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Abstract

This study was aimed to determine the secure level of the n-hexane extract of kebar grass on
hypercholesterolemia rats based the acute oral toxicity test. Based the literature, no report on the toxic dosage before,
initial dose was started at 300 mg/kg body weight (BW) and to be increased 2000 to 5000 mg/kg BW. Toxicity data
were set for 24 hours and continued until 14 days after treatment for several parameters, i.e : toxicity symptoms, death
of animals, changes in body weight and the manifestation of toxicity effects. At the end of the test, the rats were
sacrificed and organs were taken for abnormalities (macroscopy). The results of this study showed that the
administration of the n-hexane extract of grass kebar at all doses did not show the toxicity symptoms, mortality and
body weight change. The absolute and relative weights and gross pathology observation of the internal organ were
normal. Conclusions: the n-hexane extract of grass kebar is safe and the LD,, was determined on category 5,
unclassified or minimum practically non toxic

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat keamanan ekstrak n-hexana rumput kebar pada tikus
hiperkolesterolemia menggunakan metode uji toksisitas akut oral. Berdasarkan literatur, tidak ada laporan mengenai
dosis toksisitas sehingga starting dosis dimulai pada limit test 300 mg/kg BB dan jika perlu ditingkatkan ke dosis 2000-
5000 mg/kg BB. Data gejala toksik dan kematian hewan ditetapkan selama 24 jam setelah perlakuan dan pengamatan
uji tetap dilanjutkan sampai 14 hari setelah perlakuan sediaan uji. Selama 14 hari dilakukan pengamatan gejala-gejala
toksik, kematian hewan uji, perubahan kenaikan berat badan dan manifestasi efek toksik. Pada akhir uji, tikus
dikorbankan dan diambil organ vitalnya dan dievaluasi terhadap kelainan gross patologi (makroskopi). Hasil
penelitian menunjukkan pemberian ekstrak n-hexana rumput kebar pada dosis /limit test 300 mg/kg BB dan 5000
mg/kg BB tidak menimbulkan gejala toksik maupun kematian hewan uji. Pada organ vital tidak ditemukan adanya
perubahan. Analisis statistik menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan pada berat badan, berat absolut organ
dan berat relatif organ antara kelompok kontrol dan perlakuan. Kesimpulan: pemberian ekstrak n-hexana rumput kebar
aman diberikan pada dosis 300 mg/kg BB, 2000 mg/kg BB dan 5000 mg/kg BB secara peroral

Kata kunci: hiperkolesterolemia; rumput kebar; tikus

Pendahuluan merupakan salah satu tumbuhan endemik Indonesia

Rumput Kebar (Biophytum petersianum (Papua) yang telah dimanfaatkan sebagai tanaman
Klotzsch) merupakan salah satu spesies dari genus obat, khususnya oleh penduduk lokal. Biophytum
Biophytum dalam family Oxalidaceae yang diyakini memiliki potensi sebagai antihiperlipidemia
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(Kakade ef al. 2015; Renuka et al. 2015). Penelitian
terakhir menyebutkan bahwa ekstrak rumput kebar
dapat menurunkan tingkat kolesterol total pada serum
kelinci (Sambodo et al., 2015). Berdasarkan parameter
darah, uji toksisitas ekstrak n-hexana rumput kebar
pada tikus normal tidak menyebakan ketoksikan dan
atau kematian pada hewan coba (Sambodo ef al.,
2016). Akan tetapi, uji toksisitas ekstrak n-hexana
rumput kebar pada tikus hiperkolesterolemia belum
pernah dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan mengetahui tingkat keamanan ekstrak n-
hexana rumput kebar pada tikus hiperkolesterolemia
melalui uji toksisitas akut oral berdasarkan gejala-
gejala toksik, berat badan, berat organ relatif dan gross

patologi.

Materi dan Metode

Pada penelitian ini menggunakan tikus yang
berasal dari LPPT Unit IV. Tikus dipelihara dalam
kandang komunal dengan ukuran p x 1 x t (42cm x
21cm x 20cm) , suhu ruang pemeliharaan 22°C-15°C,
kelembaban 60%-70% dengan siklus cahaya 12 gelap
12 terang. Semua perlakuan dalam penelitian ini sudah
mendapat persetujuan tim kelayakan etik LPPT
dengan nomor 00034/04/LPPT/1X/2016.

Ekstraksi Rumput Kebar

Sejumlah serbuk rumput kebar (diperoleh dari
Distrik Kebar Tengah yang terletak pada 13303725,8'
Bujur Timur dan 0048731,1' Lintang Selatan dengan
ketinggian 590 m dpl, Kabupaten Tambrauw Propinsi
Papua Barat), diidentifikasi di Herbarium
Manokwariense Pusat Penelitian Keanekaragaman
Hayati Universitas Papua, direndam dalam larutan
ethanol (Merck") 50% dan diaduk selama 30 menit dan
didiamkan selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan
penyaringan menggunakan kertas saring dengan

ukuran pori 2,5 pm untuk memperoleh filtrat. Proses
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diulang sebanyak 3 kali sehingga diperoleh filtrat hasil
dari 3 kali perendaman (filtrat I) dan ampas (Yunita et
al., 2009). Selanjutnya filtrat 1 diuapkan dengan
vacuum rotary evaporator (Yamato) pemanas water
bath pada suhu 70 °C, sehingga diperoleh filtrat pekat.
Filtrat pekat ditambah n-hexana kemudian dicampur
selama 5 menit dan didiamkan selama 1 jam lalu
dipisahkan dengan corong pisah. Proses ini diulang
sebanyak 5 kali sehingga diperoleh filtrat II dan residu.
Selanjutnya filtrat II diuapkan dengan vacuum rotary
evaporator pemanas water bath pada suhu 45 °C
sehingga diperoleh ekstrak rumput kebar fraksi n-
hexana (Chapagain dan Wiesman, 2005; Bogoriani,
2008).

Uji Toksisitas Akut secara Oral

Uji toksisitas akut oral dilakukan berdasarkan
OECD 423 dan Peraturan Kepala Badan Pengawas
Obat dan Makanan Republik Indonesia Nomor 7
Tahun 2014 Tentang Pedoman Uji Toksisitas
Nonklinik Secara In Vivo. Hewan percobaan yang
digunakan adalah tikus jantan galur wistar (umur 6-8
minggu). Sebanyak 18 ekor tikus dibagi secara acak ke
dalam 4 kelompok yang terbagi atas 3 ekor (kelompok
I), 6 eko2 (kelompok II), 6 ekor (kelompok IIT) dan 3
ekor (kelompok IV). Hewan uji dipelihara di dalam
kandang individu. Pakan yang diberikan sebanyak 15 g
per ekor per hari dan minum secara ad libitum.

Induksi dilakukan menurut Mamoat (2001)
dengan modifikasi. Setiap kelompok hanya diberi
pakan standar komersial selama 7 hari sebagai masa
adaptasi. Setelah masa adaptasi seluruh kelompok
diinduksi hiperlipidemia dengan pemberian kolesterol
murni 0,03 gram dan minyak babi 1 gram per ekor
selama 28 hari. Pada kelompok II, III dan IV diberi
perlakuan fraksi n-hexana ekstrak rumput kebar dan
kelompok I (kontrol) tidak diberikan perlakuan.

Ekstrak rumput kebar dilarutkan dalam aquadest
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sampai volume 3 ml. Perincian perlakuan pada
masing-masing kelompok adalah sebagai berikut:

A. Kelompok I
B. Kelompok IT
C. Kelompok III
D. Kelompok IV

:aquades

: fraksi n-hexana 300 mg/kg

: fraksin-hexana 2000 mg/kg
: fraksin-hexana 5000 mg/kg

Metode uji mengacu pada pada metode uji
toksisitas oral 423. Dosis yang diberikan mulai dari
300 mg/kg BB, jika hewan coba tidak menunjukkan
gejala klinis yang berarti dan tidak menimbulkan
kematian maka dosis diberikan 2000 mg/kg BB. Dosis
akan ditingkatkan menjadi 5000 mg/kg BB jika tidak
muncul gejala klinis ataupun kematian. Pemeriksaan
hematologi meliputi pemeriksaan kolesterol total dan
trigliserida dari serum yang diambil melalui sinus
orbitalis setelah hewan di anestesi dengan ketamine
pada akhir masa induksi. Pemeriksaan dilakukan
dengan metode chod-pap menggunakan microlab 200
diLPPTUGM

Pengamatan potensi ketoksikan dilakukan
dengan menghitung jumlah hewan coba yang mati dan
pengamatan gejala klinis terdiri atas pengamatan
sistem tubuh yang terdiri atas aktivitas motorik, sikap
tubuh, defekasi, urinasi, pernafasan dan salivasi
(Diantika dan Wiwiek, 2016). Pengamatan dilakukan
selama 14 hari setelah pemberian dosis tunggal ekstrak
n-hexana rumput kebar (Sambodo et al., 2018)
Penimbangan berat badan dilakukan untuk semua
hewan coba pada hari pertama dan terakhir masa
observasi.

Nekropsi hewan uji dilakukan dengan
ketamine dosis lethal setelah masa observasi selesai.
Pemeriksaan patologi meliputi pemeriksaan gross
nekropsi (makroskopis) organ terhadap abnormalitas
dan lesi. Organ internal (otak, jantung, paru, hepar,
lambung, usus, ginjal, limpa) dikeluarkan dari rongga
tubuh, dibersihkan dari lemak dan ditimbang (berat
absolut). Berat relatif organ (BRO) diperoleh dengan

rumus menurut Halim ez al. (2011):

BRO = (berat organ (g) / berat badan tikus mati (g) x 100)

Analisis Data

Semua data kuantitatif dianalisis secara statistik
menggunakan SPSS 23. Data dinyatakan dalam mean
+ standar deviasi. Perbedaan dari pengaruh perlakuan
yang berbeda dianalisa dengan analisis sidik ragam
dan beda nyata (P<0,05) dilanjutkan dengan uji lanjut
metode Duncan (Duncan Multiple Range Test).

Hasil dan Pembahasan

Induksi Hiperkolesterolemia

Rata-rata tingkat kolesterol total dan gliserida
pada seluruh tikus setelah induksi hiperlokesterolemia
masing-masing adalah 72,04+9,8 dan 79,9+28,1 mg/dl .
Giknis dan Clifford (2008), menyatakan bahwa rata-
rata kolesterol dan trigliserida pada tikus jantan Wistar
umur 8-16 minggu masing-masing adalah 58+13 dan
44+21 sehingga dapat dikatakan bahwa hewan coba

mengalami hiperlokolesterolemia.

Ketoksikan Akut dan Gejala Klinis

Pada seluruh kelompok perlakuan tidak
ditemukan tikus yang mati dan tidak terlihat efek
ketoksikan akut selama 14 hari waktu pengamatan.
Pada pengamatan fisik tidak ditemukan adanya gejala-
gejala keracunan seperti perubahan pada kulit dan
rambut, mata dan membrana mukosa, pola tingkah
laku, tremor, salivasi, diare, pingsan dan koma. Hal ini
sesuai dengan hasil penelitian Oraon dan Sinha (2012),
yang menyebutkan bahwa ekstrak alkohol Biophytum
reinwardtii (dosis 50, 75 dan 100 mg/kg) mungkin
aman untuk tikus, dimana dari hasil uji toksisitas akut
ckstrak tersebut tidak ditemukan gejala-gejala
keracunan maupun kematian pada hewan coba.

Tidak ditemukannya tikus yang mati pada
seluruh kelompok dapat diartikan bahwa LD, ekstrak
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n-hexana rumput kebar lebih dari 5000 mg/kg BB.
Hasil tersebut berbeda dengan hasil penelitian
Banerjee et al. (2014) yang menyatakan bahwa ekstrak
ethanol Biophytum sensitivum DC ditemukan pada
dosis 5000 mg/kg BB tikus yang diinduksi ulcer perut.
Perbedaan ini diyakini disebabkan oleh perbedaan

induksi yang dilakukan.

Berat Badan

Berat badan kelompok perlakuan dan kontrol
ditunjukkan pada Tabel 1. Terjadi peningkatan secara
bertahap pada berat badan perlakuan dan kontrol.
Berat badan kelompok perlakuan tidak berbeda nyata
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Persentase
peningkatan berat badan pada seluruh kelompok
masing-masing adalah 15,3%, 15,6%, 12,7% dan
13,0%.

Tabel 1. Berat badan kelompok kontrol dan perlakuan yang diberikan ekstrak rumput kebar.

Berat Badan (gr)
Hari ke-29 Hari ke-42
Kontrol 172,93+16,34 188,20+13,36
300 mg/kg BB 166,33£13,51 181,93+19,11
2000 mg/kg BB 175,87+13,57 188,60+14,64
5000 mg/kg BB 163,33+17,72 176,37+10,55
Nilai dinyatakan dalam mean+standar deviasi, n=3.
Perubahan berat badan merupakan indikasi Patologi

efek samping dari obat-obatan dan bahan kimia dan
akan signifikan apabila perubahan tersebut melebihi
10% dari barat badan awal (Vaghasiya et a/, 2010).
Tidak adanya perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan sesuai
dengan hasil penelitian Oraon dan Sinha (2012), yang
menyebutkan bahwa ekstrak alkohol Biophytum
reinwardtii (dosis 50, 75 dan 100 mg/kg) tidak

mempengaruhi berat badan tikus.

Pemeriksaan gross patologi (makroskopis)
tidak ditemukan adanya perubahan apapun pada setiap
organ yang diperiksa. Berat absolut organ dan berat
relatif organ per 100 gram berat badan yang diperoleh
pada akhir masa observasi tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata dibandingkan dengan kelompok
kontrol (Tabel 2 dan Tabel 3).

Tabel 2. Berat absolut organ kontrol dan perlakuan yang diberikan ekstrak rumput kebar

Kontrol 300 mg/kg BB 2000 mg/kg BB 5000 mg/kg BB
Otak 1,73£0,06 1,77+0,15 1,77+0,06 1,83+0,06
Jantung 0,63+0,06 0,73+0,15 0,70+0,10 0,67+0,12
Paru 1,60+0,10 1,50+0,17 1,80+0,44 1,60+0,10
Hepar 6,90+0,40 6,83£1,19 6,80£1,13 5,83+1,40
Lambung 2,83+0,45 2,47+1,03 2,70+0,62 2,47+1,32
Usus 15,13+1,91 14,63+1,16 15,03+2,84 13,37+1,74
Ginjal 1,17+0,15 1,17+0,15 1,27+0,23 1,17+0,06
Limpa 0.4340.06 0,50+0,00 0,50+0,10 0,43+0,06

Berat badan merupakan indikator penting
keadaan fisiologi dan patologi baik pada manusia

maupun hewan. Berat organ relatif merupakan

14

diagnosa dasar apakah suatu organ terpapar
mengalami kerusakan atau tidak (Rajeh et al., 2012).

Organ jantung, hepar, ginjal, limpha dan paru
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merupakan organ utama yang dipengaruhi oleh reaksi
metabolik yang disebabkan oleh toksikan (Vaghasiya
etal.,2010). Pengukuran terhadap berat absolut organ
ditujukan untuk mengetahui ketoksikan nefrotik yang
disebabkan oleh nefrotoksik (Dybing et al., 2002). Hal

tersebut sesuai dengan hasil penelitian Oraon dan

Sinha (2012), yang menyebutkan bahwa ekstrak
alkohol Biophytum reinwardtii (dosis 50, 75 dan 100
mg/kg) tidak menunjukkan perbedaan signifikan
secara statistik, baik pada berat organ relatif maupun

absolut antara kelompok perlakuan dengan kontrol.

Tabel 3. Berat relatif organ kontrol dan perlakuan yang diberikan ekstrak rumput kebar

Kontrol 300 mg/kg BB 2000 mg/kg BB 5000 mg/kg BB
Otak 0,92+0,07 0,97+0,03 0,94+0,04 1,04+0,03
Jantung 0,34+0,01 0,41+0,10 0,37+0,03 0,38+0,04
Paru 0,85+0,10 0,82+0,04 0,96+0,26 0,91+0,11
Hepar 3,67+0,06 3,74+0,35 3,59+0,34 3,31+0,11
Lambung 1,56+0,32 1,34+0,58 1,46+0,44 1,40+0,24
Usus 8,02+0,58 8,08+0,73 7,93+£0,96 7,58+0,88
Ginjal 0,62+0,07 0,64+0,07 0,67+0,07 0,66+0,03
Limpa 0,23+0,04 0,28+0,03 0,26+0,04 0,25+0,02

Nilai dinyatakan dalam mean+standar deviasi, n=3,

Kesimpulan
Pemberian ekstrak n-hexana rumput kebar
secara peroral tidak menimbulkan gejala toksisitas,
kematian dan perubahan pada berat organ pada tikus

dalam kondisi hiperkolesterol.
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