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International Association for the Study of Pain (IASP) tahun 2017
mendefinisikan nyeri sebagai pengalaman sensoris dan emosional yang tidak
menyenangkan terkait dengan kerusakan jaringan aktual dan potensial. Nyeri
nosiseptif (akut) merupakan respon fisiologis normal yang disebabkan karena
kerusakan aktual pada jaringan yang menyebabkan aktivasi nosiseptor (Mccormick
dan Law, 2016). Rasa nyeri tersebut dapat diatasi dengan menggunakan obat
analgesik. Analgesik untuk mengurangi atau menekan rasa sakit tidak hanya berasal
dari bahan kimia, namun juga dapat menggunakan tumbuhan obat. Salah satu
tumbuhan yang berpotensi untuk tumbuhan obat adalah tumbuhan tepung otot
(Stellaria vestita Kurz) dari family Caryophyllaceae. Tepung otot merupakan
tumbuhan yang hanya terdapat di Gunung Tengger-Semeru (Steenis, 2010) dan oleh
masyarakat Suku Tengger digunakan untuk mengobati nyeri akibat keseleo atau
pegal-pegal setelah bekerja. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui golongan
senyawa, kadar fenol total, flavonoid, dan alkaloid serta untuk mengetahui aktivitas
analgesik ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot pada mencit yang diinduksi
asam asetat 0,6%.

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan golongan
senyawa ekstrak etanol 96% tepung otot. Kemudian dilakukan penetapan kadar fenol
total menggunakan metode Folin-Ciocalteu pada panjang gelombang 765 nm,
flavonoid menggunakan metode AIClz pada panjang gelombang 428 nm, dan
alkaloid menggunakan metode bromocresol green pada panjang gelombang 352 nm.
Selanjutnya dilakukan uji aktivitas analgesik menggunakan hewan coba mencit
jantan sebanyak 25 ekor yang dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok kontrol
negatif (-) dengan CMC-Na, kontrol positif (+) dengan asetosal 65 mg/kg BB,
kelompok ekstrak etanol tumbuhan tepung otot dosis 100, 200 dan 400 mg/kg BB.
Pada pengujian aktivitas analgesik mencit diberi perlakuan terlebih dahulu 30 menit
sebelum induksi asam asetat. Setelah diinduksi, dihitung jumlah geliat mencit setiap
5 menit selama 30 menit. Data jumlah geliat masing-masing kelompok yang
diperoleh dihitung % daya analgesik, % efektivitas analgesik kemudian dianalisis
menggunakan uji analisis varians (ANOVA) satu arah.

Hasil skrining fitokimia golongan senyawa metabolit sekunder menunjukkan
bahwa ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung golongan senyawa alkaloid,
flavonoid, glikosida saponin, triterpenoid, steroid, dan polifenol. Pada penelitian ini
diperoleh hasil penetapan kadar fenol total yaitu sebesar 4,936+0,200 mg GAE/g
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ekstrak, hasil penetapan kadar flavonoid yaitu 10,168 +1,358mg QE/g ekstrak dan
hasil penetapan kadar alkaloid yaitu sebesar 1,364 +0,021mg BE/g ekstrak.Hasil uji
aktivitas analgesik menunjukkan bahwa ekstrak tepung otot dosis 100 mg/kg BB
tidak memiliki aktivitas analgesik sedangkan ekstrak tepung otot dosis 200 dan 400
mg/kg BB memiliki aktivitas analgesik. Dosis terbaik yang dapat digunakan sebagai
alternatif analgesik yaitu ekstrak tepung otot dosis 400 mg/kg BB. Hasil uji statistik
dosis 400 mg/kg BB dan kontrol positif menunjukkan hasil yang tidak berbeda
signifikan, hal ini berarti ekstrak tepung otot dosis 400 mg/kg BB dapat menurunkan
jumlah geliat mencit yang setara dengan kontrol positif (asetosal 65 mg/kg BB).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Manusia dituntut untuk berusaha dan bekerja dengan maksud memperoleh
pendapatan atau keuntungan untuk memenuhi kebutuhan hidupnya, dan hampir
sebagian besar dari mereka menghabiskan waktunya di tempat kerja. Pekerjaan, alat
kerja, bahan, proses maupun lingkungan kerja merupakan beberapa faktor risiko
yang menyebabkan gangguan kesehatan. Risiko-risiko tersebut dapat menimbulkan
berbagai penyakit pada pekerjanya yang lebih dikenal dengan istilah Penyakit Akibat
Kerja (PAK). Menurut OSHA (2017), salah satu penyakit akibat kerja yang biasanya
terjadi dilingkungan kerja adalah keluhan gangguan otot rangka (musculo skeletal
diseases). Hal ini diperkuat dengan data Kementerian Kesehatan (2016) yaitu di
Indonesia sebanyak 9.482 pekerja di 12 Kabupaten/Kota dari 10 Provinsi yang
disurvei, terdapat 40,5% pekerja mempunyai keluhan kesehatan, dimana 16%
diantaranya adalah keluhan gangguan otot rangka (Kemenkes, 2015). Selain itu
berdasarkan data badan pusat statistik nasional (2018) penyakit di rumah sakit yang
menempati urutan pertama diderita oleh pasien umur 45-54 tahun 2016 adalah
penyakit gangguan otot rangka (musculoskeletal diseases) sebanyak 11.048 pasien.
Gangguan otot rangka merupakan gangguan yang dapat menyebabkan
turunnya kualitas hidup dan terganggunya fungsi umum tubuh. Gangguan ini
merupakan salah satu faktor ketidakhadiran dari pekerjaan yang disebabkan karena
kondisi nyeri. Nyeri dari sistem otot rangka dapat mempengaruhi sebagian besar
orang selama hidupnya (Alricsson, 2012). International Association for the Study of
Pain (IASP) (2017) mendefinisikan nyeri sebagai pengalaman sensoris dan
emosional yang tidak menyenangkan terkait dengan kerusakan jaringan aktual dan
potensial. Rasa nyeri tersebut dapat diatasi dengan menggunakan obat analgesik.
Analgesik merupakan zat yang dapat menghilangkan rasa sakit tanpa menghilangkan

kesadaran (Kumar dkk., 2010). Obat analgesik bekerja dengan cara menghambat
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enzim yang berperan dalam sintesis prostaglandin. Prostaglandin merupakan
mediator inflamasi yang dapat menyebabkan hiperalgesia karena kepekaan
nosiseptor terhadap mediator tersebut (Amaya, 2013). Analgesik untuk mengurangi
atau menekan rasa sakit tidak hanya berasal dari bahan kimia saja, namun juga dapat
menggunakan tumbuhan obat.

Tumbuhan obat merupakan bahan obat alam yang melimpah dibandingkan
hewan dan mineral sehingga sebutan obat tradisional hampir identik dengan
tumbuhan obat (Katno dan Pramono, 2008). Berdasarkan data riset kesehatan dasar
tahun 2013, jumlah rumah tangga di Indonesia yang memanfaatkan ramuan sebagai
pelayanan kesehatan tradisional menempati urutan kedua setelah pelayanan
keterampilan tanpa alat yaitu sebesar 30,4%. Alasan penggunaan ramuan oleh rumah
tangga umumnya untuk menjaga kesehatan dan kebugaran. Kepercayaan masyarakat
menggunaan ramuan untuk menjaga kesehatan dan kebugaran dapat mendorong
untuk mengembangkan obat tradisional salah satunya yang memiliki khasiat sebagai
pereda nyeri.

Salah satu tumbuhan yang telah dibuktikan memiliki aktivitas analgesik yaitu
pada family Caryophyllaceae dari genus Stellaria. Pada penelitian Rogowska dkk,
(2017) ditunjukkan bahwa ekstrak etanol tumbuhan S. media memiliki kandungan
kimia yaitu flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi. Selain S. media ,
tumbuhan yang juga memiliki aktivitas antiinflamasi yaitu S. dichotoma.
Berdasarkan penelitian Chen dkk, (2010) pada ekstrak metanol akar S. dichotoma
memiliki kandungan kimia yaitu (3-carboline alkaloid yang memiliki aktivitas sebagai
antiinflamasi. Aktivitas antiinflamasi ini juga berperan dalam mengurangi atau
menurunkan intensitas nyeri (Dahl dan Kehlet, 1991). Selain itu juga diperkuat
dengan penelitian Oyebanji dkk. (2011) yang menunjukkan bahwa ekstrak metanol
daun segar S. media memiliki kandungan kimia yaitu alkaloid yang memiliki
aktivitas analgesik. Berdasarkan penelitian tersebut menunjukkan bahwa metabolit

sekunder yang berasal dari tumbuhan tersebut memiliki aktivitas sebagai antinyeri.
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Metabolit sekunder merupakan senyawa organik yang terlibat dalam
pertahanan tumbuhan terhadap lingkungan namun bukan bagian jalur biokimia
primer reproduksi dan pertumbuhan sel (Makkar dkk., 2007). Metabolit sekunder
yang diduga memiliki aktivitas analgesik adalah flavonoid dan alkaloid. Flavonoid
memberikan aktivitas analgesik dengan menghambat situs aktif peroksidase COX-1,
COX-2 dan 5-lipooksigenase sehingga menghambat prostanoid dan produksi
leukotrien (Verri dkk., 2012). Alkaloid memberikan aktivitas analgesik dengan
menghambat pelepasan PGE2 dan mengurangi permeabilitas pembuluh vena (Souto
dkk., 2011).

Salah satu tumbuhan genus stellaria yang ada di Pulau Jawa adalah S. vestita.
S. vestita merupakan tumbuhan yang hanya terdapat di Gunung Tengger-Semeru
(Steenis, 2010) dan oleh masyarakat Suku Tengger dikenal sebagai tepung otot.
Tumbuhan S. vestita secara empiris digunakan masyarakat Suku Tengger untuk
mengobati nyeri akibat keseleo atau pegal-pegal setelah bekerja. S.vestita memiliki
hubungan kekerabatan dengan S. media dan S. dicotoma, namun belum ditemukan
data penelitian mengenai uji aktivitas analgesik dari S. vestita. Berdasarkan prinsip
kemotaksonomi pada genus yang sama kemungkinan S. vestita memiliki kandungan
kimia yang sama.

Berdasarkan uraian di atas perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
aktivitas analgesik pada tumbuhan S. vestita. Penelitian ini diawali dengan
melakukan penapisan fitokimia ekstrak etanol S. vestita untuk mengetahui golongan
senyawa yang terkandung dalam ekstrak tumbuhan tersebut. Selanjutnya dilakukan
penetapan kadar fenol total, flavonoid, dan alkaloid serta dilakukan uji aktivitas
analgesik ekstrak etanolik S. vestita menggunakan metode Sigmund (diinduksi

menggunakan kimia).
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1.2

Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka permasalahan yang dapat dirumuskan

adalah sebagai berikut:

a.

1.3

1.4

Apa saja golongan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak etanolik tepung
otot (S. vestita)?

Berapa kadar fenol total, flavonoid dan alkaloid yang terkandung dalam
ekstrak etanolik tepung otot (S. vestita)?

Bagaimana perbedaan aktivitas analgesik ekstrak etanolik tepung otot (S.
vestita) pada dosis 100 mg/kgBB, 200mg/kgBB dan 400 mg/kgBB terhadap
mencit yang diinduksi asam asetat?

Tujuan Penelitian

Penelitian ini memiliki tujuan antara lain:

Untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak
etanolik tepung otot (S. vestita).

Untuk mengetahui kadar fenol total, flavonoid dan alkaloid yang terkandung
dalam ekstrak etanolik tepung otot (S. vestita).

Untuk mengetahui perbedaan aktivitas analgesik ekstrak etanolik tumbuhan
tepung otot (S. vestita) pada dosis 100 mg/kgBB, 200mg/kgBB dan 400

mg/kgBB terhadap mencit yang diinduksi asam asetat.

Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan yang ingin dicapai, manfaat dari penelitian ini antara lain

sebagai berikut:

a.

Memberikan informasi tentang efek analgesik ekstrak etanolik tepung otot (S.
vestita) terhadap mencit yang diinduksi asam asetat.
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Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi untuk
pengembangan tumbuhan tepung otot (S. vestita) sebagai aktivitas analgesik
bagi masyarakat.

Sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Tumbuhan Tepung Otot
Tinjauan mengenai tumbuhan ini meliputi Klasifikasi tepung otot, morfologi,
khasiat dan kandungan kimia yang dijelaskan sebagai berikut:
2.1.1 Klasifikasi Tepung Otot
Klasifikasi tumbuhan tepung otot adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheophyta

Filum : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Caryophyllales
Famili : Caryophyllaceae
Genus : Stellaria

Spesies : Stellaria vestita Kurz

(iNaturalist, 2017)

2.1.2 Morfologi Tepung Otot

Gambar 2.1 Tumbuhan Tepung Otot (Stellaria vestita) (sumber: iNaturalis, 2017)


https://www.inaturalist.org/taxa/48567-Caryophyllaceae
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Tepung otot (S. vestita) merupakan tumbuhan terna bertahunan yang merayap,
menggantung atau bersandar dengan panjang 0,5-2 m. Tumbuhan ini berbentuk
malang-melintang (tidak beraturan) dengan batang persegi empat dan bercabang-
cabang. Tepung otot (S. vestita) memiliki bentuk perbungaan yang renggang (tidak
rapat) dan berbulu membintang dengan kelopak yang tidak berkelenjar. Secara
makroskopis tumbuhan ini memiliki daun berwarna kelabu hijau ketika masih muda.
Helaian daun mahkota membelah dua dalam sekali dengan panjang 6-8 mm dan
memiliki 10 benang sari. Batang tua tepung otot (S. vestita) yang dikeringkan yaitu
jaringan luar batang yang berwarna kekuning-kuningan seperti jerami dan mengkilat
akan memisahkan diri dari jaringan inti yang kuat membentuk fragmen seperti
tabung (Steenis, 2010).

2.1.3 Khasiat Tepung Otot

Tumbuhan tepung otot (S. vestita) secara empiris digunakan untuk meredakan
nyeri tulang, batuk, perdarahan, reumatik dan luka (Chandra dan Rawat, 2015).
Berdasarkan hasil interview kepada masyarakat Suku Tengger Desa Wonokerso,
tumbuhan tepung otot (S. vestita) digunakan untuk mengobati nyeri akibat keseleo

atau pegal-pegal setelah bekerja.

2.2 Metode Ekstraksi Simplisia

Ekstraksi adalah pemisahan senyawa aktif menggunakan pelarut selektif
melalui prosedur standar (Kostova dkk., 2010). Tujuan ekstraksi yaitu memisahkan
metabolit tumbuhan yang dapat larut, meninggalkan bagian yang tidak larut (residu).
Metabolit tumbuhan yang larut selanjunya dilakukan penguapan sehingga diperoleh
suatu ekstrak kental. Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair yang dibuat
dengan menyari simplisia nabati, hewani, dengan cara yang cocok tanpa pengaruh

cahaya matahari langsung (Kemenkes, 2011). Proses ekstraksi dapat dilakukan
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dengan dua cara yaitu cara dingin dan cara panas. Pada penelitian ini menggunakan
cara dingin yaitu maserasi.

Dalam metode maserasi, simplisia direndam dengan pelarut dan ditempatkan
dalam wadah tertutup serta dibiarkan bertahan pada suhu kamar minimal 3 hari
dengan pengadukan yang sering sampai zat yang terlarut tertarik semua. Setelah 3
hari, campuran simplisia dan pelarut dapat disaring. Dalam metode konvensional ini,
pemilihan pelarut akan menentukan jenis senyawa yang diekstraksi dari sampel
(Kostova dkk, 2010). Prinsip dari metode maserasi yaitu cairan penyari menembus
dinding sel kemudian masuk ke dalam rongga sel sehingga mendesak zat aktif untuk
keluar dari dalam sel. Zat aktif atau larutan yang pekat didesak keluar dari dalam
karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan
yang di luar sel. Peristiwa tersebut terjadi secara berulang sehingga terjadi
keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan di dalam sel (Sasidharan
dkk., 2011). Pada penelitian ini dipilih metode ekstraksi remaserasi karena
pengerjaannya mudah, alat yang digunakan sederhana, cocok untuk senyawa yang
tidak tahan panas, dan jumlah rendemen yang diperoleh banyak karena dilakukan
remaserasi dengan pelarut baru. Pelarut yang digunakan pada penelitian ini yaitu
etanol 96% karena bersifat polar sehingga dapat menarik senyawa polar seperti

alkaloid dan flavonoid.

2.3 Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia merupakan metode untuk mengetahui kandungan
senyawa/golongan senyawa dalam suatu tanaman atau ekstrak tanaman. Penapisan
fitokimia merupakan metode yang sederhana, cepat dan selektif untuk
mengientifikasi golongan senyawa serta mengetahui keberadaan senyawa-senyawa
aktif biologis yang terditribusi dalam jaringan tanaman. Prinsip dalam melakukan
penapisan fitokimia yaitu mula-mula dilakukan ekstraksi pada tanaman sehingga

diperoleh suatu ekstrak. Ekstrak yang diperoleh selanjutnya diteliti golongan
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kandungannya dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Prinsip deteksi masing-masing

golongan adalah sebagai berikut.

2.3.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder polifenol yang memiliki
berat molekul rendah, mengandung gula dan gugus hidroksil yang menyebabkan
larut dalam air serta golongan metil dan isopentil membuat flavonoid bersifat
lipofilik sehingga cenderung bersifat polar (Samanta, 2011). Identifikasi golongan
flavonoid menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) F2ss4 dengan fase
gerak butanol-asam asetat glasial-air (4:1:5). Lempeng silika disemprot dengan
penampak noda sitroborat atau uap amonia untuk mendeteksi adanya flavonoid.
Flavonoid mengandung sistem konjugat aromatis sehingga menunjukkan noda
absorbansi pada area UV dan visibel. Warna noda tanpa pereaksi dan dengan
penampak noda uap amonia dapat dilihat pada Tabel 2.1 (Harborne, 1984).

Tabel 2.1 Warna Noda dan Panjang Gelombang (nm) Senyawa Golongan Flavonoid
(Sumber: Harborne, 1984)

Golongan Visibel Warna pada lampu UV
Flavonoid Tanpa Pereaksi Dengan Amonia
Antosianin Orange, merah, Orange pucat Biru
ungu muda
Flavonol Kuning pucat Coklat tua Kuning terang atau
kuning kecoklatan
Kalkon - - Merah gelap atau
orange terang
Flavon Kuning terang Coklat gelap atau Coklat gelap atau
hitam hitam
Auron Kuning terang atau ~ Orange terang atau
kuning kehijauan merah
2.3.2 Alkaloid

Alkaloid mengandung atom nitrogen pada cincin heterosikliknya serta
mengandun subtituen seperti gugus amina, amida, fenol, dan metoksi sehingga

alkaloid bersifat semipolar (Kaur dan Arora, 2015). Identifikasi golongan flavonoid
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menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) Fzs4 dengan fase gerak asetat-
metanol-air (9:2:2). Lempeng silika disemprot dengan penampak noda dragendorf
untuk mendeteksi adanya alkaloid. Setelah di semprot dengan pereaksi akan terjadi
coupling antara pereaksi dragendorf (potassium bismuth iodide) dengan nitrogen
yang terdapat pada alkaloid membentuk pasangan ion. Pereaksi akan membentuk
kompleks berwarna orange-merah ketika bereaksi dengan alkaloid, meskipun
beberapa warna juga telah diketahui seperti kuning/orange, merah/hitam, merah
muda hingga ungu tergantung spesies dan genus (Katavic, 2015). Konfirmasi
keberadaan dari alkaloid dapat diukur dengan lampu UV dengan rentang panjang
gelombang 250-303 nm (harborne, 1984).

2.3.3 Tanin/Polifenol

Tanin merupakan senyawa golongan polifenol yang memiliki berat molekul
relatif tinggi dan memiliki kemampuan membentuk kompleks dengan karbohidrat
dan protein. Identifikasi golongan tanin menggunakan uji gelatin sedangkan
identifikasi polifenol menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) Fass
dengan fase gerak kloroform-etil asetat (1:9). Pengujian tanin menggunakan uji
gelatin akan menyebabkan protein pada gelatin mengendap atau membentuk
kopolimer yang tidak larut dalam air, serta penambahan NaCl dapat meningkatkan
penggaraman dari tanin (Latanzio, 2013). Sedangkan pengujian polifenol dilakukan
dengan penambahan FeClz 10% dan diperkirakan akan menimbulkan warna biru tua,
biru kehitaman atau hitam kehijauan. Terbentuknya warna hitam Kkehijauan
dikarenakan senyawa fenol yang terkandung membentuk senyawa kompleks dengan
Fe3* (Harborne, 1984).

2.3.4 Saponin, Triterpenoid atau Steroid
Identifikasi golongan ini menggunakan menggunakan metode kromatografi

lapis tipis (KLT) F2s4 dengan fase gerak heksana:etil asetat (4:1), sedangkan
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penampak noda yang digunakan adalah pereaksi anisaldehid asam sulfat dan antimon
klorida. Lempeng KLT yang telah disemprot dengan pereaksi anisaldehid asam sulfat
menunjukkan adanya noda berpendar berwarna merah ungu, sedangkan KLT yang
telah disemprot dengan pereaksi antimon klorida menunjukkan adanya noda
berpendar berwarna merah muda. Keduanya berpendar pada panjang gelombang 254
nm dan 366 nm (Harborne, 1984).

2.4 Penetapan Kadar
2.4.1 Penetapan Kadar Fenol Total

Penetapan kadar fenol total menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Reaksi
antara pereaksi Folin-Ciocalteu dengan senyawa fenol dapat dilihat pada Gambar
2.2. Pereaksi Folin-Ciocalteu digunakan karena senyawa fenolik dapat bereaksi
dengan folin membentuk warna yang dapat diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 760 nm (Ainsworh dan Gillespie, 2007). Senyawa fenolik yang
terkandung akan bereaksi dengan pereaksi Folin-Ciocalteu hanya dalam suasana
basa agar terjadi disosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion fenolat. Kondisi
basa dapat diperoleh dengan menggunakan Na,COs 7,5%. Pereaksi Folin-Ciocalteu
akan bereaksi dengan gusus hidroksil yang terdapat pada senyawa fenolik dan
membentuk kompleks molibdenum-tungsten warna biru yang dapat dideteksi dengan
spektrofotometer. Semakin besar konsentrasi senyawa fenolik maka warna biru akan
semakin pekat (Rangel dkk., 2013).

OH

o

H3PO4(MOO3)13 + + H,O —» + H3(PM013040)
atau
H7(PM013040)
o
Pereaksi Folin Senyawa Kuinon Kompleks Ciocalteu Fenol

Molybdenum Blue

Gambar 2.2 Reaksi Pembentukan Kompleks antara Pereaksi Folin-Ciocalteu dan
Senyawa Fenol (Sumber: Stahl, 1985)
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2.4.2 Penetapan Kadar Flavonoid

Penetapan kadar flavonoid menggunakan metode AICIs, dimana prinsip dari
metode ini adalah pembentukan kompleks warna dengan reagen anorganik yang
ditambahkan (Pejic dkk., 2003). Reaksi pembentukan kompleks warna dapat dilihat
pada Gambar 2.3. Pada saat penambahan aluminium klorida maka terjadi reaksi
pembentukan kompleks pada C-4 gugus keto, C-3 atau C-4 gugus hidroksil dari
flavon dan flavonol dengan gugus ortohidroksil pada cincin A- atau B- dari senyawa-
senyawa flavonoid. Senyawa kompleks yang terbentuk akan mengabsorbsi radiasi
elektromagnetik di daerah UV-Vis. Selain AICIs; Reagen yang dapat digunakan
untuk penetapan kadar flavonoid antara lain SbCls dan ZrOCI (Nikolovska C, 1996).
Beberapa faktor yang mempengaruhi pembentukan kompleks flavonoid-AlCls antara
lain waktu reaksi, konsentrasi reagen (AIClsdan kandungan flavonoid/bahan

tanaman), dan struktur kimia polifenol (Fernandes dkk, 2012).

AIC;

Gambar 2.3 Reaksi Pembentukan Kompleks antara Flavonoid dan AICI;
(Sumber: Chang, 2002)

2.4.3 Penetapan Kadar Alkaloid

Penetapan kadar flavonoid menggunakan metode bromocresol green (BCG).
Prinsip metode ini adalah reaksi pembentukan kompleks antara alkaloid dengan
bromocresol green (BCG) sehingga membentuk senyawa berwarna kuning, yang
dapat diekstraksi dengan kloroform pada pH 4,7 dan diukur pada panjang gelombang
415 nm (Patel dkk., 2015). Reaksi pembentukan kompleks dapat dilihat pada gambar
2.4.
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Kompleks Alkaloid-BCG

Gambar 2.4 Reaksi Pembentukan Kompleks antara Alkaloid dan BCG
(Sumber: Patel dkk., 2015)

2.5 Patofisiologi Nyeri

International Association for the Study of Pain (IASP) (2017) mendefinisikan
nyeri sebagai pengalaman sensoris dan emosional yang tidak menyenangkan terkait
dengan kerusakan jaringan aktual dan potensial. Perasaan emosional yang tidak
menyenangkan merupakan komponen nyeri berdasarkan kualitas sensorik yang
terkait dengan kerusakan jaringan seperti kondisi sakit atau trauma fisik (Price,
2000). Nyeri merupakan pengalaman subjektif yang tidak dapat diukur dengan
mudah (Steeds, 2016). Seseorang yang mengalami nyeri dapat berada dalam keadaan
distress (sakit) akut yang nyata (nyeri trauma) atau tidak mengalami keluhan
(kronis/menetap). Nyeri dapat digambarkan sebagai rasa tajam yang menusuk,
pusing, panas seperti terbakar, menyengat, pedih, nyeri yang menghambat, rasa nyeri
yang hilang dan timbul, serta dapat dirasakan pada tempat yang berbeda-beda
(Sukandar dkk., 2008).
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Tahap awal yang menyebabkan timbulnya rasa nyeri yaitu terjadi aktivasi pada
ujung saraf bebas (nosiseptor). Nosiseptor merupakan neuron perifer yang peka
terhadap noxius stimuli. Kecepatan transmisi dari nosiseptor tergantung dari
diameter akson dan ada tidaknya selubung myelin. Nosiseptor yang menghantarkan
transmisi secara lambat, berdiameter kecil dan tanpa myelin disebut C-fibers,
sedangkan nosiseptor yang onset nyerinya cepat, berdiameter besar dan bermyelin
disebut dengan Ad-fiber (Dubin dan Patapoutian, 2010). C-fiber merupakan reseptor
yang sensitif terhadap suhu panas dan dingin yang ekstrim serta meneruskan nyeri
melalui serabut tak bermyelin hingga menghantarkannya ke korda spinal. C-fiber
akan berujung di dorsal horn pada korda spinal dan melepaskan asam amino
eksitatorik glutamat, aspartat, substansi P, neurokinin A, galanin dan calcitonin gene-
related peptida (CGRP) yang akan menghasilkan nyeri tumpul, panas dan menyebar
(Ikawati, 2014). Ad-Fiber merupakan reseptor yang merespon jenis stimulus seperti
rangsangan mekanik atau suhu panas dan suhu dingin yang membahayakan. Reseptor
ini akan melepaskan asam amino yaitu glutamat yang dapat mengaktifkan reseptor
AMPA di syaraf dorsal horn dan menghasilkan nyeri yang tajam dan menusuk
(Milner dan Doherty, 2015).

Sel yang mengalami kerusakan akibat noxius stimuli akan mengalami empat
fase yaitu transduksi, transmisi, persepsi, dan modulasi yang dapat dilihat pada
Gambar 2.5. Pada fase transduksi akan terjadi pelepasan mediator inflamasi seperti
bradikinin, prostaglandin, histamin, asetilkolin, serotonin, dan substance P yang
dapat meningkatkan kepekaan dan atau aktivasi nosiseptor. Proses ini melibatkan
pengubahan rangsangan kuat menjadi energi listrik di nosiseptor yang nantinya akan
ditransmisikan sepanjang serabut saraf aferen ke korda spinal, batang otak, talamus
dan kortek oleh C-fiber dan Ad-fiber (Vanderah, 2006). Selanjutnya mengalami fase
transmisi yaitu potensial aksi berlanjut dari terminal perifer melewati sepanjang
akson menuju terminal pusat di korda spinal. Konduksi merupakan transfer input

sinap dari satu neuron ke neuron lainnya. Konduksi impuls nyeri berjalan sepanjang
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C-fiber dan Ad-fiber hingga ke dorsal horn pada korda spinal. Selanjutnya impuls
melewati garis tengah korda spinal dan naik ke otak melalui dua jalur spinotalamikus
yang berbeda yaitu neospinatalamikus membawa impuls cepat untuk nyeri tajam
akut dan paleospinotalamikus membawa impuls lambat untuk nyeri kronis.
Kemudian impuls diproyeksikan ke korteks somatosensori untuk interpretasi dan ke

area otak lainnya untuk menggabungkan respon nyeri (Ellison, 2017).

PRIMARY -
INOCICEPTIVE |
FIBERS |

(A-5 AND
C FIBERS)

Gambar 2.5 Empat Fase Terbentuknya Nyeri yaitu Transduksi, Transmisi, Modulasi dan
Persepsi (Sumber: Ellison, 2017)
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Fase ketiga dalam proses nyeri yaitu modulasi. Tubuh memodulasi rasa nyeri
melalui sejumlah proses yang kompleks. Pertama yang dikenal sebagai sistem opiat
endogen yang terdiri dari neurotransmitter (misalnya, opioid endogen, serotonin,
norepinefrin, asam vy-aminobutyric (GABA), dan neurotensin) dan reseptor
(misalnya, p, 6, dan k) yang ditemukan di seluruh sistem saraf pusat (SSP). Opioid
endogen terikat pada situs reseptor opioid dan memodulasi transmisi impuls nyeri
yang menyebabkan peningkatan kepekaan terhadap sinyal nyeri. SSP memiliki
sistem decending untuk mengontrol transmisi nyeri. Sistem ini dapat menghambat
transmisi nyeri sinaptik dorsal horn (Babos dkk., 2013). Fase keempat yang terlibat
dalam proses nyeri yaitu persepsi. Persepsi mengacu pada hasil interpretasi di otak
yang memunculkan pengalaman sensorik tertentu atau kesadaran terhadap rasa sakit.
Persepsi rasa sakit dipengaruhi berbagai faktor diantaranya riwayat penyakit, jenis
kelamin dan aktivitas sehari-hari (Meeks dkk., 2015).

Berdasarkan patofisiologinya nyeri dibagi menjadi nyeri akut (nosiseptif) dan
nyeri kronik (neuropatik).

2.5.1 Nyeri Nosiseptif

Nyeri nosiseptif (akut) merupakan respon fisiologis normal yang disebabkan
karena kerusakan aktual pada jaringan yang menyebabkan aktivasi nosiseptor
(Mccormick dan Law, 2016). Nyeri nosiseptif memainkan peran penting ketika
terjadi kerusakan di dalam tubuh. Jenis nyeri ini biasanya menyertai kondisi seperti
cedera traumatis, pascaoperasi, kerusakan jaringan dan inflamasi (Anwar, 2016).
Nyeri nosiseptif bersifat subyektif dan memerlukan diagnosa yang didasarkan atas
gambaran dan riwayat penyakit yang diceritakan pasien. Nyeri ini seringkali akut,
terlokalisasi, dapat digambarkan dengan jelas, dan dapat membaik dengan analgesik
konvensional. Nyeri dapat menyebabkan hipertensi, takikardi, diaforesis, midriatik,
pallor (pucat) namun gejala tersebut tidak dapat digunakan untuk memastikan
diagnosa nyeri (Sukandar dkk, 2008).
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Nyeri nosiseptif berdasarkan tempatnya dibagi menjadi nyeri viseral dan nyeri
somatik. Nyeri viseral merupakan nyeri akibat aktivasi nosiseptor dari organ viseral
seperti toraks, pelfik, dan abdomen. Nyeri viseral berasal dari distensi, peradangan
atau iskemia (Kansal dan Hughes, 2016). Nyeri somatik merupakan nyeri yang
berasal dari kulit, tulang, sendi, otot, atau jaringan ikat. Nyeri nosiseptif biasanya
terjadi beberapa saat terjadinya lesi atau kerusakan jaringan dan berlangsung kurang
dari 3-6 bulan (Montgomery dkk., 2017). Rasa nyeri pada nyeri akut akan timbul
dalam waktu 0,1 detik setelah diberi rangsangan nyeri. Contoh nyeri akut antara lain
tertusuk jarum, tersayat pisau atau kulit terbakar secara akut (Hartwig dan Wilson,
2006).

2.5.2 Nyeri Neuropatik

Nyeri neuropatik (kronik) adalah nyeri yang disebabkan karena lesi atau
penyakit sistem saraf somatosensori (Mccormick dan Law, 2016). Nyeri neuropatik
berlangsung lebih dari 6 bulan, patogenesisnya tidak jelas, dan lama pemulihannya
tidak dapat diprediksi. Nyeri ini dapat bersifat nosiseptif, neuropatik, atau keduanya
dan dapat disebabkan karena cedera, kondisi ganas, atau berbagai kondisi seperti
arthritis, fioromyalgia, dan neuropati (Katz & Rothenberg, 2005). Penderita nyeri
kronis umumnya merasakan reaksi hipersensitivitas yang tidak proporsional terhadap
rangsangan (hiperalgesia), kondisi abnormal dan sensasi tertusuk jarum (hiperpatia)
dan mengalami respons nosiseptif terhadap rangsangan yang tidak berbahaya
(allodynia) (Okafor dkk., 2014).

Nyeri neuropatik dapat dibedakan menjadi 4 tipe yaitu nyeri yang menetap
lebih dari waktu sembuh normal untuk luka akut, nyeri akibat penyakit kronis, nyeri
yang tidak jelas organ penyebabnya, dan nyeri akut atau kronis yang disebabkan oleh
kanker (Sukandar dkk, 2008). Nyeri neuropatik disebabkan karena kerusakan atau
disfungsi dalam sistem saraf akibat trauma, infeksi,iskemia, kanker atau penyebab

lain seperti kemoterapi (Fornasari, 2012). Kerusakan saraf yang disebabkan
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rangsangan terus menerus dapat menyebabkan sirkuit/lintasan nyeri menimbulkan
rangsangan saraf secara spontan, rangsangan saraf otonom dan dapat meningkatkan

pelepasan bahan-bahan dari dorsal horn secara progresif (Tansley dkk., 2018)

2.6 DeskripsiAnalgesik

Analgesik merupakan suatu senyawa yang dapat menekan fungsi sistem saraf
pusat (SSP) atau mengurangi rasa nyeri tanpa mempengaruhi kesadaran. Berdasarkan
mekanisme kerjanya analgesik dibagi menjadi analgesik opioid dan anlgesik non
opioid.

2.6.1 Analgesik Opioid

Analgesik opioid merupakan kelompok obat yang memiliki sifat seperti opium.
Opium alkaloid seperti morfin berasal dari getah Papaver somniferum. Analgesik
opioid juga disebut sebagai analgesik berkhasiat kuat dan memiliki warna coklat
gelap yang terbuat dari resin yang diperoleh dari kapsul poppy. Golongan opioid
antara lain alkaloid opium, alkaloid semisintetik (modifikasi struktur morfin) seperti
heroin, metadon, benzomorfan, semisintetik turunan tebain (McDonald dan Lambert,
2016). Opioid digunakan untuk meredakan nyeri kronik atau nyeri yang tidak dapat
diobati dengan analgesik non-opioid (Jamison dan Mao, 2015).

Reseptor opioid terdapat pada situs pre dan postsinaps di dorsal horn pada
korda spinal, batang otak, thalamus, korteks. Reseptor opioid diklasifikasikan
menjadi tiga reseptor utama yaitu mu (W), kappa (), dan delta (3). Reseptor tersebut
termasuk pada jenis reseptor yang berpasangan dengan protein G, dan memiliki sub
tipe muz, muy, deltas, deltay, kappai, kappaz dan kappas (Pergolizzi, 2017). Reseptor
mu (1) merupakan reseptor yang memiliki konsentrasi paling tinggi dan terlibat
dalam antinosiseptif. Reseptor ini berinteraksi dengan sebagia besar analgesik opioid
untuk menghasilkan persepsi nyeri dan memperantarai efek analgesik mirip morfin,
depresi napas, euforia dan menurunnya motilitas saluran cerna. Reseptor kappa (k)

yang mengalami perangsangan akan menimbulkan analgesi spinal, miosis dan
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sekresi. Sedangkan reseptor delta (6) yang mengalami perangsangan akan
menimbulkan halusinasi, disforia dan stimulasi pusat vasomotor (Yaksh, 1997). Efek
analgesik ditimbulkan sebagai akibat kerja opioid pada reseptor . Opioid berikatan
dengan reseptor opioid yang ada di sistem saraf pusat dan medula spinalis yang
berperan pada transmisi dan modulasi nyeri. Agonis opioid melalui reseptor , k, dan
& pada ujung prasinaps aferen primer nosiseptif mengurangi pelepasan transmiter,
dan selanjutnya menghambat saraf yang mentransmisikan nyeri di kornu dorsalis
medula spinalis. Dengan demikian opioid memiliki efek analgesik yang kuat melalui

pengaruh pada medula spinalis (Gunawan, 2016).

2.6.2 AINS (Antiinflamasi Non Steroid)

AINS
v v v
AINS COX-non AINS COX-2- AINS COX-2 selektif
selektif preferential
- Aspirin - Nimesulid Generasi 1
- Indometasin - Meloksikam - Selekoksib
- Piroksikam - Nabumetan - Rofekoksib
- Ibuprofen - Diklofenak - Valdekoksib
- Naproksen - Etodolak - Parekoksib
- Asam mefenamat - Eterikoksib
Generasi 2
- Lumirakoksib

Gambar 2.6 Obat Analgesik Antiinflamsi Non Steroid (Obat AINS)
(Sumber: Gunawan, 2016)

Obat antiinflamasi nonsteroid (AINS) merupakan salah satu obat analgesik
yang paling banyak digunakan didunia dengan atau tanpa menggunakan resep dokter.

Klasifikasi AINS berdasarkan selektivitasnya terhadap siklooksigenase (COX) dapat
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dilihat pada Gambar 2.6. Prototip obat golongan ini adalah asetosal, sehingga disebut
juga obat mirip asetosal (asetosal-like drugs) (Kowalski dan Stevenson, 2013). AINS
memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi, antiurisemik, antiplatelet dan antinyeri
(Hebbes, 2016). Obat golongan ini memiliki efek analgesik namun hanya efektif
terhadap nyeri rendah hingga sedang misalya sakit kepala, mialgia, antralgia, dan
nyeri lain yang berasal dari integumen serta efektif untuk nyeri yang berkaitan
dengan inflamasi. Obat golongan mengubah persepsi modalitas sensorik nyeri tanpa
mempengaruhi sensorik lain (Richard dan Graham, 2013).

Golongan obat ini bekerja dengan menghambat enzim siklooksigenase
sehingga konversi asam arakidonat menjadi PGG> terganggu (Munir dkk., 2009).
Proses biosintesis prostaglandin dapat dilihat pada Gambar 2.7. Enzim
siklooksigenase terdapat dalam dua bentuk yaitu COX-1 dan COX-2. COX-1
esensial dalam pemeliharaan berbagai fungsi dalam kondisi normal di berbagai
jaringan khususnya ginjal, saluran cerna dan trombosit. Di mukosa lambung, aktivasi
COX-1 menghasilkan prostasiklin yang bersifat sitoprotektif. COX-2 diinduksi
berbagai stimulus inflamator, termasuk sitokin, endotoksin dan faktor pertumbuhan).
Tromboksan A yang disintesis trombosit oleh COX-1, menyebabkan agregasi
trombosit, vasokontriksi, dan proliferasi otot polos. Sebaliknya prostasiklin (PGI2)
yang disintesis oleh COX-2 di endotel makrovaskular melawan efek tersebut dan
menyebabkan penghambatan agregasi trombosit, vasodilatasi, dan efek

antiproliferatif (Gunawan, 2016).
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Trauma/luka pada sel

v

Gangguan pada membran sel

Fosfolipid
Dihambat kortikosteroid —>l<— Enzim fosfolipase

Asam arakidonat

Enzim lipoksigenase Enzim siklooksigenase

‘4— Dihambat oleh AINS

Endoperoksid
PGG2/PGH

Hidroperoksid
Leukotrien
PGE;, PGF,, PGD; Prostasiklin
Tromboksan A,

Gambar 2.7 Biosintesis Prostaglandin (Sumber: Gunawan dkk, 2016)

2.6.3 Asetosal

Asetosal atau asam asetilsalisilat memiliki rumus kimia C9H804. Struktur
asetosal dapat dilihat pada gambar 2.8. Asetosal merupakan senyawa yang berbentuk
seperti kristal, berwarna putih, tidak berbau, larut dalam air, alkohol, kloroform, dan
eter. Asetosal diperoleh melalui sintesis kimia asam salisilat secara asetilasi dengan
asetat anhidrida (Ritu dkk., 2012). Asetosal merupakan asam organik sederhana
dengan pKa 3,0 sehingga asetosal diabsorbsi secara cepat di saluran gastrointestinal
dan di dinding usus. 80-90% asetosal terikat dengan protein plasma dan
didistribusikan secara luas. Volume distribusi pada orang dewasa sebesar 170 ml/kg.
Salisilat dieliminasi melalui metabolisme hepatic dalam bentuk asam salisilurik,
salisilfenolikglukoronida, salisil asil glukoronida, asam gentisik, dan asam
gentisurik. Dosisasetosal sebagai analgesik yaitu 325-625 mg dengan waktu paruh

salisilat dalam plasma sekitar 2-3 jam, namun asetosal dosis tinggi menyebabkan
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waktu paruh meningkat menjadi 15-30 jam. Salisilat diekskresikan dalam bentuk
tidak berubah dalam urin (Sweetman, 2009).

(e}

OJJ\
(0] OH

Gambar 2.8 Struktur Asetosal

Asetosal merupakan golongan obat AINS yang memiliki efek sebagai
analgesik, antipiretik, antiinflamasi dan antiplatelet (Torpy dan Livingston, 2013).
Mekanisme kerja asetosal yaitu dengan menghambat enzim siklooksigenase sehingga
mencegah produksi prostaglandin. Asetosal sebagai inhibitor sintesis prostaglandin
dapat menyebabkan iritasi pada mukosa lambung dan asetosal dosis rendah dapat
meningkatkan perdarahan dengan menghambat agregasi trombosit. Selain itu, Efek
samping lain dari penggunaan asetosal adalah gangguan gastrointestinal seperti mual,

dispepsia, muntah, ulserasi, hematemesis, dan melena (Kwok dan Loke, 2010)

2.7 Metode Pengujian Analgesik

Metode pengujian analgesik bertujuan untuk mengetahui kemampuan suatu
obat atau ekstrak tumbuhan dalam menekan atau menghilangkan nyeri yang
disebabkan karena rangsangan kimia, mekanik, termal atau elektrik pada hewan
coba. Daya kerja analgesik suatu obat atau ekstrak tumbuhan pada hewan coba dapat
dilihat berdasarkan peningkatan stimulus nyeri yang diberikan hingga ada respon
nyeri atau jangka waktu ketahanan hewan coba terhadap stimukus nyeri. Pengujian

aktivitas analgesik dapat dilakukan salah satunya dengan induksi nyeri secara kimia.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

23

2.7.1 Metode Induksi Secara Kimia (Metode Sigmund)

Uji aktivitas analgesik dengan menggunakan metode induksi Kimia bertujuan
untuk mengetahui potensi efek analgasik dari tumbuhan yang diteliti dengan
menggunakan induksi asam asetat (Patel dkk., 2017). Prinsip metode induksi secara
kimia yaitu hewan coba diinduksi menggunakan asam asetat 1%. Hewan coba yang
telah diinduksi akan bereaksi terhadap stimulus nyeri dalam bentuk gerakan geliat
yaitu berupa tarikan kaki ke belakang, penarikan kembali abdomen, dan kejang tetani
dengan membengkokkan kepala dan kaki kebelakang. Satu geliatan mencit
dinyatakan apabila mencit telah melakukan kontraksi dan relaksasi kembali (kembali
pada keadaan semula) (Milind dan Monu, 2012).

2.7.2 Tinjauan Tentang Asam Asetat

Asam asetat atau dikenal sebagai asam cuka (CH3COOH) merupakan suatu
senyawa yang berbentuk cairan, tak berwarna, berbau menyengat, memiliki rasa
asam yang tajam dan larut di dalam air, alkohol, gliserol, dan eter. Pada tekanan
asmoferik titik didihnya 118 °C (PHE, 2016). Asam asetat murni (asam asetat glasial)
merupakan cairan yan tidak berwarna dan memiliki bau khas yang menusuk dengan
titik beku 16,7 °C. Asam asetat glasial mengandung C2H402 tidak kurang dari
99,5% dan tidak lebih dari 100,5% b/b (Depkes, 1995).

Pemilihan asam asetat sebagai penginduksi nyeri karena dapat memberikan
rangsangan nyeri yang baik terhadap hewan uji dengan cara memicu respon
inflamasi lokal sehingga menyebabkan pelepasan mediator inflamasi seperti
prostaglandin yang dapat meningkatkan kepekaan nosiseptor (Gawade, 2012).
Peningkatan kadar prostaglandin akibat induksi asam asetat menyebabkan nyeri
inflamasi dengan meningkatkan permeabilitas kapiler dalam rongga peritoneum
(Milind dan Monu, 2012).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian True Eksperimental Laboratories

dengan melakukan uji aktivitas analgesik pada mencit yang diinduksi asam asetat.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-selesai di Laboratorium Kimia
Analisis, Laboratorium Analisis Instrumen dan Laboratorium Farmakologi Fakultas

Farmasi Universitas Jember.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian

Pada penelitian penapisan fitokimia, penetapan kadar fenol total, alkaloid, dan
flavonoid serta uji aktivitas analgesik eksrak etanol tepung otot (S. vestita)
menggunakan alat dan bahan penelitian sebagai berikut:

3.3.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan padapenelitian ini antara lain alat penggiling, timbangan
analitik, toples maserasi, set alat gelas, corong buchner, rotary evaporator
(Steroglass Strike 300), oven (Memmert), spatula, pipet filler, pinset, mikropipet,
bejana kromatografi, pencampur pusaran (vortex mixer),hotplate, spektrofotometer
UV-Vis (Hitachi U-1800), kandang hewan, timbangan hewan, mortir dan stamper,

alat-alat suntik untuk injeksi (One Med Disposable syringe), sonde, stopwatch.

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan padap enelitian ini antara lain tumbuhan tepung otot
yang diambil dari Desa Wonokerso Kecamatan Sumber Kabupaten Probolinggo,
etanol 96%, HCI 2N, NaCl, NH4sOH 28%, kloroform, metanol, lempeng KLT (kiesel
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gel GF 254), etil asetat, akuades pereaksi dragendorf , heksana, butanol, asam asetat
glasial, pereaksi sitroborat, amonia, pereaksi anisaldehid asam sulfat, pereaksi FeCls,
gelatin,toluena, aseton, asam formiat, asam galat, reagen Folin-Ciocalteu, natrium
karbonat, kuersetin, reagen AIClz, bromocresol green (BCG), NaOH 2N, Na:HPO4
0,2 M, CsHg070,2 M, standar berberin klorida, CMC Na, asam asetat 0,6%, CaCOs,
asetosal.

3.4 Variabel Penelitian
Pada penelitian ini menggunakan tiga variabel yaitu variabel bebas, variabel
terikat dan variabel terkendali yang dijelaskan sebagai berikut:

3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu ekstak etanol 96% tumbuhan tepung
otot (S. vestita) dengan dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan 400 mg/kgBB.

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini yaitu jumlah geliatan mencit yang
diinduksi asam asetat setelah dikontakkan dengan ekstrak tumbuhan tepung otot
dengan dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan 400 mg/kgBB.

3.4.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini yaitu tempat pengambilan sampel;
metode ekstraksi, suhu, eluen; metode penetapan kadar; jenis, jenis kelamin, umur,

pemeliharaan mencit meliputi pemberian pakan dan minum.
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Definisi Operasional

Berikut definisi operasional dari penelitian ini antara lain:

a.

3.6

Tumbuhan tepung otot yang digunakan dengan nama ilmiah Stellaria vestita
Kurz yang dikumpulkan dari Desa Wonokerso, Kecamatan Sumber, Kabupaten
Probolinggo yang telah diidentifikasi oleh UPT Lembaga llmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI) Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi
Pasuruan. Tepung otot yang digunakan yaitu seluruh bagian tumbuhan mulai
dari daun, bungan, batang dan akar.

Respon geliat mencit akibat induksi asam asetat berupa tarikan kaki ke
belakang, penarikan kembali abdomen, dan kejang tetani dengan
membengkokkan kepala dan kaki kebelakang. Satu geliatan mencit dinyatakan
apabila mencit telah melakukan kontraksi dan relaksasi kembali (kembali pada
keadaan semula) (Milind dan Monu, 2012).

Ekstrak dikatakan memiliki aktivitas analgesik apabila mampu menurunkan
jumlah geliat mencit > 50% dari jumlah geliat pada perlakuan kontrol negatif

(Turner, 1965).

Rancangan penelitian

Rancangan penelitian yang diterapkan adalah the Post Test Only Control

Group Design.

— Ky —»Pyp —>» A —» O
— Ky —»Pp —» A — 0O
P—sS— — Ks — P —p A —3» O3

I K(+) —_) Pn(+) —_) A —_ O(+)

A

L Ko — 3 Pyg — —» 0o

Gambar 3.1 Rancangan Skematis Penelitian Uji Analgesik
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Keterangan gambar :

: Populasi

: Sampel

: Randomisasi

: Kelompok

: Perlakuan pada sampel secara per oral

: Pemberian asam asetat 0,6 % secara intraperitoneal 0,2 mi/20 g BB
: Observasi pada sampel dengan mengamati jumlah geliat

: Ekstrak etanol 96% tepung otot (S. vestita) dosis 100 mg/kgBB
: Ekstrak etanol 96% tepung otot (S. vestita) dosis 200 mg/kgBB
: Ekstrak etanol 96% tepung otot (S. vestita) dosis 400 mg/kgBB
: Kontrol positif (Suspensi CMC-Na 1%)

: Kontrol negatif (Suspensi asetosal dosis 65 mg/kgBB)

>
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Deskripsi Hewan Penelitian

Pada penelitian uji aktivitas analgesik menggunakan hewan uji dengan jumlah
dan kriteria sebagai berikut :

3.7.1 Jumlah Hewan Penelitian

Jumlah sampel pada penelitian ini menggunakan rumus Federer :
{(p-1)(n-1)}=15

Keterangan :
n : Jumlah sampel
p : Jumlah kelompok kontrol dalam perlakuan

Apabila p =5, maka
(5-1)(n-1)>15
4n-4>15
n>4,75
Jadi pada penelitian ini digunakan mencit sebanyak 25 ekor dimana 5 ekor

untuk masing-masing kelompok perlakuan.

3.7.2 Kriteria Hewan Penelitian
Penelitian ini menggunakan mencit (Mus musculus) putih jantan strain Balb-C

sehat sebanyak 25 ekor, berumur 2-3 bulan dengan BB 20-30 gram.
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3.8 Prosedur Penelitian

Prosedur Penelitian ini meliputi identifikasi tumbuhan, pembuatan simplisia,
pembuatan ekstrak tepung otot, penapisan fitokimia, penetapan kadar fenol total,
alkaloid, dan flavonoid serta uji aktivitas analgesik. Prosedur penelitian tersebut akan

dijelaskan sebagai berikut:

3.8.1 Identifikasi Tumbuhan (Determinasi)

Bahan yang digunakan adalah tumbuhan tepung otot (S. vestita) yang diperoleh
dari desa Wonokerso, Kecamatan Sumber, Kabupaten Probolinggo. Untuk
memastikan kebenaran dari simplisia yang digunakan maka dilakukan determinasi di
LIPI (Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia) Purwodadi. Hasil determinasi
menunjukkan bahwa tumbuhan tersebut merupakan Stellaria vestita Kurz dari genus

Caryophyllaceae.

3.8.2 Pembuatan Simplisia

Tumbuhan tepung otot (S. vestita) dikumpulkan dan disediakan untuk
pembuatan simplisia kering. Tepung otot (S. vestita) yang digunakan dicuci hingga
bersih dan ditiriskan, kemudian dilakukan pengeringan tanpa terkena sinar matahari.
Setelah kering selanjutnya digiling hingga menjadi serbuk, serbuk yang diperoleh

disimpan diwadah bersih.

3.8.3 Pembuatan Ekstrak Tumbuhan Tepung Otot

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan metode maserasi. Serbuk simplisia kering
tumbuhan tepung otot (S. vestita) sebanyak 400 gram dimaserasi menggunakan
pelarut etanol 96% sebanyak 7,5 kali bobot serbuk dan dilakukan pengadukan secara
terus menerus selama 5 hari. Setelah itu dilakukan penyaringan menggunakan corong
buchner dan maserat yang diperoleh dikentalkan menggunakan rotary evaporator.

Ekstrak kental kemudian dikeringkan pada oven dengan suhu 50 °C hingga kering.
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Perhitungan rendemen ditentukan berdasarkan presentase bobot (b/b) antara
rendemen dengan bobot serbuk simplisia yang digunakan dalam penimbangan
(Kemenkes, 2000).

beratekstrakyangdiperoleh

% Rendemen ekstrak = X 100%

beratbahanyangdiekstrak

3.8.4 Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia pada penelitian ini meliputi identifikasi senyawa golongan
flavonoid, alkaloid, polifenol, steroid dan triterpenoid, steroid bebas, antrakinon dan
tanin. Prinsip identifikasi senyawa golongan tersebut menurut Harborne (1984)
adalah sebagai berikut:
a. ldentifikasi senyawa golongan alkaloid

Penyiapan sampel untuk identifikasi alkaloid yaitu 0,3 gram ekstrak
ditambahkan dengan 5 mL HCI 2N, kemudian dipanaskan menggunakan penangas
air selama 2-3 menit. Setelah dingin ditambahkan 0,3 gram NaCl dan disaring. Filtrat
yang diperoleh ditambahkan HCI 2N dan selanjutnya dilakukan identifikasi golongan
senyawa alkaloid dengan kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu larutan hasil
penyiapan sampel ditambahkan dengan NH4sOH 28% hingga larutan menjadi basa
dan didiamkan hingga 30 menit. Setelah itu, diekstraksi dengan 5 mL kloroform dan
disaring. Filtrat yang diperoleh diuapkan hingga kering dan dilarutkan dengan
metanol. Selanjutnya dilakukan uji dengan kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu hasil
penyiapan sampel ditotolkan pada fase diam dengan kondisi uji sebagai berikut:
Fase diam - kiesel gel GF 254
Fase Gerak . etil asetat-metanol-air (9:2:2)
Lempeng hasil eluasi disemprot dengan penampak noda dragendorf, jika

mengandung alkaloid noda akan tampak berwarna jingga.
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b.  Identifikasi senyawa golongan flavonoid

Penyiapan sampel untuk identifikasi flavonoid yaitu 0,3 gram ekstrak dikocok
dengan 1 mL heksana hingga tidak berwarna, kemudian residu dilarutkan dengan
etanol. Selanjutnya dilakukan uji dengan kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu hasil
penyiapan sampel ditotolkan pada fase diam dengan kondisi uji sebagai berikut:
Fase diam - kiesel Gel GF F254
Fase gerak : butanol-asam asetat glasial-air (4:1:5)
Lempeng hasil eluasi diberi penampak noda sitroborat, jika mengandung flavonoid
noda akan nampak berwarna kuning.
c.  Identifikasi sapogenin glikosida saponin, steroid dan triterpenoid

Penyiapan sampel untuk identifikasi saponin, steroid dan triterpenoid yaitu 0,5
gram ekstrak dilarutkan dalam 5 mL HCI 2N, dididihkan dan ditutup dengan corong
berisi kapas basah selama 2 jam untuk menghidrolisis saponin. Setelah dingin,
dinetralkan dengan amonia, kemudian diekstraksi dengan 3 mL heksana sebanyak 3
kali, lalu diuapkan sampai tinggal 0,5 mL dan siap dilakukan pemeriksaan dengan
KLT. Selanjutnya dilakukan uji dengan kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu hasil
penyiapan sampel ditotolkan pada fase diam dengan kondisi uji sebagai berikut:
Fase diam - kiesel gel GF 254
Fase gerak : heksana-etil asetat (4:1)
Lempeng hasil eluasi diberi penampak noda anisaldehid asam sulfat (dipanaskan).
Jika mengandung sapogenin, terpenoid atau steroid maka noda akan tampak
berwarna merah ungu.
d.  Identifikasi senyawa golongan polifenol

Penyiapan sampel untuk identifikasi polifenol yaitu 0,3 gram ekstrak tepung
otot ditambahkan dengan 10 mL akuades panas, dan didinginkan. Setelah itu
ditambahkan 3-4 tetes 10% NaCl dan disaring. Selanjutnya dilakukan uji dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu hasil penyiapan sampel ditotolkan pada fase
diam dengan kondisi uji sebagai berikut:
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Fase diam - kiesel gel GF 254
Fase gerak : toluena:aseton:asam formiat (6:1:1)
Lempeng hasil eluasi diberi penampak noda FeCls, jika mengandung polifenol maka
noda akan tampak berwarna coklat tua.
e.  Identifikasi senyawa golongan tanin

Penyiapan sampel untuk identifikasi tanin yaitu 0,05 gram ekstrak ditambahkan
dengan 10 mL akuades panas, dan didinginkan. Setelah itu ditambahkan 3-4 tetes
10% NaCl diaduk dan disaring. Campuran larutan dibagi menjadi 2 bagian masing-
masing 4mL yaitu larutan A dan larutan B kemudian dilakukan pemeriksaan dengan
uji gelatin. Larutan A ditambahkan dengan gelatin dan 5 mL larutan NaCl 10%. Bila
ada endapan putih maka akan menunjukkan adanya tanin. Larutan B ditambahkan
dengan beberapa tetes FeCls, apabila berubah menjadi hijau kehitaman menunjukkan

adanya tanin.

3.8.5 Penetapan Kadar Fenol Total
Metode penentuan kadar fenol total menggunakan metode Folin-Ciocalteu

(Singh dkk., 2014).
a.  Pembuatan larutan standar asam galat

Larutan induk asam galat dibuatdengan menimbang 30 mg asam galatdan
dilarutkan ad 100 mLmenggunakan akuades sehingga diperoleh konsentrasi 300
pg/mL. Kemudian larutan induk 300 pg/mL diencerkan hingga diperoleh seri
konsentrasi yaitu 30, 60, 90 dan 120 pg/mL.
b.  Penentuan panjang gelombang maksimal

Larutan standar asam galat dipipet sebanyak 0,5 mL lalu direaksikan dengan 5
mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Kemudian
larutan tersebut ditambahkan natrium karbonat sebanyak 4 mL dandikocok selama
15. Kemudian dilakukan scanning panjang gelombang dengan menggunakan salah

satu konsentrasi standar dan dilihat spektranya menggunakan spektrofotometer UV-
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Vis. Titik puncak spektra yang digunakan sebagai panjang gelombang maksimal
terpilih adalah absorbansi yang terbesar.
c.  Penentuan waktu inkubasi

Larutan standar asam galat dipipet 0,5 mL direaksikan dengan 5 mL reagen
Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Kemudian campuran
larutan tersebut ditambahkan 4 mL natrium karbonat dan dikocok selama 15 detik.
Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang yang terpilih dengan
spektrofotometer UV-Vis mulai dari menit ke-0 hingga menit ke-60 dengan selang
waktu 5 menit.
d.  Pembuatan Larutan Sampel

Ekstrak etanol tepung otot ditimbang 90 mg dan direplikasi tiga Kali.
Kemudian ekstrak yang telah ditimbang dilarutkan dengan etanol 10 mL sehingga
diperoleh konsentrasi 9000 pg/mL.
e.  Pembuatan kurva kalibrasi

Larutan standar dipipet 0,5 mL kemudian direaksikan dengan 5 mL reagen
Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Setelah itu larutan
tersebut ditambahkan 4 mL natrium karbonat, dikocok selama 15 detik kemudian
didiamkan selama waktu inkubasi optimal. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam
kuvet dan diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang terpilih.
f. Pengujian fenol total

Larutan sampel dipipet 0,5 mL direaksikan dengan 5 mL reagen Folin-
Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan tersebut
ditambahkan 4 mL natrium karbonat dan dikocok selama 25 detik kemudian
didiamkan selama waktu inkubasi optimal. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam
kuvet dan diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang terpilih.
Kadar fenol total dinyatakan dalam mg GAE (ekuivalensi asam galat) dalam 1 gram
ekstrak.
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3.8.6 Penetapan Kadar Flavonoid

Berikut metode penetapan kadar flavonoid menggunakan metode AICIs
(Ordonez dkk., 2006).
a.  Pembuatan larutan standar flavonoid

Pembuatan larutan induk kuersetin dengan cara menimbang20 mg dan 40 mg
kuersetin kemudian masing-masing dilarutkan dengan menggunakan metanol 10 mL
sehingga diperoleh konsentrasi 2000 dan 4000 pg/mL. Selanjutnya dilakukan
pengenceran larutan induk kuersetin dengan memipet sejumlah tertentu larutan induk
hingga diperoleh konsentrasi 20, 80, 100 dan 140 pg/mL.
b.  Penentuan panjang gelombang maksimal

Larutan standar dipipet 0,5mL kemudian direaksikan dengan 1,5 mL metanol,
100 pL reagen AICI3, 100 pL reagen kalium asetat, dan 2,8 mL akuades. Selanjutnya
dipilih salah satu larutan standar untuk scanning panjang gelombang dan dilihat
spektranya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi terbesar merupakan
titik puncak spektra yang digunakan sebagai panjang gelombang maksimal terpilih.
c.  Penentuan waktu inkubasi

Larutan standar kuersetin dipipet 0,5 mL dan direaksikan dengan 1,5 mL
metanol, 100 pL reagen AICIs, 100 pL reagen kalium asetat, dan 2,8 mL akuades..
Kemudian campuran larutan diukur absorbansinya pada panjang gelombang terpilih
dengan spektrofotometer UV-Vis mulai dari menit ke-0 sampai ke-60 dengan selang
waktu 5 menit.
d.  Pembuatan larutan sampel

Ekstrak etanol tepung otot ditimbang sebanyak 50 mg dan direplikasi tiga kali.
Selanjutnya masing-masing ekstrak dilarutkan dengan metanol 10 mL sehingga
diperoleh konsentrasi 5000 pg/mL.
e.  Pembuatan kurva kalibrasi

Larutan standar dipipet 0,5 mL dan direaksikan dengan 1,5 mL etanol, 100 pL

reagen AICIs3, 100 pL reagen kalium asetat, dan 2,8 mL akuades. Kemudian
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campuran larutan didiamkan selama waktu inkubasi optimal dalam kuvet. Setelah itu
larutan dapat diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang
terpilih.
f. Pengujian flavonoid

Larutan sampel dipipet 0,5 mL dan direaksikan dengan 1,5 mL etanol, 100 puL
reagen AICIs3, 100 pL reagen kalium asetat, dan 2,8 mL akuades. Kemudian
campuran larutan didiamkan selama waktu inkubasi optimal dalam kuvet. Setelah itu
larutan dapat diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang
terpilih. Kadar flavonoid dinyatakan dalam mg QE (ekuivalensi kuersetin) dalam 1
gram ekstrak.

3.8.7 Penetapan Kadar Alkaloid
Berikut metode penetapan kadar flavonoid menggunakan bromocresol green (BCG)
(Patel dkk., 2015).
a.  Pembuatan larutan bromocresol green (BCG) 10

Larutan bromocresol green (BCG) dibuat dengan mencampur 69,8 mg
bromocresol green dengan 3 mL NaOH 2N dan 5 mL akuades, kemudian dipanaskan
pada suhu 50-60 °C selama 15 menit hingga larutan sempurna. Kemudian larutan
campuran dilarutkan dengan 1 liter akuades.
b.  Pembuatan dapar fosfat pH 4,7

Dapar fosfat pH 4,7 dibuat dengan mencampurkan (NazHPO4) 0,2 M dengan
sitrat (CeéHgO7) 0,2 M hingga dihasilkan pH 4,7.
c.  Preparasi larutan standar berberin klorida 100 pg/mL

Larutan induk standar berberin klorida 100 pg/mL dibuat dengan menimbang 1
mg berberin klorida kemudian dilarutkan dengan etanol dalam labu ukur 10 mL
hingga tepat tanda. Diambil sejumlah 0,4; 0,6; 0,8; 1; dan 1,4 mL larutan induk
standar berberin klorida 100 pg/mL, kemudian masing-masing dimasukkan

dimasukkan ke dalam corong pisah. Selanjutnya ditambahkan 5 mL dapar fosfat pH
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4,7 dan 5 mL larutan bromocresol green (BCG) 10* M. Campuran dikocok dan
kompleks yang terbentuk diekstraksi dengan 5 mL kloroform. Lapisan kloroform
kemudian diambil dan dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan kloroform hingga
tepat tanda. Sehingga menghasilkan konsentrasi 4, 6, 8, 10, dan 14 pg/mL.
d.  Penentuan panjang gelombang maksimum

Optimasi panjang gelombang maksimum dilakukan pada standar berberin 10
pug/mL dan larutan sampel yang telah dipreparasi dengan bromocresol green (BCG)
10 M. Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
200-800 nm.
e.  Preparasi kurva larutan standar berberin

Konsentrasi 4, 6, 8, 10, dan 14 pg/mL hasil pengenceran larutan induk diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dan menggunakan blanko yang
terdiri dari reagen tanpa larutan standar. Setelah itu diambil fase kloroformnya.
Kurva kalibrasi dan persamaan regresi dibuat antara data absorbansi dan konsentrasi
standar berberin.
f. Penetapan kadar alkaloid total

Larutan sampel dibuat dengan menimbang 50 mg ekstrak etanol tepung otot,
dilarutkan dalam asam klorida (HCI) 2N dan disaring. Larutan uji diambil kemudian
ditambahkan 5 mL dapar fosfat 4,7 dan 5 mL larutan bromocresol green (BCG) 10*
M. Campuran dikocok dan kompleks yang terbentuk diekstraksi dengan 5 mL
kloroform. Lapisan kloroform diambil kemudian dilarutkan dalam labu ukur 10 mL
dengan kloroform hingga tepat tanda. Pembuatan larutan sampel dilakukan sebanyak
3 kali replikasi. Blanko yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak, kemudian diambil
fase kloroformnya. Absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimum. Kadar
alkaloid total ditentukan berdasarkan interpolasi absorbansi analit ke dalam
persamaan regresi linear standar berberin sehingga didapatkan konsentrasi (x) dalam
satuan pg/mL. Kadar alkaloid dinyatakan dalam mg BE (ekuivalensi berberin) dalam

1 gram ekstrak..
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3.8.8 Uji Aktivitas Analgesik

Penelitian uji aktivitas analgesik meliputi penyiapan hewan uji, pembuatan
CMC Na 1%, larutan asam asetat 0,6%, suspensi asetosal, dan suspensi ekstrak serta
induksi senyawa kimia dan pengamatan geliat mencit. Prinsip kerja uji aktivitas
analgesik dijelaskan sebagai berikut:

a.  Penyiapan hewan uji

Hewan uji diadaptasikan selama 7 hari pada kandang yang memiliki vetilasi
baik dan selalu dijaga kebersihannya, diberikan makan dan minum secukupnya.
Pemuasaan dilakukan selama semalam 16-18 jam sebelum dilakukan pemejanan
terhadap hewan uji.

b.  Pembuatan CMC Na 1 %

Pembuatan CMC Na 1% dengan menimbang 1 g CMC Na kemudian
ditaburkan diatas air panas (20 kali berat CMC Na) dan didiamkan hingga
mengembang. Kemudian diaduk hingga homogen dan ditambahkan air hingga
volume 100 mL.

c.  Pembuatan larutan asetat 0,6%

Larutan asam asetat 0,6% dibuat dengan cara memipet 1 mL larutan asam
asetat glasial dan ditambahkan akuades steril ad 50 mL. Kemudian dipipet 3 mL dan
ditambahkan akuades steril ad 10 mL. Dosis larutan asam asetat yaitu 10mg/kg BB
dengan volume pemberian 0,2 mL/kg BB. Perhitungan pembuatan larutan asam
asetat 0,6% dapat dilihat pada lampiran 3.5.

d.  Pembuatan suspensi asetosal

Suspensi asetosal dibuat dengan cara menimbang asetosal sebanyak 65 mg dan
disuspensikan dalam CMC Na 1% hingga volume 10 ml (untuk sediaan peroral).
Perhitungan pembuatan larutan suspensi asetosal dapat dilihat pada lampiran 3.5.

e.  Pembuatan suspensi ekstrak
Suspensi ekstrak etanol tepung otot dibuat dengan cara menimbang 100 mg,

200 mg, dan 400 mg ekstrak yang kemudian disuspensikan ke dalam CMC-Na 1%
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sedikit demi sedikit dan diaduk hingga homogen sampai volume 10 mL untuk dosis
ekstrak 100, 200,dan 400 mg/Kg BB. Perhitungan pembuatan suspensi ekstrak dapat
dilihat pada lampiran 3.5.
f. Induksi senyawa kimia

Sebelum perlakuan, mencit dipuasakan terlebih dahulu selama 16-18 jam
dengan tetap diberi minum secukupnya. Induksi asam asetat dilakukan dengan cara
mencit diberi senyawa uji (kontrol positif, kontrol negatif, dan ekstrak dengan
berbagai konsentrasi) secara intraperitoneal. Selang waktu 10 menit, mencit
diinduksi nyeri nosiseptif, dengan diberikan larutan asam asetat 0,6%. Lalu
dilakukan perhitungan jumlah geliat yang ditandai dengan tarikan kaki ke belakang,
penarikan kembali abdomen, dan kejang tetani dengan membengkokkan kepala dan
kaki kebelakang tiap selang waktu 5 menit selama 30 menit (Chao Ma dan Zhang,
2011).
g.  Pengamatan geliat mencit

Geliat mencit diamati untuk menentukan efek daya analgesik terhadap
rangsangan kimia. Respon geliat setiap hewan uji bervariasi. Jumlah geliat setiap
hewan uji tiap selang waktu 5 menit selama 30 menit dicatat dan dihitung dengan

menggunakan persamaan sebagai berikut (Turner, 1965) yaitu:

% Daya analgesik = 100 — [E X 100]

Keterangan:
P : Jumlah kumulatif geliat mencit setelah perlakuan
K : Jumlah kumulatif geliat mencit kelompok negatif

Efektivitas analgesik ditentukan untuk mengetahui keefektivan ekstrak
tumbuhan tepung otot (S. vestita) dalam berbagai dosis yang dibandingkan dengan

asetosal yaitu :

Rata-ratadayaanalgesikkelompokperlakuan

%Efektivitas analgesik =[ X 100%]

Rata—-ratadayaanalgesikkelompokasetosal

(Pudjiastuti dkk dalam Puspitasari, 2003)
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3.9 Analisis Data

Data jumlah geliat mencit dianalisis menggunakan uji statistik One Way
ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% (a=0,05). Dilakukan analisis lanjutan post
hoc test menggunakan metode uji LSD untuk mengetahui perbedaan yang diperoleh
bermakna atau tidak. Apabila syarat untuk uji One Way ANOVA yang meliputi
distribusi data normal dan variasi homogen tidak terpenuhi maka menggunakan uji

statistik Kruskal-wallis, selanjunya dilakukan uji Mann-Whitney.
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5.1

5.2

BAB 5. KESIMPULAN & SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:
Ekstrak etanol 96% tepung otot (S. vestita) mengandung senyawa golongan
flavonoid, alkaloid, fenol total, glikosida saponin, triterpenoid, dan steroid.
Kadar fenol total dalam ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot yaitu sebesar
4,936+0,200 mg GAE/g ekstrak, kadar flavonoid dalam ekstrak etanol 96%
tumbuhan tepung otot yaitu 10,168 +1,358 mg QE/g ekstrak, sedangkankadar
alkaloid dalam ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot yaitu 1,364 +0,021
mg BE/qg ekstrak.
Ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot pada dosis 200 mg/kg BB dan 400
mg/kg BB mampu memberikan aktivitas analgesik pada mencit yang diinduksi
asam asetat 0,6% dengan persentase daya analgesik masing-masing sebesar
94,05% dan 79,46%, sedangkan pada dosis 100 mg/kg BB tidak memiliki
aktivitas analgesik.
Saran

Saran yang dapat diberikan peneliti dari penelitian ini adalah sebagai

berikut:

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas ekstrak
tumbuhan tepung otot pada hewan uji untuk mengevaluasi batas keamanan
ekstrak apabila digunakan dalam jangka yang panjang.

Perlu dilakukan penelitian mengenai kandungan senyawa tumbuhan tepung

otot yang memiliki aktivitas analgesik.
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LAMPIRAN 1
HASIL DETERMINASI

1.1 Hasil Determinasi Tumbuhan Tepung Otot (Stellaria vestita)

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES) ’

BALAI KONSERVASI TUMBUHAN vV KAN
KEBUN RAYA PURWODADI % ]
JI. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi - Pasuruan 67163 e

L I P I Telp. (+62 343) 615033, Faks. (+62 341) 426046
website : http://www.krpurwodadi.lipi.go.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: 153 /IPH.06/HM/IX/2017

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama : Eva Wulandari

NIM : 142210101063

Instansi . Fakultas Farmasi Universitas Jember
Tanggal material : 18 September 2017 "
diterima

Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta
! referensi ilmiah, dengan hasil sebagai berikut:

Kingdom ¢ Plantae

Division :  Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass . Caryophyllidae

Ordo : Caryophyllales

Family : Caryophyllaceae

Genus : Stellaria

Species no.| : Stellaria vestita Kurz

Species no.2 : Stellaria media (L.) Vill
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1968. Flora of Java Vol.Ill. NVP
No ordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 644
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XIV
3. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1968. Flora of Java Vol.Ill. NVP
No ordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 207
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 25 September 2017
An. Kepala
Kepala Seksi Eksplorasi dan Koleksi Tumbuhan
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LAMPIRAN 2
SKRINING FITOKIMIA

2.1 Hasil Skrining Fitokimia Tanin

(a) (b)

Gambar Skrining Senyawa Golongan Tanin

Keterangan : (a) Blanko-Uji ferriklorida menunjukkan perubahan warna menjadi
coklat kehitaman

(b) Uji gelatin tidak menunjukkan adanya endapan

2.2 Hasil Skrining Fitokimia dengan Penegasan KLT
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Keterangan :
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(a) KLT-Alkaloid (Terdapat noda berwarna jingga)

(b) KLT-Flavonoid (Terdapat noda berwarna kuning)

(c) KLT-Glikosida Saponin, Triterpenoid, dan Steroid (Terdapat noda
berwarna ungu)

(d) KLT-Polifenol (Terdapat noda berwarna hitam)
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LAMPIRAN 3
PERHITUNGAN

3.1 Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Tepung Otot (S. vestita)

Berat ekstrak yang diperoleh  :10,208 gram

Berat bahan yang diekstrak : 400 gram

%Rendemen

_ berat ekstrak yang diperoleh

x100%

" berat bahan yang di ekstrak

10,208 gram
=8 %100%
400 gram

=2,55%

3.2 Perhitungan dalam Pengujian Fenol Total Ekstrak Etanol Tepung Otot

1.

3.

Pembuatan larutan folin

Folin sebanyak 1 mL diencerkan dengan akuades hingga 10 mL.
. Pembuatan Na,CO3

Na>COs sebanyak 7,5 gram dilarutkan dalam 100 mL akuades.
Pembuatan larutan standar asam galat

e Larutan induk standar asam galat

0,0313 mg
100 mL

x1000=313 pg/mL

e Pengenceran larutan induk standar asam galat

0,5 mL _d
a) — x313=31,3 ug/mL

1mL

b) e %X313=62,6 ug/mL

1,5 mL

c)5

d) = x313=125,2 ug/mL

%x313=93,9 ug/mL

mL
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4. Pembuatan ekstrak uji

90 mg

Toml x1000=9000 pg/mL

Ekstrak sebanyak 90 mg dilarutkan dalam 10 mL etanol 96%
sehinggadiperoleh konsentrasi 9000 pg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3
kali replikasi.

5. Pembuatan larutan blanko

0,5 mL etanol ditambahkan dengan 5 mL Folin kemudian didiamkan selama 5
menit di dalam tabung reaksi. Setelah itu, ditambahkan 4 mL Na2CO3 dan
dikocok 15 detik. Campuran larutan didiamkan selama 45 menit.

6. Perhitungan kadar fenol total

e Replikasi 1
y = 0,005x+0,185
0,407 =0,005x+0,185
0,407 — 0,185
X =
0,005
X = 44,4 ng GAE/mL

volume larutan
berat ekstrak
10 mL

0,0923 gram

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x

Kadar fenol total = 44,4 ug GAE/mL X

Kadar fenol total = 4810, 401ug GAE/g ekstrak
Kadar fenol total = 4,810 ug GAE/g ekstrak

e Replikasi 2
y = 0,005x+0,185
0,424 =0,005x+0,185
0,424 — 0,185
X =
0,005
X = 47,8 ug GAE/mL

volume larutan

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x
berat ekstrak
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10 mL

Kadar fenol total = 47,8 ug GAE/mL X ———
0,0925 gram

Kadar fenol total = 5167,568ug GAE/g ekstrak
Kadar fenol total = 5,167 ug GAE/g ekstrak

e Replikasi 3
y = 0,005x+0,185
0,408 =0,005x+0,185
0,424 — 0,185
X =
0,005
X = 44,6 ug GAE/mL

volume larutan
berat ekstrak
10 mL

0,0923 gram

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x

Kadar fenol total = 44,6 ug GAE/mL X

Kadar fenol total = 4832,069ug GAE/g ekstrak
Kadar fenol total = 4,832 ug GAE/g ekstrak

_ 4,810+5,167+4,832
3

= 4,936 pg GAE/g ekstrak

Jadi, setiap satu gram ekstrak etanolik 96% tepung otot (S. vestita)

Rata-rata %b/b

mengandung senyawa fenol total yang setara dengan 4,936 g asam galat.

SD

_ /(4,936-4,810)2+(4,936-5,167)2+(4,936—4,832)2

3-1
:\/0,016+0,053+0,011
2
=0,200
CV  =222x100 = 4

4,936


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

3.3 Perhitungan dalam Pengujian Flavonoid Ekstrak Etanol Tepung Otot
1. Pembuatan AICls
AICl3 sebanyak 2,5 gram dilarutkan dalam etanol 96% hingga 25 mL.
2. Pembuatan kalium asetat
Kalium asetat sebanyak 0,98 gram dilarutkan dalam akuades hingga 10 mL.
3. Pembuatan larutan standar kuersetin

e Larutan induk standar kuersetin

20,9 mg

€ %1000=2090 pg/mL
40,7 mg

8 31000=4070 pg/mL

e Pengenceran larutan induk standar kuersetin

8) == x2090=20,9 jg/mL
b) 22 x4070=81,4 ug/ml

€) = x2090=104,5 pg/ml
d) 2= x2090=146,3 pg/ml

4. Pembuatan ekstrak uji

0,0500 g _

Ekstrak sebanyak 50 mg dilarutkan dalam 10 mL etanol 96% sehingga
diperoleh konsentrasi 9000 pg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3 kali
replikasi.

5. Perhitungan kadar kuersetin

e Replikasi 1
y = 0,005x+0,277
0,492 =0,005x+0,277
0,492 -0,277
X =
0,005
X = 43 ug QE/mL

volume larutan

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x
berat ekstrak
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10 mL
0,0500 gram

Kadar flavonoid = 8600ug QE/g ekstrak
Kadar flavonoid = 8,600 pg QE/g ekstrak

Kadar flavonoid = 43 pg QE/mLx

e Replikasi 2
y =0,005x+0,277
0,552 = 0,005x+0,277
0,552 - 0,277
X =
0,005
X = 55 pug QE/mL

volume larutan
berat ekstrak
10 mL
0,0503 gram

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x

Kadar flavonoid = 55 pg QE/mL X

Kadar flavonoid = 10934 ug QE/g ekstrak
Kadar flavonoid = 10,934 ug QE/g ekstrak

e Replikasi 3
y = 0,005x+0,277
0,554 =0,005x+0,277
0,554 — 0,277
X = —
0,005
X = 55,4 ug QE/mL

volume larutan

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x
berat ekstrak

10 mL
0,0505 gram

Kadar flavonoid = 10970 g QE/g ekstrak
Kadar flavonoid = 10,970 pug QE/g ekstrak

Kadar flavonoid = 55,4 ug QE/mL x

8,600 +10,934 +10,970
Rata-rata %ob/b = .

= 10,168 nug QE/g ekstrak
Jadi, setiap satu gram ekstrak etanolik 96% tepung otot (S. vestita)

mengandung flavonoid yang setara dengan 10,168 ug kuersetin.
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3.4

_ +/(10,168-8,600)2+(10,168—10,934)2+(10,168—10,970)2

SD

3-1

_ [2,459+0,587+0,643
2
=1,358

_ 1,358
10,168

Ccv X 100 = 13,35

Perhitungan dalam Pengujian Alkaloid Ekstrak Etanol Tepung Otot

1. Bromocresol green (BCG) 10*M

m

X —X1
40 g/mol 0,025

2 mol/L =

m =2 gram

Bromocresol green (BCG) 10*M sebanyak 2 gram dilarutkan dengan 1 liter

akuades.
2. Dapar fosfat
—>Natrium fosfat (Na2HPO4) 2 M

-m 1
Mr V(L)
__m A
2M= 358,2g/mol o
m = 71,6 gram
- Asam sitrat monohidrat 0,2 M
m 1
_m, 1
Mr = V(L)
02M=—2_xL
210,14 1L
m = 42,028 gram
3. NaOH 2N

1
N=—x—Xe
Mr " V(L)
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m 1

= X x1
40 g/mol  0,025L

m = 2 gram

4. HCI 2N

NiXx Vi =N2Xx V>

12 Nx V1= 2Nx 50 mL

v, =2NxsomL
12N
V1=8,33 mL

5. Pembuatan larutan standar berberin

e Larutan induk standar berberin
1,02 mg _

o X0 x1000=102 pg/ml

e Pengenceran larutan induk standar berberin

8) o X102=4,08 pg/mL

b) 0,6 mL

><102=6,12 pg/mL

08mL

)10 mL
1mL

d) — ><102 10,2 pg/mL

x102=8,16 ng/mL

e) i;‘mLL x102=14,28 pg/mL

6. Pembuatan ekstrak uji

0,0500 g
10 mL

Ekstrak sebanyak 50 mg dilarutkan dalam 10 mL etanol 96% sehingga

x1000=5000 pg/mL

diperoleh konsentrasi 5000 pg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3 kali
replikasi.
7. Perhitungan kadar berberin

e Replikasi 1
y =0,069x-0,091
0,376 =0,069x-0,091
X - 0,376+ 0,091

0,069
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X = 6,768 pg BE/mL

volume larutan
berat ekstrak

10 mL

0,0503 gram

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x

Kadar alkaloid = 6,768 pug BE/mLXx

Kadar alkaloid = 1345ug BE/g ekstrak
Kadar alkaloid = 1,345 ug BE/g ekstrak

e Replikasi 2
y =0,069x-0,091
0,393 =0,069x-0,091
0,393+0,091
X =
0,069
X = 7,014 pg BE/mL

volume larutan
berat ekstrak

10 mL

0,0506 gram

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x

Kadar alkaloid = 7,014 ug BE/mL X

Kadar alkaloid = 1386 pg BE/g ekstrak
Kadar alkaloid = 1,386 g BE/g ekstrak

e Replikasi 3
y = 0,069x-0,091
0,383 =0,069x-0,091
0,383+0,091
X =
0,069
X = 6,869 ug BE/mL

volume larutan
berat ekstrak

10 mL

0,0504 gram

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x

Kadar alkaloid = 6,869 ug BE/mL X

Kadar alkaloid = 1362ug BE/g ekstrak
Kadar alkaloid = 1,362 g BE/g ekstrak

_ 1,345 +1,386 +1,362
3

Rata-rata %b/b
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= 1,364 pg BE/qg ekstrak
Jadi, setiap satu gram ekstrak etanolik 96% tepung otot (S. vestita)

mengandung alkaloid yang setara dengan 1,364 ug berberin.

_ J(1,364-1,345)2+(1,364—1,386)2 +(1,364—1,362)2

SD
3-1
_ [3,61x107%+4,84x10"4+4x107°
- 2
=0,021
cv  =221%100 = 1,539
1,364

3.5 Perhitungan Dosis
a. Dosis Asetosal
Dosis asetosal orang dewasa : 500 mg/kgBB
Konversi dosis ke mencit
500 mg asetosal pada manusia~500 mg X 0,0026 pada mencit
=1,3 mg/20 gBB
= 65 mg/KgBB
Volume pemberian ke mencit 0,2 mL/20 gBB
Volume pembuatan sediaan asetosal yaitu 10 mL
1,3 mg/20 gBB~ 0,2 mL/20 gBB

13mg _ x
02ml ~ 10ml
x=65 mg

Pembuatan sediaan asetosal dengan cara menimbang 65 mg asetosal dan
ditambahkan dengan CMC Na 1% hingga 10 mL.
b. Dosis Ekstrak
Dosis ekstrak etanol 96% tepung otot (S. vestita) yang digunakan dalam
penelitian ini adalah dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB, 400 mg/kgBB.
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1. Dosis 100 mg/kgBB

100mg _ x

1000g  20g
X=2 mg

2mg X
02ml 10 ml

x=100 mg
Pembuatan ekstrak dosis 100 mg/kgBB adalah menimbang ekstrak

sebanyak 100 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v
hingga homogen sampai 10 mL.

2. Dosis 200 mg/kgBB

200mg _ x
1000g  20g

x=4mg

4dmg X
02ml 10 ml

x=200 mg
Pembuatan ekstrak dosis 200 mg/kgBB adalah menimbang ekstrak

sebanyak 200 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v
hingga homogen sampai 10 mL.
3. Dosis 400 mg/kgBB

400mg _ x
1000g  20g
x=8 mg
8mg X
02ml  10ml
x=400 mg

Pembuatan ekstrak dosis 400 mg/kgBB adalah menimbang ekstrak
sebanyak 400 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v

hingga homogen sampai 10 mL.
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c. Dosis Asam Asetat 0,6%

1 ml
3ml
m X2%—0;6%

Pembuatan larutan asam asetat 0,6% dengan cara memipet 1 mL larutan
asam asetat glasial yang ditambahkan dengan akuades steril ad 50 mL.

Kemudian dipipet 3 mL ditambahkan akuades ad 10 mL.
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LAMPIRAN 4
HASIL SCANNING PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM

4.1 Hasil Scanning Panjang Gelombang Standar

a. Hasil Scanning Panjang Gelombang Standar Asam Galat 60 pg/mL

rophotometer

Date

Ope rator:

AES

2.000

75
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U-1800 Spectrophotometer

cerial NUM: 8730116
ROM Version: 07
Sample Name:

Date:

Operator:

Wavelength Scan

Data Mode: ABS
Scan Range: 800.0-400.0nm
51it Width: 4nm
Speed(nm/min) : 300nm/min
Lamp Change Wavelength: 5340 . Onm
Path Length;
ABZ WL(nm) AES WL{nm) ABS nmn
0.672 799.0 0.873 798.0 0.674 .0
0.875 785.0 0.8675 794.0 0.676 50,
02677 791.0 0.680 790.0 0.680 8]
3 3G 786.0 0.679 .0
782.0 0.883 -9
778.0 0.683 0
774.0 0.682 .0
T VN 5 \F VOO J -\
78810 0686 0
758.0 0.684 .0
754.0 0.683 .0
R 0.680 .0
B 0.679 .0
0 0.877 20
0.873 .0
Qa8TY )
0.669 .0
U.668 20
0.665 20
0.661 .0
0 .0

e

TN NN CINEN LD

ne

¢
S ODO:
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b. Hasil Scanning Panjang Gelombang Standar Kuersetin 20 pg/mL

J-1800 Spectrophotometer

57301 1 K_

ABS
2.000! ' \
|
i
[
|
{
{
!
‘
{
!
i

800 . 0nm
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U-1800 Spectrophotometer

Serial NUM: 5730116
ROM Version: 07
Sample Name:

Date:

Operator:

Wavelength Scan

Data Mode: ABS S
Scan Range: 600 .0-400.0nm
S1lit Width: 4Anm
Speed(nm/min) : 200nm/min
Lamp Change Wavelength: 340.0nm
Path Length:

ALL Data
AES
-0.013

o
@
M

OO

= Lar R

YO TN DD

s
(o2}
=

=
e
g

o

{a:]

(]
2000000000

o

1N

ey
ORODVOTTOT

448
.0 743
440 .0 779
436 0 0.804
T2 = — ——
| 428 & oy B
23V - al 07209
420.0 8
416.0 )
412.0 3
408.0 31
404.0 3
Wy
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¢. Hasil Scanning Panjang GelombangStandar Berberin 60 pg/Ml

U-1800

Serial NUM: 5730118
ROM Version: il
Sample Name:

Date:

QOperator:

AB
2.000

oW

3

Wavelength Scan
5

Y

Pat?x Length:
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U-1800

wpect, rophotome ter

Serial NUM- 5730118

ROM Versiop:
Sample Name :
Date:

Operator:

Wavelength Scan

Data Mode.
§can Range:

51it Width:
Speed(nm/min):

AP Change_Wavelength:

Path Length:

ALL Data
WL(nm) ABS
600.0° -0.015

596.0 -0.024
892.0 -0.011
588.0 0.011
584.0 0.035
580.0 0.050
576.0 0.043
572.0 0.026
C 0.011

-0 0.
-0.020
-0.028
-0.025
-0.018
. 010
002

=

[6s)
L)

AD Tl
SO0
|

<

2

o,

T (s 0 €]

T A 0

1]

o el
N0 IOy~
BB T8 BN [T Bt Y]

gt I T P

i da
rd

DD =PI LI
LA ~J= e
o lolsl

4
4
4
4
4

07

AR

GO0 . 0-200 . Onm

A

WL(nm)
599.0
BO5.0

<

X
oo

E00nm/min
340 . Onm

A3~
s

s ls) el

[salnlnx

NN AN NN N NN
N~ NGO

s s NN N 033 ~1 =)

Ho 0D 5) N

~1-1-10@mD
SBDIDD 1

DEYATATATAYSY

-0.018
-0.025
=0.025
=0.023
-0.012
-0.004
0.004
0,009
0.013
H 015
0.013
0.014
9:015

Q.103
0.120
0. 137
0.154
Q.1869
0.184
0.195
0.2056
0. 213
0.219

0.220
02219
0.218
0.210
0.202
0191
Q.180
0.168
0.156
0.143
0.134
0.136
0.148
0188
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JZ13366.07 0.228° .

0 C 367.0 0 8 365.0° 0.

0 Q.26 363.C 0.280 362.0 0.297 361.0 0.
0.0 Q.32 359.0 0.335 358.0 0.343 357.0 0.

=) U-on [ LTI ¥ .y 2o L] e e = Ciaacy =

.0 0,359 3510 0.357 350.0 0.356 349.0 0.

o0 U oJdy =0 SR IS 1“ n.af,:. ?‘E = =

.0 0.348 343.0 0.346 342.0 0.343 341.0 0.

.0 0.334 339.0 0.326 338.0 0.318 - 337.0 0.

L0 0.304 335.0 0.296 334.0 0.287 333.0 D.

.0 0.269 331.0 0.261 330.0 0.253 329.0 Qs

.0 0.237 327.0 0.229 326.0 0.221 325.0 0.

.0 0.2086 328.0 0.198 322.0 0.191 321.0 0.

.0 0.176 219.0 0.1869 318.0 0.163 317.0 0.

.0 0.152 315.0 0.146 314.0 0.141 313.0 Q.

.0 0.130 311.0 0.126 310.0 0.123 - 309.0 0.

.0 0.118 307.0 0.114 306.0 0.112 305.0 0.

.0 o.111 303.0 0112 302.0 0.114 301.0 0.

Sle) 0.120 299.0 0.124 298.0 0.129 297.0 0.

.0 0.142 295.0 0.152 294.0 0.162 293.0 0.
2.0 0.187 291.0 0.199 290.0 0.212  /288.0 0.

.0 0.233 287.0 0.241 286.0 0.250 285.0 0.

.0 0.266 283.0 0.274 282.0 0.283 281.0 0.

.8 0.300 279.0 0.308 278.0 0.315 a2 l.Q 0.

o4 0.329 275.0 0.335 274.0 0.341 213.0 0.

-0 0.3249 &7l 0 0.353 270.0 0.356 269.0 0.

.0 0.358 267.0 0.357 266.0 0.354 265.0 0.

.0 0.344 263.0 0.336 262.0 0.329 261.0 0.

.0 0.313 259.0 0.305 258.0 - 0.300 257..0 Q.

.0 0.293 255.0 0.290 254.0 0.290 253.0 0
2.0 0.294 251.0 0.298 250.0 0.305 249.0 0.312
8.0 0. 32C 247 .0 3 246.0 0.340 245.0 0.349

.0 243. 242.0 0.347 241.0 0.331

.0 238.0 0.234 . 237.0 0.208

36.C 234.0 0.167 233.0 0.147
C 230.0 0.090 229.0 0.087
226.0 0.048 225.0 0.038

222.0 0.031 221.0 8.031

218.0 -0.012 217.0 -0.023

214.0 -0.035 213.0 -0.035

210.0 -0.059 209.0 -0.0862

208.0 -0.072 2056.0 -0.059

202.0 0.008 201.0 -0.018
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LAMPIRAN 5
HASIL OPTIMASI WAKTU INKUBASI

5.1 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Asam Galat 90 pg/mL

WakFu Absorbansi
(menit)
0 0,508
5 0,579
10 0,608
15 0,646
20 0,661
25 0,672
30 0,682
35 0,691
40 0,699
45 0,705
50 0,711
55 0,715
60 0,720
0,8
0,7
06 /'_‘—'—H_‘—‘_‘
20,5
£ 04
s 0
£03
0,2
0,1
0
0 10 20 30 40 50 60

Waktu (menit)
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5.2 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Uji Fenol Total
Waktu Absorbansi

(menit)

0 0,248

5 0,303

10 0,321

15 0,335

20 0,34

25 0,357

30 0,361

35 0,372

40 0,374

45 0,379

50 0,385

55 0,391

60 0,392
0,4
0,35
03
s O
2015
0,1
0,05
0

0 10 20 30 40

Konsentrasi (ug/mL)

5.3 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Kuersetin 20 pg/mL
Waktu Absorbansi

(menit)
0 0,375
5 0,376
10 0,378
15 0,381
20 0,383

25 0,385
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30 0,386

35 0,387
40 0,389
45 0,390
50 0,392
55 0,394
60 0,395
0,4
0,39
2 0,38 .—'/o/‘—‘—‘
=
(@}
20,37
<
0,36
0,35

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Waktu (menit)

5.4 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Uji Flavonoid
Waktu Absorbansi

(menit)

0 0,112
5 0,138
10 0,154
15 0,165
20 0,173
25 0,18
30 0,185
35 0,191
40 0,196
45 0,2

50 0,203
55 0,212

60 0,221
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LAMPIRAN 6
DATA ANALISIS KANDUNGAN FENOL TOTAL

6.1 Hasil Analisis Larutan Standar Asam Galat

Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi
31,3 0,355
62,6 0,563
93,9 0,725
125,2 0,903

[EEY

y = 0,005x + 0,185
0,8 r= 0,998
k%)
€06
=
2
o 04
<
0,2
0
0 50 100 150

Konsentrasi pug/mL

6.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Uji Fenol Total

. Kadar Fenol Total
Penimbangan

Replikasi (gram) Absorbansi  Konsentrasi (mg GAE/qg
ekstrak)
1. 0,0923 0,407 44,4 4,810
2. 0,0924 0,424 47,8 5,167

3. 0,0923 0,408 44,6 4,832
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LAMPIRAN 7

DATA ANALISIS KANDUNGAN FLAVONOID

7.1 Hasil Analisis Larutan Standar Kuersetin

Konsentrasi (ug/mL)  Absorbansi
20,9 0,378
81,4 0,705
104,5 0,834
146,3 1,023
1,2
y = 0,005x + 0,277
1 r=0,998
'z 0,8
[58]
S 06
<04
0,2
0
0 50 100 150 200
Konsentrasi (pg/mL)
7.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Uji Flavonoid
Penimbanaan Kadar Fenol Total
Replikasi ( ram)g Absorbansi  Konsentrasi (mg QE/g
g ekstrak)
A 0,0500 0,492 43 8,600
2. 0,0503 0,552 55 10,934
8\ 0,0505 0,554 55,4 10,970

88
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LAMPIRAN 8
DATA ANALISIS KANDUNGAN ALKALOID

8.1 Hasil Analisis Larutan Standar Berberin

Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi

4,08 0,187
6,12 0,332
8,16 0,489
10,20 0,627
14,28 0,897
1
0,9 y = 0,069x - 0,091
0,8 r=0,999
_07
206
g 0,5
2 04
<03
0,2
0,1
0
0 5 10 15

Konsentrasi (pg/mL)

8.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Uji Alkaloid

. Kadar Fenol Total
Penimbangan

Replikasi (gram) Absorbansi  Konsentrasi (mg BE/g
ekstrak)
1. 0,0503 0,376 6,768 1,345
2. 0,0506 0,393 7,014 1,386

3. 0,0504 0,383 6,869 1,362
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LAMPIRAN 9
HASIL PENGAMATAN UJI AKTIVITAS ANALGESIK

9.1 Hasil Pengamatan Geliat Mencit

Kelompok Menit ke- Replisiy
I I Il v \V
5 1 0 0 1 1
10 11 14 9 17 7
Kontrol 15 19 21 13 18 16
Negatif 20 17 12 24 10 18
(CMC-Na 25 7 5 7 3 8
1%) 30 4 2 2 2 6
Total 59 54 55 51 56

Rata-rata+SD 5542,91

Kelompok Menit ke- Repiias
I I Il v \V
5 0 i 0 0 0
10 5 3 3 7 4
15 7 8 6 8 5
*;ngtrﬁc' 20 3 5 4 3 5
(Asetosal) 25 > 1 3 1 2
30 2 1 0 1 0
Total 20 19 16 20 16

Rata-rata+SD 18+1,78

Kelompok Menit ke- RRETESS!
I I Il v \V
5 0 1 0 0 0
Ekstrak 10 6 4 9 2 4
(BJO'S%S 15 9 12 7 11 10
100 20 10 6 5 6 8
mg/kg 25 4 5 3 4 4
BB) 30 2 2 3 1 3
Total 31 30 27 25 29
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| | Rata-rata+SD | 28,4+2,41
Kelompok Menit ke- Replikasi
I I i [\ \Y
5 1 0 0 0 0
10 5 8 2 4 5
ES“J??SK 15 11 9 9 8 8
. 20 7 2 7 7 8
(Dosis 200
ma/kg 25 6 1 4 3 4
BB) 30 4 1 2 1 1
Total 34 21 24 24 26
Rata-rata+SD 25,6+4,51
Kelompok Menit ke- b
I ] i [\ \
5 1 0 0 0 0
Ekstrak 10 5 3 7 4 1
Uji 3 15 8 9 5 6 8
(Dosis 20 6 5 3 4 5
400 25 2 3 3 3 4
mg/kg 30 0 3 2 1 1
BB) Total 22 22 20 18 19
Rata-rata+SD 20,24+1,79
9.2 Perhitungan % Daya Analgesik
Kelompok % Daya
Analgesik
Kontrol (-) 1 g/Kg BB 0
Kontrol (+) 65 mg/kg BB 67,27
Ekstrak uji dosis 100 mg/kg BB 48,36
Ekstrak uji dosis 200 mg/kg BB 53,45
Ekstrak uji dosis 400 mg/kg BB 63,27

Daya Analgesik (%) :

Jumlah geliat (Kelompok kontrol)-Jumlah geliat (kelompok perlakuan) %100

Jumlah geliat (kelompok kontrol)
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Daya Analgesik (%) Kontrol Postif

= ﬂxm% = 67.27%

Daya Analgesik (%) Ekstrak uji dosis 1

_ 55284

x100% = 48,36%
Daya Analgesik (%) Ekstrak uji dosis 2

= 22238 100% = 53,45%

Inhibition (%) Ekstrak uji dosis 3

= 2202, 100% = 63,27%

9.3 Perhitungan %Efektivitas Analgesik

Kelompok % Efektivitas
analgesik
Kontrol (-) 1 g/Kg BB 0
Kontrol (+) 65 mg/kg BB 100,0
Ekstrak uji dosis 100 mg/kg BB 71,88
Ekstrak uji dosis 200 mg/kg BB 79,46
Ekstrak uji dosis 400 mg/kg BB 94,05

%Efektivitas analgesik=

[Rata-rata daya analgesik kelompok perlakuan

rata-rata daya analgesik kelompok asetosal

1. Efektivitas analgesik kelompok kontrol positif

67,27

= [57 1X100% = 100%

2. Efektivitas analgesik kelompok dosis 100 mg/kg BB

48,36

[67 >, 1x100% = 71,88%

3. Efektivitas analgesik kelompok dosis 200 mg/kg BB

= [%]xm()% = 79,46%

4. Efektivitas analgesik kelompok dosis 400 mg/kg BB

= [%]XIOO% = 94,05%

1%100%
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LAMPIRAN 10
DATA ANALISIS STATISTIK

10.1 Hasil Analisis Statistik Jumlah Geliat Mencit

a. Test of Normality

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
DayaAnalgesik ,120 20 ,200" ,946 20 ,317

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
Makna : Nilai sig> 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data sampel tersistribusi

normal.

b.Test of Homogenity of Variance

Test of Homogeneity of Variances

DayaAnalgesik

Levene Statistic

dfl df2

Sig.

, 770

3

16

,528

93

Makna : Nilai sig> 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki varian yang

sama atau tidak terdapat perbedaan (homogen).

c. One F ANOVA

ANOVA
DayaAnalgesik
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1102,763 3 367,588 23,014 ,000
Within Groups 255,562 16 15,973
Total 1358,324 19

Makna : Nilai sig. = 0,000 atau sig.<0,05 Hal ini menunjukkan bahwa terdapat

perbedaan penurunan jumlah geliat secara signifikan.
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d. Post Hoc Test

% DayaAnalgesik

Multiple Comparisons

LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference (I- Lower Upper
(I) Kelompok  (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Bound Bound
kontrol positif Ekstrak uji dosis h
(asetosal) 100 mg/kg BB 18,78000 2,52766 ,000( 13,4216 | 24,1384
Ekstrak uji dosis .
200 mg/kg BB 13,22800 2,52766 ,000| 7,8696| 18,5864
Ekstrak uji dosis
400 mg/kg BB 3,89800 2,52766 ,143 | -1,4604 9,2564
Ekstrak uji kontrol positif ) = 2l
dosis 100 (asetosal) L eo00 2, 2708 000 24,1384 Ll
mg/kg BB Ekstrak uji dosis " -
200 mg/kg BB -5,55200 2,52766 ,043 10,9104 -,1936
Ekstrak uji dosis " =
400 mg/kg BB -14,88200 2,52766 ,000 20,2404 -9,5236
Ekstrak uji kontrol positif " -
dosis 200 (asetosal) R 2,52765, | 18,5864 UL
mg/kg BB Ekstrak uji dosis "
100 mglkg BB 5,55200 2,52766 ,043 ,1936 | 10,9104
Ekstrak uji dosis « =
400 mg/kg BB -9,33000 2,52766 ,002 14,6884 -3,9716
Eksrak ui — GoiiCELcE 380800 252766| ,143| -9,2564|  1,4604
dosis 400 (asetosal)
mg/kg BB Ekstrak uji dosis ;
100 mg/kg BB 14,88200 2,52766 ,000 9,5236 20,2404
Ekstrak uji dosis -
200 mg/kg BB 9,33000 2,52766 ,002 | 3,9716| 14,6884

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 11
DOKUMENTASI PENELITIAN

11.1 Dokumentasi Penelitian

Tumbuhn tepung otot Simplisia tumbuhn tepung otot
(Stellaria vestita kurz) (Stellaria vestita kurz)

Ekstrak tumbuhn tepung otot Pengamatan geliat mencit
(Stellaria vestita kurz)
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