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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk melihat tingkat toksisitas subkronis ekstrak etil asetat kapang
endofit daun sirsak  pada tikus Sprague Dawley terhadap glukosa darah, kolesterol, dan trigliserida
selama 90 hari. Pemberian ekstrak etil asetat sebanyak 1 mL secara oral pada tikus betina perlakuan.
Kelompok kontrol normal tidak diberi ekstrak etil asetat kapang endofit daun sirsak. Dalam penelitian ini
digunakan tikus betina  sebanyak 40 ekor termasuk kontrol normal. Ekstrak diberikan dengan dosis 20
mg/kg berat badan, 80 mg/kg berat badan, dan 240 mg/kg berat badan.  Hasil penelitian diperoleh bahwa
konsentrasi glukosa darah tikus betina secara berturut-turut adalah 119,68-152,53 mg/dL,  66,20-89,66
mg/dL, dan 118,95-149,32 mg/dL pada hari ke-30, ke 60 dan ke 90. Konsentrasi kholesterol darah tikus
betina secara berturut-turut adalah 52,6-120,0 mg/dL,  94,40-119,0 mg/dL, dan 53,83-79,25 mg/dL pada
hari ke-30, ke 60 dan ke 90. Konsentrasi trigliserida darah tikus betina secara berturut-turut adalah
108,50-171,40 mg/dL,  112,20-118,10 mg/dL, dan 96,33-120,70 mg/Dl pada hari ke-30, 60 dan ke 90.
Pemberian ekstrak etil asetat selama 90 hari dengan dosis sampai 240 mg/kg BB tidak menyebabkan
kelainan nilai gula darah, kolesterol, dan trigliserida tikus Sprague Dawley.   Semua parameter pada hari
ke-90 tidak menunjukkan perbedaan secara statistika dibandingkan dengan kelompok normal. Ekstrak
etil asetat kapang endofit daun sirsak pada penelitian ini tidak menimbulkan efek toksik terhadap
konsentrasi glukosa, kolesterol, dan trigliserida selama uji subkronik hari ke-90.

Kata-kata kunci:  kapang endofit daun sirsak; glukosa darah; kolesterol; trigliserida; toksisitas subkronis

ABSTRACT

This study was aims to determine the level of subchronic toxicity of ethyl acetate extract of soursop
leaf endophytic fungi in Sprague Dawley rats against blood glucose, cholesterol, and triglycerides for 90
days. Giving 1 ml of ethyl acetate extract orally to 40 female rats, including normal control. The extract
was given at a dose of 20 mg / kg body weight, 80 mg/kg body weight, and 240 mg/kg body weight. The blood
glucose concentrations of female rats were 119.68-152.53 mg/dL, 66.20-89.66 mg/dL, and 118.95-149.32
mg/dL on day 30th, 60th, and 90th, respectively. The concentration of blood cholesterol in female rats were
52.6-120.0 mg/dL, 94.40-119.0 mg/dL, and 53.83-79.25 mg/dL, respectively on 30th, 60th and 90th. The blood
triglyceride concentration of female rats were 108.50-171.40 mg/dL, 112.20-118.10 mg/dL, and 96.33-
120.70, respectively on 30th, 60th and 90th anniversary.  Soursop leaf endophytic ethyl acetate extract for
90 days at a dose of up to 240 mg/kg bw did not cause abnormalities in the values   of blood sugar,
cholesterol, and triglycerides of Sprague Dawley rats. All parameters on day 90 showed no statistical
evidence compared to the normal group. Soursop leaf endophytic ethyl acetate extract in this study did not
cause a toxic effect on glucose, cholesterol, and triglyceride concentrations during the 90th day of the
subchronic test.
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PENDAHULUAN

Tanaman  obat  merupakan  tanaman  yang
mampu  memberikan  manfaat sebagai obat-
obatan, kosmetik, dan kesehatan. Tanaman
sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah
satu tanaman obat yang banyak tumbuh di
daerah tropis (Fikri et al.,  2019).  Daun sirsak
banyak digunakan sebagai obat alternatif oleh
masyarakat. Usunobun et al. (2015)
melaporakan bahwa daun sirsak memiliki
berbagai metabolit sekunder, seperti flavonoid,
alkaloid, saponin, triterpenoid, dan gula
pereduksi. Daun sirsak merupakan salah satu
sumber potensi antioksidan alami yang dapat
berperan sangat penting sebagai agen terapi,
antiinflamasi, antikanker, antianalgesik, dan
antihiperlipidemia (George et al., 2012,
Gavamukulya et al., 2014, Tellez et al., 2018).

Pada penelitian yang dilaporkan oleh
Asyura et al. (2017) dan Miharni et al. (2017)
mengemukakan bahwa ekstrak kapang endofit
daun sirsak dapat menghambat pertumbuhan
tumor pada tikus yang diinduksi oleh zat
karsinogen.  Penelitian lain menunjukkan
bahwa pemberian  ekstrak etil asetat kapang
endofit daun sirsak tidak memberikan pengaruh
yang signifikan pada bobot badan, kadar
glutamat piruvat transaminase (GPT), dan
kadar glutamat oksaloasetat transaminase
(GOT), hal tersebut sesuai dengan Anugrahwati
(2017) pada uji toksisitas subakut yang telah
dilakukan.  Pada penelitian yang  dilaporkan
oleh Umami (2017) dihasilkan bahwa analisis
darah rutin berupa eritrosit dan leukosit
menunjukkan jumlah yang menurun selama
perlakuan, kadar hemoglobin dan hematokrit
normal, serta nilai diferensial leukosit dan nilai
limfosit yang normal.  Selain itu, Rosa (2017)
juga melaporkan bahwa pemberian ekstrak etil
asetat kapang endofit daun sirsak dengan dosis
20 dan 200 mg/kg bobot badan tidak
berpengaruh signifikan terhadap fungsi ginjal
tikus Sprague-dawley.

Badan Pengawas Obat dan Makanan atau
BPOM (2014) menyatakan bahwa uji toksisitas
merupakan suatu uji untuk mendeteksi efek
toksik suatu zat pada sistem biologi dan
memperoleh data dosis-respons yang khas dari
sediaan uji yang digunakan, sehingga dapat
diketahui reaksi biokimia, fisiologis, dan dan
patologis pada manusia terhadap suatu sediaan
uji yang digunakan. Uji toksisitas subkronis
merupakan salah satu bagian dari uji toksisitas
nonklinis setelah uji toksisitas akut secara in

vivo yang digunakan sebagai acuan dalam uji
keamanan pengembangan obat baru (BPOM
2014). Penelitian subkronis kali ini merupakan
penelitian yang dilakukan secara oral dengan
induksi sediaan uji berupa ekstrak etil asetat
kapang endofit daun sirsak.  Adapun parameter
yang diamati adalah glukosa darah, kolesterol
darah, trigliserida darah, yang merupakan
parameter minimum yang perlu dilihat dari
suatu uji toksistas subkronis.  Parameter yang
diperiksa tersebut akan menunjukkan profil
fungsi fisiologis dari sediaan uji yang diberikan
pada hewan coba.  Kadar glukosa, trigliserida,
dan kolesterol darah yang tetap normal
menunjukkan tidak adanya ion berbahaya yang
dihasilkan oleh sediaan uji (Casarett, 2001). Oleh
karena itu, penelitian uji subkronis ini
dilakukan bertujuan untuk melakukan
pemeriksaan kadar glukosa darah, trigliseridaa
darah, dan kolesterol darah tikus dalam uji
toksisitas subkronis oral terhadap ekstrak etil
asetat kapang endofit daun sirsak.

METODE PENELITIAN

Alat-alat yang digunakan untuk
pemeliharaan dan perlakuan hewan uji adalah
kandang tikus, sonde lambung, syringe,
microtube, sentrifus, micropippete, microplate
96-well, dan spektrofotometer UV-Vis. Bahan-
bahan yang digunakan dalam perlakuan dan
pemeliharaan hewan coba adalah tikus putih
betina (Rattus novergicus) jenis Sprague dawley
berumur 6-8 minggu sebanyak 40 ekor dengan
bobot badan berkisar antara 100-200 g, kapang
endofit daun sirsak merupakan hasil fermentasi
dan ekstraksi (PT Phytochemindo Reksa,
Gunung Putri, Bogor, Indonesia), pakan ayam
standar (BRAVO 512®,  PT Charoen
Pokhphand, Tanggerang, Indonesia), air
minum secara ad libitum, dan serbuk gergaji.
Bahan yang digunakan dalam analisis kimia
darah  adalah serum  darah  tikus,  kit  GOD-
PAP  (ST-Reagensia  Glucose Enzymatic
Trinder), kit CHOD-PAP (Indo Reagen
Cholesterol LiquidIR  metode warna enzimatik),
dan kit GPO-PAP (ST-Reagensia Trygliceride
GPO Enzymatic).

Tikus diperoleh dari Laboratorium
Biomedical, BLST, IPB dengan dipertahankan
kondisi standar kelembapan (45%), suhu (25 ±
2°C) dan cahaya (12 jam terang dan 12 jam
gelap).  Air minum diberikan secara ad libitum.
Adapun pengelompokan yang dilakukan adalah
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dilakukan terhadap blanko (pereaksi+akuades)
dan standar (pereaksi+standar kolesterol).
Konsentrasi kolesterol dapat dihitung dengan
membandingkan absorbansi sampel dengan
absorbansi kolesterol standar kemudian
dikalikan dengan konsentrasi standar. Rumus
yang digunakan sebagai berikut:  Kolesterol total
(g/dL) = [(Abs. sampel) x (Abs. standar)-1] x
konsentrasi standar (g/dL).  3)  Pemeriksaan
trigliserida, serum darah sebanyak 1 ìL
direaksikan dengan 100 ìL reagen pada kit (Kit
ST-Reagensia Trygliceride GPO Enzymatic)
dalam sumur microplate 96, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama lima menit.
Nanospektrofotometer pada panjang gelombang
505 nm digunakan untuk mengukur
absorbansi. Pengukuran trigliserida darah juga
dilakukan terhadap blanko (pereaksi+akuades)
dan standar (pereaksi+standar glukosa).
Konsentrasi trigliserida yang diperoleh dapat
dihitung dengan membandingkan absorbansi
sampel dengan absorbansi trigliserida standar
kemudian dikalikan dengan konsentrasi
trigliserida standar.  Rumus yang digunakan
sebagai berikut:

Trigliserida (g/dL) = [(Abs. sampel) x (Abs.
standar)-1] x konsentrasi standar (g/dL).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pemeriksaan konsentrasi glukosa
disajikan pada Gambar 1.  Pada Gambar 1,
disajikan bahwa konsentrasi glukosa darah
tikus betina secara berturut-turut adalah
119,68-152,53 mg/dL,  66,20-89,66 mg/dL, dan
118,95-149,32 mg/dL pada hari ke-30, ke-60 dan
ke-90. Berdasarkan hasil analisis sidik ragam
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etil
asetat kapang endofit daun sirsak tidak
berpengaruh nyata (P>0,01) terhadap
konsentrasi glukosa darah tikus, baik pada
harike-30, 60 maupun 90.

Berdasarkan Gambar 1 tersebut, kadar
glukosa darah tikus berada pada rentang normal
menurut Guyton dan Hall (2008), yaitu pada
rentang 60-110 mg/dL, atau menurut Pournaghi
et.al. (2012) nilai glukosa darah normal adalah
sekitar 145 mg/dL.  Adapun kadar glukosa yang
relative tinggi ditemukan pada pengamatan hari
ke-90.  Terlihat bahwa kadar glukosa setiap
perlakuan, tidak berbeda nyata dengan kontrol
normal.   Secara keseluruhan kadar glukosa
tikus selama 90 hari tidak menunjukkan nilai
yang lebih besar dari 200 mg/dL, artinya adalah

perlakuan 1 adalah sebanyak 10 ekor tikus sehat
tanpa diberikan perlakuan ekstrak etil asetat
kapang endofit daun sirsak, hanya diberikan
aquadest. Perlakuan 2 adalah 10 ekor tikus
sehat dengan pemberian ekstrak etil asetat
kapang endofit daun sirsak dosis 20 mg/kg BB,
per oral.  Perlakuan 3 adalah 10 ekor tikus sehat
dengan pemberian ekstrak asetat kapang endofit
daun sirsak dosis 80 mg/kg BB, per oral.
Perlakuan 4 adalah 10 ekor tikus sehat dengan
pemberian ekstrak etil asetat kapang endofit
daun sirsak dosis 240 mg/kg BB, per oral.
Pemberian ekstrak etil asetat kapang endofit
daun sirsak dilakukan lima kali dalam
seminggu.

Pengambilan Serum Darah.
Pengambilan darah dari vena ekor dilakukan
pada hari ke-30, 60, dan 90. Darah yang diambil
sebanyak 2 mL.  Darah kemudian ditampung
ke dalam microtube, kemudian didiamkan
selama 30 menit dalam suhu ruang. Darah
kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000
rpm selama 10 menit. Supernatan diambil dan
dimasukkan ke dalam microtube kemudian
disimpan pada suhu 4°C sampai dilakukan uji
kimia darah.

Pemeriksaan Kimia Darah.
Pemeriksaan kimi darah dilakukan menurut
yang dilakukan oleh (Gopi et al. (2016).  1)
Pemeriksaan glukosa dilakukan terhdap serum
darah, sebanyak  1  ìL serum direaksikan
dengan  100  ìL reagen  pada  kit  (Kit ST-
Reagensia Glucose Enzymatic Trinder) di  dalam
sumur microplate 96. Tahap berikutnya adalah
diinkubasi pada suhu 37°C selama lima menit.
Nanospektrofoto-meter pada panjang gelombang
505 nm digunakan untuk mengukur
absorbansi. Pengukuran glukosa darah juga
dilakukan terhadap blanko (pereaksi+akuades)
dan standar (pereaksi+standar glukosa).
Konsentrasi glukosa yang diperoleh dapat
dihitung dengan membandingkan absorbansi
sampel dengan absorbansi glukosa standar
kemudian dikalikan dengan konsentrasi glukosa
standar. Rumus yang digunakan sebagai
berikut:  Glukosa (g/dL) = [(Abs. sampel) x (Abs.
standar)-1] x konsentrasi standar (g/dL).

2) Pengukuran Kolesterol, Total. Serum
darah sebanyak 1 ìL direaksikan dengan 100 ìL
reagen yang tersedia pada kit (Kit Indo Reagen
Cholesterol LiquidIR) ke dalam sumur
microplate 96, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama lima menit. Absorbansi diukur
dengan nanospektrofotometer pada panjang
gelombang 520 nm. Pengukuran tersebut juga
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tikus tidak mengalami diabetes melitua.  Sesuai
dengan pendapat Pournaghi et al. (2012) bahwa
kadar glukosa darah yang melampaui 200 mg/
dL menandakan hewan tersebut berpenyakit
diabetes melitus.  Dengan melihat data tersebut,
maka pemberian ekstrak etil asetat kapang
endofit sampai dengan dosis 240 mg/kg BB tidak
memberikan efek yang jelek terhadap
kandungan glukosa darah.

Hasil pemeriksaan konsentrasi kolesterol
darah disajikan pada Gambar 2..  Bila dilihat
pada Gambar 2, terlihat bahwa konsentrasi
kolesterol darah tikus betina secara berturut-
turut adalah 52,6-120,0 mg/dL,  94,40-119,0 mg/
dL, dan 53,83-79,25 mg/dL pada hari ke-30, ke
60 dan ke 90.  Berdasarkan hasil analisis sidik
ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
etil asetat kapang endofit daun sirsak tidak
berpengaruh nyata (P>0,01) terhadap
konsentrasi kolesterol darah tikus, baik pada
hari ke-30, 60 maupun 90.

Berdasarkan Gambar 2 tersebut, kadar
kolestarol darah tikus berada pada rentang
normal (Mutia et al., 2018), yaitu pada rentang
40-130 mg/dL, atau menurut Suckow et al. (2006)
nilai kolesterol darah normal adalah sekitar 47-
88 mg/dL.  Apriandi et al. (2016) melaporkan
bahwa konsentrasi kolesterol darah total pada
tikus berkisar antara 52-104 mg/dL.  Akan tetapi

Ito et al. (2011) menyatakan bahwa kolesterol
tertinggi untuk kondisi normal adalah 160 mg/
dL.  Secara rinci Ihedioha et al. (2013) mene-
rangkan bahwa kadar kolesterol tikus sekitar
83,10-161,90 mg/dL.  Adanya kadar kolesterol
yang tinggi pada pengamatan hari ke-30 meru-
pakan respons tikus yang belum merasakan
terbiasa dengan kondisi kendang.  Hal tersebut
terbukti dengan kadar kolesterol yang relatif
rendah pada pengamatan hari ke-60 dan ke 90.
Walaupun demikian terlihat dari nilai kadar
kolesterol  setiap perlakuan yang tidak berbeda
nyata dengan kontrol normal.   Hal ini kemung-
kinan bahwa pengaruh pakan tidak menim-
bulkan kenaikan nilai kolesterol, yang telihat
pada nilai kolesterol yang relatif kecil pada
pengamatan hari ke-90.  Hal yang menggem-
birakan adalah bahwa kadar kolesterol pada
pengamatan hari ke-90, terjadi penurunan
kadar akibat perlakuan ekstrak etil asetat
kapang endofit daun sirsak, walaupun tidak ber-
beda nyata.  Kadar kolesterol yang berada dalam
selang kurang dari 160 mg/dL menunjukkan
bahwa perlakuan pemberian ekstrak etil asetat
kapang endofit daun sirsak sampai dengan dosis
240 mg/kg BB tidak memberikan efek yang jelek
terhadap kadar kolesterol darah tikus. Bahkan
menunjukkan nilai yang normal pada selang
96,33 hingga 111.17 md/dL.

Gambar 1. Hasil pemeriksaan konsentrasi glukosa darah tikus pada pengamatan hari ke 30, ke
60 dan ke 90.
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Gambar 2. Hasil pemeriksaan konsentrasi kolesterol darah tikus pada pengamatan hari ke 30, ke
60 dan ke 90

Gambar 3. Hasil pemeriksaan konsentrasi trigliserida darah tikus pada pengamatan hari ke 30,
ke 60 dan ke 90

Hasil pemeriksaan konsentrasi trigliserida
darah disajikan pada Gambar 3.  Bila dilihat
dari Gambar 3, terlihat bahwa konsentrasi
trigliserida darah tikus betina secara berturut-

turut adalah 108,50-171,40 mg/dL,  112,20-
118,10 mg/dL, dan 96,33-120,70 pada hari ke-
30, 60 dan  90. Berdasarkan hasil analisis sidik
ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
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etil asetat kapang endofit daun sirsak tidak
berpengaruh nyata (P>0,01) terhadap
konsentrasi trigliserida darah tikus, baik pada
hari ke-30, 60 maupun 90.

Berdasarkan Gambar 3 tersebut perlakuan
pemberian ekstrak kapang endofit daun sirsak
menimbulkan kenaikan konsentrasi trigliserida
pada perngamatan hari ke-30, baik pada
konsentrasi 20 mg/kg BB, 80 mg/kg BB maupun
240 mg/kg BB.  Namun, konsdisi itu masih
dalam rentang normal yaitu antara 25-145 mg/
dL (Suckow et al, (2006).  Kondisi konsentrasi
trigliserida pada pengamatan hari ke-90
menunjukkan nilai pada selang normal tersebut
bahkan di bawah konsentrasi pada pengamatan
hari ke-60.  Hal tersebut menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak kapang endofit daun sirsak
hingga dosis 240 mg/kg BB berpengaruh baik
terhadap konsentrasi trigliserida darah tikus.

SIMPULAN

Dapat disimpulkan bahwa ekstrak etil
asetat kapang endofit daun sirsak tidak
menimbulkan efek toksik terhadap konsentrasi
glukosa, kolesterol, dan trigliserida darah selama
uji subkronis hingga hari ke-90.

SARAN

Parameter dalam penelitian ini merupakan
tiga parameter dari banyak parameter dalam
uji toksisitas subkronis yang disyaratkan oleh
BPOM RI dalam mempelajari bahan dalam
pengujian toksisitas subkronis.  Perlu dilakukan
penelitian untuk parameter lainnya sehingga
memenuhi syarat seperti yang disyaratkan oleh
BPOM RI.
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