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ABSTRAK: Rhizophora apiculata merupakan salah satu mangrove yang biasa digunakan sebagai
sumber obat tradisional oleh masyarakat pesisir pantai karena mengandung metabolit sekunder.
Tumbuhan obat tradisional dapat memiliki efek genotoksik, mutagenik, dan sitotoksik. Oleh karena
itu, perlu dilakukan evaluasi efek sitotoksik dengan Allium asay. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui sitotoksitas ekstrak etanol dan n-heksana R. apiculata terhadap pembelahan sel
dengan melihat indeks mitosis A. cepa. Pada penelitian ini digunakan metode eksperimental,
perlakuan tunggal ekstrak etanol R. apiculata konsentrasi 125, 250, 500, dan 1.000 ppm, kontrol
negatif akuades penambahan CMC, serta kontrol positif etiimetanasulfat (EMS). Penelitian dengan
protokol yang sama dilakukan untuk ekstrak n-heksana R. apiculata. Penurunan nilai indeks
mitosis digunakan untuk acuan sitotoksisitas. Data hasil pengamatan menunjukkan nilai indeks
mitosis perlakuan ekstrak etanol dan n-heksana mengalami penurunan sejalan dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak. Perlakuan ekstrak etanol dan n-heksana konsentrasi 500 ppm
dan 1000 ppm bersifat letal terhadap sel akar A. cepa.
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Cytotoxicity Ethanol And n-hexane Leaf Extract Of Rhizophora apiculata To Mitotic Index of
Allium cepa

ABSTRACT: Rhizophora apiculata is mangrove that was used for traditional medicine due to their
secondary metabolite. Traditional medicine plants have genotoxic, mutagenic, and cytotoxic
effects. Therefore, evaluation cytotoxic effect with Allium assay is necessary. The aim in this study
to know ethanol and n-hexane leaf extract of R. apiculata effects to A. cepa cell divisions. This
study use experimental method, single factor treatment ethanol extract of R. apiculata with
consentration 125, 250, 500, and 1000 ppm, aquades with CMC as negative control, and
ethylmetanasulphat (EMS) as positive control. Reasearch with same protocol is done for n- hexane
extrct of R. apiculata. Cytotoxicity is seen based on decresed of mitotic index. Based on
observation, ethanol and n-hexane extract mitotic index was showing decrese value in line with
increasing extract concentration. Ethanol dan n-hexane extract of R. apiculata concentration 500
ppm and 1000 ppm are lethal to cells.
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PENDAHULUAN

Rhizoporaceae merupakan famili mangrove yang memiliki kemampuan toleransi terhadap
garam serta menghasilkan senyawa kimia pada akar dan daun yang dapat mencegah
pertumbuhan tumbuhan invasif dan alga pada ekosistem (Baskaran & Mohan, 2012). Rhizophora
merupakan tumbuhan obat karena manfaat produk metabolit sekunder secara medik, antara lain:
alkaloid, glikosid, minyak esensial, dan molekul organik lainnya. Beberapa spesies yang sering
dijumpai adalah Rhizophora apiculata, R. mucronata, dan R. mangle (Halim et al., 2013).

R. apiculata merupakan mangrove yang telah digunakan sebagai bahan untuk sterilisasi,
pewangi, dan pertumbuhan (Gao & Xiao, 2012). Selain itu, kulit batang, akar, daun, dan bunganya
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dapat digunakan sebagai obat beri-beri, febrifige, haematoma, hepatitis, serta borok (Darlian et al.,
2011). Daun R. apiculata mengandung senyawa bioaktif alkaloid, tanin, steroid, saponin, fenol,
glikosida, flavonoid, dan terpenoid yang bersifat antiseptik, antivirus, antiinflamasi, dan antibakteri
(Putri et al., 2015).

Pada beberapa penelitian tumbuhan yang digunakan sebagai makanan dan obat tradisional
terdapat efek mutagenik, sitotoksik, dan genotoksik pada in vitro dan in vivo assays. Pada
penggunaan jangka panjang dapat meningkatkan potensi mutagenik atau genotoksik yang
berhubungan dengan formasi tumor pada beberapa individu (Celik & Aslanturk, 2010). Allium
assay memiliki sensitivitas untuk mendeterminsi efek sitotoksik atau genotoksik pada bermacam-
macam zat. Metode ini telah digunakan untuk meneliti mutagenesis fisika dan kimia, agen polutan,
ekstrak tumbuhan, dan efek sitogenetik beberapa bahan aktif melalui pembelahan sel mitosis.
Hasil positif allium assay mengindikasikan zat uji berpotensi berbahaya bagi kesehatan (Sumitha &
Thoppil, 2016).

Pada penelitian mengenai toksisitas tanaman obat, Azadirachta indica (Mimba) sebagai obat
malaria diketahui menyebabkan aberasi kromosom pada allium assay (Akaneme & Amaefule,
2012). Selain itu, Inula viscosa sebagai obat tradisional antiinflamasi, antiseptik, dan antipiretik
menyebabkan aberasi kromosom dan formasi mikronukleus pada allium assay (Celik & Aslanturk,
2010).

Penelitian mengenai efek genotoksisitas R. apiculata belum pernah dilakukan baik di
Indonesia maupun di negara lain. Oleh karena itu, penellitian ini penting dilakukan mengingat
pengetahuan masyarakat mengenai efek genotoksik dan sitotoksik tumbuhan obat tradisional yang
menyebabkan gangguan pada pembelahan sel masih kurang. Pembelahan sel dapat dihitung
indeks mitosisnya, Nilai indeks mitosis akan turun dan lebih kecil dari normal 100% apabila terjadi
gangguan oleh faktor lingkungan maupun zat asing yang masuk ke dalam sel seperti misalnya
senyawa metabolit sekunder.

MATERI DAN METODE

Pada penelitian ini digunakan metode eksperimental. Pengambilan sampel dilakukan dengan
mengambil 5 daun R. apiculata dari pucuk dan diekstraksi dengan maserasi etanol dan n-heksana.
Penelitian menggunakan metode eksperimen pola Rancang Acak Lengkap dengan analisis Anava
(a.05) dengan perlakuan ekstrak etanol dan n-heksana R. apiculata empat konsentrasi ekstrak
yaitu, 125, 250, 500, dan 1.000 ug/ml (Ping et al., 2012), kontrol negatif akuades penambahan
Carboxymethyl cellulose (CMC), serta kontrol positif etilimetanasulfat (EMS). Pada setiap
perlakuan dilakukan empat kali pengulangan. Perendaman dalam akuades dan ekstrak dilakukan
selama 96 jam hingga muncul akar pada umbi bawang. Pembuatan preparat dilakukan
berdasarkan Akinboro et al. (2011) dengan squashing akar bawang dan diamati 1000 sel pada
setiap preparat untuk mengetahui nilai indeks mitosis. Untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder ekstrak etanol dan n-heksana daun R.apiculata dilakukan uji fitokimia.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji fitokimia ekstrak etanol daun R. apiculata secara kualitatif diperoleh mengandung
senyawa fenolik, flavonoid, steroid, triterpenoid, dan tanin Data lengkap dapat dilihat pada Tabel 1.
Pengaruh ekstrak etanol daun R. apiculata terhadap sel akar bawang dapat dilihat melalui indeks
mitosis, aberasi kromosom, dan panjang akar. Berdasarkan hasil pengamatan perlakuan ekstrak
etanol diperoleh hasil bahwa nilai indeks mitosis tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol negatif
sebesar 49,53%, sedangkan nilai indeks mitosis terendah terdapat pada perlakuan konsentrasi
ekstrak etanol R. apiculata, yaitu sebesar 6%. Data lengkap dapat dilihat pada Tabel 2.

Menurut Antonsie-wiez (1990) dan Panda and Sahu (1985) dalam Paul et al. (2013),
penurunan indeks mitosis di bawah 22% dari kontrol negatif dapat menyebabkan efek letal pada
organisme uji, sedangkan penurunan indeks mitosis di bawah 50% menyebabkan efek subletal
dan disebut nilai batas sitotoksik (cytotoxic limit value). Hal ini disebabkan adanya zat sitotoksik
dalam media tumbuh yang menyebabkan terhambatnya aktivitas mitosis. Pada hasil nilai indeks
mitosis penurunan perbandingan nilai indeks mitosis terhadap kontrol negatif diperoleh perlakuan
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kontrol positif, ekstrak etanol 500 ppm, dan ekstrak etanol 1000 ppm menyebabkan efek letal,
sedangkan perlakuan ekstrak etanol 125 ppm dan 250 ppm menyebabkan efek subletal.

Hasil perhitungan Anava menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi ekstrak etanol R.
apiculata, kontrol negatif dan kontrol positif berpengaruh nyata terhadap indeks mitosis.
Berdasarkan hasil Uji Jarak Berganda Duncan, pemberian keempat konsentrasi ekstrak etanol R.
apiculata tidak memberikan hasil yang berbeda nyata dengan kontrol positif. Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak etanol R. apiculata 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, dan 1000 ppm dapat
memberikan pengaruh toksik yang sama dengan kontrol positif terhadap indeks mitosis sel akar
bawang.

Penurunan indeks mitosis juga menunjukkan adanya mitodepressive akibat terhambatnya
sel memasuki fase mitosis atau terhambatnya protein spesifik tertentu dalam siklus sel karena
adanya molekul lain yang menghalangi DNA polimerase. Selain itu, terhalangnya sel memasuki
fase G2 juga dapat menyebabkan terganggunya siklus sel (Boumaza et al., 2016).

Menurut Dai & Mumper (2010), senyawa fenolik yang digunakan pada sel kanker dapat
mengganggu fungsi dasar sel. Fenolik dapat menghambat fase | dalam metabolit enzim, seperti
cytochrome P450. Selain itu, fenolik dapat menginduksi sel untuk terhambat dalam fase sel yang
berbeda, G1, S,S-G2, dan G2 dengan secara langsung menurunkan regulasi siklin dan cyclins-
dependents kinases (CDKs) atau menginduksi ekspresi gen p2l, p27, dan p53 secara tidak
langsung. Keberadaan senyawa fenolik dalam ekstrak etanol R. apiculata dapat memengaruhi
siklus sel normal, sehingga pembelahan sel terhambat. Selain itu senyawa triterpenoid dapat
memengaruhi pembelahan sel A. cepa. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
Bhattacharya & Haldar (2012), senyawa triterpenoid Trichosanthes dioica dapat menghambat
pertumbuhan akar dan mitosis sel. Selain itu, triterpenoid juga dapat bersifat sitotoksik pada
neoplastic lines dengan menghambat aktivitas seluler dan menambah jumlah sel apoptosis
(Chudzik et al., 2015).

Tabel 1. Hasil Uji Kandungan Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol dan Ekstrak n-Heksana Daun B.
Gymnorrhiza

Jenis Pelarut

Metabolit Sekunder

Etanol Heksan
Fenolik + R
Flavonoid + -
Steroid - +
Triterpenoid + +
Saponin - -
Tanin + -
Alkaloid + -

Tabel 2. Pengaruh ekstrak etanol daun R. apiculata terhadap pembelahan sel akar bawang Allium

cepa

Konsentrasi Total Sel Total Sel Membelah Indeks Mitosis PenuLur:jan M
Ekstrak Diamati p M A T (IM) (%) kfr:tr?)l ‘@%

Kontrql 4000 1716 89 66 110 49,53 +0,11 0

Negatif

Kontrol Positif 4000 216 28 7 15 6,53 +0,01 13

125 ppm 4000 569 10 5 4 14,68 + 0,02 30

250 ppm 4000 416 7 8 14 11,13 £ 0,007 22

500 ppm 4000 247 1 2 4 6,4+ 0,01 13

1000 ppm 4000 222 6 5 3 6 + 0,004 12
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Tabel 3. Pengaruh ekstrak n- heksana daun R. apiculata terhadap pembelahan sel akar bawang

Allium cepa
Konsentrasi Total Sel Total Sel Membelah Indeks Mitosis Pe{]e t:ﬁg:ﬁ;)”vl
: i 0
Ekstrak Diamati P M A T (IM) (%) kontrol (%)
Kontrol 4000 1504 238 116 248 52,65 + 0,02 0
Negatif
Kontrol Positif 4000 216 28 7 15 6,53+ 0,01 12
125 ppm 4000 654 23 14 22 17,83 £ 0,02 34
250 ppm 4000 555 18 11 17 15,1+ 0,01 29
500 ppm 4000 406 11 3 8 10,7 £ 0,002 20
1000 ppm 4000 387 17 31 6 11, 03 £ 0,007 21

Komponen fitokimia yang yang ditemukan dalam ekstrak n- heksana antara lain flavonoid,
steroid, dan triterpenoid. Pada perlakuan ekstrak n- heksana diperoleh hasil indeks mitosis
tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol negatif sebesar 52,65%, sedangkan nilai indeks mitosis
terendah pada perlakuan kontrol positif, yaitu 6,53%. Data lengkap indeks mitosis ekstrak n-
heksana dapat dilihat pada Tabel 3.

Penurunan perbandingan nilai indeks mitosis terkecil terjadi pada perlakuan kontrol positif
sebesar 12% . Pada perlakuan kontrol positif, ekstrak n- heksana 500 ppm dan 1000 ppm
penurunan perbandingan nilai indeks mitosis dibawah 22% sehingga dapat dikatakan
menyebabkan efek letal. Pada perlakuan ekstrak n-heksana konsentrasi 125 ppm dan 250 ppm
penurunan perbandingan indeks mitosis terhadap kontrol negatif di bawah 50% maka dapat
dikatakan perlakuan tersebut menyebabkan efek subletal.

Penurunan nilai indeks mitosis dapat terjadi karena terhambatnya siklus sel, perkembangan
sel dari fase S menuju fase M yang lambat, penghambatan dalam sintesis DNA sehingga
menghambat sel memasuki mitosis atau menahan sel dalam keadaan metafase karena gangguan
pada spindel dan menyebabkan kematian antiproliferative dan apoptosis sel yang ditafsirkan
sebagai efek toksik langsung dari ekstrak (Kundu & Ray, 2016). Nilai indeks mitosis yang lebih
rendah dibandingkan dengan kontrol negatif menunjukkan adanya perubahan dalam pertumbuhan
dan perkembangan A. cepa (Atoyebi et al., 2015).

Hasil perhitungan Anava dengan taraf nyata 95% menunjukkan bahwa perlakuan
konsentrasi ekstrak n- heksana R. apiculata, kontrol negatif dan kontrol positif berpengaruh nyata
terhadap indeks mitosis. Berdasarkan hasil Uji Jarak Berganda perlakuan ekstrak n- heksana
125 ppm dan 250 ppm memberikan hasil yang signifikan bila dibandingkan dengan perlakuan
ekstrak n- heksana 500 ppm, 1000 ppm, dan kontrol positif.

Pengaruh perlakuan ekstrak n-heksana terhadap nilai indeks mitosis sel akar bawang
menunjukkan adanya efek yang diberikan oleh ekstrak terhadap fase pembelahan sel akar
bawang. Hal ini dapat dikarenakan adanya interaksi langsung antara komponen di dalam ekstrak
dengan DNA bawang (Kahaliw et al. 2018). Flavonoid merupakan kelompok antioksidan (Carocho
& Ferreira, 2013). Menurut Lu et al. (2013) kelompok antioksidan dapat menyebabkan kerusakan
langsung pada DNA dan sel karena mempunyai banyak ikatan elektron yang lemah. lkatan
elektron lemah dissociative electron transfer (DET) pada basa guanin dapat menyebabkan
lepasnya ikatan kimia dan terjadi single strand break dan double strand breaks pada DNA. Double
strand breaks pada DNA sulit untuk diperbaiki dan dapat menyebabkan mutasi genetik serta
apoptosis sel.

KESIMPULAN

Pada pengujian sitotoksisitas ekstrak R apiculata, ekstrak etanol n-heksana bersifat letal
pada konsentrasi 500 ppm dan 1000 ppm. Kedua konsentrasi tersebut menunjukkan hasil
menurunkan presentase indeks mitosis dibawah 22% yang tidak berbeda nyata dengan kontrol
positif EMS, sedangkan konsentrasi 125 dan 250 ppm kedua ekstrak hanya menurunkan
presentase indeks mitosis dibawah 50 % dan termasuk katagori subletal. Penurunan nilai indeks
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mitosis dapat disebabkan oleh fitokimia yang terkandung dalam ekstrak, sehingga memengaruhi
pembelahan sel akar A. cepa. Pada penelitian ini kurang diketahui senyawa metabolit mana yang
memberikan pengaruh signifikan, maka penelitian selajutnya sebaiknya dilakukan uji sitotoksisitas
pada senyawa fitokimia yang telah dimurnikan.
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