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AYAM (Celosia cristata) TERHADAP PENGHAMBATAN
PERTUMBUHAN Plasmodium berghei
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui LD50 dan ED50 ekstrak
bunga Jengger ayam (C. cristata) merah sebagai antimalaria pada
mencit Balb/C yang diinfeksi Plasmodium berghei. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Kelompok dengan dua faktor perlakuan
sebagai variabel bebas yaitu kelompok lama pemaparan (3, 5 dan 7
hari) dan kelompok dosis ekstrak pigmen bunga C.cristata (100, 300,
500, 700, dan 900 mg/kg BB/hari), sedangkan variabel terikat adalah
persentase penghambatan. Ekstraksi pigmen menggunakan modifikasi
metode Hilou, yang diberikan secara oral pada hewan coba selama 7
hari. Dergjat parasitemia diketahui melalui pembuatan hapusan darah
yang diwarnai dengan Giemsa dan diamati dengan mikroskop. Nilai
penghambatan diperoleh dari selisih dergjat parasitemia pada perlakuan
ekstrak terhadap kontrol positif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekstrak pigmen bunga Jengger ayam menghambat pertumbuhan
P.berghei dengan nilai ED50 1246 mg/Kg BB. Ekstrak pigmen bunga
jengger ayam bersifat sedikit toksik dengan nilai LD50 1765 mg/kg BB.
Dosis ekstrak pigmen dan lama pemaparan berpengaruh terhadap
persentase penghambatan. Dosis ekstrak pigmen dan lama pemaparan
memiliki hubungan korelasi yang sangat kuat. Kemampuan ekstrak
pigmen bunga C.cristata dalam menghambat pertumbuhan P.berghei
|ebih rendah daripada artemisin.

Kata kunci : Celocia cristata, Pigmen betasianin, Plasmodium berghei
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POTENCY OF COCKSCOMB FLOWER BETALAIN PIGMENT
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ABSTRACT

This study aims to determine the LD50 and ED50 red cockscomb
flower extract (C. cristata), asantimalarial in Balb/C mice that infected
with Plasmodium berghei. This research used randomized block design
with two treatment factors. The independent variables namely the
duration of exposure (3, 5 and 7 days) and dose groups extract of flower
pigments C.cristata (100, 300, 500, 700, and 900 mg/kg BW/ days),
while the dependent variable was the percentage of inhibition. Pigment
extraction using amodified Hilou method, which was provided orally in
experimental mice for 7 days. The degree of parasitemia was identified
by blood smear which stained with Giemsa and observed with a
microscope. Inhibition values were obtained from the difference in the
degree of parasitaemia of the treatment of positive control. The results
showed that the cockscomb flower pigment extracts inhibited growth of
P.berghei with ED50 of 1246 mg/kg BW. Cockscomb flower pigment
extract was dlightly toxic with LD50 of 1765 mg/kg BW. Dose pigment
extract and length of exposure affected the percentage of growth
inhibition of P.berghei. Dose pigment extract have strong correlation
with length of exposure. Extract flower pigment of C.cristata inhibit
growth of P.berghei lower than artemisin.

Keywords : Betacyanin pigments, Celocia cristata, Plasmodium
berghei
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman memiliki kemampuan memproduksi lebih dari 200 ribu
jenis komponen yang berbeda, termasuk salah satunya adalah pigmen
(Tanaka dkk., 2008). Terdapat tiga jenis senyawa kimia pigmen bunga
yaitu antosianin/flavonoid, karotenoid dan betalain. Betalain merupakan
jenis pigmen yang terdiri dari betasianin yang memberikan warna
merah-ungu dan betaxantin yang memberikan warna kuning-oranye
(Cai, 2005).

Pigmen betalain dihasilkan oleh 13 famili tanaman ordo
Caryophyllales yaitu famili Achatocarpaceae, Aziociae, Basellaceae,
Cactaceae, Amaranthaceag, Chenopodiaceae, Didieriaceae,
Halophytaceae, Hoctorellaceae, Phytolaccaceae, Nyctaginaceae,
Portulacaceae, dan Stegnospermaceae (Moreno dkk., 2008). Betalain
merupakan jenis pigmen yang memiliki manfaat antara lain sebagai
antimikrobial, antiinflamasi, antiviral (Cai dan Corke, 2003),
antioksidan (Kanner dan Granit, 2001), dan antimalaria (Hilou dkk.,
2006). Pigmen betalain pada kulit batang tanaman Amaranthus spinosus
L. yang merupakan anggota famili Amaranthaceae telah terbukti
berpotensi sebagai antimalaria (Hilou dkk., 2006). Sebanyak 0,2387
mg/g amarantin yang merupakan subklas betasianin telah terbukiti
mempunyai dosis efektif (ED50) sebesar 789.36 mg/kg, dengan nilai
toksisitas akut atau dosis letal (LD50) sebesar 1473 mg/kg pada mencit
(Mus muculus) terinfeksi Plasmodium berghei.

Saat ini obat antimalaria yang umum digunakan, mengalami
penurunan aktifitas (Tjitra, 1995; Aryanti dkk., 2006). Oleh karena itu
perlu dicari aternatif pengobatan malaria dari sumber tanaman lain.
Betalain yang diketahui mampu menghambat pertumbuhan parasit,
merupakan salah satu adternatif yang dapat menjawab masalah
penurunan efektifitas obat antimalaria (Hilou dkk., 2006).

Potensi betalain sebagai antimalaria memberikan peluang untuk
dilakukannya suatu tinjauan mengenai aktifitas betalain dalam proses
menghambat pertumbuhan Plasmodium. Potensi pigmen tersebut dapat
digunakan untuk menambah sumber alternatif tanaman sebagai
antimalaria. Ekstrak bunga C. cristata berwarna merah mempunyai
kandungan amarantin yang lebih tinggi dibanding bunga berwarna

1



kuning-oranye (Schliemann dkk., 2001). Oleh karena itu pada penelitian
ini dipilih ekstrak bunga C. cristata berwarna merah untuk diuji dalam
menghambat pertumbuhan Plasmodium berghei.

1.2 Perumusan Permasalahan

1

Berapakah LD50 dan ED50 ekstrak pigmen bunga Jengger ayam
(C. cristata) bewarna merah sebagai antimalaria pada mencit yang
terinfeksi P berghei ?

Adakah hubungan antara besar dosis dan lama pemaparan ekstrak
pigmen bunga C.cristata dengan persentase penghambatan P.
berghei ?

Bagaimanakah perbedaan aktifitas antimalaria ekstrak pigmen
bunga C. cristata dan artemisin ?

1.3 Tujuan Pendlitian

i

Mengetahui LD50 dan ED50 ekstrak bunga Jengger ayam (C.
cristata) bewarna merah sebagai antimalaria pada mencit yang
terinfeksi P berghei

Mengetahui hubungan antara besar dosis dan lama pemaparan
ekstrak pigmen bunga C.cristata dengan persentase penghambatan
cristata dengan persentase penghambatan P. berghei

Mengetahui perbedaan aktifitas antimalaria ekstrak pigmen bunga
C.cristata dan artemisin

1.4 Manfaat

Manfaat yang dapat diperoleh dengan dilakukannya penelitian

tentang potensi betasianin pada bunga C. cristata merah sebagai
antimalaria adalah :
1. Memberikan bukti ilmiah mengenai khasiat bunga tanaman Celosia

cristata merah sebagal tanaman obat yang memiliki potensi
antimalaria

Dapat digunakan sebagai obat malaria yang aman karena terbuat
dari bahan alami, serta sebagai peluang aternatif baru
pengeksplorasian tanaman lain pada famili yang sama.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Struktur Kimia dan Sifat Betalain

Pigmen Betalain terdiri dari  betaxantin  (miraxantin,
metoxytyramine, dan triptopan) (Cai dkk., 2001) dan betasianin (betanin,
amarantin, gomphrenin dan bougenvilein) (Cai, 2005). Struktur
penyusun betalain terdiri dari asam betaamik, cyclo-DOPA
(dihidroxyphenylaanine), tyrosin dan asam amino. Betalain memiliki
sifat larut dalam air (Cai, 2005). Pigmen betdain merupakan jenis
senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid yang stabil pada pH 3-7
(Stintzing dan Carle, 2007), dengan suhu penyimpanan dibawah 14°C
dalam bentuk cair dan 25°C dalam bentuk kering. Jenis betaxantin dapat
stabil pada suhu 40°C dalam bentuk kering melalui pemanasan.
Kestabilan pigmen akan menurun jika lebih sering kontak dengan udara
(Cai, 2005). Pigmen betalain telah terbukti sebagai bahan pewarna alami
makanan yang aman dikonsumsi (Stintzing dan Carle, 2007), sehingga
memungkinkan untuk digunakan sebagai obat oral. Menurut Tesoriere
dkk. (2004) pigmen betalain pada tubuh manusia dapat diserap dengan
balk setelah 3 jam pada usus dan menjadi tahan terhadap aktifitas
oksidasi dalam tubuh, terutama di dalam darah. Pigmen betasianin untuk
golongan amarantin memiliki berat molekul 726,6 g/mol banyak
terkandung dalam ekstrak pigmen bunga Celosia berwarna merah.
Ukuran molekul yang kecil tersebut yang menyebabkan pigmen
betasianin cepat diserap dalam tubuh.

Celosia cristata merupakan anggota famili Amaranthaceae yang
mengandung pigmen betalain, terutama pada organ bunga (Gambar 2.1).
Tanaman C.cristata yang biasa disebut jengger ayam merupakan
kingdom Plantae, subkingdom  Tracheobionta super  divis
Spermatophyta, divis Magnoliophyta, kelas Magnoliopsida, sub kelas
Hamamelidae, ordo  Caryophylales, famili Amaranthaceae, genus
Celosia, spesies C. cristata (Plantamore, 2009).



Gambar 2. 1 Jengger ayam (Celosua cristata) Q). Bunga b). Struktur
amarantin subklas betasianin (Tanaka dkk., 2008)

Tanaman C. cristata diketahui memiliki kandungan betalain total
yang berbeda pada tiap jenis warna bunga. Kandungan betalain pada
bunga kuning dan oranye yang dihitung menggunakan koefisien molar
betaxantin memiliki total kandungan betalain berturut-turut sebesar 92.1
dan 228.2 nmol per berat basah dan untuk bunga merah yang dihitung
menggunakan koefisien molar amarantin memiliki kandungan betalain
total sebesar 396.0 nmol per berat basah. Pigmen betalain yang diukur
terdiri dari amarantin, isoamarantin, asam betalamik, miraxantin,
metorityramin dan triptopan. Senyawa amarantin (CsoH2sN20;0) bunga
C. cristata merah memiliki massa relatif sebesar 727 m/z, dengan
kandungan amarantin sebesar 373,6 nmol/gram berat segar, sehingga
kandungan amarantin dalam tiap gram berat basah diperoleh sebesar
0,272 mg (Schleimann dkk, 2001).

Kandungan pigmen betalain terbesar pada tanaman C. cristata
berbunga merah adalah pigmen jenis amarantin. Senyawa aktif
amarantin pada bunga C. cristata merupakan subklas betasianin yang
mampu menurunkan pertumbuhan Plasmodium. Kemampuan amarantin
sebagai antimalaria disebabkan adanya nitrogen pada struktur
amarantin. Selain itu kemampuan tersebut karena amarantin dapat
bertindak sebagai kelator ion seperti Ca’*, Fe** ,dan Mg?® (Hilou dkk.,
2006).

Menurut Schleimann dkk. (2001) kandungan amaranthin pada
bunga C. cristata berwarna merah adalah 27,2 mg/100 g. Kandungan
tersebut lebih banyak dibanding kandungan amaranthin pada jenis
Amaranthus Spinosus yaitu sebanyak 23,87 mg/100 g, yang telah
terbukti berpotensi sebagai antimalaria. Oleh karenaitu perlu dibuktikan
apakah bunga C. cristata berwarna merah efektif digunakan sebagai
antimalaria.



2.2 Siklus Hidup Plasmodium

Plasmodium mempunyai siklus hidup yang kompleks. Siklus hidup
Plasmodium terdiri dari fase seksual dan fase aseksual (Gambar 2.2).
Fase seksual dimulai ketika nyamuk Anopheles betina menghisap
eritrosit yang mengandung mikrogametosit dan makrogametosit dari
penderita malaria, kemudian di dalam tubuh nyamuk (bagian lambung)
terjadi perkawinan antara mikrogametosit dan makrogametosit
menghasilkan zigot. Zigot berkembang menjadi ookinet, kemudian
masuk ke dinding lambung nyamuk dan berkembang menjadi ookista
Setelah ookista matang dan pecah, akan mengeluarkan sporozoit yang
berpindah ke kelenjar saliva nyamuk dan siap untuk ditularkan ke
manusia untuk melanjutkan fase berikutnya, yaitu fase aseksual
(Haridjanto, 2000).

Plasmodium falciparum life cycle
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Gambar 2.2 Siklus fase seksua dan aseksua Plasmodium serta
merozoit yang menginfeks eritrosit (Farmacia, 2006)

Fase aseksual diawali oleh gigitan nyamuk Anopheles betina yang
membawa sporozoit masuk ke aliran darah, sdlama + % - 2 jam
kemudian sporozoit menuju hepar untuk berkembang biak. Sporozoit-
sporozoit ini dengan cepat (beberapa menit) menginvasi sel hepar
kemudian berkembang menjadi skizon eksoeritrositik. Skizon
eksoeritrositik yang matang akan pecah dan melepaskan merozoit
dewasa ke airan darah. Skizon-skizon eksoeritrositik mengandung
sampai 30.000 merozoit (Haridjanto, 2000). Merozoit tersebut kemudian
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menginvas eritrosit dan berkembang menjadi ringform, kemudian
membentuk tropozoit, dan akhirnya akan membentuk skizon kembali.
Eritrosit yang mengandung skizon mengalami kerusakan membran dan
melepaskan merozoit yang siap menginfeksi eritrosit yang lain.
Sebagian besar merozoit masuk kembali ke eritrosit dan sebagian kecil
lainnya membentuk gametosit jantan dan betina yang siap untuk dihisap
nyamuk Anopheles betina untuk melanjutkan siklus hidupnya di tubuh
nyamuk. Siklus untuk fase aseksual di eritrosit pada Plasmodium
umumnyaterjadi selama 48 jam (Gardiner, 2009)

Plasmodium berghei adalah suatu femoprotozoa yang menyebabkan
penyakit malaria pada rodensia, terutama rodensia kecil. Penelitian
mengenai imunologi dan obat malaria banyak menggunakan P. berghei
dan mencit sebagal induk semangnya. Pemeliharaan  untuk
kelangsungan hidup Plasmodium ini di laboratorium dilakukan dua cara.
Pertama dengan menyimpan darah mencit yang mengandung parasit
pada -70°C atau dalam nitrogen cair, kedua dengan memeliharanya pada
makhluk hidup (mencit), namun pada cara kedua perlu dilakukan
pemindahan parasit karena mencit yang telah terinfeksi akan mati dalam
jangka waktu tertentu bila tidak diobati. Pemindahan parasit (pasase)
merupakan pemeliharaan kelangsungan perkembangan secara aseksual.
Namun pemindahan parasit tersebut lambat laun akan menyebabkan
hilangnya produks gametosit. Produks gametosit dapat dipertahankan
melalui siklus nyamuk (vektor) (Sadikin, 1989).

2.3 Aktifitas antimalaria pigmen betalain

Aktifitas pigmen betalain sebagai antimalaria terjadi pada proses
penghambatan pertumbuhan Plasmodium. Pertumbuhan Plasmodium
melalui proses sintesis membran untuk membentuk individu baru,
membutuhkan kolin untuk sintesis phosphatidilkolin (PC) sebagai
komponen membran yang dikataliss oleh enzim cholinphospat
cytidyltransferase. Senyawa kolin hanya diperoleh dari plasma darah
inang vertebrata yang dimanfaatkan oleh Plasmodium dalam
pembentukan phospolipid yang terdiri dari PC dan Pospatidiletanolamin
(PE). Sintesis pospolipid Plasmodium terjadi di intraselular Plasmodium
(Kirk, 2001). Hal ini ditunjukkan dengan adanya peningkatan jumlah
pospolipid dalam eritrosit matur sebesar 500% dimana 85% pospolipid
tersebut berasal dari Plasmodium (Biagini dkk., 2004).



Kolin merupakan prekursor pembentukan PC (Biagini dkk., 2004).
Transport kolin yang berasal dari plasma inang ke dalam eritrosit yang
terinfeksi, didegradasi oleh protease spesifik parasit untuk pembentukan
PC (Kirk, 2001). Kolin masuk dalam membran eritrosit melalui
pembawa kolin (cholin carier) yang dihasilkan oleh parasit (Biagini
dkk., 2004). Selain kolin, yang berperan sebagai prekursor pembentukan
PC adalah serin (Le Roch dkk., 2008). Metabolisme PC sangat
diperlukan oleh parasit untuk proses pertumbuhan ketika pembelahan
atau proses meiosis dan membentuk individu baru.

Kandungan kuarterner nitrogen pada pigmen betalain, termasuk
betanin dan amarantin, mampu menghambat transport intraselular kolin.
Penyebab kegagalan transport kolin ke dalam intraselular parasit adalah
terhambatnya penetrasi kolin. Selain itu keberadaan senyawa nitrogen
kuartener juga menghambat aktifitas kolin kinase di intraselular parasit
yang bertugas mendegradasi kolin. Karena tidak adanya kemampuan
parasit untuk mendegradasi kolin, kolin ditolak masuk oleh eritrosit.
Namun jika dihubungkan dengan biosintesis phospatidilkolin parasit
maka ketidaksamaan DNA dan protein antara kolin dengan parasit
menjadi alasan penolakan tersebut (Ancelin dan Vial, 1989).

Kandungan orthodifenol dan beberapa karbon pada pigmen betalain
berfungsi sebagai kelator kation Ca’’, Fe** ,dan Mg®" intraseluler
parasit (Hilou dkk., 2006). Kondis sel saat pompa Ca aktif
dimanfaatkan oleh parasit dalam proses invas merozoit ke dalam
eritrosit saat menginfeksi dan menjadi akses masuknya merozoit parasit
kedalam eritrosit serta proses pematangan tropozoid intraseluler
(Biagini dkk., 2004). Hemoglobin yang dicerna melalui pengubahan ion
Fe’* melalui proses oksidass menjadi heme yang mengandung Fe**
diubah menjadi peptida, yang digunakan sebagai sumber asam amino
yang merupakaan bahan dasar pembentukan DNA dan RNA serta
protein lain yang diperlukan oleh parasit (Biagini dkk., 2004). Pada
sintesis asam nukleat, enzim ribonukleotida reduktase (RNR) pada
Plasmodium memerlukan ion Mg dan Fe sebagai kofaktor. Oleh karena
itu, betalain yang memiliki fungsi sebagai kelator Fe dan Mg dianggap
mempunyai potensi sebagai obat antimalaria karena aktif menghambat
pembentukan asam nukleat parasit (Hilou dkk., 2006) (Gambar 2.3).



2.4 Aktifitasantimalaria Artemisin

Artemisin  merupakan senyawa seskuiterpen lakton yang
mengandung jembatan endoperoksida yang mempunyai aktifitas
antimalaria. Pemutusan jembatan peroksida yang dikatalisis oleh heme
menghasilkan radikal bebas berinti karbon. Parasit maaria sensitif
terhadap radikal bebas. Struktur jembatan peroksida pada molekul
artemisinin diputus oleh ion Fe2" (ion besi 1) menjadi radikal bebas
yang sangat reaktif. Oleh karena itu Fe**-hem bertanggung jawab untuk
mengaktifkan artemisinin membunuh parasit. Efek antimalaria dari
artemisinin disebabkan oleh masuknya molekul hemozoin ke dalam
vakuola makanan parasit dan berinteraksi dengan Fe2'-hem. Interaksi
menghasilkan "bom" radikal bebas yang menghancurkan komponen
vital parasit sehingga parasit mati (Nurachman, 2009).

Menurut  Nurachman (2009) kerja artemisinin  dengan
penghambatan enzim ATPase bergantung kalsium (PFATP6). PFATP6
aktivitasnya mirip dengan ATPase mamalia (disebut SERCA) yang
terletak dalam kompartemen intrasel terbungkus membran yang disebut
retikulum endoplasma/sarco. Ketika di dalam parasit, artemisinin
diaktifkan oleh ion besi bebas atau proses-proses yang bergantung besi
lain dekat dengan PFATP6 dalam retikulum endoplasma. Radikal bebas
yang dihasilkan artemisinin mengikat dan menghambat PFATP6 secara
irreversibel dan spesifik. Kemungkinan besar radikal bebas artemisinin
memodifikasi berbagal sisi pada satu target tunggal dan juga dapat
mengikat beberapa jenis protein parasit lain. Fungsi ATPase pada sistem
kompleks pompa ion Na'/K" adalah mengatur kadar ion di dalam sel.
Kegagaan fungs PFATP6 mengakibatkan penurunan drastis ion kalium
dalam sel yang sangat mematikan parasit.

Artemisia annua yang tumbuh di Cinatelah digunakan sebagai obat
antimalaria semenjak tahun 1970 (DePadua dkk.,1999), dan memiliki
nilai 1C50 atau LD50 (pada 50% kematian Plasmodium dari total) pada
konsentras 0,008 pg/mL sampai 15,38 pg/mL (Tan dkk., 1998).
Kandungan artemisinin pada jenis A. annua, diketahui memiliki kadar
tertinggi dibandingkan A. cina, A. vulgaris, yaitu sebesar 4,99 ppm.
Pada konsentrasi artemisinin 100 pg/mL yang diperoleh dari tanaman
A.annua memiliki tingkat kematian P. falcifarum sebesar 85,77%
(Aryanti, 2006).



2.5 kerangka Konsep
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Gambar 2.3 Bagan konsep aktifitas antimalaria ekstrak pigmen bunga
C.cristata dan artemisin.



BAB II1
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan tempat

Penelitian dilaksanakan dari bulan November 2009 — Januari 2011
di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam dan Laboratorium Parasitol ogi
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang.

3.2 Prosedur kerja
3.2.1 Ekstraksi pigmen bunga Jengger Ayam (Celosia cristata)

Bagian bunga (inflorescence) jengger ayam berwarna merah
dipotong selebar 1 cm, kemudian potongan bunga tersebut dicuci,
dikeringkan dengan kertas tisu dan ditimbang sebanyak 100 g. Potongan
bunga kemudian digerus menggunakan mortar dengan penambahan 10
ml 80% metanol dan 50 mM asam askorbat. Hasil penggerusan disaring
menggunakan penyaring teh untuk mendapatkan ekstrak yang
dilanjutkan dengan sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15
menit dan diperoleh supernatan. Supernatan digunakan untuk mengukur
nilai absorbansi kandungan betasianin total pada panjang gelombang
534 nm, dengan menggunakan perhitungan kandungan amarantin.
Supernatan yang dihasilkan kemudian dibekukan dan dimasukkan
dalam kantong plastik kecil untuk diserbukkan menggunakan freeze
drier. Freeze drier digunakan untuk proses kering beku dengan
menyerap air dalam supernatan tanpa proses pemanasan, sehingga
kondisi pigmen diharapkan tetap stabil.

Kandungan metanol pada ekstrak diukur dengan dat Gas
kromatografi bertujuan untuk mengetahui keamanan ekstrak yang akan
diberikan secara oral. Kandungan betasianin dihitung dari kandungan
amarantin sesuai dengan rumus (Cai, 1998) :

AC= AsysMW)V (DF) / eLW

Keterangan :

AC : konsentrasi amaranthin (mg/qg)

Asz,  :nilai absorbansi ? 534 nm

MW : berat molekul amarantin (726.6 g/mal)
\ : volume ekstrak kering

DF :faktor pengenceran
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e : molar absobtifitas (5.66 x 10* L/cm mol)
L : lebar kuvet (1 cm)
W . berat kering ekstrak (g)

3.2.2 Rancangan per cobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok dengan
dua faktor perlakuan sebagai variabel bebas yaitu kelompok lama
pemaparan dan kelompok dosis ekstrak pigmen bunga C.cristata,
sedangkan variabel terikat adalah persentase penghambatan (Lampiran
1).

3.2.3 Penentuan Dosis L etal (L D50)

Uji toksisitas ekstrak bunga dilakukan dengan menggunakan empat
ekor mencit untuk setiap dosis atau berat kering ekstrak (gram) yang
digunakan. Dosis yang digunakan yaitu 750 mg/Kg BB, 1500 mg/Kg
BB, dan 3000 mg/Kg BB. Kondis fisik mencit diamati setiap hari
sdlama 7 hari untuk menentukan efek ekstrak tersebut hingga
menyebabkan kematian pada separuh populasi (LD50).

3.2.4 Thawing I solat Plasmodium berghei

Isolat Plasmodium hasil in vitro dari Dua Namro Jakarta yang
disimpan di Liquid Nitrogen Tank , ditambah media M+ sebanyak 6 ml
dan dihomogenasi, kemudian dilakukan sentrifugasi selama 5 menit
dengan kecepatan 2000 rpm (Lampiran 2). Supernatan dibuang dan
pelet ditambah media M+ 6 ml kembali hingga supernatan berwarna
merah jernih. Setelah supernatan dibuang, pelet ditambah media M+
sesuai dengan jumlah mencit yang akan dijadikan donor. Media M+
ditambahkan hingga 0,25 ml untuk tiap ekor mencit yang akan diinfeksi
dan dipindahkan dalam suntik insulin 1 ml. Semua pekerjaan yang
berhubungan dengan isolat P.berghe dilakukan dalam Laminar Air
Flow dan bersifat aseptik. Kemudian isolat diinfeksikan pada hewan
coba donor hingga positif terinfeksi dengan pemeriksaan melalui
pembuatan hapusan darah dan penentuan tingkat keparahan dengan
menghitung dergjat parasitemia.

3.2.5 Pembuatan hapusan darah tipis

Satu tetes darah yang diambil dari pemotongan ujung ekor mencit
diletakkan pada object glass. Kemudian tetesan darah tersebut dibuat
hapusan dan ditunggu kering, setelah itu diberi metanol hingga merata
dan ditunggu kering. Hapusan darah mencit dicat Giemsa (Giemsa :
buffer Giemsa (1 : 7)) dan ditunggu selama 20 menit, selanjutnya dibilas
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dengan air mengalir hingga tidak ada cat yang tersisa kemudian
dikeringanginkan dan diamati.

Parasit red blood cell (PRBC) Plasmodium berghel diidentifikasi
dengan meningkatnya jumlah eritrosit yang terinfeksi dibandingkan
dengan eritrosit norma. Di dalam eritrosit yang terwarnai, granula
berwarna lebih ungu dibandingkan dengan sitoplasma yang merupakan
parasit intraeritrositik.

3.2.6 Pemeriksaan Parasitemia

Persentase dergjat parasitemia menunjukkan banyaknya eritrosit
yang terinfeksi Plasmodium berghel pada 1000 eritrosit. Plasmodium
berghei intraeritrositik fase tropozoit terdiri dari tropozoit dengan satu
inti, yang berarti satu eritrosit diinfeks oleh satu parasit Plasmodium
berghel, dua inti, atau banyak inti. Jka sel eritrosit yang terinfeksi
tampak membentuk cincin, maka parasit tersebut memasuki fase
membentuk ringform, yang kemudian akan membentuk tropozoit
ditandai dengan melebarnya sitoplasma parasit didalam sel eritrosit yang
terinfeksi dan siap untuk memperbanyak diri dan membentuk skizon
yang kelihatan lebih padat. Skizon matur menghasilkan 6-10 merozoit,
merozoit merupakan sel parasit yang berada diluar sel eritrosit yang siap
menginfeksi kembali (Gardiner, 2009).

Perolehan 1000 eritrosit pada hapusan darah tipis (thin
smear)dihitung dengan menggunakan hand counter. Langkah-langkah
perhitungan dergjat parasitemiayaitu sebagai berikut :

1. Hapusan darah yang sudah dicat diperiksa dengan mikroskop
menggunakan perbesaran 1000 kali
2. Dergjat parasitemia dihitung melalui persentase parasitemia dengan
perbesaran 1000 kali , menggunakan rumus :
PRBC

P% = 1000 eritrosic 100
Keterangan :
P% : nilai dergjat parasitemia
PRBC :jumlah sd eritrosit yang terinfeksi dalam 1000 eritrosit
yang diamati

3.2.7 Inokulasi Plasmodium berghei

Inokulas parasit Plasmodium berghel dilakukan setelah mencit
donor positif terinfeksi. Inokulasi Parasitemia dihitung dari sediaan
hapusan darah tipis dengan pengecatan Giemsa seperti pada langkah
pembuatan hapusan darah. Jumlah parasit dihitung per 1000 eritrosit

12



dengan mikroskop pada perbesaran 400X dihitung menggunakan
hemositometer. Darah yang digunakan untuk menghitung jumlah sel
eritrosit diambil melalui jantung dan dilakukan pengenceran
menggunakan PBS hingga 10* untuk menghitung jumlah sel eritrosit
dalam kolom hemositometer (Lampiran 2). Perolehan sel eritrosit
sebanyak 10° parasit Plasmodium berghei dalam 0,2 ml darah dapat
diperoleh dengan menggunakan rumus sebagai berikut :

JSx10°x 10" = a
—xa=hb

100
b

5108

=C

Keterangan :

JS  :jumlah sel dalam 25 kotak pada pengenceran 10” hasil
perhitungan pada hemositometer

P% :nilai dergjat parasitemia

5. 10° : jumlah sel yang diinginkan

C : besar pengenceran yang dilakukan

Setelah darah donor diencerkan menggunakan media M+ sesuai
nilai pengenceran yang diperoleh, kemudian larutan tersebut ditransfer
secara intraperitonial (IP) ke mencit perlakuaan sebanyak 0,2 ml.
Hewan coba akan terinfeksi parasit dalam jangka waktu 3-7 hari setelah
penginfeksian. Saat dergjat parasitemia mencapai 5-7% (Irawati, 2007),
merupakan awal pemberian ekstrak bunga C. cristata.

3.2.8 Penentuan dosis efektif (ED50)

Menentukan dosis efektif ekstrak bunga dilakukan dengan
menggunakan 3 ekor mencit untuk setiap dosis atau berat kering ekstrak
(gram) yang digunakan. Dosis ekstrak bunga C.cristata 100, 300, 500,
700, dan 900 mg/Kg BB/hari yang dibandingkan dengan perlakuan
kontrol positif, kontrol negative dan pemberian artemisin dosis 0,04
mg/kg BB/hari. Setelah semua perlakuan diberikan, diambil darah 1
tetes melalui ujung ekor mencit pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7 untuk
dibuat hapusan darah dan dilakukan pengamatan pertumbuhan
parasitemia pada fase aseksual.
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3.3 Pengamatan
Hal yang diamati pada pendlitian ini antaralain :
1. Kondis fisik keempat mencit ketika diberikan perlakuan LD50
pada masing-masing dosis perlakuan
Dergjat parasitemia hapusan darah mencit yang terinfeksi
Dergjat parasitemia hapusan darah mencit donor
Dergjat parasitemia hapusan darah mencit perlakuan
Penghambatan Pertumbuhan untuk menentukan ED50
Dergjat penghambatan menunjukkan besar penghambatan
dalam persentase, diperoleh melalui rumus:

gagbrwbd

Lontrol perasiremic —parasitenmia pengobaton

x 1009

| (%) — Lentrol poarasitemic

3.4 Analisa Data

1. Uji ANOVA yang dilanjutkan dengan Tukey atau BNT dan BNJ (bila
dengan uji ANOV A menunjukkan nilai signifikan)

2. Uji Prabit digunakan untuk mengetahui besar ED50

3. Uji korelasi digunakan untuk melihat hubungan antara variabel

14



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penentuan konsentras pigmen betasianin pada 100 mg bunga
Jengger ayam (Celosia cristata) segar

Pada penelitian ini ekstrak pigmen bunga C.cristata diperoleh dalam
bentuk cair, kemudian diserbukkan menggunakan freeze drier dan
dihasilkan ekstrak bunga C.cistata dalam bentuk serbuk (Gambar
L.1;L2, Lampiran  3). Hasil ekstrak pigmen bunga C.cristata dalam
bentuk cair diperoleh sebanyak 100 ml dalam 100 gr bunga C.cristata.
Ekstrak pigmen bunga C.cristata dalam bentuk cair tersebut digunakan
untuk menghitung nilai absorbanss maksimum. Nilai absorbans
maksimum ekstrak bunga C.cristata diperoleh pada panjang gelombang
534 nm (Lampiran 4). Menurut Cai, dkk. (1998) nilai absorbansi
maksimum pada panjang gelombang antara 535-538 nm merupakan
jenis pigmen betasianin. Nilai absorbansi maksimum digunakan untuk
menghitung konsentrasi pigmen betasianin yang diwakili oleh pigmen
jenis amarantin. Pigmen jenis amarantin merupakan jenis pigmen yang
paling banyak terkandung dalam bunga C.cristata terutama yang
berwarna merah (Schliemann, dkk., 2001). Konsentrasi pigmen
betasianin diperoleh sebanyak 6,624 mg/gram bunga C.cristata segar
(Lampiran 5), sehingga dalam 100 gram bunga C.cristata segar
diperoleh amarantin sebanyak 12,122 mg yang diperoleh dari 1830 mg
ekstrak pigmen dalam bentuk serbuk. Ekstrak pigmen bunga C.cristata
dalam bentuk serbuk tersebut kemudian digunakan sebagai bahan uji
aktifitas antimalaria ekstrak bunga C.cristata.

4.2 Uji toksisitas ekstrak pigmen bunga C.cristata (L D50)

Hasil uji toksisitas selama tujuh hari pengamatan pada dosis 750
mg/Kg BB, 1500 mg/Kg BB, dan 3000 mg/Kg BB menunjukkan bahwa
dosis 1500 mg/Kg BB menyebabkan kematian 50% (dua dari empat)
ekor hewan coba. Namun hasil regresi linear dengan persamaan y =
0,0017x — 1 menunjukkan bahwa, nilai LD50 tujuh hari diperoleh pada
dosis 1765 mg/Kg BB (Gambar 4.1). Menurut Loomis (1978), Lethal
Dose 50 adalah suatu besaran yang diturunkan secara statistik, untuk
menyatakan dosis tunggal sesuatu senyawa yang diperkirakan dapat
mematikan atau menimbulkan efek toksik pada 50% hewan coba setelah
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perlakuan. Secara umum, semakin kecil nilai LD50, semakin toksik
senyawa tersebut. Begitu pula sebaliknya, semakin besar nilai LD50,
semakin rendah toksisitasnya. Dosis toksik pada C.cristata pada
penelitian ini diketahui lebih tinggi jika dibandingkan tanaman A.
spinosus yang memiliki nilai LD50 1473 mg/Kg BB (Hilou, dkk.,
2006). Nila LD50 yang lebih tinggi pada ekstrak pigmen bunga
C.cristata menunjukkan bahwa toksisitas yang dimiliki oleh tanaman
C.cristata lebih rendah.

F= 000178 -1
T - 0.9513

populasi meancit {ekory
T

a b1 1400 1501 000 2500 Ao BRI

dusis perlikuan (my/Ky BE)

Gambar 4.1 Uji toksisitas dosis kematian pada hewan coba

Hasil yang diperoleh (dalam mg/kg BB) dapat digolongkan menurut
potens toksisitas akut senyawa uji menjadi beberapa kelas (Tabel 4.1).
Ekstrak pigmen betasianin yang terkandung dalam bunga C.cristata
memiliki kriteria uji toksisitas yang sedikit toksik pada pemaparan
selama 7 hari, sehingga masih cukup aman untuk dikonsumsi secara oral
dengan dosis yang sesuai dan tidak berlebihan. Nilai LD50 yang lebih
rendah, memiliki tingkat berbahaya yang lebih rendah pula. Nilai LD50
ekstrak pigmen bunga C. cristata selanjutnya dipergunakan sebagai
dasar untuk menentukan dosis efektif ekstrak pigmen bunga C. cristata
dalam menghambat 50% pertumbuhan P. berghei (ED50).

Tabel 4.1 Beberapa kriteria uji toksisitas senyawa akut (Loomis, 1978)

No. Kelas LD50 (mg/Kg BB)
1 Luar biasatoksik <1
2 Sangat toksik 1-50
3 Cukup toksik 50 — 500
4 Sedikit toksik 500-5000
5 Praktis tidak toksik 5000-15000
6 Relatif kurang berbahaya > 150000
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4.3 Morfologi sel eritrosit mencit yang terinfeksi

Ketika diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000
kali, eritrosit yang terinfeksi akan tampak memiliki ukuran yang lebih
besar dibandingkan dengan eritrosit normal. Hapusan darah tipis yang
telah terwarnai Giemsa, tampak granula berwarna merah keunguan.
Daam satu bidang pandang dari hasil pengamatan dapat ditemukan
beberapa tahapan pertumbuhan parasit pada fase eritrositik. Tahapan
pada fase eritrositik yang dapat ditemukan seperti skizon, merozoit,
ringform, dan tropozoit (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Fase eritrositik sel eritrosit yang terinfeks Plasmodium
berghei (bar = 14 pm). @). ringform, b). tropozoit, c). skizon
d). merozoit, dan €). eritosit normal

Saat sel eritrosit yang terinfeksi tampak membentuk cicin, maka
parasit tersebut memasuki fase ringform, yang kemudian akan
membentuk tropozoit ditandai dengan melebarnya sitoplasma parasit
didalam sel eritrosit yang terinfeksi dan siap untuk memperbanyak diri.
Plasmodium berghei intraeritrositik bentuk tropozoit terdiri dari satu
eritrosit yang diinfeksi oleh satu, dua, atau banyak parasit P. berghei.
Setelah terbentuk tropozoit kemudian membentuk skizon yang kelihatan
lebih padat. Skizon matur menghasilkan 6-10 merozoit, merozoit
merupakan sel parasit yang berada diluar sel eritrosit yang siap
menginfeksi kembali (Gardiner, 2009)

Eritrosit yang terinfeksi pada kontrol positif dianggap memiliki
pertumbuhan parasit Plasmodium berghei sebanyak 100%, ketika
dibandingkan dengan perlakuan pemberian ekstrak pigmen dan
pemberian artemisin. Hal tersebut ditunjukkan dengan besar derajat
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parasitemia pada dosis 900 mg/Kg BB pada hari ketujuh sebesar 32,6%
(Lampiran 6), jika dibandingakan dengan besar dergjat parasitemia
kontrol positif sebesar 59,13% (Lampiran 6) maka, ekstrak pigmen
C.cristata memiliki kemampuan menghambat sebesar 44,87% (Tabel
4.2) yang mendekati penghambatan 50%. Besar dergjat parasitemia
perlakuan pemberian artemisin diperoleh 0% (Lampiran 6) yang
menunjukkan hasil bahwa artemisin masih baik digunakan sebagai
antimalaria dengan besar (Gambar 4.3).
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Gambar 4.3 Sel eritrosit yang terinfeksi Plasmodium berghel (bar = 7
um). a). kontrol positif, b). pemberian ekstrak pigmen, dan
C). pemberian artemisin

4.4 Pengaruh ekstrak pigmen bunga C.cristata terhadap besar
penghambatan pertumbuhan P. Berghel
Penghitungan penghambatan pertumbuhan Plasmodium berghei
dimulai setelah pemberian ekstrak pigmen pada hari ketiga Kelima
dosis ekstrak pigmen tujuh hari setelah pemaparan menunjukkan
peningkatan persentase penghambatan yang sesuai dengan peningkatan
dosis ekstrak. Pertumbuhan Plasmodium yang meningkat tujuh hari
setelah pemaparan ekstrak pigmen bunga C.cristata dosis 900 mg/Kg
BB, menunjukkan bahwa Plasmodium berghei masih mampu hidup
dengan membentuk individu baru.
Pengaruh ekstrak pigmen bunga C.cristata terhadap besar
penghambatan pertumbuhan Plasmodium dapat  dilihat  melalui
18



perhitungan persen penghambatan dari hasil pertumbuhan yang diamati

pada kontrol positif terhadap perlakuan pemberian ekstrak pigmen

bunga C.cristata dan artemisin (Tabel 4.2).

Tabedl 4.2 Pengaruh ekstrak pigmen bunga C.cristata terhadap
persentase penghambatan pertumbuhan P.berghei.

Perlakuan dosis pigmen Penghambatan (%) pada hari ke-
(mg/Kg BB) 3 5 7

0 -5,35 12,94 10,87

100 31,99 45,42 29,82

300 30,66 33,05 32,41

500 17,54 19,86 33,20

700 27,71 43,19 36,47

900 37,48 47,15 44,87
Artemisin 0,04 99,73 100,00 100,00

Pada penelitian ini sebaran data persentase penghambatan memiliki
distribusi normal (Lampiran 7). Hasil uji analisis ragam menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak pigmen dan lama pemaparan berpengaruh
terhadap persentase penghambatan. Berdasarkan hasil uji  Tukey
diketahui bahwa persentase penghambatan pemberian dosis pigmen
bunga C.cristata berbeda nyata dengan artemisin, baik selama 3, 5,
maupun 7 hari pemaparan. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak pigmen
bunga C.cristata memiliki aktifitas penghambatan yang berbeda dengan
artemisin (Gambar 4.4, Lampiran 8).
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Gambar 4.4 Uji lanjutan pemberian ekstrak pigmen bunga C.cristata terhadap persentase penghambatan. a).
Pemaparan selama 3 hari, b). 5 hari, dan c). 7 hari.
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Pemberian ekstrak selama tujuh hari mampu menghambat
pertumbuhan P.berghei lebih dari 30 %. Menurut Andrade-Neto, dkk.
(2003) suatu ekstrak dikatakan aktif menurunkan parasitemia apabila
ekstrak tersebut dapat menurunkan parasitemialebih dari 30%, sehingga
ekstrak pigmen bunga C.cristata dapat dikatakan mampu dan aktif
dalam menurunkan parasitemia.

Pada kelompok perlakuan pemberian aquades menunjukkan bahwa
aktifitasnya sebagai pelarut tidak memberikan efek terhadap
penghambatan  pertumbuhan  P.berghei. Ratarata persentase
penghambatan setelah pemberian aguades selama tiga hari adalah
-5,35%. Nilai negatif menunjukkan bahwa aguades tidak memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan P.berghei.

Pemberian artemisin pada dosis 0,04 mg/Kg BB selama tiga hari
menunjukkan penghambatan pertumbuhan hampir 100 % dan mencapai
100 % pada lima dan tujuh hari pemaparan. Hal tersebut menunjukkan
bahwa artemisin masih sangat baik digunakan sebagai antimalaria.
Aktifitas artemisin dalam menghambat pertumbuhan P.berghei yaitu
dengan menghambat enzim ATPase yang bergantung kalsium
(PFATP6). PFATP6 mirip dengan ATPase mamalia yang terletak dalam
kompartemen reticulum endoplasma yang banyak terdapat di luar
vakuola makanan P.berghei. Artemisin yang terbungkus di dalam
gelembung membran diangkut dalam eritrosit ke dalam sel P.berghel.
Jika sudah berada di dalam sel P.berghei maka artemisin diaktifkan oleh
ion besi bebas atau proses-proses yang bergantung dengan besi lain
dekat dengan PFATP6 dalam reticulum endoplasma. Radikal bebas yang
dihasilkan artemisin mengikat dan menghambat PfATP6 secara
ireversibel dan spesifik. Kemungkinan besar radikal bebas artemisin
memodifikasi berbagai sisi suatu target tunggal dan juga dapat
meningkat pada beberapa jenis protein lain. Fungsi ATPase pada sistem
kompleks pompa ion Na'/Ka" adalah mengatur kadar ion kalium dalam
sel yang sangat mematikan parasit (Nurachman, 2009).

Hasil uji korelas menyatakan bahwa antara besar dosis ekstrak
pigmen bunga C.cristata dan lama pemaparan dengan persen
penghambatan memiliki hubungan yang signifikan baik pada pemaparan
selama 3, 5, dan 7 hari dengan nilai korelasi berturut-turut P = 0,001, r
=0,681; P=0,01 r=0,66; P=0,00,r =0.751, dengan hubungan
korelasi yang sangat kuat (Lampiran 9).
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Nilai penghambatan yang telah diperoleh dapat digunakan untuk
mengetahui nilai dosis efektif (ED50) dengan penggunaan uji Probit
(Tabd 4.3). Hasil uji probit dengan menggunakan besar log dosis dan
probit penghambatan diperoleh persamaan Y = 1,179X + 1,3504 dengan
R? = 0,8785 diperoleh nilai ED50 sebesar 1246 mg/Kg BB (Gambar
4.5). Nilai dosis efektif sebesar 1246 mg/Kg BB pada hewan coba
dengan berat 30 gram, memiliki kandungan pigmen betasianin sebanyak
247,6 mg (Lampiran 5).

Tabel 4.3 Nila probit dan Log dosis ekstrak pigmen bunga C.cristata
pada pengamatan hari ke-7

Dosis Penghambatan Log Probit
(mg/Kg BB) Hari ke-7 dosis penghambatan
100 29,82 2 4,48
300 32,41 2,477 4,53
500 33,20 2,699 4,56
700 36,47 2,845 4,64
900 44,87 2,954 4,87
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Gambar 4.5 Efektifitas pemberian ekstrak bunga C. cristata terhadap
penghambatan pertumbuhan P. Berghei antara Log dosis
dengan prabit penghambatan

Pigmen betasianin bunga C.cristata pada dosis 1246 mg/Kg BB
hanya mampu menghambat pertumbuhan P.berghei. Kandungan
amarantin pada bunga C.cristata memiliki kemampuan yang sama
dengan A.spinosus dalam menghambat pertumbuhan P.berghel.
Aktifitas antimalaria pigmen betasianin menurut Hilou, dkk (2006)
memiliki kemampuan sebagai kelator besi, Ca®*, dan Mg®. lon Mg**
digunakan oleh parasit sebagai salah satu komponen yang diperlukan
dalam pembentukan DNA. Pada kultur in vitro pemindahan ion Mg
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dari ekstraselular media menyebabkan penghambatan pertumbuhan,
sehingga ion Mg® berperan penting pada siklus hidup parasit (Kirk,
2001).

Kandungan nitrogen kuartener pada pigmen betasianin memiliki
aktifitas sebagai penghambat pertumbuhan Plasmodium. Nitrogen
kuartener menghambat kerja kolin kinase yang bertugas mengubah kolin
menjadi pospokolin, sehingga kolin terhambat untuk dimanfaatkan oleh
parasit dalam pembentukan phospatidilkolin (Ancelin dan Vial, 1987;
Biagini, 2004). Parasit memiliki dua jalur pembentukan pospatidilkolin
yaitu melalui jalur kennedy CDP-kolin dan jalur serin dekarboksilase
phospoetanolamin metyltransferase (SDPM), sehingga ketika kolin
gagal digunakan sebagai prekursor pembentukan phospatidilkolin maka
Plasmodium memanfaatkan serin sebagai sumber yang digunakan dalam
pembentukan phospatidilkolin. Kolin memiliki aktifitas antagonis
terhadap enzim pospoetanolamin metyltransferase (PfPmt) yang
bertugas dalam reaksi phospoetanolamin menjadi phospokolin (Witola
dan Mamoun, 2007). Oleh karena itu meski kolin telah dihambat oleh
nitrogen kuartener, namun Plasmodium masih mampu mensintesis
pospatidilkolin. Selain itu aktifitas pigmen betasianin khususnya jenis
amarantin bekerja dalam menghambat transport kolin, pembentukan
DNA, dan prosesinvasi parasit ke dalam ertitrosit (Biagini dkk., 2004).

Pigmen betasianin yang berfungsi sebagal agen kelator besi
merupakan salah satu aktifitas sebagai antimalaria (Hilou dkk., 2006).
Besi dimanfaatkan oleh Plasmodium sebagai enzim penting seperti
dyhedroorate  dehydrogenase  untuk =~ mensintesis  pirimidin,
ribonukleotida difosfat yang diperlukan dalam sintesis DNA, enzim
mitokondria untuk transport elektron, pembentukan ATP, aconitase,
siklus asam trikarboksilat, hidrilite phospat, dan faktor transkripsi yang
diemodulasi sintesis RNA (Lytton dkk., 1994). K eberadaan kelator besi
dapat menyebabkan terjadinya penurunan energi atau produksi ATP
Plasmodium, sedangkan puncak aktifitas RNRase Plasmodium terletak
pada tahapan tropozoit dan skizon, tepatnya pada fase eritrositik yaitu
didalam pembuluh darah. Ketika ekstrak pigmen bunga C .cristata
bereaks didalam tubuh hewan coba maka semua aktifitas tersebut akan
mengalami penurunan kerja. Proses invas Plasmodium kedalam
eritrosit memerlukan aktifitas enzim protease. Diketahui bahwa dua
basa peptida cystein netral kalsium protease menghambat kerja calpain |
dan 11. Aktifitas kelator kalsium (Ca™) merupakan kelator spesifik
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kation yang mampu menghambat proses invasi Plasmodium (Blackman,
2000). Kemampuan kelator tersebut ternyata tidak bekerja spesifik, hal
tersebut ditunjukkan oleh kondisi mencit yang sulit bertahan hingga
pemaparan hari ketujuh. Kerjakelator ion diduga mampu menyerang sel
normal lainnya, sehingga di dalam tubuh mencit terjadi penurunan
aktifitas sel yang disebabkan gangguan transport ion. Oleh karena itu
aktifitas pigmen betasianin ekstrak pigmen bunga C.cristata sebagai
kelator ion Ca®* diduga lebih efektif jika digunakan sebagai obat
pencegahaan atau prefentif.

Dosis efektif ekstrak pigmen bunga C.cristata yang mendekati nilai
toksik menunjukkan penggunaan teknik ekstraksi belum mampu
meningkatkan nilai  penghambatan. Oleh karena itu, untuk
mengoptimalkan aktifitas antimalaria pigmen betalain pada bunga
C.cristata merah perlu dilakukan pemurnian senyawa amarantin. Isolasi
pigmen tersebut dapat dilakukan menggunakan teknik purifikas
menggunakan HPLC (Cai dkk., 2001).
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BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Pada hasil penelitian ini ekstrak pigmen bunga C.cristata memiliki
nilai LD50 sebesar 1765 mg/Kg BB dan dosis efektif ED50 sebesar
1246 mg/Kg BB. Selama tujuh hari pemaparan ekstrak bunga C.cristata
memiliki kemampuan menghambat lebih dari 30 %, sehingga ekstrak
pigmen bunga C.cristata dapat dikatakan mampu dan aktif dalam
menurunkan parasitemia. Dosis ekstrak pigmen dan lama pemaparan
berpengaruh terhadap persentase penghambatan. Dosis ekstrak pigmen
dan lama pemaparan memiliki hubungan korelas yang sangat kuat.
Kemampuan ekstrak pigmen bunga C.cristata dalam menghambat
pertumbuhan P.berhgei lebih rendah daripada artemisin.

5.2 Saran
untuk mengoptimalkan aktifitas antimalaria pigmen betalain pada
bunga C.cristata merah perlu dilakukan pemurnian senyawa amarantin.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kerangka Operasional

[ Ekstraksi pigmen bunga C.cristata dengan modifikasi metode Hilou (2006)]

v

[ Penentuan dosis toksik LD50 ]

v

[ Penentuan dosis efektif ED50 ]

[ Thawing isolat Plasmodium berghei ]

v
[ Pembuatan hapusan darah dan pemeriksaan dergjat parasitemia ]

[ Inokulasi Plasmodium berghei ]
[ Pembuatan hapusan darah dan pemeriksaan dergjat parasitemia 5% - 7% ]
f | | \
erarmne : PR Fhergasi+ Prngahatan
Fler-'..agrépll:-sézan l?lé?quttififﬁ%)?ljﬂm dcn;'-bfpr%x.fman :efeleg;::::::r:;uns }
TR TP W 0 oo
L
Y

Pemaparan selama 3, 5, dan 7 hari

v

[ Pembuatan hapusan darah dan pemeriksaanderagjat parasitemia 5% - 7% ]

v

[ Anadlisis Data ]
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Lampiran 2. Komposisi media thawing P.berghei dan PBS

+ Larutan M+ Media thawing P.berghei
- Larutan M- (1 Liter) 100 ml
= RPMI 10,04 qgr
= Hepes 598gr
= Gentamisin 2,5ml
= Aquadessampai 1 Liter
= Bahan-bahan tadi dicampur (pH 7,4)
- Natrium bikarbonat 5ml
- Gentamicin 1,25 ml
- Untuk membuat larutan M+ 10 % detelah ketiga bahan

tersebut dicampur, diambil 90 ml dan ditambahkan 10 ml
serum NCS

+ Larutan PBS (Pospat Buffer Saline) 1 Liter
- NaCl 8ar
- KCl 0,29r
-  Na2HPO4 1,15¢r
- KH2PO4 0,29r
- Aquadessampai 1 Liter
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Lampiran 3. Ekstraksi bunga C.cristata

A. Ekstraks bungajengger ayam (C.cristata)

Gambar L.1. Ekstraksi bunga jengger ayam (C.cristata) a). potongan
bunga, b). supernatan hasil ekstraksi, dan c). ekstrak bunga
jengger ayam dalam bentuk powder.

B. Proseskering beku menggunakan alat Freeze Drying

Gambar L.2. Ekstraks kering beku ekstrak bunga jengger ayam pada
suhu -50°C menggunakan alat Freeze Drier
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Lampiran 4. Nilai absorbans supernatan ekstrak bunga C.cristata

RSN NN S W
Gambar L 3. Hasil nilai absorbansi maksimum pigmen betasianin

Tabel L.1 Nilai absorbansi supernatan ekstrak bunga C.cristata

No Panjang Nilai
' gelombang absorbans

1. 540 1,7111
2. 539 1,7153
3. 538 1,7166
4. 537 1,7179
5. 536 1,7437
6. 535 1,7437
7. 534 1,7466
8. 533 1,7466
9. 532 1,7451
10. 531 1,7451
11. 530 1,7407
12. 529 1,7407
13. 528 1,7365
14, 537 1,7321
15. 526 1,7292
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Lampiran 5. Perhitungan kandungan pigmen menggunakan rumus

per hitungan kandungan amar antin

Panjang gelombang (? max.) 534
Nilai absorbansi 0,43
Berat ekstrak pigmen 2,5 mg dalam 3 ml aguades

AC= Aszs (MW)V (DF) / eLW

Keterangan :

AC : konsentrasi amaranthin (mg/g)

Asz,  :nilai absorbansi ? 534 nm

MW : berat molekul amarantin (726.6 g/mal)
\% : volume ekstrak kering

DF : faktor pengenceran

e : molar absobtifitas (5.66 x 10* L/cm mol)
L : lebar kuvet (1 cm)

W : berat kering ekstrak (g)

maka, diperoleh perhitungan sebagai berikut :
AC= 043(726,6) 3(1)
5,66. 10* (1) 0,0025
= 6,624 mg/gram ekstrak pigmen bunga C. cristata
100 gram bunga segar = 1830 mg ekstrak pigmen bunga C. cristata
6,624 mg amarantin = 1 gram ekstrak pigmen bunga C. cristata

maka, diperoleh perhitungan sebagai barikut :
100 gram bunga segar = 1,83 x 6,624 mg amarantin
= 12,122 mg amarantin
Pada dosis efektif (ED50) sebesar 1246 mg/K g BB, maka :
1246 mg = 1000 gram
12,46 mg = 10 gram
247,6 mg=30gram

Jika berat mencit ratarata 30 gram, maka mengandung 247,6 mg

pigmen betasianin
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Lampiran 6. Rata-rata derajat parasitemia setelah pemberian
ekstrak bunga C.cristata

Tabd L.2 Rata-rata dergjat parasitemia setelah pemberian ekstrak bunga

C.cristata
L ama pemaparan
Perlakuan 0 hari 3 hari 5 hari 7 hari
(P%+SD) | (PYSD) | (P%+SD) | (Po%+SD)
Kontrol Positif |6,13+1,06 | 24,964,886 | 40,43+18,6|59,13+15,9
Kontrol negatif |5 43,051 | 26,23£6,76 | 35,2+6,60 | 52,746,71
(aquades)
Artemisn 004 17 534145 | 0076006 | 0:00 | 0£00
mg/Kg BB
Constatall | g 6,066 | 16,93:4,56 | 22,07+2,86|41,5¢11,73
mg/Kg BB
C.oristata 300 g 13,015 | 17,274595 | 27,4+14,22|39,97+9,76
mg/Kg BB
C.oristatasl g gz, 1 75 | 20,53:1,30 | 32,4+024 | 39,5+0,66
mg/Kg BB
C.onistata 790 |5 33,042 | 18£7,86 | 22,97+8,92 37,57+15,51
mg/Kg BB
Coristatadl | 55,026 | 15574246 |21,37+1,79 | 32,6+6,86
mg/Kg BB
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Lampiran 7. Uji normalitas data per sentase penghambatan
NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Pengham
batan

N 21
Normal ParametersP  Mean 39,4765
Std. Deviation 28,28576

Most Extreme Absolute ,250
Differences Positive ,250
Negative -,126

Kolmogorov-Smirnov Z 1,147
Asymp. Sig. (2-tailed) ,144

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.



Lampiran 8. Analisis Ragam dan Uji Tukey Persentase
penghambatan
Univariate Analysis of Variance
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Penghambatan
Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 15641,1782 8 1955,147 65,081 ,000
Intercept 32726,296 1 32726,296 | 1089,354 ,000
Perlakuan 15340,529 6 2556,755 85,106 ,000
Hari 300,649 2 150,325 5,004 ,026
Error 360,503 12 30,042
Total 48727,978 21
Corrected Total 16001,681 20

a. R Squared = ,977 (Adjusted R Squared = ,962)

Post Hoc Tests
Perlakuan
Homogeneous Subsets
Pemaparan 3 hari
Tukey HSD
perlakuan N Subset for alpha = .05
1 2 1
kontrol negatif 3 -5,3548
ekstrak pigmen 500 mg/Kg BB 3 17,5368
ekstrak pigmen 700 mg/Kg BB 3 27,7108
ekstrak pigmen 300 mg/Kg BB 3 30,6560
ekstrak pigmen 100 mg/Kg BB 3 31,9946
ekstrak pigmen 900 mg/Kg BB 3 37,4833
Artemisin 0,04 mg/Kg BB 3 99,7323
Sig. ,185 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Penghambatan pemaparan 5 hari

Tukey HSD
Perlakuan Subset for alpha = .05
2 1
kontrol negative 3 12,9359
ekstrak pigmen 500 mg/Kg BB 3 19,8556
ekstrak pigmen 300 mg/Kg BB 3 33,0530
ekstrak pigmen 700 mg/Kg BB 3 43,1907
ekstrak pigmen 100 mg/Kg BB 3 45,4201
ekstrak pigmen 900 mg/Kg BB 3 47,1515
Artemisin 0,04 mg/Kg BB 3 100,0000
Sig. ,251 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Penghambatan pemaparan 7 hari

Tukey HSD
Subset for alpha =
Perlakuan \ .05 ]
2 1
kontrol negative 3| 10,8743
ekstrak pigmen 100 mg/Kg BB 3| 29,8023
ekstrak pigmen 300 mg/Kg BB 3| 32,4165
ekstrak pigmen 500 mg/Kg BB 3| 33,1940
ekstrak pigmen 700 mg/Kg BB 3| 36,4581
ekstrak pigmen 900 mg/Kg BB 3| 44,8672
Artemisin 0,04 mg/Kg BB 3 100,0000
Sig. ,159 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Lampiran 9. Analisis data penghambatan melalui uji Korelas

Correlations pemaparan 3 hari

perlakuan | penghambatan
perlakuan Pearson Correlation 1 ,681(**)
Sig. (2-tailed) ,001
N 21 21
penghambatan Pearson Correlation ,681(*) 1
Sig. (2-tailed) ,001
N 21 21
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Correlations pemaparan 5 hari
penghambatan perlakuan
penghambatan Pearson Correlation 1 ,660(**)
Sig. (2-tailed) ,001
N 21 21
perlakuan Pearson Correlation ,660(**) 1
Sig. (2-tailed) ,001
N 21 21
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Correlations pemaparan 7 hari
perlakuan | penghambatan
perlakuan Pearson Correlation 1 751(*%)
Sig. (2-tailed) ,000
N 21 21
penghambatan Pearson Correlation 751(*) 1
Sig. (2-tailed) ,000
N 21 21

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).




Lampiran 10. Keterangan K elaikan Etik

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN
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trergfici

Peneliti : Aziza Silvya H
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etik.
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