uji Senyawa Alkaloid (Dragendroff)

Uji Senyawa Alkaloid (Mayer)



Lampiran 4. Proses Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Pengamatan pada sinar Pengamatan pada sinar Pengamatan pada sinar
tampak UV 254 nm UV 366 nm

B

Pengamatan pada sinar Pengamatan pada sinar Pengamatan pada sinar
tampak setelah diuapkan UV 254 nm setelah UV 366 nm setelah
ammonia diuapkan ammonia diuapkan ammonia



Lampiran 5. Preparasi sampel uji

Sampel dilarutkan dalam 530 pl
DMSO 50%

Sampel siap di uji



Lampiran 6. Preparasi parasit uji

RPMI (Medium uji) atau M- (medium M+ (Medium lengkap) = 90 ml
tidak lengkap M- dan 10 ml serum

Cek parasit menggunakan
mikroskop dengan pembesaran 10
x 100

Kultur yang telah diinkubasi selama 24
jam

|

Pengencerén kultur dengan
sorbitol 5%

Pengamatan parasit



Sentrifuge kultur

- ==

Pewarnaan hapusan darah dengan
giemsa

Amati hapusan darah lagi di bawah Counter = alat untuk menghitung
mikroskop hingga mendapatkan parasit, kanan untuk menghitung
stadium ring >80% eritrosit yang Kiri untuk parasit



Kultur sisa sinkronisasi dimasukan ke Beri oksigen ke dalam kultur
dalam tube 15ml menggunakan mix gass

Kultur di masukkan kembali ke dalam
inkubator untuk digunakan pada uji
selanjutnya

Kultur diletakkan dalam posisi
melintang agar kultur menyebar



Lampiran 7. Prosedur uji aktivitas antimalaria

Masukkan sampel ke dalam Membuat serial pengenceran

mikroplate (konsentrasi) di atas mixmate
S 3 :

! ,\' -

Tambahkan kultur ke dalam
mikroplate yang berisi sampel,
kontrol positif dan kontrol negatif

Menyiapkan tempat sebagai Tambahkan oksigen menggunakan
mix gass

pengganti candle jar

Mix gass Inkubasi selama 24 jam



Lampiran 8. Hasil Uji Aktivitas Antimalaria yang diberi Ekstrak Umbi Ashitaba

Konsentrasi % Parasitemia %
(ug/ml) R | 0jam 48jam | % Pertumbuhan | % Hambatan | Hambatan
rata-rata
1 0.80 4.03 3.23 -
Kontrol (-) -
2 0.80 4.05 3.25 -
100 1 0.80 1.87 1.07 66.87 66.36
2 0.80 1.91 111 65.85
10 1 0.80 2.64 1.84 43.03 42.90
2 0.80 2.66 1.86 42.77
. 1 0.80 3.08 2.28 29.41 29.32
7. 0.80 3.10 2.30 29.23
01 1 0.80 3.64 2.84 12.07 12.81
' 2 | 080 | 361 2.81 13.54
1 0.80 3.95 3.15 2.48
0.01 2.62
2 0.80 3.96 3.16 2.77




Lampiran 9. Hasil Uji Aktivitas Antimalaria yang diberi Klorokuin

Konsentrasi % Parasitemia %
R . . % Pertumbuhan | % Hambatan | Hambatan
(ng/ml) 0jam 48 jam rata-rata
1 0.8 4.03 3.23 - -
Kontrol (-)
2 0.8 4.05 3.25 -
1 0.8 0.34 0 100 100
100
2 0.8 0.35 0 100
10 1 0.8 1.10 0.3 90.71 91.36
2 0.8 1.06 0.26 92.00
. 1 0.8 1.39 0.59 81.73 82.87
2 0.8 1.32 0.52 84.00
01 1 0.8 1.75 0.95 70.59 70.22
' 2 0.8 1.78 0.98 69.85
okl 1 0.8 2.23 1.43 55.73 56.17
' 2 0.8 2.21 1.41 56.62




Lampiran 10. Data Analisis Probit Ekstrak Umbi Ashitaba pada Program SPSS

Probit Transformed Responses

Probit

R Unear = 0534

Log of Konsentrasi

IC50 = 16.09 pg/mli

Lampiran 11. Data Analisis Probit klorokuin pada Program SPSS

Probit Transformed Responses
1.25-]
1.00]
=
3 075
o
1=
o
0.50]
0.25-]
0.00] R? Linear = 0.999
T T T T T T T
20 15 10 05 0.0 05 10
Log of Konsentrasi

1Cs0=0.007 pg/mi



