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RINGKASAN

Resistensi parasit terhadap obat antimalaria utama, klorokuin dan
sulfadoksin-pirimetamin sampai saat ini masih merupakan hambatan utama dalam
upaya penanggulangan malaria di dunia dan mendesak dilakukannnya upaya-
upaya untuk menemukan obat antimalaria bary dengan target yang berbeda
dengan obat-obatan tersebut. Berbagai obat-obatan tradisional yang berasal dari
tanaman atau bahan alam telah banyak digunakan di berbagai negara oleh etnik
tertentu dan sangat potensial untuk diteliti lebih lanjut untuk mengungkap
senyawa bioaktif yang mungkin terdapat di dalamnya.

Andrographis paniculata Nees. atau yang biasa dikenal dengan nama
daerah sambiloto merupakan tanaman obat yang secara empiris digunakan sebagai
antimalaria. Masyarakat Indonesia di Flores (NTT) diketahui menggunakan
rebusan herba sambiloto untuk mengobati penderita malaria secara tradisional.
Tanaman ini mempunyai kandungan senyawa golongan diterpen lakton dengan
kandungan utama senyawa andrografolid, yang memiliki berbagai aktivitas
farmakologis termasuk antimalaria.

Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa herba sambiloto dengan
kandungan utama senyawa diterpen lakton andrografolid berkhasiat sebagai obat
antimalaria. Untuk memanfaatkan tanaman inj sebagai obat antimalaria, maka
telah dilakukan penelitian untuk mengembangkan fraksi diterpen lakton (DTL)
dari herba sambiloto ini sebagai sediaan farmasi dalam bentuk tablet yang aktif,

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahun Pada tahun pertama, telah
dilakukan standarisasi proses pemisahan fraksi diterpen lakton dari ekstrak etanol
sambiloto sebagai fraksi aktif antimalaria, pemilihan metode validasi penetapan
kadar andrografolid (senyawa marker aktif) di dalam fraksi diterpen lakton
sebagai salah satu parameter standarisasi fraksi Pada tahun pertama, bekerja
sama dengan divisi riset PT Kimia Farma telah dilakukan pengembangan produk
fitofarmaka fraksi diterpen lakton yang aktif sebagai antimalaria. Pada tahun
kedua dilakukan uji preklinik untuk mengetahui khasiat dan keamanan formula
terpilth pada hewan coba. Dan juga dilakukan penelitian untuk scaling up
produksi tablet DTL.

Dari hasil penelitian tahun pertama, telah diperoleh metode fraksinasi yang
paling optimal menghasilkan fraksi diterpen lakton dan dapat diterapkan dalam
skala industri. Telah diperoleh fraksi diterpen lakton dari herba sambiloto, bentuk
serbuk amorf, berwarna kuning kehijauan. Telah diperoleh metode yang valid
untuk penetapan kadar marker dalam fraksi diterpen lakton sambiloto secara
densitometri.

Hasil uji antimalaria in vivo menunjukkan bahwa fraksi diterpen lakton
(DTL) sambiloto mempunyai aktivitas antimalaria terhadap parasit P. berghei
dengan nilai EDs, = 9,17 mg’kg BB mencit. Aktivitas antimalaria DTL pada
pemberian dosis tunggal (satu kali sehari) per oral dengan dosis 100 (66,41 %)
dan 10 mg/kg BB mencit (56,45%) menunjukkan aktivitas yang tidak berbeda
nyata meskipun dosis berbedal0 kalinya. Sedangkan pada pemberian DTL dengan
dosis terbagi (10 mg sehari dua kali) menunjukkan aktivitas yang lebih kuat dan
mampu menghambat parasit rata-rata 92,22 %,
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Hasil studi pengembangan formula dispersi padat dari diterpen lakton
menunjukkan bahwa formuia 1] dengan komposisi fraksi diterpen lakton DTL-
PEG 8000-PVPK30-Myrj52 2:1:1:02) merupakan formula terpilih. Formula
ini dibuat tablet (150 mg/tablet) dengan komposisi serbuk dispersi padat DTL =
155,5 mg (77%) dengan kandungan fraksi DTL 60 mg, Avicel PH 102 = 33 mg
(22 %), dan Mg stearat = 1,5 mg (1%). Tablet dengan formula terpilih ini
memiliki iaju disolusi pada menit ke 15 = 28.21; pada menit ke-30 = 62.15; pada
menit ke-60 = 68.12. Untuk kekerasan tablet formuta 11T memiliki rentang 6.80-
7.17 kP dan rata-rata 6.80 kP, dan untuk waktu disintegrasi tablet formula II]
adalah 12 menit 33 detik - 13 menit 05 detik,

Hasil penelitian tahun kedua, telah dilakukan proses ekstraksi dengan
metode skala produksi. Dari 15 kg herba sambiloto diperoleh 30 liter ekstrak
etanol 96% pekat. Proses scaling up fraksinasi telah dilakukan menggunakan labu
ekstraktor cair-cair kapasitas 7 liter. Dari 2 liter fraksi etil asetat diperoleh +5 6
gram fraksi DTL.

Telah diperoleh tablet diterpen lakton yang diproduksi dengan metode
granulasi basah. Metode produksi ini disesuaikan dengan kelayakan untuk dapat
diaplikasikan di industri. Formulasi pada tahun kedua ini, dibuat tablet yang
mengandung 15 mg fraksi DTL per tablet dengan asumsi pemakaian dosis terapi
untuk dewasa adalah sehari 2 x 4 tablet Bobot tablet 3053-327.6 mg dengan
ukuran rata-rata diameter tablet 10,98 mm dan tebal 2,23 mm. Untuk kekerasan
tablet yang dihasilkan memiliki rentang 5,91-7,17 kP dan rata-rata 6,63 kP,
kerapuhan tablet adalah sebesar 0,36%, dan untuk uji waktu disintegrasi tablet
diperoleh data waktu hancur tablet sebesar 10 menit 14 detik,

Telah dilakukan penetapan kadar fraksi diterpen lakton dalam granul tablet
dengan metode KLT Densitometr, Hasil penetapan kadar menunjukkan bahwa
kadar diterpen lakton dalam granul adalah 0,0557 mg/ mg granul.

Hasil uji antimalaria in vivo menunjukkan bahwa granul fraksi diterpen
lakton (DTL) sambiloto mempunyai aktivitas antimalaria terhadap parasit P.
berghei dengan menghambat pertumbuhan parasit sebesar 71,14% pada
pemberian dengan dosis 10 mg/kg BB dua kali sehari selama empat hari.
Sedangkan pada pemberian DTL dengan dosis 10 mg dua kali sehari selama 4 hari
mampu menghambat pertumbuhan parasit rata-rata 9222 %. Oleh karena itu,
dilakukan peningkatan dosis pada uji aktivitas in vivo yaitu dosis 15 mg/kg BB
dua kali sehari selama 4 hari untuk menentukan pola penghambatan pertumbuhan
parasitnya. Pada uji aktivitas in vivo dengan peningkatan dosis diperoleh nilai
hambatan pertumbuhan parasit sebesar 82,56%.

Uji toksisitas yang meliputi toksisitas akut dan sub akut telah dilakukan.
Pada uji toksisitas akut pada mencit digunakan dosis yang tertinggi untuk bahan
yang tergolong relatif tidak berbahaya yaitu 21 g/kg BB mencit. Hasil uji
toksisitas akut dengan dosis yang tertinggi tersebut tidak menunjukkan kematian
pada mencit sehingga disimpulkan bahwa sediaan granul fraksi diterpen lakton
sambiloto tergolong tidak toksik dan aman,

Pada uji toksisitas sub akut menunjukkan bahwa pemberian granul fraksi
diterpen lakton dengan dosis 10, 50, 100 mg/kg BB selama 14 hari tidak
berpengaruh pada peningkatan kadar SGOT, SGPT dan kreatinin. Pada pemberian
dosis 100 mg/kg BB selama 14 hari menunjukkan peningkatan BUN pada hewan
coba sekitar 20% bila dibandingkan dengan kontrol. Namun pada pemberian dosis
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10 mg/kg BB dan 50 mg/kg BB tidak ada perbedaan yang bermakna dengan
kontrol sehingga dapat disimpulkan bahwa pada dosis tersebut tidak berpengaruh
pada peningkatan kadar BUN.

Pada pemeriksaan perubahan histopatologi hati mencit menunjukkan
bahwa pemberian granul fraksi diterpen lakton dengan dosis 10, 50, 100 mgkg
BB selama 14 hari tidak menyebabkan adanya perbahan hiatopatologi hati berupa
degenerasi dan nekrosis sehingga dapat disimpulkan bahwa granul DTL relatif

aman.

vi
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SUMMARY

Parasite resistance to antimalarial drug, chloroquine and sulfadoxin-
pirimetamin, is still becoming the major problem in malaria control worldwide,
therefore, effort to develop new and different target antimalarial drugs is put in
high priority. Several plants are used in traditional medicine for the treatment of
malaria in many parts of world and very potential to further investigation of
bioactive compounds from plant sources.

Andrographis paniculata Nees. known as “sambiloto” is widely distributed
in Indonesia and has been traditionally used empiricalty for malarial remedies.
Decoction of sambiloto’s herb has been used traditionally to cure malaria by
people in Flores (NTT-East Indonesia). Our preliminary test revealed that extract
from Andrographis paniculata exhibit potent antimalarial activities againts
Plasmodium  falciparum in  vitro and Plasmodium berghei in vivo.
Andrographolide, a diterpene lacton compound of sambiloto is a major compound
of this plant, which has various pharmacology activities including antimalarial,

Former research indicates that sambiiot’s herb with main compound of
diterpen lacton andrographolide is effective as antimalarial, therefore, it is
potential to be developed as antimalarial drugs. The traditionally used of
sambiloto’s herbs become a problem to ensure the consistency of its efficacy,
safety and effectivity. Therefore, the development of sambiloto’s herbs through
phytopharmaceutical product is very important. The development of
phytopharmaceutical product require standardization of plant material.
Standardization is a set of procedure and analysis method, that the resujt
parameter is connected to pharmaceutical quality concept, fuifill chemical and
biological standard and ensure the stability of product.

The present study aims to develop plant material of antimalarial
phytopharmaceutical from standardized diterpene lacton fraction of sambiloto (A.
Ppaniculata Nees) with consistent chemical composition, and ensure consistency of
its efficacy, safety and effectivity.

Research will be done in two years. In the first year, standardization of
fractionation of diterpene lacton from ethanol extract of sambiloto as an active
fraction of antimalarial, the selection of validation method of assay
andrographolide (as active marker compound) in diterpene lacton fraction as one
of standardization parameter of fraction, have been done. In the first year, the
phytopharmaceutical product development of diterpene lactone study has been
done by cooperation with research division of PT. Kimia Farma. In the second
year, preclinical study of the chosen formula to determine the effectivity and
safety using animal test will be done. Also scaling up study to produce DTL tablet
will be carried out in this second year research.

The result of research of this first year, has been obtained fractination
method which is most optimal yields diterpen lacton fraction and applicable in
industrial scale. The amorf powder, rust colored of greenness of diterpene lacton
fraction of sambiloto has been obtained, also the valid method for determined the
marker compound of diterpene lacton fraction of sambiloto using TLC-
densitometry.

This research revealed that diterpene lacton fraction ( DTL) of sambiloto
has antimalarial activity against parasite P. berghei in vivo with EDs, = 9,17

Vil
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mg/kg BW. Antimalaria activity of DTL at single dose giving (once a day) per
oral with dose 100 (66,41 %) and 10 mg/kg (56,45%) WB shows the same
activity. While by giving multiple dose (twice a day) shows stronger activity and

can pursue parasite of 92,22 %,

The study of formulation development on solid dispersion of diterpene
lactone fraction showed that third formula, with below composition DTL-PEG
8000-PVPK30-Myrj52 (2 : 1 : ] : 0.2) was the selected formula. The tablet of
these formula (150mg/tablet) with composition : solid dispersion powder of DTL
= 155,5 mg (77%) which contain 60 mg of diterpene lacton fraction, Avicel PH

102 = 33 mg (22 %), and Mg stearate = 1,5 mg (1%). Th

es¢ tablet showed

dissolution rate at minutes 15% = 2821; 30% = 62.15; and 60™ = 68.12

respectively. Tablet hardness of the third formula has strength

between 6.80-7.17

kP and its average is 6.80 kP, the disintegration time of third formula was 12

minutes 33 seconds — 13 minutes 05 second.

For the second year-research, the extraction process has been developed
for up-scale production which could be obtained 30 litres of concentrate 96%
ethanolic extract from 15 Kg sambiloto herbs. The method used an extraction
flask with its capacity is 7 litres and produced 5.6 gram of diterpene lactone from

2 litres of ethyl acetate fraction.

Diterpene lacton tablet production was conducted by wet granulation. This
production method was adopted for applicable in industrial scale. Tablet

formuiation of the second year, was contain 15 mg of diterpene

lacton fraction per

tablet, this was assumed for terapeutics dose for adult was 2 x 4 tablets per day.
Tablet weight 305.3-327.6 mg with average diameter sizes of tablet 10.98 mm and

thickness 2.23 mm. Tablet hardness of the formula had stren
7.17 kP and its average was 6.63 kP, tablet friability
disintegration time was 10 minutes 14 seconds,

gth between 5.91-
was 0.36%, and

Determination of diterpene lacton fraction which contain in the tablet was

carried out using TLC-Densitometry method. The result

showed that the

concentration of diterpen lacton fraction in the tablet was 0.0557 mg/ mg tablet,
Antimalarial test in vivo revealed that DTL granule inhibited the growth of
P.berghei by 71,14% at the dose of 10 mg/kg BW twice a day for 4 days. In
given dose at 10 mg twice a day could inhibited the paracite growth as much as
92,2%. Therefore, the dose increased up to 15 mg/Kg body weight twice a day for
4 days treatment of its in vivo activity study to determine the paracite growth
inhibition. At the dose of 15 mg/kg BW, DTL granule inhjbited the paracite

growth by 82 .56%.

Toxicity test including acute and sub acute was carried out. The acute
toxicity was conducted using the dose of 21 g/kg body weight and observed for 7
days. The resuit showed that there was no mortality occurred and concluded that

DTL granule was relatively nor toxic.

Subacute toxicity conducted using the dose of 10, 50, 100 mg/kg BW for
14 days. Subacute toxicity test result showed that DTL granule was relatively safe
and there was no significant difference in the observed ALT, AST and creatinine
activities in serum. At the dose of 100 mg/kg BW showed that BUN was
increased approximately 20% compared with control. At the dose of 10 mg/kg
BW and 50 mg/kg BW there was no significant difference between treatment

viii
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group and control. The result concluded that DTL granule at the dose of 10 mg/kg
BW and 50 mg/kg BW was not influenced BUN concentration.

Histopathological changes due to degeneration and necrosis were not
observed after administration of DTIL granule at the dose of 10, 50, 100 mg/kg
BW for 14 days. The result showed that DTL granule was relatively safe.

X
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MILIK
PERFUSTAKAAN
BAB 1 UNIVERSITAS AIRLANGGA
PENDAHULUAN SURABAYA

L.1. Latar Belakang

Malaria merupakan penyakit infeksi parasit utama di dunia yang mengenai
hampir 170 juta orang tiap tahunnya. Penyakit ini Juga berjangkit di hampir 103
negara, terutama negara-negara di daerah tropik dan subtropik. Di Indonesia,
malaria tergolong penyakit menular yang masih bermasalah. Penyakit ini
berjangkit di semua pulau di Indonesia, mulai dari dataran rendah hingga dataran
tinggi, baik di kota maupun di desa. Sebagian penduduk di 20 provinsi di
Indonesia terjangkit malaria. Lebih dari 40 Juta penduduk Indonesia bermukim di
daerah malaria, sekitar 11 Juta diantaranya tinggal di Jawa dan Bali (Mursito,
2002; WHO, 2003).

Pemberantasan terhadap penyakit malaria mengalami berbagai kendala,
terutama dengan berkembangnya galur parasit yang resisten terhadap obat-obatan
yang ada saat ini. Oleh karena itu pengobatan alternatif yang efektif khususnya
dari bahan alam sangat dibutuhkan baik saat ini maupun di masa-masa
mendatang,

Penggunaan tumbuhan atau bagian tumbuhan untuk obat malaria sudah
dikenal sejak ribuan tahun yang lalu. Dimulai dari ditemukannya obat malaria
yang pertama yaitu kinina, suatu senyawa alkaloid yang berhasil diisolasi dari
kulit batang kina (Cinchona succirubra) pada tahun 1820, sampai penemuan
artemisinin, suatu senyawa seskuiterpen lakton yang berhasil diisolasi dari

tanaman Artemisia annua ( Klayman, 1985).

Andrographis paniculata Nees. atau yang biasa dikenal dengan nama
daerah sambiloto merupakan tanaman obat yang secara empiris digunakan sebagai
antimalaria. Masyarakat Indonesia di Flores (NTT) diketahui menggunakan
rebusan herba sambiloto untuk mengobati penderita malaria secara tradisional.
Tanaman ini mempunyai kandungan senyawa golongan diterpen lakton dengan
kandungan utama senyawa andrografolid, yang memiliki berbagai aktivitas

farmakologis termasuk antimalaria (Matsuda, 1994).
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Penelitian ilmiah membuktikan bahwa tanaman ini mempunyai aktivitas
antimalaria. Rahman ef ai, (1999) melaporkan bahwa ekstrak sambiloto
menunjukkan aktivitas'antimalaria tethadap Plasmodium berghei in vivo pada
mencit. Serangkaian penelitian telah kami lakukan untuk mengetahui aktivitas
antimalaria dari tanaman sambiloto ini. Penelitian terdahulu kami menunjukkan
bahwa ekstrak tanaman ini mempunyai aktivitas antimalaria dengan cara
menghambat pertumbuhan Plasmodium Jalciparum in vitro (Suyanto, 1995;
Widyawaruyanti, dkk, 1995). Tidak hanya ekstrak, dari hasil penelitian kami
(Dina, 2001; Neni, 2001; Sri, 2001; Widyawaruyanti dkk, 2003) juga diketahui
bahwa isolat andrografolid dapat menghambat 50% pertumbuhan Plasmodium
berghei (EDso) secara in vivo sebesar 3,6 mg/kg BB. Pada penelitian tersebut juga
telah dapat dipisahkan isolat diterpen lakton lainnya yang juga mempunyai
aktivitas antimalaria, Isolat diterpen lakton ini mampu menghambat pertumbuhan
Plasmodium falciparum pada stadium gametosit in virro (ICso 4,19 pg/mL pada
inkubasi 72 jam). Aktivitas ini setara dengan aktivitas obat standar primakuin.
Isolat diterpen lakton juga mempunyai aktivitas skizontosida dengan nilai ICs;
14,12 pg/mL.

Dalam upaya membuktikan aktivitas antimalaria dari sambiloto, penelitian
terakhir kami menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol 80% sambiloto 100
mg/kg BB dan klorokuin 0,1567 mg/kg BB memberikan potensi keberhasilan
terapi yang paling besar pada mencit terinfeksi Plasmodium berghei dibandingkan
pemberian klorokuin maupun ekstrak sambiloto secara terpisah (Hafid, 2007).

Mengingat potensinya sebagai obat antimalaria, maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengembangkan sambiloto ini sebagai produk obat
malaria baru, Permasalahannya, selama ini pemanfaatan sambiloto secara
tradisional oleh masyarakat dalam mengobati penyakit malaria selama ini, tidak
dapat menjamin keajegan khasiat, keamanan dan kualitasnya. Sehingga sulit
dipertangungjawabkan secara medis. Oieh karena itu perlu dikembangkan
pemanfaatan tanaman inj sebagai produk fitofarmakanya yang menggunakan
pendekatan multikomponen, bukan strategi penemuan zat tunggal seperti pada
obat modern.
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Dalam bentuk produk fitofarmaka, dapat terjamin keajegan komposisi zat
kandungan. Karena ity perlu dilakukan standarisasi terhadap bahan baku obat dan
produk akhimya. Sehingga dapat terkontrol baik khasiatnya sebagai obat malaria,
Juga kualitas dan keamanannya. Dengan demikian dapat diterima oleh profesi
kesehatan baik dokter maupun apoteker dan dapat masuk dalam sistem kesehatan
formal untuk mengobati pasien malaria.

Berdasarkan latar belakang tersebut di atas, maka pada pelitian ini telah
dikembangkan produk fitofarmaka dari fraksi diterpen lakton herba sambiloto.
Selain diketahui aktif sebagai antimalaria baik in vivo maupun in vitro, fraksi
diterpen lakton juga dapat diperoleh dari herba sambiloto dalam jumlah cukup
besar. Sehingga sangat potensial sebagai bahan baku obat malaria.

Untuk tujuan manufaktur sediaan obat, maka fraksi diterpen lakton
sebagai bahan baku obat harus dibuat dalam bentuk sediaan kering dispersi solida.
Hal ini dilakukan untuk memberikan jaminan bahwa obat dalam ekstrak/fraksi
terbagi secara molekuler dalam matriks terpilih serta akan dapat memperbaiki
nilai parameter farmasetik dan bioavailabiitas. Dispersi solida adalah konsep
fisika dimana zat padat terdispersi (terbagi homogen) sebagai partikel kecil atau
masa molekuler dalam suatu matriks berupa polimer terpilih,

Selanjutnya untuk mencapai twjuan terapi, maka perlu dilakukan studi
mengenai formulasi dan manufaktur sediaan obat (dosage form) yang
memperhatikan konsep drug delivery system (DDS). Komponen senyawa obat
dalam ekstrak/fraksi harus dijamin akan dihantarkan menuju target terapi, yaitu
dalam rancangan formulasi dan manufaktur dengan penambahan bahan
pendukung untuk tercapainya bioavailabilitas yang optimal dan tercapainya
tujuan terapi.

Untuk maksud tersebut di atas maka penelitian ini telah dilakukan dalam
dua tahap :

1. Pada tahun pertama, telah dilakukan standarisasi proses pemisahan fraksi
diterpen lakton dari ekstrak etanol sambiloto sebagai fraksi aktif antimalaria,
pemilihan metode validasi penetapan kadar andrografolid (senyawa marker
aktif) di dalam fraksi diterpen lakton sebagai salah satu parameter standarisasi
fraksi. Pada tahun pertama ini, bekerja sama dengan divisi riset PT. Kimia
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Farma telah dilakukan pengembangan produk fitofarmaka fraksi diterpen
lakton yang aktif sebagai antimalaria.

Dari hasil penelitian tahun pertama ini, telah diperoleh metode fraksinasi
yang paling optimal menghasilkan fraksi diterpen lakton dan dapat diterapkan
dalam skala industri. Telah diperoleh fraksi diterpen lakton dari herba
sambiloto, bentuk serbuk amorf, berwarna kuning kehijauan. Telah diperoleh
metode yang valid untuk penetapan kadar marker dalam DTL secara
densitometri.

Hasil uji antimalaria in vivo pada tahun pertama ini juga menunjukkan
bahwa fraksi diterpen lakaton (DTL) sambiloto mempunyai aktivitas
antimalaria terhadap parasit P. berghei in vivo dengan nilai EDs, = 9,17 mg/kg
BB mencit. Aktivitas antimalaria DTL pada pemberian dosis tunggal (satu kali
sehari) per oral dengan dosis 100 (66,41 %) dan 10 mg/kg BB mencit
(56,45%) menunjukkan aktivitas yang tidak berbeda nyata meskipun dosis
berbedalO kalinya. Sedangkan pada pemberian DTL dengan dosis terbagi (dua
kali 10 mg sehari) menunjukkan aktivitas yang lebih kuvat dan mampu
menghambat parasit rata-rata 92,22 %. Efektifitas pemberian DTL dengan
dosis dua kali 10 mg sehari (total pemberian DTL pada mencit 20 mg sehari)
masih jauh lebih rendah dibandingkan dosis toksiknya, khususnya pada uji
hepatotoksik (Widyawaruyanti, 2001).

Hasil studi pengembangan formula dispersi padat dari diterpen lakton
menunjukkan bahwa formula III dengan komposisi fraksi diterpen lakton
DTL-PEG 8000-PVPK30-Myrj52 (2 : 1 : 1 : 0.2) merupakan formula terpilih.
Formula ini dibuat tablet (150mg/tablet) dengan komposisi serbuk dispersi
padat DTL = 155,5 mg (77%) yang mengandung 60 mg fraksi diterpen lakton,
Avicel PH 102 = 33 mg (22 %), dan Mg stearat = 1,5 mg (1%). Tablet dengan
formula terpilih ini memiliki laju disolusi pada menit ke 15 = 28,21; pada
menit ke-30 = 62,15; pada menit ke-60 = 68,12, Untuk kekerasan tablet
formula Il memiliki rentang 6,80-7,17 kP dan rata-rata 6,80 kP, dan untuk
waktu disintegrasi tablet formula III adalah 12 menit 33 detik — 13 menit 05
detik.
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2. Pada tahun kedua penelitian in; dilanjutkan untuk mengetahui efektifitas dan
keamanan tablet produk fitofarmaka (yang menggunakan formula terpilih)
dari DTL pada uji preklinik (pada hewan coba).

1.2. Perumusan Masalah
Apakah produk fitofarmaka dari DTL efektif, berkualitas dan aman sebagai
obat malaria pada uji preklinik 7

1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan Umum : Mendapatkan produk fitofarmaka obat malaria dari fraksi
diterpen lakton herba sambiloto (Andrographis paniculaty
Nees).

Tujuan Khusus :

1. Produksi tablet produk fitofarmaka fraks; diterpen lakton herba sambiloto
(Andrographis paniculata Nees). Tahapan Scale up produksi ini bekerja
sama dengan PT. Kimia Farma Thk.

2. Uji prekiinik untuk mengetahui aktivitas dan keamanannya pada hewan

coba.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang tanaman Sambiloto (Andrographis paniculata Nees)

Sambiloto (Andrographis paniculata Nees) termasuk ke dalam famili
Acanthaceae. Banyak tumbuh di India, semenanjung Malaysia dan hampir di
seluruh Indonesia pada ketinggian 1-700 m di atas permukaan laut. Digunakan
secara tradisional di Indonesia untuk mengobati penyakit malaria, tifus, difteri,
diabetes, faringitis, tonsilitis, demam, gatal-gatal, digigit serangga atau ular
berbisa, disentri, dan penambah nafsu makan (Heyne, 1987).

Andrografolid adalah senyawa diterpen lakton yang merupakan senyawa
utama dari sambiloto dengan kadar sekitar 2,5%. Disamping itu sambiloto juga
mengandung glikosida diterpen lakton seperti : neoandrografolid, deoksi-
andrografolid, 14-epiandrografolid, isoandrografolid, 14-deoksi-andrografolid,
14-deoksi-12-metoksiandrografolid, 12-epi-14-deoksi-12-metoksiandro grafolid,
14-deoksi-12-hidroksi-andrografolid, 14-deoksi-11-hidroksiandrografolid, 14-
deoksi-11,12-dihidroksiandrografisida,  andrografisida, 6-asetoandrografolid,
bisandrog;mfolida—A, B, C dan D. Senyawa-senyawa ini umumnya terdapat pada
bagian daun (aerial parts). Pada bagian akar umumnya terdapat senyawa
golongan flavonoid yang terdiri atas : polimetoksiflavon, andrographin, paniculin,
mono-o-metil wightin dan apigenin-7,4 dimetilester (Matsuda, 1994).

Sambiloto mempunyai efek farmakologis yang luas dan menguntungkan
misalnya sebagai antiinflamasi, antidiare, antiviral, antimalaria, hepatoprotektif,
cardiovakular, antikanker dan imunostimulan (Jarukamjorn, 2008). Ekstrak etanol
sambiloto menghambat pertumbuhan P.berghei NK 65 (Misra, 1992). Kombinasi
ekstrak metanol sambiloto dan kurkumin dapat meningkatkan hambatan
pertumbuhan terhadap P falciparum strain MRC-pf-20 dan MRC-pf-303 (Misra,
2009). Administrasi ekstrak etanol sambiloto (25 mg/kg BB) dan dua senyawa
diterpen yaitu andrografolid dan neoandrografolid (6 mgkg BB) selama dua
minggu menunjukkan aktivitas antihepatotoksik terhadap P.berghei K173 yang
dapat menginduksi kerusakan hepar (Chander, 1995).
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Chen (2008) mengisolasi dua pasang senyawa ent-labdane diterpen lakton
stereoisomer dari bagian daun Andrographis paniculata yaitu 7R-hidroksi-14-
deoksiandrografolid  dan 7S-hjdr0ksi-14-deoksiandrografolid, 128,13S-
hidroksiandrografilid dan 12R,13R-hidroksiandrografilid yang mempunyai
aktivitas antiproliferatif pada sel human leukemia HL-60.

Empat senyawa xanton diisolasi dari akar Andrographis paniculata yaitu
1,8-dihidroksi-3,7-dimetoksixanton, 4,8-dihidroksi-2,7-d1'metoksixanton, 1,2-
dihidroksi-6,8-dimetoksixanton  dan 3,7 8-trimetoksi-1-hidroksixanton yang
mempunyai aktivitas antimalaria dengan menghambat pertumbuhan P falciparum.
Senyawa 1,2-dihidroksi-6,8-dimetoksixanton mempunyai  aktivitas tertinggi
dengan nilai ICs, sebesar 4 pg/ml (Dua, 2004).
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Gambar 2.1. Herba Sambiloto (a) dan struktur andrografolid (b)

2.2. Studi pendahuluan yang telah dilakukan
1. Widyawaruyanti, dkk, (1995-2000), melaporkan bahwa ekstrak petroleum
eter, kloroform dan heksan dari sambiloto dapat menghambat pertumbuhan
parasit P. falciparum secara in vitro.
2. Widyawaruyanti, dkk, (2001), melaporkan bahwa senyawa andrografolid
hasil isolasi sambiloto mempunyai aktivitas sebagai skizontosida (ICs, =
12,16 pg/ml) dan gametosida (ICs, = 3,61 ug/ml) in vitro.
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3. Suyanto, (1995), juga melaporkan bahwa isolat darj fraksi kloroform
ekstrak metanol sambiloto yang diduga merupakan salah saty glikosida
diterpen lakton dapat menghambat pertumbuhan P. Jalciparum.

4. Najib Rahman, (1999), meneliti aktifitas antimalaria dari ekstrak metanol
dan kloroform sambiloto secara in vitro dan in vivo, hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak  kloroform lebih aktif menghambat
pertumbuhan parasit dibandingkan ekstrak metanol baik secara in vivo
maupun in vitro,

5. Wiwied Ekasari (1998) dan Muhammad Adlan (1997) dalam penelitiannya
melaporkan bahwa kadar andrografolid yang terkandung dalam simplisia
kering adalah + 2,5 %, sedangkan dalam ekstrak etanol + 10.69%.

6. Radjaram A. (2001), melakukan penelitian untuk mengembangkan sediaan
farmasetika dari senyawa andrografolid dan hasil penelitiannya
menunjukkan bahwa sistem dispersi padat andrografolid dengan pembawa
HPMC3cp, HPCSL dan PEG 6000(1:4) dapat meningkatkan laju disolusi
andrografolid dua kali lebih besar dibandingkan campuran fisik.

7. Widyawaruyanti, A (2004), mengembangkan formulasi produk tablet
dispersi padat dari senyawa andrografolid dan hasil penelitian
menunjukkan, tablet andrografolid ini lebih aktif sebagai antimalaria
dibandingkan isolat andrografolid

8. Widyawaruyanti, A. (2009), melaporkan metode fraksinasi diterpen lakton
yang optimal, metode penetapan kadar marker dalam fraksi diterpen lakton
yang valid, aktivitas antimalaria fraksi diterpen lakton terhadap P.berghei
in vivo serta mengembangkan formulasi produk tablet dispersi padat dari
fraksi diterpen lakton sambiloto,
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BABIH
BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1. Bahan dan alat yang digunakan
Bahan tanaman sambiloto diperoieh dari Divisi Risbang PT. Kimia Farma,

Tbk. Bahan simplisia sudah dalam bentuk serbuk berwarna hijau, rasanya pahit
dengan kadar andrografolid 1,89 %.

»

Bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini berderajat pro analisis,
kecuali etanol untuk ekstraksi.

Alat yang digunakan adalah maserator, rotavapor, mikroskop, KLT
densitometer, alat disolusi, granulator dll.

3.2. Produksi Fraksi Diterpen Lakton Sambiloto (Metode skala produksi)

Serbuk herba sambiloto diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan
etanol 96%. Sebanyak 15 kg herba sambiloto diekstraksi menggunakan pelarut
etanol 96% sebanyak 120 liter (maserasi I). Dilakukan pengadukan setiap 1 jam
selama 5-10 menit, selama 6 jam (pengadukan 6 kali) dengan temperatur +35-
40°C. Setelah pengadukan selesai, didiamkan semalam kemudian dilakukan
penyaringan ekstrak etanol sambiloto ke-1. Dilakukan maserasi ke-2 - residu di
ekstraksi lagi menggunakan 75 liter etanol 96%. Dilakukan pengadukan setiap 1
Jam selama 5-10 menit, selama 4 jam (pengadukan 4 kali) dengan temperatur +35-
40°C. Setelah selesai, dilakukan pendinginan mesin untuk menurunkan suhuy,
cooling £ 30 menit, kemudian dilakukan penyaringan ekstrak etanol 2. Ekstrak
sambiloto yang diperoleh kemudian dipekatkan hin gga 20%.

Selanjutnya dilakukan fraksinasi cair-cair dengan menggunakan etil asetat.
Perbandingan yang digunakan : Ekstrak : Air - Etil asetat (1:2,5:2 v/v). Sebanyak
1 liter ekstrak sambiloto ditambahkan air sebanyak 2,5 liter dan etil asetat 2 liter,
dilakukan pengadukan kemudian fraksi etil asetat dipisahkan. Fraksinasi
dilakukan sebanyak 3 kali, hingga fraksi etil asetat yang diperoleh berwarna
bening, fraksi etil asetat ditampung kemudian langsung dipekatkan sehingga agak
kental, diamkan selama semalam. Keesokan harinya fraksi etil asetat disaring
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untuk mendapatkan kristal. Kristal yang didapat dicuci dengan etil asetat,
kemudian keringkan.

3.3. Produksi Tablet Fraksi Diterpen Lakton
Sebanyak 15 mg fraksi diterpen lakton dibuat sediaan tablet dengan bobot
300 mg dengan menggunakan metode granulasi basah.

Tabel 3.1. Formula tablet diterpen lakton

Bahan Jumlah
Fraksi DTL 15mg
PEG 6000 15 mg
PVP K-25 3mg
Laktosa 178.5 mg
Avicel PH 101 76.5 mg
Primogel 6 mg
Mg Stearat 3mg
Talk 3mg
Etanol 95 % sebagai pelarut 25 mL

Adapun cara pembuatannya adalah :

Sejumlah PVP K-25 dan PEG 6000 ditimbang seksama kemudian dicampur di
mortir dan ditambahkan 25 mL etanol 95%, diaduk sampai larut. Kemudian
ditimbang fraksi diterpen lakton, dimasukkan ke dalam massa tersebut dan diaduk
sampai larut homogen. Sejumlah laktosa ditimbang, kemudian ditambahkan ke
dalam campuran, diaduk sampai homogen. Ditimbang avicel PH 101, kemudian
ditambahkan ke dalam massa campuran di atas, diaduk sampai terbentuk massa
granul basah.

Massa yang diperoleh diayak basah dengan menggunakan ayakan mesh 12,
kemudian dikeringkan di tray dryer pada suhu 40°+ 2°C selama 8 jam. Ditimbang
Primogel, kemudian ditambahkan ke dalam massa yang telah kering, dicampur
homogen (thumbling) selama 15 menit. Selanjutnya ditimbang Mg stearat dan
talk, kemudian dicampur (thumbling) selama 5 menit. Massa yang terbentuk
merupakan massa siap cetak. Massa tersebut ditabletasi dengan menggunakan

mesin tablet Otto Meyer® dengan ukuran punch 11 dan tekanan 1-2 ton.

10
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3.4. Uji Karakteristik Fisik Tablet
Dilakukan uji karakteristik fisik tablet meliputi uji kekerasan dan uji waktu

hancur tablet sebagai berikut -

3.4.1. Uji Kekerasan

Alat  :Erweka Hardness Tester

Metode : diambil satu tablet, letakkan pada papan uji. Diatur parameter uji
kekerasan yang tertera pada alat meliputi diameter tablet serta jumiah
tablet yang diukur. Setelah siap, tekan tombol start, kemudian lihat angka
yang tertera pada monitor alat. Uji dilakukan dengan 3 kali replikasi

3.4.2. Uji Waktu Disintegrasi

Alat  : Erweka Disintegration Apparatus

Metode : dimasukkan 1 tablet pada masing-masing tabung pada keranjang,
masukkan 1 cakram pada tiap tabung dan jalankan alat. Digunakan air
bersuhu 37 + 0,1°C sebagai media. Pada akhir batas waktu, angkat

keranjang dan amati semua tablet. Semua tablet harus hancur sempurna.

3.5. Penentuan Laju Disolusi Tablet Fraksi Diterpen Lakton

Dilakukan uji disolusi tablet fraksi diterpen lakton  dengan cara
dimasukkan 1 tablet uji pada labu disolusi yang berisi 900 mL aquadest. Uji
disolusi dilakukan dengan menggunakan pengaduk tipe dayung dengan kecepatan
100 rpm pada suhu 37+0,1°C. Cuplikan diambil sebanyak 5 mL pada setiap
interval waktu (menit ke-0, 3,6,9,12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, dan 60) kemudian
disaring dengan membrane filter 0,45 um. setiap pengambilan cuplikan, media
disolusi diganti dengan media aquadest sebanyak volume yang diambil.
Kemudian masing-masing cuplikan diukur absorbansinya dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Kemudian dihitung kadar fraksi diterpen lakton pada
setiap sampel dengan koreksi Wurster dan dihitung efisiensi disolusi.

Analisa data dilakukan dengan menggunakan Anava satu arah dan bila
terdapat perbedaan dilanjutkan dengan uji HSD.

11
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3.6. Penetapan kadar fraksi diterpen lakton dalam granul diterpen lakton
Granul diterpen lakton diproduksi dengan mencampurkan 15 gram fraksi

diterpen lakton kering dengan bahan tambahan sehingga bobot total 288 gram,
Jumlah fraksi diterpen lakton dalam sediaan dihitung kembali dengan menentukan
kadar andrografolid dalam fraksi diterpen lakton dan sediaan granul. Kadar fraksi
diterpen lakton dihitung dengan mengkonversikan kadar andrografolid dalam
sediaan granul terhadap kadar andrografolid dalam fraksi diterpen lakton,
sehingga diperoleh kadar fraksi diterpen lakton = kadar andrografolid dalam
granul dibagi kadar andrografolid dalam fraksi diterpen lakton fraksi diterpen
lakton (%b/b).
a. Preparasi KLT
Dibuat fase gerak untuk KLT dengan mencampurkan 10 ml metano! dan 90 ml
kloroform. Setelah campuran dihomogenkan dengan penggojogan, tuang ke dalam
chamber yang pada dindingnya sudah terpasang kertas saring. Tutup rapat
chamber dan biarkan hin ggea jenuh.
b. Preparasi sampel

Ditimbang fraksi diterpen lakton kering dan granul diterpen lakton masing-
masing sebanyak 25 mg dan 75 mg, ditambah metanol sampai volume 2 ml
kemudian digetarkan dengan ultrasonik selama 15 menit. Untuk larutan fraksi
diterpen lakton diencerkan hingga 10 ml sedangkan larutan granul tidak
diencerkan, replikasi 3 kali. Kemudian ditotolkan sebanyak 2 pl pada plate silica
gel GFas4,
¢. Preparasi larutan baky

Dibuat larutan baku induk dengan cara menimbang andrografolid sebanyak
10 mg kemudian dilarutkan dalam 1 m] metanol (1000 ppm). Larutan baku
induk 1000 ppm diambil 50 ul dan ditambah metanol sampai volume 500 pl
(larutan baku 100 ppm) dan 100 pl larutan lalu ditambah metanol sampai volume
500 pl (larutan baku 200 ppm). Dari larutan baku 100 ppm dan 200 ppm, dibuat
baku kerja 0,2 ug, 0.4 pg, 0,6 Mg, 0,8 pg, 1,0 ng, dan 1,2 yg dengan menotolkan
larutan baku pada plate yang sama dengan sampel sebagai berikut:

a. Larutan baku kerja 02 pg
Larutan baku 100 ppm ditotolkan sebanyak 2 pl

12

PENGEMBANGAN FITOFARMAKA....




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA ATY WIDYAWARUYANTI

MILIK
PERPUSTAKAAN
b. Larutan baku kerja 0,4 pg UNIVERSITAS AIRLANGGA

A
Larutan baku 200 ppm ditotolkan sebanyak 2 pI SURABAY

¢. Larutan baku kerja 0,6 pug
Larutan baku 100 ppm ditotolkan sebanyak 2 pl dan 200 ppm ditotolkan
sebanyak 2 ul
d. Larutan baku kerja 0,8 ug
Larutan baku 200 ppm ditotolkan sebanyak 4 pl
¢. Larutan baku kerja 1,0 pg
Larutan baku 100 ppm ditotolkan sebanyak 2 pl dan 200 ppm ditotolkan
sebanyak 4 pl
f. Larutan baku kerja 1,2 ug
Larutan baku 200 ppm ditotolkan sebanyak 6 ul
Plate dielusi dengan fase gerak Kloroform metanol (9:1v/v). Setelah fase
gerak mencapai batas atas, plate diangkat dan dikeringkan. Scan plate dengan
KLT-Densitometer pada panjang gelombang 233 nm. Hasilnya merupakan %
berat dan diukur pula koefisien variasinya.
Linearitas ditentukan dengan menginjekkan larutan standar dengan
konsentrasi 0,2 sampai 1,2 ug. Kemudian dibuat kurva regresi linier antara
konsentrasi larutan standar (ng) dengan luas area (mAU).

3.7. Uji Aktivitas Antimalaria Granul Fraksi Diterpen Lakton Sambiloto
Pada Mencit Terinfeksi P, berghei

Uji dilakukan terhadap mencit jantan yang diinfeksi Plasmodium berghei.
Akan diamati penurunan tingkat parasitemia pada mencit setelah diobati dengan
granul fraksi diterpen lakton per oral. Mencit yang telah terinfeksi parasit dibagi
sesuai dengan bahan uji masing-masing terdiri atas 5 ekor. Kelompok perlakuan
diberi suspensi bahan uji dalam CMC-Na (0,5%) dengan dosis 10 mg/kg BB dan
15 mg/kg BB secara per oral dalam dosis terbagi (dua kali sehari). Kelompok
kontrol negatif diberi suspensi CMC-Na (0,5%). Setiap hari terhadap kelompok-
kelompok tersebut dilakukan pengambilan darah dari bagian ekor dan dibuat
hapusan darah tipis dengan pewamnaan Giemsa. Kemudian dihitung %

13
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parasitemiianya. Data dianalisis dengan membandingkan tingkat pertumbuhan
parasit pada kontrol negatif;

3.8. Uji Toksisitas Granul Fraksi Diterpen Lakton Sambiloto Pada Mencit
a. Pengujian Toksisitas akut
Dosis Uji toksisitas Akut

Sebagai dosis awal yang digunakan harga tertinggi dari suatu bahan yang
dikategorikan sebagai “relatively harmless” menurut tabel Toxicity Rating
(Dorelanko, 1995). Dinyatakan bahwa suatu bahan dikatakan praktis tidak
beracun jika jumlah bahan wi pada tikus >15 g/kg BB. Kemudian dilakukan
penyetaraan dosis dari tikus ke mencit, dan diperoleh dosis sebesar 21 g/kg BB
mencit.

Dosis yang digunakan pada mencit 20 g adalah 20/1000 x 21 g = 0,42 g
fraksi diterpen lakton. Dari hasil tersebut dosis dinaikkan atau diturunkan untuk
mendapatkan dosis yang membunuh mencit kurang dari 50 % tetapi tidak 0 % dan
membunuh lebih dari 50 % tetapi tidak 100 % (Ghosh,1971).

Pengumpulan Data Uji Toksisitas Akut

Disiapkan 4 kelompok mencit yang masing-masing terdiri dari 5§ ekor
mencit. Untuk semua kelompok kecuali kelompok kontrol, tiap hewan coba diberi
granul diterpen lakton sesuai dengan dosis masing-masing. Pemberian dilakukan
secara per oral sebanyak satu kali, kemudian dilakukan pengamatan selama 7 hari.
Kelompok I : Sebagai kelompok kontrol, diberi suspensi CMC Na 0,5%
Kelompok iI : Diberi granul DTL dengan dosis tertinggi
Kelompok III : Diberi granul DTL dengan dosis ¥ dosis tertinggi
Kelompok IV : Diberi granul DTL dengan dosis % dosis tertinggi
Analisis Data Uji Toksisitas Akut

Data yang diperoleh dalam penelitian dalam penelitian ini diolah dengan
menggunakan probit analisis, suatu program komputer yang dibuat untuk
menentukan LDs, dari granul diterpen lakton yang diuji. Prinsip pengolahan data
dari program ini adalah mengekstrapolasikan dosis bahan uji dengan prosen
letalitas (kematian) mencit yang diuji.

14
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b. Pengujian toksisitas sub akut
Dosis Uji toksisitas Subakut

Dosis awal yang digunakan adalah dosis efektif (DE) antimalaria yaitu 10
mg/kg BB atau 02 mg/20 g BB. Dosis pengujian ditingkatkan sehingga
digunakan 1 x DE, 5 x DE dan 10 x DE.
Pengumpulan Data Uji Toksisitas Subakut

Disiapkan 5 kelompok mencit yang masing-masing terdiri dari 10 ekor
mencit. Untuk semua kelompok kecuali kelompok kontrol, tiap hewan coba diberi
granul DTL sesuai dengan dosis masing-masing. Pemberian dilakukan secara per
oral sebanyak 1 kali selama 30 hari, kemudian hewan coba dikorbankan diambil
hatinya untuk dibuat preparat.
Kelompok I : Sebagai kelompok kontrol, diberi suspensi CMC Na 0,5 %
Kelompok II : Diberi granul DTL setara dengan dosis efektif
Kelompok III : Diberi granul DTL dengan 5x dosis efektif
Kelompok IV : Diberi granul DTL dengan 10x dosis efektif
Analisis Data Uji Toksisitas Subakut
Pemeriksaan Preparat

Pada penelitian ini menggunakan mikroskop cahaya agar dapat mengamati
secara mikroskopik preparat hati mencit. Mula-mula digunakan perbesaran 100
kali kemudian digunakan perbesaran 400 kali. Setiap preparat hati mencit diamati
perubahannya melalui lima lapang pandang yang berbeda.

Pada setiap lapang pandang, diamati perubahan-perubahan yang terjadi.
Setiap preparat digeser minimal lima kalj lapang pandang kemudian diskor,
dijumlah dan dibagi lima, maka hasil dari lima kali pergeseran itu adalah data dari
satu preparat. Cara pemberian skor yaitu apabila terjadi perubahan degenerasi
kurang dari 50% lapang pandang, maka diberi skor 1 (satu) karena dianggap
degenerasi yang terjadi adalah degenerasi ringan. Apabila degenerasi yang terjadi
sekitar 50%, dianggap degenerasi yang terjadi adalah degenerasi sedang dan
diberi skor 2 (dua). Dikatakan degenerasi berat apabila pada satu lapang pandang
terjadi degenerasi lebih dari dari 50% dan diberi skor 3 (tiga). Bila dalam
gambaran histopatologi tersebut terdapat perubahan sampai terjadi nekrosis maka
perubahan tersebut ditandai 1 (satu) apabila nekrosis yang terjadi kurang dari
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50%, diberi skor 2 (dua) apabila nekrosis yang terjadi kurang lebih 50% dan
diberi skor 3 (tiga), apabila nekrosis yang terjadi lebih dari 50% (Sukardja, 1998).

Tabel 3.2. Skor perubahan gambaran histopatologi hati mencit

[ Tingkat Perubahan Gambaran Skor ]

Histopatologi Hati
Normal

Degenerasi Ringan

Degenerasi Sedang

Nekrosis Ringan

Nekrosis Sedang
Nekrosis Berat

0
1
2
Degenerasi Berat 3
1
2
3

Analisis Data

Data perubahan gambaran histopatologi hati mencit yang telah diberi skor,
diolah dengan penilaian peringkat (rank) lalu dianalisis menggunakan Uji Kruskal
Wallis. Dipilih Uji Kruskal Wallis karena data diperoleh berdasarkan nilai skoring
atau penilaian derajat perubahan. Bila terjadi perbedaan yang nyata diantara
kalompok perlakuvan,maka dilanjutkan dengan Uji Perbandingan Berganda (uji Z)
5% (Daniel, 1990).

Pembuatan Preparat Histopatologi '

Pembuatan preparat histopatologi dilaksanakan di Laboratorium Patologi
Fakultas Kedokteran Hewan Unijversitas Airlangga. Cara pembuatannya melalui
beberapa tahap sebagai berikut: 1. Fiksasi dengan formalin 10% dilanjutkan
pencucian dengan air, 2. Dihidrasi dan clearing, 3. Infiltrasi, 4. Pembuatan blok
parafin, 5. Pemotongan blok parafin dengan mikrotom, 6. Pewarnaan dengan
menggunakan Hematoxylin Eosin, 7. Pemberian lapisan Kanada balsam pada
gelas objek yang telah diwarnai.

16
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1.Proses produksi fraksi diterpen lakton
4.1.1.Ekstraksi sambiloto (Skala produksi)

Ekstraksi 15 kg herba sambiloto menggunakan pelarut etanol 96%
sebanyak 120 liter (maserasi I). Dilakukan pengadukan setiap 1 jam selama 5-10
menit, selama 6 jam (pengadukan 6 kali) dengan temperatur +35-40°C. Setelah
pengadukan selesai, didiamkan semalam kemudian dilakukan penyaringan ekstrak
etanol sambiloto ke-1 dan diperoleh ekstrak etanol sambiloto + 90 liter. Dilakukan
maserasi ke-2 : residu di ekstraksi lagi menggunakan 75 liter etanol 96%.
Dilakukan pengadukan setiap 1 jam selama 5-10 menit, selama 4 jam
(pengadukan 4 Kkali) dengan temperatur +35-40°C. Setelah selesai, dilakukan
pendinginan mesin untuk menurunkan suhu, cooling + 30 menit, kemudian
dilakukan penyaringan ekstrak etanol 2. Diperoleh ekstrak etanol sambiloto + 62
liter. Sehingga diperoleh total ekstrak + 152 liter. Ekstrak sambiloto yang
diperoleh kemudian dipekatkan hingga 20%, sehingga diperoleh ekstrak etanol
pekat +30 liter.

Gambar 4.1. Ekstraktor
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Gambar 4.2. Ekstrak etanol 96% sambiloto

4.1.2.Fraksinasi ekstrak sambiloto

Selanjutnya dilakukan fraksinasi cair-cair dengan menggunakan etil asetat.
Perbandingan yang digunakan : Ekstrak : Air : Etil asetat (1:2,5:2 v/v). Sebanyak
1 liter ekstrak sambiloto ditambahkan air sebanyak 2,5 liter dan etil asetat 2 liter,
dilakukan pengadukan kemudian fraksi etil asetat dipisahkan. Fraksinasi
dilakukan sebanyak 3 Kkali, hingga fraksi etil asetat yang diperoleh berwarna
bening, fraksi etil asetat ditampung kemudian langsung dipekatkan sehingga agak
kental, diamkan selama semalam. Keesokan harinya fraksi etil asetat disaring
untuk mendapatkan kristal. Kristal yang didapat dicuci dengan etil asetat,
kemudian keringkan.

Gambar 4.3. Ekstraktor cair-cair
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Gambar 4 4. Fraksi DTL

4.2. Uji Karakteristik Fisik Tablet Fraksi Diterpen Lakton
4.2.1. Hasil Pemeriksaan Keseragaman Bobot Tablet
Tabel 4.1. Hasil pemeriksaan keseragaman tablet fraksi Diterpen Lakton

No Bobot  Tablet | No. Bobot tablet
(mg) (mg)

1 323,0 11 316,7

2 3203 12 323,0

3 3249 13 3224

4 318,0 14 323,0

5 3150 15 327.6

6 3199 16 2932

7 3243 17 305,3

8 3238 18 312,1

9 3189 19 302,3

10 3243 20 3212

Rentang berat tablet = 305,3 -327,6 mg

Persyaratan =277,5 - 322,5 mg (7.5%)

Bobot tablet rerata =3179 mg

Simpangan baku relatif = 2,3%

Dari hasil uji keseragaman bobot tablet diperoleh bahwa sediaan berada
pada rentang bobot 305,3 - 327.6 mg dengan bobot tablet rata-rata = 317,9 mg
serta simpangan baku relatif < 6,0% yaitu sebesar 2,73%. Hal ini dikarenakan
faktor serting alat dan jumlah massa cetak yang kurang dari jumlah yang
dibutuhkan untuk proses berjalan optimal.

4.2.2. Hasil Pemeriksaan Ukuran Tablet

Tablet yang sudah selesai dicetak diukur diameter dan ketebalan tablet
dengan menggunakan jangka sorong.

19
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Tabel 4.2. Hasil pemeriksaan Ukuran tablet fraksi Diterpen Lakton

| Diameter Tablet (mm) Ketebalan tablet (mm)
11,05 2.1
10,95 2,25
10,95 2,30

Diameter rata-rata = 10.98 mm

Ketebalan rata-rata = 2,23 mm

SD =0,06

SD=0,08

4.2.3 Hasil Pemeriksaan Kekerasan Tablet
Tabel 4.3. Hasil pemeriksaan kekerasan tablet fraksi diterpen lakton

No Kekerasan (kP)

1 591

2 717

3 6,80

Rentang kekerasan tablet = 5 91 — 7,17 kP
Rata-rata =6,63 kP

SD =0,64 %

4.2.4, Pemeriksaan Kerapuhan Tablet

LAPORAN PENELITIAN

e —————

Tabel 4.4. Hasil pemeriksaan kerapuhan tablet fraksi diterpen lakton

ATY WIDYAWARUYANTI

Bobot sebelum uji 6.353,4 mg
Bobot setelah uji 6.330,4 mg
% bobot yang hilang selama uji 0,36%

Dari hasil uji kerapuhan tablet diperoleh hasil bahwa kerapuhan tablet

adalah 0,36%.

4.2.5, Pemeriksaan Waktu Dintegrasi Tablet

Berdasarkan hasil uji waktu disintegrasi tablet, diperoleh hasil bahwa
seluruh tablet (6 buah tablet) pada tabung disintegrasi telah hancur secara
sempurna pada waktu 10 menit 14 detik. Hal ini telah menunjukkan bahwa

formula terpilih telah memenuhi persyaratan waktu disintegrasi tablet obat

tradisional yakni < 20 menit.

PENGEMBANGAN FITOFARMAKA....
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Gambar 4.5. Granul dan Tablet Diterpen Lakton

4.3.Penetapan kadar fraksi diterpen lakton dalam granul diterpen lakton

Penentuan selektivitas dilakukan untuk menentukan kondisi optimal
analisis KLT andrografolid dalam fraksi diterpen lakton, yang mana andrografolid
dapat terpisah baik dari senyawa-senyawa lain yang ada dalam fraksi.

Pada kromatogram KLT dengan kondisi plate silica gel GF,s4, fase gerak
kloroform : Metanol (90:10 v/v), Scanning KLT-densitometri pada panjang
gelombang maksimum 233 nm tampak bahwa andrografolid merupakan 1 puncak
dominan dengan jarak migrasi 55 mm. Sedangkan dalam granul dan fraksi
diterpen lakton ada dengan jarak migrasi berturut-turut 54 mm dan 46,6 mm.
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Gambar 4.6. Kromatogram KLT andrografolid, fraksi diterpen lakton, dan granul
diterpen lakton dengan sistem silica gel GF,s4, fase gerak kloroform
: metanol (90 : 10 v/v), panjang gelombang 233 nm.
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Tabel 4.5. Tabel konsentrasi larutan standar (ppm) dengan luas area yang

diperoleh (mAU)
No Konsentrasi larutan Luas area (mAU)
standar (ppm)
1 0,42 142717
2 0,84 20036,4
3 1,05 221755
4 1,26 247842
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Gambar 4.7. Kurva regresi linier hubungan
(ppm) dengan luas area (mAUs)

antara konsentrasi larutan standar

Berdasarkan hasil analisis regresi linier hubungan antara konsentrasi

larutan standar (ug) dengan luas area (mAU), diperoleh persamaan regresi:

Y =9201,95X + 12453,69, dengan nilai koefisien korelasi (r) = 0,99944

LAPORAN PENELITIAN
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Tabel 4.6. Konsentrasi granul dan fraksi diterpen lakton yang ditotolkan pada
plate sitica gel GF»s4 (ug) dengan luas area yang diperoleh (mAU)

No. |Penimbangan |Luas area | Kadar senyawa marker (ug) | Kadar
sampel (mAUs) Y =9201,95X + 12453 69 Andrografolid(%)
Granul Diterpen Lakton
1 76,2 17989,2 0,57 3,74
2 75,7 16753,7 0,48 3,17
3 75,2 16370,4 0,48 2,86
Rata-rata | 3,26
SD | 0,447
KV [ 13,7%
Fraksi Diterpen Lakton
1 15,6 213322 0,98 62,8
2 15,2 19372,5 0,86 56,6
3 15,5 198709 0,87 56,2
Rata-rata | 58,5
SD 3,7
KV 6,4%

Data pada tabel di atas menunjukkan bahwa kadar andrografolid dalam
fraksi diterpen lakton sebesar 58,5 +3,7 % b/b, pada analisis menggunakan KL T
dengan plate silica gel GFas4, fase gerak kloroform : Metanol (90:10 viv),
Scanning KLT-densitometri pada panjang gelombang maksimum 233 nm dan
presisi alat dengan koefisien variasi 6.4 %. Jadi dalam 1 mg fraksi diterpen lakton
terdapat 0,585 mg andrografolid.

Sedangkan kadar andrografolid dalam granul sebesar 3,26 + 0447 % b/b
dengan koefisien variasi 13,7%. Jadi dalam 1 mg granul terdapat 0,0326 mg
andrografolid. Sehingga kadar fraksi diterpen lakton dalam granul dapat dihitung
sebagai berikut: Kadar diterpen lakton = kadar andrografolid dalam granul/ kadar
andrografolid dalam fraksi. Maka kadar diterpen lakton dalam granul adalah
3,26/58,5 =0,0557 mg/ mg granul.
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4.4. Uji Aktivitas Antimalaria Granul Fraksi Diterpen Lakton Sambilote
Pada Mencit Terinfeksi P.berghei

Hapusan darah yang dibuyat dengan pewarnaan Giemsa diamati dengan
mikroskop pada perbesaran 1000 kali, Hasil pengamatan aktivitas antimalaria
pemberian dosis ganda (dosis DTL dalam granul sebesar 10 mg/kg BB dan 15
mg/kg BB, diberikan 2 kali sehari selama 4 hari) dapat dilihat pada tabel dibawah.

Tabel 4.7. Persen Parasitemia, Persen Pertumbuhan, Persen Penghambatan, dan
Persen Penghambatan Rata-rata granul DTL Sambiloto Pemberian

Dosis Ganda 10 mg/kg BB
Persen
Persen Persen Penghambatan
Kelompok R DO D4 Pertumbuhan | Penghambatan Rata-Rata
1 038 428 3,90 64,17
dosis 10 2 091 | 331 2,40 77,95
mg/keBB 3 0,181 3,93 3,75 65,55 71,14
4 1,41 3,95 2,54 76,67
5 0871 399 3,12 71,34
1 0,81 12,11 11,30 -
2 0,49 1134 10,85 -
kontrol (-) 3 0,79] 12,44 11,65 - -
4 1,76 | 11,63 9,87 n
5 2,06 | 12,82 10,76 -

Tabel 4.8. Persen Parasitemia yang diamati per hari, dan Persen Parasitemia Rata-
rata granul DTL Sambiloto Pemberian Dosis Ganda 10 mg/kg BB

Kelompok | R DO D1 D2 D3 D4 D5 D6

Kontrol (-) 1| 081 4,13] 623] 801| 1211 20,33 | 29,98
2] 049 3,13| 541] 614 11 24 | 20,02 | 28,79
3, 079] 407 621 817| 1244 21,89 29,92
4 1,76 2,77] 364! 10581 1 1,63 ] 15,61 | 18,88
51 206] 491 534 952 12,82 | 1429 [ 2548

rata-rata | 1,18 | 3,80 | 536| 848] 12,06 18,42 | 26,61

granul
DTL 1/ 038 1,15] 0,89 148 428 | 482| 640
2/ 091} 130] 091] 2,13 331§ 472 6,80
3/ 0,18] 134| 053] 1,729 3931 531 640
4] 14| 158] 077 1,77] 395| 5027 8.40
5/ 087 160 063] 1,47 399 479| 570
rata-rata | 0,75| 1,39| 0,74 1,62 389 | 493| 6,74
24
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Persen Parasitemia pada mencit terinfeksi P.berghei
yang diberi granul DTL dosis 10 mg/kg BB 2xsehari
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Gambar 4.8. Persen parasitemia pada mencit terinfeksi P.berghe; yang diberi

granul DTL (10 mg/kg BB) dibandingkan d
diamati tiap hari

engan kontrol (-) yang

Tabel 4.9. Persen Parasitemia, Persen Pertumbuhan, Persen Penghambatan, dan

Persen Penghambatan Rata-rata
Dosis Ganda 15 mg/kg BB

granul DTL

Sambiloto Pemberian

LAPORAN PENELITIAN PENGEMBANGAN FITOFARMAKA....

L ——————————————.

Persen
Persen Persen Penghambatan
Kelompok R DO | D4 | Pertumbuhan Penghambatan Rata-Rata
1 0,98 | 1,24 0,26 83,85
dosis 15 2 0,50 | 103 0,53 67,08 82 86
mg/kgBB 3 0,28 | 0,67 0,39 75,78 ’
4 0,19 | 0,19 0 100,0
5 0,58 | 0,78 0,20 87,58
1 0,75 | 2,00 1,25 -
2 1,09 | 3,27 2,18 -
kontrol (-) 3 1,21 | 3,15 1,94 - -
4 0,50 | 2,34 1,84 -
5 1,37 | 221 0,84 -
25




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA ATY WIDYAWARUYANTI

Tabel 4.10. Persen Parasitemia yang diamati per hari, dan Persen Parasitemia
Rata-rata granul DTL Sambiloto Pemberian Dosis Ganda 15 mg/kg

BB
Kelompok |[R DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
Kontrol {-) 11 0,75 1,28 1,35 1,58 | 2,00 | 3,06 532
21 1,09 | 140 | 142 | 207 | 327 | 370 | 3,77
3] 1,21 1,55 1,88 | 3,00 315 | 3,75 | 339
41 050 | 094 1,67 1,99 2,34 3,18 | 343
501,37 | 164 1169 | 215 | 221 | 2,58 | 2,78
rata-rata | 0,97 | 1,37 | 1,60 | 2,16 2,60 | 325 | 3,74
granul
DTL 11 098 | 0,78 | 045 | 0,65 1,24 1,53 1,93
21050 | 092 | 068 | 091 1,03 144 | 1,89
31028 | 018 | 044 | 050 | 0,67 1,75 | 2,46
4| 0,19 | 0,09 { 000 | 0,00 0,19 | 0,51 141
5/ 058 | 047 | 0,62 | 0,60 0,78 0,92 1,86
tata-rata | 0,51 | 049 | 044 | 0,53 | 0,78 | 1,23 | 1,91
Persen Parasitemia pada mencit terinfeksi P.berghei
yang diberi granul DTL dosis 15 mg/kg BB 2xsehari
a
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Gambar 4.9. Persen parasitemia pada mencit terinfeksi P.berghei yang diberi
granul DTL (15 mg/kg BB) dibandingkan dengan kontrol (-) yang
diamati tiap hari
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Analisis Data granul DTL Pemberian Dosis Ganda

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antimalaria granul DTL Sambiloto
dengan dosis ganda (10 mg/kg BB), dapat dilihat pada grafik (Gambar 4.6) bahwa
model terapi dosis ganda dapat menghambat pertumbuhan parasitemia bila
dibandingkan dengan kontro! negatif. Pola pertumbuhan parasit pada kelompok
uji juga menunjukkan penurunan persen parasitemia pada D2. Nilai persen
penghambatan pada dosis ganda yaitu 71,14% (pengamatan pada Dy).

Pada pengujian aktivitas antimalaria granul DTL sambiloto dengan dosis
ganda dilakukan peningkatan dosis perlakuan yaitu 15 mg/kg BB. Dapat dilihat
pada grafik (Gambar 4.) bahwa pada dosis ini juga menunjukkan pola penurunan
persen parasitemia pada D2. Nilai persen Ppenghambatan pertumbuhan parasitemia
juga mengalami peningkatan sebanding dengan peningkatan dosis perlakuan, nilai
persen penghambatan pada dosis ganda 15 mg/kg BB yaitu 82,86% (pengamatan
pada D4),

4.5. Uji Toksisitas dan Keamanan pada Hewan Coba

| 4.5.1. Pengujian Toksisitas Akut
L Perhitungan Dosis

Dosis perlakuan yang digunakan berdasarkan klasifikasi toksisitas dosis
tertinggi dimana termasuk kategori bahan yang relatif tidak berbahaya yaitu
21g/kg BB mencit. Dosis perlakuan yang digunakan pada mencit 25 g adalah 525
mg granul Fraksi diterpen lakton. Setelah diadaptasi selama satu minggu, mencit
diberi suspensi granul DTL dengan dosis 525 mg/25 g BB per oral pada hari
pertama. Selanjutnya dilakukan pengamatan selama 7 hari untuk melihat
perubahan perilaku pada mencit dan adanya kematian mencit setelah perlakuan.
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Data Hasil Pengamatan

Tabel 4.11. Berat badan mencit sebelum perlakuan dan sesudah perlakuan yang
diamati selama 7 hari

Kelompok R BB sebelum perlaknan | BB hari ke-7
Jantan 1 26 27
2 28 28
3 21 22
4 29 30
5 26 30
Betina 1 25 26
2 22 23
3 2] 20
4 23 24
5 24 24
Tabel 4.12. Hasil uji toksisitas akut sediaan suspensi granul fraksi diterpen lakton
pada mencit jantan dan betina
Kelompok Jumiah Mencit
Mati Hidup
Jantan 0 5
Betina 0 5

Pada uji toksisitas akut pada mencit digunakan dosis yang tertinggi untuk
bahan yang tergolong relatif tidak berbahaya yaitu 21 g/kg BB mencit. Hasil uji
toksisitas akut dengan dosis yang tertinggi tersebut tidak menunjukkan kematian
pada mencit sehingga disimpulkan bahwa semua toksisitas akut yang berbahaya
dapat disingkirkan dengan LDs, tidak perlu ditentukan atau dapat pula dosis yang
digunakan yaitn dosis yang tergolong klasifikasi relatif tidak berbahaya tersebut
dijadikan sebagai LDs; untuk sediaan granul fraksi diterpen lakton sambiloto.

4.5.2. Uji Toksisitas Sub akut
Perhitungan Dosis

Dosis perlakuan dibagi menjadi tiga dosis yaitu Dosis efektif ( D1 ), 5 kali
Dosis efektif (D2) dan 10 kali Dosis efektif (D3). Dosis efektif yang digunakan
adalah 10 mg/kg BB, maka D1 : 10 mg/kg BB; D2 : 50 mgkg BB, D3 : 100

mg/kg BB.
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Tabel 4.13. Berat badan mencit sebelum dan sesudah perlakuan selama 14 hari

BB sebelum BB sesudah kenaikan
Kelompok | Replikasi | perlakuan (g) perlakuan (g) BB (g)
Kontrol 1 270 33,0 6,0
2 275 325 5,0
3 26,0 30,0 2,0
4 27,0 33,0 6,0
5 30,0 30,0 0
6 28,0 31,0 3,0
7 26,0 30,0 4,0
8 290 25,0 4.0
9 25,0 31,0 6,0
10 29,0 30,0 1,0
Dl 1 29,0 33,0 4,0
2 26,5 35,0 85
3 25,0 290 4,0
4 24,0 30,0 6,0
5 25,0 29,5 4,5
6 26,0 29,0 3,0
7 28,0 285 0,5
8 29,0 31,5 2,5
9 27,5 26,0 -1,5
10 29,0 36,0 7,0
D2 i 25,0 30,0 5,0
2 215 26,0 -1,5
3 23,0 30,0 7,0
4 24,0 340 10,0
5 29,0 37,5 8,5
6 26,5 34,5 8,0
7 26,0 31,0 50
8 26,5 32,5 6,0
9 245 27.5 30
10 250 30,0 5,0
D3 1 27,0 31,0 4,0
2 27,5 34,0 6,5
3 27,0 30,0 3,0
4 240 29,5 55
5 25,0 32,0 7,0
6 250 26,0 10
7 290 335 45
8 290 35.5 6,5
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9 275 32,5 5.0
10 29,0 330 40
Tabel 4.14. Hasil Pemeriksaan Kadar SGOT, SGPT, BUN dan kreatinin pada
Mencit
Kelompok | Replikasi SGOT SGPT BUN Kreatinin
wji (U/L) (U/L) (mg/dl) (mg%)
Kontrol (-) 1 63 18 26,97 1,50
2 51 12 26,16 1,49
3 39 15 2523 2,62
4 73 48 22,20 1,84
5 74 26 22,44 235
6 74 20 33,60 2,58
7 70 25 19,75 1,91
8 64 22 39.26 1,92
9 31 25 32,63 1,26
10 18 54 31,90 2,74
D1 1 76 20 22,20 1,77
2 74 22 21,04 1,06
3 65 19 32,67 1,96
4 75 20 14,65 1,92
5 92 23 29,65 1,32
6 67 11 23,02 1,91
7 64 17 23,13 1,54
8 74 15 33,13 1,73
9 63 22 30,23 2,39
10 73 22 23,95 1,27
D2 1 27 33 3918 1,67
2 35 54 38,60 1,22
3 29 20 27,67 1,28
4 25 13 23,60 1,74
5 25 29 21,04 1,10
6 64 36 35,81 1,80
7 73 24 21,62 1,57
8 65 20 37,90 2,17
9 29 18 32,20 0,92
10 63 14 3220 1,27
D3 1 33 17 34,88 1,79
2 25 20 39,18 0,98
3 25 29 40,46 1,75
4 31 12 36,74 1,20
5 60 14 37,20 2,35
6 63 18 36,39 1,55
7 31 20 36,97 1,41
8 47 20 41,51 0,82
30
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9 70 12

36,92

2,72

10 62 44

20,11

1,57

Hasil Analisis Data

Dari data—data yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan menggunakan
metode statistik ANAVA sehingga akan didapatkan harga — harga sebagai berikut:
Analisis berat badan mencit

Tabel 4.15. Harga Rerata Kenaikan Berat Badan Hewan Coba Tiap Kelompok

Kelompok N BB (g) Simpangan Baku
Kontrol 10 3,7 2.1
D1 10 38 29
D2 10 56 3,2
D3 10 4,7 1,8

Tabel 4.16. Ringkasan ANAV A Kenaikan Berat Badan Hewan Coba

Sumber Variasi

Jumlah

Derajat Kuadrat F Hitung Sig
Kuadrat Bebas Rerata
Antar 230 3 7,6 1,129 0,350
Kelompok
Dalam 2451 36 6,8
Kelompok
Total 268,1 39

Dari data diatas menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok dalam hal kenaikan berat badan. Hal ini dapat dilihat dari harga
signifikansi (sig) lebih besar daripada 0,05.

Pada hasil analisis berat badan mencit sebelum dan sesudah perlakuan,
tidak ditemukan adanya perbedaan kenaikan berat badan yang bermakna antar
kelompok dosis dan control (-). Ha! ini berarti pemberian bahan uji dengan dosis

10, 50 dan 100 mg/kg BB selama 14 hari tidak mempengaruhi kenaikan berat
badan hewan coba,

Tabel 4.17. Harga Rerata Kadar SGOT Hewan Coba Tiap Kelompok

Kelompok N Rerata kadar SGOT Simpangan Baku
(UL)
Kontrol 10 55,7 20,1
D1 10 72,3 8,5
D2 10 43,5 199
D3 10 447 17,6
31
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Gambar 4.10. Histogram hubungan aktivitas enzim SGOT hewan coba dengan
pemberian granul DTL

Tabel 4.18. Ringkasan ANAV A Kadar SGOT Hewan Coba

Sumber Variasi | Jumlah Derajat Kuadrat F Hitung Sig
Kuadrat Bebas Rerata
Antar 53451 3 1781,7 6,014 0,002
Kelompok
Dalam 10664,8 36 296,2
Kelompok
Total 16009,9 39

Dari data diatas menunjukkan ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok dalam hat kadar SGOT. Hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi

(sig) lebih kecil daripada 0,05,

Tabel 4.19. Harga Rerata Kadar SGPT Hewan Coba Tiap Kelompok
Kelompok N Rerata kadar SGPT Simpangan Baku
(UL)

Kontrol 10 26,5 13,7
D1 10 19,1 37
D2 10 26,1 124
D3 10 20,6 9,6
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Gambar 4.11. Histogram hubungan aktivitas enzim SGPT hewan coba dengan
pemberian granul DTL

Tabel 4.20. Ringkasan ANAV A Kadar SGPT Hewan Coba

Sumber Variasi | Jumlah Derajat Kuadrat F Hitung Sig
Kuadrat Bebas Rerata
Antar 428,1 3 142,7 1,267 0,300
Kelompok
Dalam 4054,7 36 112,6
Kelompok
Total 44827 39

Dari data diatas menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok dalam hal kadar SGPT. Hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi
(sig) lebih besar daripada 0,05.

Tabel 4.21. Harga Rerata Kadar BUN Hewan Coba Tiap Kelompok

Kelompok N Rerata kadar BUN Simpangan Baku
(mg/dl)
Kontrol 10 280 6,1
D1 10 253 5.8
D2 10 309 7,0
D3 10 36,0 5,9
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Tabel 4.22. Ringkasan ANAV A Kadar BUN Hewan Coba

a dengan pembcnan

Sumber Variasi | Jumlah Derajat Kuadrat F Hitung Sig
Kuadrat Bebas Rerata
Antar 627,6 3 2092 5,302 0,004
Kelompok
Dalam 1420,6 36 394
Kelompok
Total 20482 39

Dari data diatas menunjukkan ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok dalam hal kadar BUN. Hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi (sig)
lebih kecil daripada 0,05.

Tabel 4.23. Harga Rerata Kadar Kreatinin Hewan Coba Tiap Kelompok

Kelompok | N Rerata kadar Kreatinin | Simpangan Baku
(mg%)
Kontrol 10 2,0 0,5
D1 10 1,6 0,3
D2 i0 14 0,3
D3 10 1,6 0,5
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Tabel 4.24. Ringkasan ANAV A Kadar Kreatinin Hewan Coba

Sumber Variasi | Jumlah Derajat Kuadrat F Hitung Sig
Kuadrat Bebas Rerata
Antar 1,9 3 0,6 2,753 0,057
Kelompok
Dalam 8,3 36 0,2
Kelompok
Total 10,2 39 ]

Dari data diatas menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok dalam hal kadar kreatinin. Hal inj dapat dilihat dari harga signifikansi

(sig) lebih besar daripada 0,05.

Pada hasil uji ANAVA terhadap kadar SGOT menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antar kelompok, hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi
(sig) pada tabel yang lebih kecil daripada 0,05. Selanjutnya dilakukan uji
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) menunjukkan perbedaan antara kontrol
dengan kelompok D1. Rata—rata kadar SGOT kelompok D1= 72 3U/L sedangkan
harga normal SGOT pada mencit adalak 70-400 U/L. Berarti tidak ada pengaruh

peningkatan SGOT terhadap hewan coba terhadap pemberian granul diterpen
lakton dengan dosis 10, 50, 100 mg/kg BB.
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Pada uji ANAVA terhadap kadar SGPT tidak menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antar kelompok. Hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi
(sig) pada tabel yang lebih besar dari 0,05. Jadi pemberian bahan uji dengan dosis

10, 50 dan 100 mg/kg BB selama 14 hari tidak mempengaruhi kadar SGPT hewan
coba.

Pada hasil uji ANAVA terhadap kadar BUN menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antar kelompok, hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi
(sig) pada tabel yang lebih kecil daripada 0,05. Selanjutnya dilakukan uji
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) menunjukkan perbedaan antara kontrol
dengan kelompok D3. Rata-rata kadar BUN kelompok D3 = 36,03 mg/dl.
Sedangkan harga normal BUN pada mencit adalah 13,9 - 28,3 mg/dl. Berarti ada
pengaruh peningkatan BUN terhadap hewan coba terhadap pemberian granul
diterpen lakton dengan dosis 100 mg/kg BB selama 14 hari.

Rata-rata kadar kreatinin kelompok kontrol = 2,02 mg%, kelompok DI =
1,68 mg%, kelompok D2 = 1,41 mg%, kelompok D3 = 1,61 mg%. Sedangkan
harga normal kreatinin pada mencit adalah 0,3 - 1,0 mg/dl. Pada uji ANAVA
terhadap kadar kreatinin tidak menunjukkan adanya perbedaan bermakna antar
kelompok. Hal ini dapat dilihat dari harga signifikansi (sig) pada tabel yang lebih
besar dari 0,05. Jadi pemberian bahan uji dengan dosis 10, 50 dan 100 mg/kg BB
selama 14 hari tidak mempengaruhi kadar kreatinin hewan coba.

Pemeriksaan Histopatologi
Nilai Skor Perubahan Gambaran Histopatologi Hati Mencit

Perubahan yang nampak pada gambaran histopatologi hati mencit
diperoleh dari pengamatan secara mikroskopik melalui lima lapang pandang yang
berbeda terhadap seluruh kelompok perlakuan, dicatat, diskor lalu diolah dengan
penilaian peringkat (Rank). Hasil pengamatan preparat histopatologi hati mencit
dapat dilihat pada gambar dan tabel berikut.
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(d)

Gambar 4.14. Gambaran mikroskopis sel hati mencit pada kelompok control (-)
(a), dosis 10 mg/kg BB (b), dosis 50 mg/kg BB (c¢) dan dosis 100
mg/kg BB (d) dengan pewarnaan HE dan perbesaran 400x setelah

pemberian granul DTL selama 14 hari.

Tabel 4.25. Nilai skor perubahan gambatan hitopatologi hati mencit pada
kelompok perlakuan yang mengalami perubahan berupa degenerasi

pada uji tablet DTL
No. Kontrol (-) D1 D2 D3
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 1 0
4 0 0 0 1
5 0 0 0 0
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Tabel 4.26. Nilai skor perubahan gambatan hitopatologi hati mencit pada
kelompok perlakuan yang mengalami perubahan berupa nekrosis
pada uji tablet DTL

[ No. Kontrol (-) DI D2 D3
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0

Berdasarkan hasil pengamatan pada preparat hati mencit melalui lima
lapang pandang menunjukkan adanya perubahan histopatologi hati berupa
degenerasi pada kelompok dosis 50 mg/kg BB dan 100 mg/kg BB tetapi tidak
ditemukan adanya nekrosis. Data yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan wji statistik Kruskal Wallis (Lampiran 5). Hasil uji statistik
menunjukkan tidak adanya perubahan nyata antara kelompok perlakuan
dibandingkan dengan kontrol (-) yang ditunjukkan dari harga signifikansi (Sig)
lebih besar dari 0,05. Dosis tertinggi yang digunakan pada uji toksisitas sub akut
adalah 100 mg/kg BB yang diberikan selama 14 hari sehingga total pemberian
adalah 35 mg fraksi DTL dalam granul, sedangkan dosis terapi untuk antimalaria
adalah 10-15 mg/kg BB yang diberikan selama 4 hari (dosis ganda, 2xsehari)
sehingga total pemberian adalah 2-3 mg fraksi DTL dalam granul. Dapat dilihat
bahwa dosis uji aktivitas jauh lebih rendah daripada dosis uji toksisitas sub akut
sehingga dapat disimpulkan bahwa pemberian granul DTL dosis 10, 50 dan 100
mg/kg BB tidak menyebabkan terjadinya perubahan histopatologi hati pada

mencit,
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BABV
PENUTUP

5.1, Kesimpulan

1. Telah dilakukan ekstraksi scaling up sambiloto dan fraksinasi untuk
mendapatkan fraksi diterpen lakton dengan metode yang telah diperoleh
dari hasil optimasi. Ekstraksi menggunakan pelarut etanol 96 %,
dimaserasi dua kali masing-masing selama 24 jam, dan proses pengadukan
tiap 1 jam selama 5-10 menit selama 6 jam pada maserasi I dan 4 jam pada
maseras II.

2. Telah dilakukan fraksinasi ekstrak etanol dengan perbandingan ekstrak :
etil asetat : air (1 : 2 : 2,5). Dari 15 kg herba sambiloto diperoleh 30 liter
ekstrak etanol 96% pekat. Dari 2 liter ekstrak etanol pekat diperoleh 5,6
gram fraksi diterpen lakton.

3. Telah diperoleh tablet diterpen lakton yang diproduksi dengan metode
granulasi basah. Bobot tablet 305,3-327,6 mg dengan ukuran rata-rata
diameter tablet 10,98 mm dan tebal 2,23 mm. Untuk kekerasan tablet
memiliki rentang 5,91-7,17 kP dan rata-rata 6,63 kP, kerapuhan tablet
adalah 0,36%, dan untuk waktu disintegrasi tablet adalah 10 menit 14
detik.

4. Penetapan kadar fraksi diterpen lakton dalam granul tablet DTL
menunjukkan bahwa kadar diterpen lakton dalam granul adalah 0,0557
mg/ mg granul.

5. Hasil uji antimalaria in vivo menunjukkan bahwa granul DTL dosis 10
mg/kg BB dengan pemberian dua kali sehari selama empat hari dapat
menghambat pertumbuhan P.berghei sebesar 71,14%. Sedangkan granul
DTL dosis 15 mg/kg BB dengan pemberian dua kali sehari selama empat
hari dapat menghambat pertumbuhan P. berghei sebesar 82,56%.

6. Hasil uji toksisitas akut menunjukkan bahwa tidak ada mencit yang mati
dengan pemberian granul DTL dosis tertinggi sehingga granul DTL
termasuk dalam bahan yang relatif tidak berbahaya.
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7. Pada uji toksisitas sub akut menunjukkan bahwa pemberian granul DTL
dengan dosis 10, 50, 100 mg/kg BB selama 14 hari tidak berpengaruh pada
peningkatan kadar SGOT, SGPT dan kreatinin. Pada pemberian dosis 100
mg/kg BB selama 14 hari menunjukkan peningkatan BUN pada hewan
coba.

8. Pada vji toksisitas sub akut yang dilakukan pemeriksaan serta analisis
perubahan pada organ hati menunjukkan bahwa pemberian granul DTL
dengan dosis 10, 50, 100 mg/kg BB selama 14 hari tidak menyebabkan
perubahan histopatologi hati pada hewan coba.

5.2. Saran
Mengingat potensinya sebagai antimalaria, perlu dilakukan penelitian

lanjutan dengan uji klinik untuk mengetahui efektifitas, khasiat dan
keamanannya pada manusia.
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Lampiran 1
Hasil analisis data darah pada uji toksisitas sub akut
Oneway
Descriptives
95% Confidence interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Eror | Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
SGOT 1 10 55.7000 20.07780 6.34919 41.331 70,0829 18.00 74.00
2 10 44,7000 17.64496 5.57982 320776 57.3224 25.00 70.00
3 10 43.5000 18.95133 6.30916 202277 57.7723 25.00 73.00
4 10 72,3000 8.51208 269176 66.2108 78.3892 63.00 92.00
Total 40 54.0500 20.26105 3.20355 47.5702 60,5298 18.00 92.00
SGPT 1 10 26.5000 13.74571 4.34877 16.68669 36.3331 12.00 54.00
2 10 20.6000 0.680555 3.03754 13.7266 274714 12.00 44,00
3 10 26.1000 12.44945 3.93686 17.1842 35.0058 13.00 54.00
4 10 19.1000 3.78447 1.19675 16.3928 21.8072 11.00 23.00
Total 40 23.0750 10.72114 1.69518 18,6462 26.5038 11.00 54.00
BUN 1 10 28.0140 6.14210 1.94230 23.6202 32.4078 18.75 39.26
2 10 36.0360 5.94442 1.87078 31.7838 40.2884 20.11 41,51
3 10 30.9820 7.08151 2.23837 259162 36.0478 21.04 39.18
4 10 25,3870 5.88518 1.86106 21.1570 28.5770 14.685 3313
Total 40 30.0898 7.24705 1.14586 27,7820 32.4175 14,65 41.51
KREATINI 1 10 20210 52538 16614 1.6452 2.3068 1.28 274
2 10 1.6140 58385 18457 1.1965 20315 .82 2.72
3 10 1.4140 39277 .12421 1.1330 1.6950 .92 217
4 10 1.8870 39508 12484 1.4044 1.9896 1.06 239
Total 40 1.6840 51284 08109 1.5200 1.8480 .82 2.74
Test of Homogeneity of Variances
{evene
Statistic df1 df2 Sig.
SGOT 6.399 3 k' 001
SGPT 2.223 3 36 102
BUN 907 3 36 447
KREATINI 669 3 36 577
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
SGOT Between Groups ﬁ?ﬁ) 3 ﬂﬁ:.mo 6.014 j.ﬁb?
Within Groups 10664.800 36 206.244
Total 16009.900 39
SGPT Between Groups 428.075 3 142.692 1.267 .300
Within Groups 4054.700 36 112631
Total 4482775 39
BUN Between Groups 627,667 3 209.222 5.302 004
Within Groups 1420601 36 39.461
Total 2048.268 38
KREATINI Between Groups 1.914 3 638 2,753 057
Within Groups 8.343 38 232
Total 10.257 39
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Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Mean
Difference 95% Confidence interval
Dependent Vatiable () KELOMPOK _(J} KELOMPOK [ (1)) Std Emor | Sig | Lower Bound | Upper Bound |
SGOT LsD 1 2 11.0000 7.68733 162 -4.6100 266109
3 12.2000 769733 A22 -3.4109 278109
4 -16.8000* | 7.69733 038 322109 -.96891
2 1 -11.0000 7.69733 162 -26.6100 46108
3 1.2000 7.69733 877 -14.4109 16.8109
4 -27.6000* | 7.69733 001 -43.2109 -11.9891
3 1 -12.2000 769733 122 -7 8109 an
2 -1.2000 769733 BT7 -16.8109 144109
4 -28.8000* | 7.68733 001 -44.4109 -13.1891
4 1 16.6000* | 7.69733 .038 .98a1 2.1
2 27.6000%1 7.69733 .0 11.5891 43.2100
3 28.8000* | 7.69733 00 13.1891 444109
SGPT LsD 1 2 5.9000 4.74517 222 37257 15.5267
3 4000 474817 833 -8.2257 10.0257
4 7.4000 474617 128 -2.2257 17.0257
2 1 £.8000 4.74617 222 -15.5257 3.7257
3 -5.5000 474517 254 -15.1257 41257
4 1.5000 4.74617 754 -B.1257 11.1257
3 1 -.4000 4.74617 §33 -10.0267 9.2257
2 5.5000 474617 254 -4.1257 15,1257
4 7.0000 4.74617 148 -2.8257 16.6257
4 1 -7.4000 4.74617 128 -17.0257 2.2257
2 -1.5000 474617 794 -11.1257 8.1257
3 -7.0000 474617 148 -16.8257 26257
BUN LSD 1 2 8.0220°1 280031 007 -13.71p5 -2.3245
3 -2.9680 2.80931 208 -8.6855 27295
4 2.8470 2.80931 352 -3.0505 83445
2 1 802201 2808 007 2.3245 13.7195
3 5.0540 2.80631 080 -8435 10.7515
4 10.6690° |  2.80931 .001 4.9715 16.3665
3 1 2.9680 2.809 208 -2.7205 8.6655
2 5.0540 2.80931 .080 -10.7515 5435
4 5.6150 2.80931 .053 -.0826 11.3125
4 1 -2.6470 2.80831 352 -8.3445 3.0505
2 -10.8650* | 2.B0931 ,001 -16.3665 ~4.9715
3 -5.6150 2.80931 0583 -11.3125 0825
KREATINI LsD 1 2 4070 21530 067 -0206 8436
3 870 21530 008 1704 1.0438
4 3340 21530 130 -1028 .TT06
2 1 - 4070 21530 067 -.8438 0296
3 2000 21530 359 - 2366 6368
4 -.Q0730 21530 737 -.5096 .38%
3 1 - 6070 21530 008 -1.0438 -1704
2 -2000 21530 358 -8366 2366
4 -~ 2730 21530 213 - 70968 1636
4 1 -.3340 21530 130 - 7706 1026
2 0730 21530 q3r -.3636 5096
3 2730 21530 213 - 1638 7006
*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Homogeneous Subsets

SGOT
Subset for alpha = .05
KELOMPOK N 1 2
Duncan® 3 10 43.5000
2 10 44,7000
1 10 $5.7000
4 10 72.3000
Sig. 143 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sampie Size = 10.000.

SGPT
Subset
for alpha
=.05
KELOMPOK N 1

Duncans 4 10 18.1000
2 10 20.6000
3 10 26.1000
1 10 26.5000
Sig. .183

Means for groups in homoganeous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

BUN
Subset for alpha = .05
KELOMPOK N 1 2
Duncam® 4 10 25.3670
1 10 28.0140
3 10 30.9820 30.9820
2 10 36.0360
Sig. 066 .080

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

KREATINI

Subset for alpha = .05

KELOMPOK N 1 2
Duncam 3 10 1.4140

2 10 1.6140 1.6140
4 10 1.6870 1.6870
1 10 2.0210
Sig. .240 .081

Means for groups in homogenecus subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

Keterangan :
1 : control (-)

2 : granul DTL 100 mg/kg BB mencit
3 : granul DTL 50 mg/kg BB mencit
4 : granul DTL 10 mg/kg BB mencit
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Lampiran 2 SURABAYA
Hasil analisis data kenaikan berat badan hewan coba pada uji toksisitas sub akut
Oneway
Descriptives
BB
85% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
1 10 3.7000 2.16282 68394 2.1528 5.2472 .00 6.00
2 10 3.8500 2.96320 .83705 1.7303 5.9697 -1.50 8.50
3 10 5.6000 3.23007 1.02144 3.2893 7.9107 -1.50 10.00
-4 10 4.7000 1.82878 57831 3.3918 6.0082 1.00 7.00
Total 40 4.4625 262236 41463 3.6238 5.3012 -1.50 10.00
Test of Homogeneity of Variances
BB
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
647 3 36 .590
ANOVA
BB
Sum of
Squares df Mean Square E Sig.
Between Groups 23.069 3 7.690 1.129 .350
Within Groups 245125 36 6.809
Total 268.194 39
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: BB
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() KELOMPOK  (J) KELOMPOK (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Lsb 1 2 -.1500 1.16696 .898 -2.5167 2.2167
3 -1.9000 1.16696 112 -4.2667 4667
4 -1.0000 1.16696 .397 -3.3667 1.3667
2 1 1500 1.16696 .898 -2.2167 2.5167
3 -1.7500 1.16696 142 -4.1167 6167
4 -.8500 1.16696 AT1 -3.2167 1.5167
3 1 1.9000 1.16696 112 -.4667 4.2667
2 1.7500 1.16696 142 -6167 4.1167
4 .9000 1.16696 446 -1.4667 3.2667
4 1 1.0000 1.16696 397 -1.3667 3.3667
2 .8500 1.16696 471 -1.5167 3.2167
3 -.9000 1.16696 446 -3.2667 1.4667
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Homogeneous Subsets

BB
Subset
for alpha
= 05

KELOMPOK N 1
Duncana 1 10 3.7000

2 10 3.8500

4 10 4.7000

3 10 5.6000

Sig. 146

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

Keterangan :
1 : control (-)

2 : granul DTL 10 mg/kg BB mencit
3 : granul DTL 50 mg/kg BB mencit

4 : granul DTL 100 mg/kg BB mencit
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Lampiran 3
Skor perubahan histopatologi hati mencit yang mengalami degenerasi
Kontrol (-)
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 1 1 0
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0
D1 : 10 mg/kg BB
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 0 1 t 1 0
2 0 1 0 0 I 0
3 1 0 0 1 0 0
4 0 0 1 1 1 0
5 0 0 1 0 0 0
D2: 50 mg/kg BB
n Ke Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 0 0 0 1 0
3 1 1 1 1 1 1
4 0 1 1 0 1 0
5 1 0 0 2 1 0 ]
D3: 100 mg/kg BB
nKe Lapang pandang Rata-Rata
L 2 3 4 5 Skor
1 0 0 1 0 0 0
2 0 1 0 1 1 0
3 0 1 1 1 0 0
4 1 1 1 1 1 ]
5 0 0 I 0 0 0
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Lampiran 4
Skor perubahan histopatologi hati mencit yang mengalami nekrosis

Kontrol (-)
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 1 1 0
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0
D1 : 10 mg/kg BB
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 1 1 0 1 0
2 0 0 1 1 0 0
3 0 0 1 0 0 0
D2 : 50 mg/kg BB
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
! 0 ! 1 0 0 0
2 0 0 1 0 0 0
3 L 1 1 0 0 0
4 0 0 I 0 0 0
D3 : 100 mg/kg BB
nKe Lapang pandang Rata-Rata
1 2 3 4 5 Skor
1 0 1 0 0 1 0
2 1 0 1 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0
4 0 0 0 0 1 0
5 1 0 0 1 0 0
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Lampiran 5
Hasil analisis data histopatologi hati berupa degenerasi dengan uji Kruskal- Wallis
test

NPar Tests DTL degenerasi

Kruskal-Wallis Test
Ranks
KELOMPOK N Mean Rank
SCORE  kontrol negatif 5 9.50
D1 5 9.50
D2 5 11.50
D3 5 11.50
Total 20
Test Statisticsbc
SCORE
Chi-Square 2111
df 3
Asymp. Sig. 550
Monte Carlo  Sig. 1.000°
Sig. 95% Confidence  Lower Bound 1.000
Interval Upper Bound 1.000
&. Based on 10000 sampled tables with starting seed
299883525,
b. Kruskal Wailis Test
€. Grouping Variable: KELOMPOK
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Lampiran 6
Hasil analisis data histopatologi hati berupa nekrosis dengan uji Kruskal- Wallis
test
NPar Tests DTL nekrosis
Kruskal-Wallis Test
Ranks
KELOMPOK N Mean Rank
SCORE  kontrol negatif 5 10.50
D1 5 10.50
D2 5 10.50
D3 5 10.50
Total 20
Test Statistics®<
SCORE
Chi-Square .000
df 3
Asymp. Sig. 1.000
Exact Sig. 1.0002
Point Probability 1.000°

2. Exact results are provided instead
of Monte Carlo for this test.

b. Kruskal Waliis Test
€. Grouping Variable: KELOMPOK
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