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Pengaruh Media Edukasi Terhadap Tingkat Pengetahuan

Beyond Use Date

Elsa Ignatia Veronica!, Sherly Tandi Arrang'’, Dion Notario*

Artikel

Penelitian

1 Program Studi Farmasi,
Fakultas Kedokteran dan
[Imu Kesehatan, Universitas
Katolik Indonesia Atma Jaya
DKI Jakarta, Indonesia

Korespondensi:

Sherly Tandi Arrang
sherly.tandiarrang@atmajaya.
ac.id

Abstract: The stability of drug preparations is very important to maintain because it
can dffect the quality, effectiveness, and safety of these drug preparations. If the
product's primary packaging is opened, the stability of the preparation is changed.
The product's stability duration is correlated with the expiration date. The expiration
date of the product after opened from its original packaging or mixed with other
preparations is known as the beyond-use date (BUD). Research on the level of public
knowledge about BUD still needs to be improved, and the results of several studies
show that the community needs to learn and understand BUD. Therefore, a study was
conducted to assess differences in the effectiveness of educational media (pocketbook
and video) on knowledge related to BUD. Quasi-experimental research design with the
type of pre-test & post-test two groups. The number of respondents in this research
was 70, divided into two: pocketbooks (35 respondents) and videos (35 respondents).
Based on the analysis results, it was found that there was a change in the respondents’
knowledge after being given education. As many as 60% of respondents in the
pocketbook group had insufficient knowledge before being given education, and after
being given education, 74% of respondents had good knowledge (p=0.01). In the video
group, there was an increase in the good knowledge respondent group; namely, before
being given education, the number was 37%, increasing to 43% after being given
education (p=0.01). The regression analysis showed that educational media
significantly influenced respondents’ knowledge related to BUD (p=0.04). The
Education with a pocketbook and video increases knowledge about BUD, but videos
provide a better increase in knowledge.

Keywords: beyond use date (BUD), educational media, pocket book, video.

Abstrak: Stabilitas sediaan obat sangat penting untuk dijaga karena dapat
mempengaruhi mutu, efektivitas, dan keamanan sediaan obat tersebut. Apabila
kemasan primer dari suatu sediaan obat dibuka, maka stabilitas sediaan tersebut
beresiko mengalami penurunan. Durasi stabilitas suatu sediaan obat dikorelasikan
dengan masa kadaluarsa. Masa kadaluarsa sediaan obat yang sudah dibuka dari
kemasan aslinya atau setelah diracik atau dicampur dengan sediaan lain dikenal
dengan beyond use date (BUD). Penelitian tingkat pengetahuan masyarakat mengenai
BUD masih kurang dan hasil dari beberapa penelitian menunjukkan bahwa
masyarakat belum mengetahui dan memahami tentang BUD. Oleh sebab itu,
dilakukan penelitian untuk menilai perbedaan efektivitas media edukasi (buku saku
dan video) terhadap pengetahuan terkait BUD. Design penelitian quasi eksperimental
dengan jenis pre-test & post-test two group. Jumlah responden pada penelitan ini
adalah 70 orang, dibagi menjadi dua yaitu buku saku (35 orang) dan video (35 orang).
Berdasarkan hasil analisis diperoleh bahwa setelah diberikan edukasi terdapat
perubahan terhadap pengetahuan responden. Sebanyak 60% responden kelompok
buku saku memiliki pengetahuan yang kurang sebelum diberikan edukasi dan
setelah diberi edukasi 74% responden memiliki pengetahuan yang baik (p=0,01).
Dalam kelompok video, terjadi peningkatan dalam kelompok responden
pengetahuan baik, yaitu sebelum diberikan edukasi jumlahnya 37%, meningkat
menjadi 43% setelah diberikan edukasi (p=0,01). Pada analisis regresi diperoleh hasil
bahwa media edukasi memiliki pengaruh yang signifikan terhadap pengetahuan
responden terkait BUD (p=0,04). Edukasi baik dengan buku saku dan video
meningkatkan pengetahuan mengenai BUD, namun video memberikan peningkatan
pengetahuan yang lebih baik.

Kata kunci: beyond use date (BUD), media edukasi, buku saku, video.
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Pendahuluan

Beyond Use Date (BUD) adalah waktu
kedaluwarsa obat setelah obat diracik,
dilarutkan/direkonstitusi, atau setelah kemasan
primer sediaan dibuka (1). Kemasan primer
merupakan wadah yang bersinggungan langsung
dengan obat seperti blister, strip, alumunium foil,
botol beserta tutupnya, dan sebagainya (2). BUD
sering tidak diketahui oleh masyarakat, sehingga
pada pelaksanaannya masyarakat sering
menyimpan obat berdasarkan Expired Date (ED).
BUD berbeda dengan ED. ED adalah periode
waktu dimana produk tetap dalam keadaan stabil
kekuatan, kualitas, dan kemurniannya tetap
terjaga selama disimpan sesuai dengan petunjuk
pada kemasan (3). Ketika sediaan obat sudah
mencapai ED atau waktu kedaluwarsa, maka obat
tersebut sudah tidak layak untuk digunakan
karena mutu, efektivitas dan keamanan obat
sudah tidak terjamin oleh perusahaan produsen
(4). Waktu kedaluwarsa pada obat akan berbeda-
beda, tergantung pada bentuk sediaan dan hasil
uji stabilitas yang sudah dilakukan perusahaan.
Saat kemasan primer dibuka/dirusak, maka
stabilitasnya akan berkurang dan memengaruhi
waktu simpannya(4,5). Stabilitas dari sediaan
obat ini penting, karena hal ini dapat
memengaruhi mutu, efektivitas dan keamanan
obat (6). Penggunaan obat dengan stabilitas yang
baik juga mendukung keberhasilan dari terapi
yang dilakukan pasien, karena stabilitas
mempengaruhi mutu, efektivitas dan kemanan
obat(4).

Edukasi terkait ED serta BUD merupakan
tanggungjawab dari Tenaga Teknis Kefarmasian
(TTK) dan juga apoteker. lkatan Apoteker
Indonesia (IAI) memiliki program Gerakan
Keluarga Sadar Obat (GKSO) yaitu Dapatkan,
Gunakan, Simpan dan Buang (DAGUSIBU) (7).
Berdasarkan penelitian Paradigma Tenaga Teknis
Kefarmasian (TTK) tentang BUD obat terdapat
sebanyak 65,4% TTK cenderung berpikir bahwa
waktu kedaluwarsa obat setelah kemasan primer
dibuka adalah mengikuti tanggal kedaluwarsa
pada kemasan (8). Penelitian Kajian Pelayanan
Informasi Obat di Apotek didapatkan hasil berupa
pelayanan informasi obat termasuk dalam
kategori buruk, hanya 38,88% responden yang
memberikan pernyataan bahwa dijelaskan
mengenai cara penyimpanan (9). Berdasarkan

penelitian Gambaran Resep Tanpa BUD di kota
Gorontalo, didapat hasil berupa 76,47% tenaga
teknis kefarmasian mengatakan tidak
ditetapkannya BUD dapat berisiko menimbulkan
efek samping yang tidak diinginkan (10).

Menurut penelitian lainnya yaitu Tingkat
Pengetahuan Masyarakat di Kelurahan Oesapa
Tentang Beyond Use Date Obat didapatkan hasil
hanya 33% masyarakat yang memiliki
pengetahuan terkait Beyond Use Date obat racikan
(11). Sehingga dapat dikatakan tingkat
pengetahuan masyarakat terkait Beyond Use Date
sediaan obat masih rendah dan perlu diberikan
edukasi oleh TTK serta apoteker. Untuk
mendukung tercapainya tujuan edukasi, maka
dibutuhkan sarana pendukung untuk membantu
masyarakat memahami BUD, salah satunya
menggunakan media pembelajaran. Media
pembelajaran yang digunakan pada penelitian ini
adalah buku saku dan video. Setiap individu
memiliki cara belajar yang berbeda, dengan
media pembelajaran yang berbeda juga. Oleh
karena itu, peneliti ingin melakukan penelitian
tentang efektivitas edukasi Beyond Use Date
melalui media buku saku dan video.

Metode
Desain Penelitian

Penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian kuantitatif dengan desain penelitian
eksperimen semu (quasi experimental design).
Pada penelitian ini dilakukan pretest & posttest
two group untuk membandingkan tingkat
pengetahuan sebelum dan sesudah dilakukan
edukasi Beyond Use Date dengan intervensi
melalui buku saku dan video. Terdapat dua (2)
metode statistik yang digunakan, yaitu uji paired
t-test untuk mengetahui pengaruh edukasi
terhadap pengetahuan serta uji regresi linier
berganda untuk mengetahui penggunaan media
yang lebih baik untuk edukasi BUD.

Pada penelitian ini variabel bebas yang
digunakan meliputi media edukasi buku saku dan
video, jenis kelamin, usia, pendidikan, pekerjaan,
dan gaya belajar. Sedangkan variabel terikat yang
diteliti adalah pengetahuan responden.

Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah
masyarakat di kecamatan Bekasi Selatan. Sampel
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pada penelitian ini adalah masyarakat Kecamatan
Bekasi Selatan yang memenuhi kriteria inklusi.
Jumlah sampel ditentukan dengan metode
analisis regresi linier berganda dan hasilnya
dibutuhkan adalah sebanyak 33 responden.
Sedangkan jika menggunakan perhitungan
sampel berdasarkan analisis paired t-test,
dibutuhkan 3 pasang (6 responden). Pada
penelitian ini digunakan 70 responden. Sebanyak
35 responden pada kelompok buku saku dan 35
responden pada kelompok video.

Kriteria Inklusi dan Eksklusi responden:
1. Kriteria Inklusi:
a. Responden berusia 17-55 tahun

b. Responden bersedia mengisi kuesioner
pretest-posttest dan mengikuti penelitian
selama seminggu

2. Kriteria Eksklusi:

a. Responden
kesehatan

bekerja sebagai tenaga

b. Responden yang tidak dapat menggunakan
perangkat pintar dan dapat berkomunikasi
dengan baik.

Instrumen Penelitian

Pada penelitian ini, digunakan kuesioner
dengan pertanyaan pilihan ganda dalam bentuk
online form sebagai instrumen penelitian dan
disebarkan melalui whatsapp.

Hasil dan Pembahasan

Penelitian dilakukan pada bulan Februari-Juni
2021 dengan jumlah responden sebanyak 70
orang dengan rentang usia 17-55 tahun. Peneliti
membagi responden kedalam 2 Kkelompok
intervensi, yaitu kelompok buku saku dan
kelompok video.

Tabel 1. Distribusi Karakteristik Responden

Karakteristik Buku Saku (n=35) Video (n=35) Total (n=70)
Jenis Kelamin

Pria 20 (57%) 18 (51%) 38 (54%)
Wanita 15 (43%) 17 (49%) 32 (46%)
Usia

17-25 tahun 9 (26%) 9 (26%) 18 (26%)
26-35 tahun 8 (23%) 10 (29%) 18 (26%)
36-45 tahun 7 (20%) 8 (23%) 15 (21%)
46-55 tahun 11 (31%) 8 (23%) 19 (27%)
Pendidikan

SD - -

SMP - - -

SMA 13 (37%) 8 (23%) 21 (30%)
Perguruan Tinggi 22 (63%) 27 (77%) 49 (70%)
Pekerjaan

Tidak Bekerja 12 (36%) 13 (37%) 25 (36%)
Bekerja 23 (64%) 22 (63%) 45 (64%)
Gaya Belajar

Accomodator 4 (11%) 4 (11%) 8 (11%)
Assimilator 5 (14%) 6 (17%) 11 (16%)
Converger 17 (49%) 15 (43%) 32 (46%)
Diverger 9 (26%) 10 (29%) 19 (27%)
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Tabel 2. Gambaran Pengetahuan Responden tentang BUD

Tingkat Pengetahuan Buku Saku Video
(n=35) (n=35)
Pretest Posttest Pretest Posttest
Baik 14 (40%) 26 (74%) 13 (37%) 15 (43%)
Kurang 21 (60%) 9 (26%) 22 (63%) 20 (57%)

Data Univariat
Distribusi Karakteristik Responden

Responden yang terdapat dalam penelitian ini
ada sebanyak 70 orang. Karakteristik responden
meliputi jenis kelamin, wusia, pendidikan,
pekerjaan, dan gaya belajar (dapat dilihat pada
Tabel 1). Mayoritas responden adalah pria
(54%), usia usia 46-55 tahun (31%), tingkat
pendidikan perguruan tinggi (70%), responden
dengan status bekerja (64%) dan gaya belajar
converger (46%). Responden yang bekerja
memiliki profesi sebagai karyawan swasta, PNS,
guru, supir, hingga cleaning service. Sedangkan
responden yang tidak bekerja berprofesi sebagai
ibu rumah tangga, job seeker, pelajar, dan juga
mahasiswa.

Gambaran Pengetahuan Responden tentang BUD

Gambaran pengetahuan responden terkait
BUD, dipaparkan dalam Tabel 2.

Berdasarkan hasil pada kelompok buku saku
sebelum diberikan edukasi terdapat sebanyak 21
responden (60%) yang memiliki pengetahuan
kurang dan 14 responden yang memiliki
pengetahuan yang baik 14 (40%). Setelah
diberikan edukasi melalui buku saku terdapat
perubahan jumlah responden yang memiliki
pengetahuan baik mengenai BUD yaitu sebanyak

26 orang (74%) dan responden dengan
pengetahuan kurang sebanyak 9 orang (26%).

Pada kelompok video, sebelum diberikan
edukasi terdapat 22 responden (63%) yang
memiliki pengetahuan kurang terkait BUD dan 13
responden (37%) dengan pengetahuan yang baik.
Setelah diberikan edukasi, terdapat perubahan
jumlah responden yang memiliki pengetahuan
baik menjadi sebanyak 15 orang (43%) dan
responden dengan pengetahuan kurang menjadi
20 orang (57%).

Analisis Bivariat

Distribusi Rata-Rata Pengetahuan Responden
Sebelum dan Setelah Edukasi Melalui Buku Saku

Berdasarkan analisis bivariat yang telah
dilakukan, didapatkan hasil sebagai berikut
(Tabel 3).

Dari Tabel 3 diatas, nilai rata-rata
pengetahuan responden sebelum diberikan
edukasi buku saku adalah 35,80 dan setelah
diberikan edukasi rata-rata pengetahuan adalah
46,64. Rata-rata peningkatan pengetahuan
sebelum dan setelah edukasi adalah 41,22. Hasil
uji statistik didapatkan nilai p-value sebesar 0,01
yang bermakna terdapat perbedaan yang
signifikan antara pengetahuan responden
sebelum dan setelah edukasi melalui buku saku.

Tabel 3. Distribusi Rata-rata Pengetahuan Responden Sebelum dan Setelah Edukasi Melalui Buku Saku

Pengetahuan Mean Mean of p-value Interpretasi
diff.
Sebelum 35,80 41,22 0,01 Terdapat perbedaan
Setelah 46,64 yang signifikan

Tabel 4. Distribusi Rata-rata Pengetahuan Responden Sebelum dan Setelah Edukasi Melalui Video

Pengetahuan Mean Mean of p- Interpretasi
diff. value
Sebelum 44,89 50,20 0,01 Terdapat
Setelah 55,51 perbedaan
yang signifikan

Arrang et al “Pengaruh Media Edukasi terhadap Tingkat............

...... ” 114



Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021)

Media buku saku dapat meningkatkan
pengetahuan responden karena memiliki
kelebihan dapat digunakan oleh semua kalangan,
tidak memerlukan peralatan khusus dalam
menggunakannya, dan cara penggunaan praktis
(12). Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Harsismanto dkk (2019), yang
mengatakan bahwa terdapat perbedaan nilai
rata-rata pengetahuan responden sebelum dan
setelah diberikan edukasi berupa buku saku (13).

Distribusi Rata-Rata Pengetahuan Responden
Sebelum dan Setelah Edukasi Melalui Video

Distribusi rata-rata pengetahuan responden
dengan media edukasi video adalah sebagai
berikut (Tabel 4)

Tabel 4 menunjukkan bahwa rata-rata
pengetahuan responden sebelum diberikan
edukasi adalah 44,89. Sedangkan rata-rata
pengetahuan responden setelah diberikan
edukasi video adalah 55,51. Rata-rata
peningkatan pengetahuan responden setelah
diberikan edukasi melalui video adalah 50,20.
Berdasarkan hasil uji statistik didapatkan p- value
sebesar 0,01. Hasil ini menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan antara
pengetahuan responden terkait BUD sebelum dan

setelah diberikan edukasi melalui video.
Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Yefrisyam (2018), yang
menyatakan bahwa terdapat perbedaan nilai
rata-rata pengetahuan responden antara sebelum
dan setelah dilakukan edukasi (14). Penelitian
lainnya yang dilakukan oleh Wibowo dan Dyah
(2014), juga mengatakan bahwa pemberian
edukasi dapat memberikan pengaruh terhadap
pengetahuan responden (15).

Analisis Multivariat

Berdasarkan hasil uji regresi linier berganda
pada Tabel 5, didapatkan hasil berupa media
edukasi yang lebih berpengaruh secara signifikan
terhadap pengetahuan responden adalah video
dengan p-value sebesar 0,04 < 0,05. Hal ini dapat
terjadi dikarenakan pada media audio visual
melibatkan 2 alat indera yaitu penglihatan dan
pendengaran. Sehingga dapat meningkatkan
kemampuan responden dalam menangkap
informasi yang diberikan (16). Hasil ini sejalan
yang dilakukan oleh Ismawati (2015), terkait
pengaruh penyuluhan ibu tentang pemberian
makanan pendamping ASI, juga menjelaskan
bahwa terdapat pengaruh penyuluhan dengan
media audio visual dan media leaflet (17).

Tabel 5. Pengaruh Variabel Bebas Terhadap Variabel Terikat

Karakteristik Estimate std. p-value
Media Edukasi

Buku Saku

Video 6,84 0,04
Usia

17-25 tahun

26-35 tahun -0,60 0,90
36-45 tahun 12,10 0,01*
46-55 tahun -6,31 0,19
Pendidikan

SD

SMP

SMA

Perguruan Tinggi 9,53 0,01*
Pekerjaan

Tidak Bekerja

Bekerja 7,35 0,04*
Gaya Belajar

Accomodator

Assimilator -5,88 0,35
Converger -11,63 0,03*
Diverger -12,91 0,04*
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Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Saban
(2017) terkait penyuluhan tentang anemia
melalui buku saku dan video juga memberikan
hasil yang serupa dengan penelitian ini, yaitu
media video lebih efektif daripada buku saku
(18).

Selain media edukasi yang dapat
mempengaruhi tingkat pengetahuan responden
khususnya BUD, terdapat faktor-faktor lain yang
mempengaruhi pengetahuan responden yaitu
usia, pendidikan, pekerjaan, dan gaya belajar
responden. Menurut Notoatmodjo, pengetahuan
dipengaruhi oleh faktor internal dan faktor
eksternal. Yang termasuk faktor internal antara
lain usia, pendidikan, pekerjaan, minat, dan
pengalaman. Dan yang termasuk faktor eksternal
adalah faktor lingkungan dan informasi (19).
Berdasarkan Tabel 5, usia mempengaruhi
pengetahuan  responden. Terlebih  untuk
kelompok usia 36-45 tahun yang memiliki
pengaruh yang signifikan dengan p-value 0,01 <
0,05. Individu dengan usia yang lebih tua
biasanya akan lebih dewasa dan lebih cermat
memperhatikan segala sesuatu dibandingkan
individu dengan wusia yang lebih muda.
Meningkatnya usia seseorang juga akan
mempengaruhi pola pikir dan meningkatkan daya
tangkap seseorang (19). Penelitian ini memiliki
hasil yang serupa dengan penelitian yang
dilakukan oleh Yeni (2015), terkait faktor-faktor
yang berhubungan dengan pengetahuan
penggunaan obat generik pada masyarakat yang
mengatakan bahwa terdapat hubungan antara
usia dengan pengetahuan seseorang (20). Hasil
penelitian ini juga sejalan dengan hasil studi yang
dilakukan oleh Vallin dkk pada tahun 2016, yang
menyatakan bahwa responden yang berusia lebih
muda memiliki tingkat pengetahuan yang lebih
baik dibandingkan responden yang berusia lebih
tua. Hal ini dapat disebabkan oleh pengaruh
adanya penurunan fungsi penglihatan,
pendengaran, dan kognitif pada individu yang
berusia senja (21). Selain usia, hal lainnya yang
mempengaruhi tingkat pengetahuan dalam
penelitian ini adalah pendidikan formal terakhir
dari responden dengan p-value 0,01 < 0,05.
Pendidikan memengaruhi kemampuan seseorang
dalam menerima informasi, dimana semakin
tinggi pendidikan seseorang maka semakin
mudah pula orang tersebut dalam menerima
informasi (19). Hasil penelitian ini memiliki hasil

yang serupa dengan penelitian oleh Ivoryanto dkk
(2017), yang mengatakan terdapat hubungan
antara tingkat pendidikan dengan pengetahuan
seseorang (22).

Selain usia dan pendidikan, pekerjaan juga
mempengaruhi pengetahuan responden terkait
BUD dengan p-value sebesar 0,04 < 0,05. Selain
itu, seseorang yang bekerja memiliki daya
tangkap dan pola pikir yang lebih baik daripada
seseorang yang tidak bekerja. Lingkungan
pekerjaan  seseorang akan  memberikan
pengalaman dan pengetahuan baik secara
langsung maupun tidak langsung (19). Hasil
penelitian ini serupa dengan penelitian yang
dilakukan oleh Yeni (2015), bahwa terdapat
hubungan antara pekerjaan dengan pengetahuan
responden (20). Dalam penelitian ini, gaya belajar
juga mempengaruhi pengetahuan responden
terkait BUD. Gaya belajar converger (p-value =
0,03) dan diverger (p-value = 0,04) memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap pengetahuan.
Seseorang dengan gaya belajar converger
cenderung berorientasi pada abstract
conceptualization (thinking), active
experimentation (doing), serta menyukai tugas-
tugas teknis aplikatif. Sedangkan seseorang
Degnan gaya belajar diverger, berorientasi pada
concrete experience (feeling), reflective
observation (watching), serta menyukai belajar
dalam kelompok dan menerima umpan balik yang
bersifat personal (23).

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini disimpulkan
bahwa terdapat peningkatan pengetahuan pada
masyarakat terkait Beyond Use Date (BUD)
setelah diberikan edukasi melalui buku saku dan
video (nilai p 0,01). Media edukasi berupa video
lebih efektif daripada media buku saku dalam
meningkatkan pengetahuan masyarakat terkait
Beyond Use Date (BUD) dengan nilai (p 0,04).
Faktor lain yang juga mempengaruhi
pengetahuan responden terkait BUD adalah usia,
pendidikan, pekerjaan, serta gaya belajar.
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Pengaruh Asuhan Kefarmasian Terhadap Outcome Kilinis
dan Kualitas Hidup pada Pasien Diabetes Melitus Tipe 2

Khairunnisa®’, Kiki Rawitri2, Wiryanto?!, Sri Wahyuni?

Abstract: The role of pharmacists in pharmaceutical care has been shown to
improve therapeutic outcomes in patients with diabetes mellitus (DM) in various
Pen e| itian countries. This study aims to implementation of pharmaceutical care and
determine its impact on clinical outcomes and quality of life of type 2 DM patients
at the community pharmacies. This study used a comparative experimental
method with a prospective cohort study design before and after intervention on
38 types 2 DM patients who met the inclusion criteria at one of the community
pharmacies in Medan city in August-December 2020. Clinical outcome data
included random blood glucose (RBG) levels and HbAlc values were obtained
from direct examination of the patient, and quality of life data was obtained using
the EQ-5D-3L questionnaire. The data were analyzed using the Wilcoxon Signed-
Rank test and the Friedman test in the SPSS V22.0. program The results showed
that the mean RBG value before the intervention was 278.58 + 75.278 mg/dl and
after the intervention, there was a decrease of 179.68 + 14.008 mg/dl (a<0.05),
the HbAIc value was 9.021 + 1.029% to 8.368 + 1.049% (a<0.05). There was a
significant increase in the average quality of life index before the intervention
from 0.849 + 0.1266 and after the intervention to 0.967 + 0.0657 (a <0.05). Based
on the results of the study, it was concluded that the implementation of
pharmaceutical care had an impact on improving clinical outcomes and quality
of life in type-2 DM patients at community pharmacy.

Artikel

Keywords: pharmaceutical care, type-2 DM, clinical outcome, quality of life.

Abstrak: Peran apoteker dalam asuhan kefarmasian telah terbukti
meningkatkan outcome terapi pada pasien diabetes melitus (DM) di berbagai
negara. Penelitian ini bertujuan untuk menerapkan asuhan kefarmasian dan
mengetahui pengaruhnya terhadap outcome Klinis dan kualitas hidup pasien

! Fakultas Farmasi Universitas DM tipe 2 di Apotek. Penelitian ini menggunakan metode eksperimental
Sumatera Utara, Medan, komparatif dengan desain penelitian kohort-studi prospektif sebelum dan
Sumatera Utara, Indonesia setelah intervensi terhadap 38 pasien DM tipe 2 yang memenuhi kriteria inklusi

2 Fakultas Farmasi Universitas di salah satu Apotek di Kota Medan pada bulan Agustus-Desember 2020. Data
Muslim Nusantara Al outcome klinis meliputi kadar gula darah (KGD) sewaktu dan nilai HbAlc
Washliyah, Medan, Sumatera diperoleh dari pemeriksaan langsung pada pasien, dan data kualitas hidup
Utara, Indonesia diperoleh menggunakan kuesioner EQ-5D-3L. Data dianalisis menggunakan uji

Wilcoxon Signed Rank dan uji Friedman dalam program SPSS V22.0. Hasil
penelitian menunjukkan nilai KGD sewaktu rata-rata sebelum intervensi
sebesar 278,58 + 75,27 mg/dl dan setelah intervensi terjadi penurunan menjadi
179,68 + 14,01 mg/dl (a<0,05), nilai HbA1lc 9,021 + 1,029% menjadi 8,368 +
1,049% (a<0,05). Terjadi peningkatan secara signifikan indeks kualitas hidup
rata-rata sebelum intervensi sebesar 0,849 * 0,126 dan setelah intervensi
menjadi 0,967 * 0,065 (a<0,05). Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan
Korespondensi: bahwa penerapan asuhan kefarmasian berpengaruh terhadap peningkatan
outcome Klinis dan kualitas hidup pada pasien DM tipe 2 di Apotek.
Khairunnisa

khairunnisa7 @usu.ac.id Kata kunci: asuhan kefarmasian, DM tipe 2, outcome Klinis, kualitas hidup.
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Pendahuluan

Diabetes merupakan satu dari empat
penyakit  tidak  menular utama  yang
mempengaruhi masalah kesehatan secara global
(1). Jumlah penderita diabetes melitus (DM) yang
berumur di atas 18 tahun secara global
mengalami peningkatan dari 108 juta orang pada
tahun 1980 menjadi 422 juta orang pada tahun
2014 (2). Berdasarkan data Riset Kesehatan
Dasar (Riskesdas) di Indonesia, penderita DM
meningkat dari 6,9% pada tahun 2013 menjadi
10,9% pada tahun 2018 dan menurut
International Diabetes Federation (IDF) Indonesia
merupakan peringkat ketujuh tertinggi di dunia
yang memiliki penderita DM dengan jumlah
penderita sebanyak 10,7 juta jiwa pada tahun
2019 (3,4).

Terapi yang tidak optimal pada pasien DM
menyebabkan kadar gula darah tidak terkendali
dengan baik, sehingga dapat menyebabkan
komplikasi, meningkatkan risiko kematian dini
dan secara signifikan berkontribusi terhadap
angka kematian, biaya serta kualitas hidup yang
rendah (1).

Beberapa penelitian tentang peran asuhan
kefarmasian terhadap manajemen pasien
penderita DM sudah banyak dilakukan baik di
negara maju atau negara berkembang. Penelitian
yang dilakukan oleh Mourao et al., (2013) pada
enam Unit Kesehatan Primer di Brazil
menunjukkan bahwa program asuhan
kefarmasian dapat mereduksi nilai HbAlc pada
pasien diabetes selama 6 bulan (5).

Penelitian yang sama juga dilakukan oleh Butt
et al, (2016) di Klinik Endokrin Universiti
Kebangsaan Malaysia Medical Centre (UKMMC)
menyimpulkan bahwa program jangka pendek
asuhan kefarmasian dapat meningkatkan
outcome klinis pasien DM dan dapat
mengendalikan  komorbiditas yang akan
ditimbulkan. Selama 6 bulan pasien mendapat
intervensi oleh farmasis, selanjutnya diukur
outcome klinisnya untuk mengetahui
keberhasilan  program. Hasil  penelitian
menunjukkan bahwa setelah 6 bulan nilai HbAlc
pasien mengalami penurunan yang signifikan
sebesar 9,66 + 1,57% menjadi 8,47 + 1,61%
(a<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa intervensi

apoteker dapat meningkatkan kontrol glikemik
dan kualitas hidup pasien DM (6).

Kontribusi apoteker dalam pelayanan asuhan
kefarmasian mampu meningkatkan keberhasilan
(outcome) terapi diabetes, mencegah morbiditas
dan mortalitas, meningkatkan kualitas hidup
pasien, mencegah kesalahan dan mengurangi
biaya pengobatan, meningkatkan kepatuhan dan
perilaku pasien (7). Penelitian terkait peran
apoteker dalam asuhan kefarmasian pada pasien
DM tipe 2 masih terbatas, khusunya di Apotek
(5,6). Penelitian ini bertujuan untuk menerapkan
asuhan kefarmasian dan mengetahui
pengaruhnya terhadap outcome Kklinis dan
kualitas hidup pasien DM tipe 2 di Apotek.

Bahan dan Metode
Desain Studi

Penelitian ini  merupakan  penelitian
eksperimental komparatif dengan desain
penelitian kohort-studi prospektif sebelum dan
setelah intervensi. Penelitian dilakukan pada
pasien DM tipe 2 yang menebus resep di salah
satu Apotek di Kota Medan pada bulan Agustus-
Desember 2020 dan memenuhi kriteria inklusi.
Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Keperawatan

Universitas Sumatera Utara Nomor
2177/V11/SP/2020. Semua pasien  yang
berpartisipasi dalam penelitian ini

menandatangani dan memberikan persetujuan
sebagai bukti kesediaan untuk menjadi
responden.

Subjek Penelitian

Menurut Borg et al, (2007), khusus untuk
penelitian eksperimen dan komparatif
diperlukan sampel 15-30 responden (8). Gay et
al, (2009) juga menyebutkan bahwa untuk
penelitian eksperimen dan  komparatif
diperlukan sampel 30 responden (9).

Subjek dalam penelitian ini adalah 38 pasien
DM tipe 2. Kriteria inklusi pasien yang menjadi
responden meliputi: pasien dengan diagnosis DM
tipe 2 lebih dari 3 bulan, pasien pria dan wanita
berusia >18 tahun, pasien DM tipe 2 dengan atau
tanpa komplikasi dan penyakit penyerta, bersedia
mengikuti penelitian dengan menandatangani
informed consent.
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Tabel 1. Penilaian Outcome Terapi dan Intervensi

Penilaian

Sebelum
intervensi I II

Setelah
intervensi

Follow up  Follow up

Demografi pasien

Skrining resep*

Identifikasi DRPs

Outcome Klinis
— KGD sewaktu (mg/dl)
— HbAlc (%)

Tingkat kepatuhan

Kualitas hidup

NN

NN N

Intervensi

— Konseling, informasi, edukasi
(KIE)

— Pemberian brosur/leaflet

— Telefarma/bertemu pasien
langsung

— Home  pharmacy  care/
bertemu pasien langsung

Vv

<X < <
S S R

Keterangan : *Skrining resep dilakukan jika pasien menerima resep baru

Kriteria eksklusi pasien meliputi: pasien yang
tidak bersedia menjadi subjek penelitian, pasien
gangguan jiwa dan ibu hamil, pasien dengan
komplikasi penyakit ginjal kronik (PGK), penyakit
hati, Human Immunodeficiency Virus-Acquired
Immunodeficiency Syndrome (HIV/AIDS), dan
Tuberkulosis (TBC), pasien tidak dapat
berkomunikasi dengan apoteker.

Instrumen Penelitian
Outcome Klinis

Penilaian outcome klinis meliputi kadar gula
darah sewaktu yang diukur menggunakan
glukometer Easy Touch Dual Function® dan
HbA1C yang diukur menggunakan perangkat
BioHermes HbAIC EZ 2.0 Glycohemoglobin
Analyzer HhA1C®.

Kualitas Hidup

Kualitas  hidup  diukur  menggunakan
instrumen European Quality of Life-5 Dimensions
3 Level version (EQ-5D-3L) yang dikeluarkan oleh
EuroQol dari Inggris (10). Kuesioner ini memiliki
5 dimensi yaitu, 1) mobilitas/berjalan, 2)
perawatan diri, 3) kegiatan yang biasa dilakukan,
4) rasa kesakitan/tidak nyaman, 5) rasa
cemas/depresi dengan masing-masing dimensi
memiliki 3 level pertanyaan yaitu 1) tidak
masalah, 2) bermasalah sedang dan 3)

bermasalah berat. Tiap level pada dimensi
memiliki koefisien yang berbeda. Nilai 100% atau
1,000 mengindikasikan sehat sempurna. Skor
kualitas hidup pasien dikelompokkan menjadi 3
kategori yaitu kategori baik (skor =0,8), kategori
cukup (skor 0,6-0,8), dan kategori buruk ( skor
<0,6) (11).

Penilaian Outcome Terapi dan Intervensi

Penilaian outcome terapi dan intervensi yang
dilakukan disajikan pada Tabel 1.

Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan menggunakan
uji Wilcoxon Signed Rank dan uji Friedman. Uji
Wilcoxon Signed Rank digunakan untuk melihat
pengaruh asuhan kefarmasian terhadap outcome
klinis (KGD sewaktu dan HbAlc) dan kualitas
hidup (Quality of Life). Uji Friedman digunakan
untuk melihat perbedaan pengaruh antar
perlakuan yaitu pada tahap sebelum intervensi,
follow up 1, follow up 11, dan setelah intervensi.

Hasil dan Diskusi
Karakteristik Pasien DM Tipe 2

Penelitian ini melibatkan 38 pasien diabetes
melitus tipe 2 yang dilakukan di salah satu Apotek
di Kota Medan pada bulan Agustus-Desember
2020 yang memenuhi kriteria inklusi.
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Karakteristik pasien DM tipe 2 berdasarkan jenis
kelamin, umur, tingkat pendidikan, pekerjaan,
lama sakit, dan penyakit penyerta dapat dilihat
pada Tabel 2.

Berdasarkan Tabel 2 diperoleh bahwa
mayoritas penderita DM tipe 2 adalah berjenis
kelamin perempuan. Syarifuddin et al, (2019)
dalam penelitiannya terhadap pasien DM tipe 2 di
Kota Medan menemukan Ilebih banyak
perempuan yang mengalami DM tipe 2 yaitu
sebesar 66,7% dibanding laki-laki yaitu sebesar
33,3% (12). Hal ini sejalan dengan penelitian
Nasution et al, (2018), bahwa mayoritas
penderita DM tipe 2 di Kota Medan adalah
perempuan sebesar 66% sedangkan laki-laki
sebesar 34% (9). Berdasarkan Riset Kesehatan
Dasar (Riskesdas) 2018, prevalensi DM pada
perempuan lebih tinggi dibandingkan laki-laki
dengan perbandingan 1,78% terhadap 1,21%.
Secara fisik, perempuan memiliki peluang lebih
besar dalam peningkatan indeks massa tububh,
sindrom siklus bulanan (premenstrual syndrome),
dan pasca menopause yang membuat distribusi
lemak menjadi lebih mudah terakumulasi dalam
tubuh sebagai hasil dari proses hormonal. Oleh
karena itu, prevalensi DM pada perempuan lebih
tinggi dibandingkan laki-laki (4,13).

Hasil penelitian ini menunjukkan usia rata-
rata pasien DM tipe 2 adalah 54,58 + 6,587 tahun

yaitu berkisar antara 40 sampai 70 tahun.
American Diabetes Association (ADA) (2020)
menyatakan bahwa orang yang berusia di atas 45
tahun memiliki faktor risiko lebih tinggi terhadap
perkembangan penyakit tersebut. Berdasarkan
Riskesdas 2018, prevalensi DM menunjukkan
peningkatan seiring dengan bertambahnya usia
penderita yang mencapai puncaknya usia 55
sampai 64 tahun dan menurun setelah melewati
rentang usia tersebut (4,14).

Proporsi penderita DM tipe 2 dalam
penelitian ini menurut tingkat pendidikan
didominasi oleh latar belakang pendidikan SMA
dengan mayoritas bekerja sebagai
Swasta/Pedagang/Buruh. Hasil penelitian
Sihombing et al., (2018) menunjukkan tidak ada
korelasi antara tingkat pendidikan dengan
kejadian DM tipe 2. Pasien dengan pendidikan
tinggi diharapkan memiliki perhatian yang lebih
besar terhadap kesehatannya. Latar belakang
pendidikan dan pekerjaan tidak menjadi faktor
risiko kejadian DM tipe 2 Kkarena pada
kenyataannya masih banyak orang
berpendidikan tinggi mengabaikan kesehatannya
karena berbagai alasan, salah satunya adalah
beban kerja dan aktivitas yang berlebihan yang
pada akhirnya menyebabkan gaya hidup dan
masalah kesehatan yang tidak tertata.

Tabel 2. Karakteristik Pasien DM Tipe 2

Karakteristik Kategori Jumlah (Persentase/%)
Jenis Kelamin Laki-laki 15 (39,5)
Perempuan 23 (60,5)
Usia <45 tahun 2(53)
45-65 tahun 35(92,1)
> 65 tahun 1(2,6)
Tingkat SD 3(7,9)
Pendidikan SMP 6 (15,8)
SMA 18 (47,4)
PT 11 (28,9)
Pekerjaan PNS/Pemerintah 7 (18,4)
Swasta/Pedagang/Buruh 18 (47,4)
Tidak Bekerja 10 (26,3)
Pensiunan 3(7,9)
Durasi sakit <1 tahun 7 (18,4)
1-5 tahun 18 (47,4)
>5 tahun 13 (34,2)
Penyakit Penyerta Dengan Penyerta 28 (73,7)
Tanpa Penyerta 10 (26,3)

Khairunnisa et al “Pengaruh Asuhan Kefarmasian Terhadap Outcome.................. ” 121



&

Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021)

Pada dasarnya dalam mengontrol gula darah
tergantung dari kesadaran dan kepatuhan
individu melalui life style (13,15). Kurangnya
aktivitas fisik juga menyebabkan toleransi tubuh
terhadap glukosa dan sensitivitas tubuh terhadap
insulin semakin berkurang, sehingga hal tersebut
dapat menyebabkan orang yang tidak bekerja,
seperti ibu rumah tangga, memiliki aktivitas fisik
yang kurang dan mengakibatkan tubuhnya
kurang sensitif terhadap insulin (16).

Berdasarkan lama menderita DM tipe 2,
penelitian ini menunjukkan mayoritas penderita
DM tipe 2 memiliki durasi sakit 1 sampai 5 tahun.
Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Wijaya dkk., (2015) bahwa sebagian besar
pasien menderita DM pada rentang 1-5 tahun
(39,14%). Lama menderita penyakit DM
seringkali kurang menggambarkan proses
penyakit sebenarnya. Hal ini dikarenakan banyak
sekali pasien DM yang baru terdiagnosa saat
mengalami  komplikasi, = padahal proses
perjalanan penyakit telah berlangsung bertahun-
tahun sebelumnya namun belum terdiagnosa
7.

Mayoritas penyakit penyerta yang diderita
pasien DM tipe 2 dalam penelitian ini adalah
hipertensi. Hal ini sejalan dengan penelitian Akin
et al, (2019) yang menyatakan hipertensi
merupakan komorbiditas penyakit DM tipe 2
yang paling utama yaitu sebanyak 84,9%. Pada
pasien DM tipe 2, hipertensi seringkali
merupakan bagian dari sindrom metabolik dari
resistensi insulin (18,19). Hipertensi mungkin

muncul selama beberapa tahun pada pasien
sebelum munculnya penyakit DM tipe 2.

Outcome Klinis pada Pasien DM Tipe 2

Terapi yang rasional dalam pengobatan DM
tipe 2 dapat meningkatkan outcome klinis yaitu
tercapainya kadar gula darah yang terkendali.
Outcome Klinis yang diukur dalam penelitian ini
adalah KGD sewaktu dan HbAlc.

Kadar Gula Darah (KGD) Sewaktu Pasien
DM Tipe 2

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh
bahwa KGD sewaktu rata-rata sebelum intervensi
adalah 278,58 + 75,27 mg/dl. KGD sewaktu rata-
rata pada tahap sebelum intervensi, follow up I,
follow up 11, dan setelah intervensi dapat dilihat
pada Tabel 3.

Berdasarkan hasil uji Wilcoxon Signed Rank
diperoleh bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antara sebelum intervensi dengan
follow up 1, follow up 1 dengan follow up 11, follow
up Il dengan setelah intervensi, dan sebelum
dengan setelah intervensi dengan nilai
signifikansi  a<0,05 («=0,000). Hal ini
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan
antara KGD sewaktu rata-rata sebelum dan
setelah intervensi. Terjadi penurunan rata-rata
KGD sewaktu pada setiap tahap pengukuran
dengan sebelum intervensi sebesar 278,58 =*
75,27 mg/dl, follow up 1 sebesar 231,92 * 41,63
mg/dl, follow up 1l sebesar 193,16 + 22,44, dan
setelah intervensi sebesar 179,68 + 14,01.

Tabel 3. KGD Sewaktu Rata-Rata Tahap Sebelum Intervensi, Follow Up I, Follow Up 11, dan Setelah

Intervensi
Penilaian Parameter Outcome Klinis
KGD sewaktu Uji Wilcoxon Uji Friedman
rata-rata (Asymp.Sig.) (Asymp.Sig.)
(mg/dl)
Sebelum intervensi 278,58 + 75,27 o=0,000
Follow up 1 231,92 +41,63
Follow up 1 231,92 + 41,63 «=0,000
Follow up 11 193,16 + 22,44 «=0000
Follow up 11 193,16 + 22,44 a=0,000 ’
Setelah intervensi 179,68 £ 14,01
Sebelum intervensi 278,58 + 75,27 o=0,000

Setelah intervensi 179,68 + 14,01
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Intervensi yang dilakukan apoteker dalam
penelitian ini meliputi konseling, informasi, dan
edukasi  (KIE), pemberian brosur/leaflet,
telefarma, dan home pharmacy care dapat
meningkatkan hasil klinis yang terlihat pada KGD
sewaktu rata-rata pasien mengalami penurunan
di setiap tahap pengukuran. Hasil ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan Ali et al,, (2012)
di salah satu Apotek komunitas di London bahwa
diperoleh penurunan kadar glukosa darah secara
signifikan (p<0,001) yaitu 9,04 * 1,93 mmol/l
menjadi 6,88 + 1,05 mmol/l1. Hasil yang sama juga
ditemukan pada penelitian Farsaei et al., (2011)
di Iran pada grup intervensi sebanyak 87 orang,
diperoleh bahwa setelah follow up selama 3
bulan, terjadi penurunan kadar glukosa darah
secara signifikan (p<0,001) (20,21).

Kontrol glikemik pada penderita DM tipe 2
merupakan dasar utama dalam mengurangi risiko
morbiditas dan mortalitas, sehingga dengan
kontrol glikemik yang terkendali, maka risiko
terkena  komplikasi  makrovaskular  dan
mikrovaskular dapat berkurang. Gambaran
kontrol glikemik pada pasien setelah dilakukan
intervensi dapat dilihat pada Tabel 4.

Berdasarkan Tabel 4, terlihat bahwa proporsi
kontrol glikemik adalah sama antara KGD
terkontrol (<180 mg/dl) dan tidak terkontrol

(180 mg/dl), masing-masing sebesar 50%.
Kontrol glikemik dengan Kkategori tidak
terkontrol yang terjadi pada 19 pasien
disebabkan karena baseline KGD sewaktu saat
sebelum intervensi relatif tinggi (2300 mg/dl),
meskipun dengan kategori tidak terkontrol tetapi
penurunan kadar gula darah yang terjadi tetap
berada dibawah kategori normal pada orang yang
terdiagnosis DM (<200 mg/dl).

Nilai HbA1c Pasien DM Tipe 2

Salah satu parameter kontrol glikemik selain
KGD sewaktu adalah HbAlc. Pengontrolan DM
tipe 2 dengan pemeriksaan kadar HbAlc juga
direkomendasikan oleh ADA (2020) sebagai
patokan utama untuk pengendalian penyakit DM
tipe 2 karena HbAlc dapat menggambarkan
kadar glukosa darah dalam rentang waktu 1-3
bulan karena usia sel darah merah yang terikat
oleh molekul glukosa adalah 120 hari (14).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai
HbA1c rata-rata sebelum intervensi adalah 9,021
* 1,029%. Pengukuran HbAlc dilakukan hanya
pada tahap sebelum intervensi dan setelah
intervensi dengan rentang waktu pengukuran
selama 3 bulan. Nilai HbA1lc sebelum dan setelah
intervensi dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 4. Gambaran Kontrol Glikemik pada Pasien Setelah Intervensi

Kategori Target
KGD sewaktu

Frekuensi (n=38)

Persentase (%)

Terkontrol ( <180 mg/dl)
Tidak terkontrol (=180 mg/dl)

19 50
19 50

Tabel 5. Nilai HbAlc pada Pasien DM Tipe 2 Sebelum dan Setelah Intervensi

Parameter Sebelum Setelah Rata-rata Uji Wilcoxon
outcome Intervensi Intervensi Penurunan (Asymp.Sig.)
Klinis
NilaiHbALc “ g 7141020 8368+1,049 0652 +0,093 =0,000

rata-rata (%)

Tabel 6. Kriteria Target Pengontrolan HbA1c Pasien Setelah Intervensi

Kategori Kontrol HbAlc Frekuensi (n=38) Persentase (%)
Kontrol baik ( <7 %) 0 0
Kontrol sedang ( 7-9%) 31 81,6
Kontrol buruk (>9%) 7 18,4
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Berdasarkan uji Wilcoxon Signed Rank
diperoleh nilai a<0,05 (a=0,000) sehingga
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antara nilai HbA1lc rata-rata sebelum
dan setelah intervensi dengan penurunan sebesar
0,652 + 0,093%. Hasil ini sejalan dengan studi
meta analisis yang dilakukan oleh Yaghoubi et al.,
(2017) yang menyatakan bahwa dalam program
intervensi apoteker jangka pendek (3-6 bulan)
diperoleh rata-rata penurunan HbAlc dalam
rentang 0,4-0,8% (22). Studi yang dilakukan oleh
United Kingdom Prospective DM Study (UKPDS)
menyatakan setiap penurunan HbAlc 1% akan
menurunkan risiko komplikasi mikrovaskular
sebanyak 37%, menurunkan kejadian infark
miokard sebesar 14%, dan menurunkan risiko
kematian sebesar 21%.

Penilaian HbAlc pada penderita DM
digunakan untuk mengetahui komplikasi lebih
dini dan menilai kepatuhan pengobatan dan
pengontrolan oleh penderita DM. Kriteria target
pengontrolan HbAlc pasien setelah intervensi
dapat dilihat pada Tabel 6.

Berdasarkan Tabel 6 terlihat bahwa setelah
intervensi, mayoritas pasien memiliki kontrol
HbAlc kategori sedang sebanyak 31 pasien
(81,6%) diikuti dengan kontrol HbAlc kategori
buruk sebanyak 7 pasien (18,4%). Penelitian ini
menunjukkan  pengaruh  positif  asuhan
kefarmasian terhadap penurunan HbAlc pada
pasien DM tipe 2. Namun, penelitian ini memiliki
keterbatasan dalam jumlah subyek yang
diikutsertakan dan rentang waktu intervensi.

Penderita DM tipe 2 pada umumnya masih
belum menyadari akan pentingnya dilakukan
pemeriksaan nilai HbAlc. Mereka berasumsi
bahwa hanya dengan kadar gula darah <200
mg/dl sudah cukup aman untuk perkembangan
terapi pengobatannya. Apoteker sebagai salah
satu mitra kesehatan pasien memiliki tugas
penting dalam mengedukasi dan memberikan
informasi terkait pengendalian kadar gula darah
mandiri, kontrol glikemik, dan kepatuhan minum
obat antidiabetes. Studi yang dilakukan oleh
Wang et al, (2012) mengungkapkan bahwa
terdapat korelasi yang kuat antara kepatuhan
pengobatan dengan nilai HbAlc (p<0,001). Pasien
dengan kepatuhan pengobatan yang lebih tinggi
memiliki rasa peduli terhadap kondisi penyakit

mereka dan menyadari pentingnya Kkontrol
HbAlc (23).

Ketidakpatuhan pasien dalam mengelola
diabetes, membuat hasil pemeriksaan HbAlc
lebih akurat dibanding pemeriksaan gula darah 2
jam post prandial atau puasa, karena banyak dari
pasien yang menyatakan ketika akan kontrol ke
fasilitas kesehatan, pasien tersebut selalu
menjaga makanan yang dimakan, 2 hari
sebelumnya melakukan olahraga, obat selalu
diminum atau insulin disuntik selalu tepat waktu,
dan tidak terjadi hipoglikemik, sehingga
diperoleh hasil pemeriksaan gula darah normal,
padahal jika tidak melakukan kontrol ke faskes,
pasien menyatakan terkadang kembali lagi ke
pola hidup yang tidak sehat. Kontrol HbAlc baik
pada pasien DM mampu menjadi motivasi untuk
selalu mengubah pola hidup ke arah yang lebih
baik (24).

Kualitas Hidup Pasien DM Tipe 2

Kualitas hidup per dimensi dan level pasien
DM tipe 2 sebelum intervensi dapat dilihat pada
Tabel 7.

Berdasarkan Tabel 7 diperoleh bahwa rata-
rata skor indeks kualitas hidup pasien sebelum
intervensi pada penelitian ini adalah 0,849 *
0,126, lebih rendah dari yang dilaporkan untuk
populasi umum di Indonesia yaitu pada nilai 0,91
dengan kategori kualitas hidup baik (25).
Kategori kualitas hidup pasien DM tipe 2 sebelum
intervensi disajikan pada Tabel 8.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh
bahwa tingkat kualitas hidup pasien sebelum
intervensi didominasi oleh kategori kualitas
hidup baik sebanyak 26 orang (68,42%) diikuti
kategori kualitas hidup cukup sebanyak 11 orang
(28,94%), dan Kkategori kualitas hidup buruk
terjadi pada 1 orang (2,64%). Terdapat 1 pasien
yang memiliki kualitas hidup rendah (skor indeks
0,414), dimana dimensi rasa cemas/ depresi
dengan kategori bermasalah berat. Saat dilakukan
wawancara  sebelum  intervensi,  pasien
mengalami depresi dan gangguan kecemasan
yang berat terkait wabah virus corona (SARS-
CoV-2) yang sedang melanda dunia. Diketahui
bahwa DM merupakan salah satu penyakit tidak
menular yang dilaporkan diderita oleh sebagian
pasien Covid-19 selain hipertensi (26).
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Kualitas hidup pasien pada tahap setelah
intervensi disajikan pada Tabel 9. Terjadi
perbaikan di tiap dimensi kualitas hidup hingga
setelah dilakukan intervensi. Rata-rata skor
indeks kualitas hidup setelah intervensi adalah
0,967 £ 0,065 dengan tingkat kualitas hidup baik.
Hasil ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Butt et al., (2016) di Malaysia selama 6 bulan
bahwa intervensi apoteker = memberikan
pengaruh yang besar terhadap peningkatan
kualitas hidup pasien DM tipe 2 (6). Kategori
kualitas hidup pasien pada tahap sebelum
intervensi, follow up, hingga setelah dilakukan
intervensi dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10 menunjukkan bahwa intervensi
apoteker  sangat  berpengaruh  terhadap
perbaikan tingkat kualitas hidup pasien DM tipe 2
yang dapat dilihat dari hasil statistik uji Friedman
dengan nilai signifikansi «<0,05 (a=0,000).
Dimulai dari tahap sebelum intervensi dan
selanjutnya apoteker melakukan follow up
selama 3 bulan menunjukkan perbaikan kualitas

hidup yang signifikan. Hal ini dapat dilihat juga
dari hasil statistik uji Wilcoxon Signed Rank pada
sebelum intervensi dengan follow up |, follow up 1
dengan follow up I, follow up 11 dengan setelah
intervensi, dan sebelum dengan setelah
intervensi, diperoleh nilai signifikansi «<0,05
(a=0,000).

Berdasarkan hasil tersebut disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara
rata-rata indeks kualitas hidup pasien sebelum
dan setelah intervensi. Ada beberapa hal yang
menyebabkan kualitas hidup pasien DM
mengalami peningkatan pada penelitian ini,
seperti faktor pasien yang patuh terhadap
pengobatannya yang telah diberikan konseling,
informasi, dan edukasi serta dikontrol mulai dari
kepatuhan penggunaan obat terkait regimen
terapi, kesadaran pasien untuk hidup sehat, dan
meningkatnya aktivitas fisik serta olahraga pada
kesehariannya, dan kepatuhan akan pola makan
yang sehat pada pasien DM tipe 2.

Tabel 7. Kualitas Hidup Pasien DM Tipe 2 Sebelum Intervensi

Dimensi
. Rasa Skor (nilai
J um_l ah Mobilitas/ Perawatan Kegna?an sakit/ Rasa indeks per
Pasien . . . yang biasa . cemas/ .
berjalan diri . tidak . pasien)
dilakukan depresi
nyaman

11 1 1 1 1 1 1,000

11 1 1 1 1 2 0,848

1 1 1 1 1 3 0,414

2 1 1 1 2 1 0,796

2 1 1 1 2 2 0,725

1 1 1 2 2 2 0,689

4 2 1 1 1 1 0,850

2 2 1 1 1 2 0,779

3 2 1 1 2 1 0,727

1 2 1 1 2 2 0,656

Total Rata-rata skor = 0,849 + 0,126

(n=38)

Tabel 8. Kategori Kualitas Hidup Pasien DM Tipe 2 Sebelum Intervensi

Kategori Kualitas Hidup

Sebelum Intervensi

(n=38) (%)
Baik 26 68,42
Cukup 11 28,94
Buruk 1 2,64
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Tabel 9. Kualitas Hidup Pasien DM Tipe 2 Setelah Intervensi

Dimensi
. Rasa Skor (nilai
] um'l ah Mobilitas/  Perawatan KeglaFan sakit/ Rasa indeks per
Pasien . . yang biasa . cemas/ .
berjalan diri . tidak . pasien)
dilakukan depresi
nyaman
30 1 1 1 1 1 1,000
5 1 1 1 1 2 0,848
1 1 1 1 2 1 0,796
2 2 1 1 2 1 0,850
Total Rata-rata skor = 0,967 + 0,065
(n=38)

Tabel 10. Kategori Kualitas Hidup Pasien DM Tipe 2 pada Tahap Sebelum Intervensi, Follow Up, dan
Setelah Intervensi

Penilaian Kategori Kualitas Hidup Uji Uji
Rendah Sedang Tinggi Wilcoxon Friedman
Jumlah Jumlah Jumlah (AS¥ mp. (AS¥ mp.
(0/0) (0/0) (0/0) Slg.) Slg.)
Sebelum intervensi 1(2,6) 11 (28,9) 26 (68,4) 0,048
Follow up [ 1(2,6) 23 (60,5) 14 (36,8) =g
Follow up I 1(2,6) 23 (60,5) 14 (36,8) 20,000
Follow up 11 0 (0) 12 (31,6) 26 (68,4) o=t
Follow up 11 0 (0) 12 (31,6) 26 (684) _ a=0,000
Setelah intervensi 0 (0) 1(2,6) 37 (97,4) =0,000
Sebelum intervensi 1(2,6) 11 (28,9) 26 (68,4)
Setelah intervensi 0 (0) 1(2,6) 37 (97,4) a=0,000
Apoteker sebagai salah satu mitra Kesimpulan
f:;ehszar}as\?aséeneal:fhtli ihiézemgﬁtl;otrﬁiail?:irsl Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
EEUNE] £ £ disimpulkan bahwa penerapan asuhan

dan kualitas hidup pasien. Selama periode
penelitian, pasien diberi edukasi dan konseling
terkait regimen terapi, efektivitas pengobatan,
pola hidup sehat dan aktivitas fisik, serta
kepatuhan dalam meminum obat menjadi pilar
utama dalam meningkatkan kualitas hidup
pasien. Asuhan kefarmasian yang dilakukan
apoteker  telah  memberikan  perubahan
parameter outcome terapi kearah yang lebih baik
dan perlu terus disosialisasikan, karena pada
hakikatnya tujuan pengobatan bukan hanya
menyembuhkan pasien tetapi juga
mengembalikan pasien menjadi orang normal
seperti sebelum menderita suatu penyakit (27).

kefarmasian berpengaruh terhadap peningkatan
outcome Kklinis dan kualitas pasien DM tipe 2 di
Apotek. Intervensi yang diberikan apoteker pada
penelitian ini berupa edukasi dan konseling
kepada pasien DM tipe 2.
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Abstract: Green coffee beans (Coffea canephora Pierre ex A. Froehner) contain
caffeine and chlorogenic acid which are beneficial for health. These two main
ingredients can be extracted using Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) in
combination with the Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) method which is
environmentally friendly. NADES can be used for extracting green coffee beans, but
the solvent cannot be evaporated, thus the result is a liquid extract. During storage,
liquid extracts are susceptible to oxidation and bacterial growth so that they can
disrupt physical, chemical, and microbiological stabilities. In this study, butylated
hydroxytoluene (BHT) was added as a synthetic antioxidant and a combination of
methylparaben-propylparaben as preservative to determine its effect on the physical,
chemical, and microbiological stability of the NADES liquid extract of green coffee
beans, as well as to determine the best storage temperature. The concentrations of
BHT added in this study were 10, 20, and 30 ppm. The concentration of the methyl
paraben:propyl paraben combination added was 110:55 ppm, 100:50 ppm, and 90:45
ppm. Each extract was stored at storage temperatures of -20°C + 5°C, 5°C + 3°C, and
30°C + 2°C for 54 days. The results showed that the liquid extract added with 30 ppm
BHT concentration and a combination of preservatives with a concentration of 110:55
ppm and stored at a storage with the temperature of -20°C + 5°C which had the best
physical, chemical, and microbiological stability. This shows that the addition of BHT
and a combination of preservatives can increase the stability of the green coffee bean
NADES extract.

Keywords: green coffee beans, BHT, methylparaben, NADES, propylparaben,
stability

Abstrak: Biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex A. Froehner) mengandung
senyawa kafein dan asam klorogenat yang bermanfaat bagi kesehatan. Dua
kandungan utama tersebut dapat diekstraksi menggunakan pelarut Natural
Deep Eutectic Solvents (NADES) yang dikombinasi dengan metode Ultrasound-
Assisted Extraction (UAE) yang bersifat ramah lingkungan. NADES dapat
digunakan untuk mengekstraksi biji kopi hijau, namun pelarutnya tidak dapat
diuapkan sehingga hasil akhir yang didapatkan berupa ekstrak cair. Ekstrak cair
selama penyimpanan rentan mengalami oksidasi dan pertumbuhan bakteri
sehingga dapat mengganggu stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi. Pada
penelitian ini, dilakukan penambahan butil hidroksi toluen (BHT) sebagai
antioksidan sintetik dan kombinasi metil paraben-propil paraben sebagai
pengawet untuk mengetahui pengaruhnya terhadap stabilitas fisik, kimia, dan
mikrobiologi ekstrak cair NADES biji kopi hijau, serta untuk mengetahui suhu
penyimpanan yang paling optimal. Konsentrasi BHT yang ditambahkan pada
penelitian ini adalah 10, 20, dan 30 ppm. Konsentrasi kombinasi metil
paraben:propil paraben yang ditambahkan adalah 110:55 ppm, 100:50 ppm,
dan 90:45 ppm. Masing-masing ekstrak disimpan pada suhu penyimpanan -
20°C £ 5°C, 5°C * 3°C, dan 30°C #+ 2°C selama 54 hari. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak cair yang ditambahkan BHT konsentrasi 30 ppm
dan kombinasi pengawet konsentrasi 110:55 ppm serta disimpan pada suhu
penyimpanan -20°C = 5°C memiliki stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi
paling optimal. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan BHT dan kombinasi
pengawet dapat meningkatkan stabilitas ekstrak NADES biji kopi hijau.

Kata kunci: biji kopi hijau, BHT, metil paraben, NADES, propil paraben,
stabilitas.
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Pendahuluan

Dua jenis kopi yang memiliki tingkat
produksi tinggi adalah kopi arabika dan kopi
robusta. Pada biji kopi hijau terdapat dua
senyawa utama, yaitu asam klorogenat dan
kafein. Kopi robusta mengandung senyawa asam
klorogenat dan kafein lebih tinggi dibandingkan
kopi arabika. Senyawa kafein dalam kopi hijau
berfungsi menstimulasi sistem saraf pusat (1,2).
Konsumsi kafein umumnya dikaitkan dengan
peningkatan  kewaspadaan, kinerja fisik,
kapasitas belajar, dan membuat suasana hati yang
lebih baik (1). Kemudian terdapat penelitian lain
yang juga menunjukkan adanya efek antioksidan,
antimikroba, dan antihiperlipidemik pada
senyawa kafein (3). Asam klorogenat merupakan
salah satu polifenol yang paling banyak
terkandung dalam biji kopi hijau yang memiliki
aktivitas pada antioksidan, antidiabetes,
pengelolaan obesitas, dan antihipertensi (2).

Penggunaan NADES telah terbukti dalam
ekstraksi senyawa fenolik dan alkaloid (4,5).
Ekstrak yang diperoleh bersifat aman untuk
diaplikasikan dalam bidang farmasi, kosmetik,
dan industri makanan karena menggunakan
pelarut yang merupakan eksipien dalam sediaan
farmasi. Penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Yuniarti dkk pada tahun 2019 telah berhasil
mengoptimasi metode ekstraksi senyawa bioaktif
dari biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner) menggunakan pelarut NADES yang
terdiri dari campuran kolin klorida dan sorbitol
dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction
(UAE). NADES merupakan pelarut yang sulit
untuk diuapkan, namun salah satu keuntungan
dari pelarut NADES adalah sifatnya yang yang
aman untuk dikonsumsi sehingga ekstrak cair
yang dihasilkan tidak memerlukan penguapan
pelarut (6).

Namun demikian, ekstrak cair rentan
terhadap pertumbuhan mikroba seperti baktersi,
terutama apabila terdapat kandungan air di
dalamnya (7). Pertumbuhan bakteri dapat
mengganggu stabilitas ekstrak dan memengaruhi
kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak
tersebut (8 ,9). Konstituen yang terkandung
dalam tanaman dapat dimetabolisme oleh bakteri
sehingga menyebabkan terjadinya degradasi
terhadap konstituen yang terkandung dalam
tanaman tersebut (10). Selain itu, mikroba dapat

mengubah karakteristik fisikokimia berupa
warna, bau, dan pH dari suatu ekstrak yang
menyebabkan terjadinya perubahan yang
merugikan pada kualitas ekstrak (10). Selain itu,
antioksidan alami yang terkandung dalam
ekstrak, yaitu asam klorogenat cukup rentan
terhadap oksidasi dan degradasi selama
penyimpanan karena senyawa tersebut memiliki
sensitivitas tinggi terhadap kondisi lingkungan
(11). Oleh karena itu, laju oksidasi dan degradasi
harus diminimalkan untuk meningkatkan
stabilitas dan  menghindari  kehilangan
kandungan zat  aktif serta  aktivitas
farmakologisnya. Ekstrak cair yang stabil
diperlukan untuk hasil analisis yang tepat sebab
ekstrak cair rentan terhadap oksidasi yang dipicu
oleh adanya udara, panas, dan cahaya (11, 12).
Reaksi oksidasi akan menghasilkan radikal bebas
yang dapat  mengoksidasi zat aktif,
mempengaruhi rasa, bau, warna, dan mengurangi
shelf-life (umur simpan) (12,13, 14).

Salah satu upaya yang dapat dilakukan
untuk  menjaga stabilitas ekstrak yang
berhubungan dengan adanya pertumbuhan
mikroba adalah dengan menambahkan pengawet
(10). Pengawet yang ditambahkan adalah
kombinasi metil paraben dan propil paraben.
Kombinasi keduanya dapat memberikan efek
antimikroba yang lebih baik (13). Metil paraben
dan propil paraben banyak digunakan karena
toksisitasnya yang rendah, memiliki aktivitas
spektrum yang luas, harganya terjangkau, serta
memiliki stabilitas kimiawi yang sangat baik (15).
Kemudian, untuk oksidasi dapat dihambat
dengan menggunakan antioksidan. Secara
bersamaan, perlindungan dari suhu, udara, dan
cahaya (13, 14). BHT (Butylated Hydroxytoluene)
merupakan antioksidan sintetik yang dapat
mempertahankan  kualitas  bahan  secara
keseluruhan dengan melindungi zat aktif,
memperlambat kerusakan, ketengikan, dan
perubahan warna yang disebabkan oksidasi (13).
Pada penelitian yang dilakukan Obzansky (1989)
dan Tirkyilmaz (2015) telah menggunakan BHT
sebagai antioksidan sintetik dalam larutan dan
efektif pada konsentrasi rendah sehingga ideal
digunakan sebagai antioksidan pada larutan.
Salah satu studi menunjukkan bahwa BHT dalam
ekstrak daun Mesembryanthemum crystallinum
memiliki aktivitas sebagai antioksidan (16). BHT
telah umum digunakan di berbagai bidang
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industri, seperti farmasi, makanan, dan kosmetik
(17). BHT juga umum digunakan karena memiliki
efektivitas yang tinggi, ketersediaannya yang luas,
dan harganya yang tidak mahal (13).

Uji stabilitas secara umum bertujuan
untuk membuktikan mengenai kualitas zat aktif
atau produk jadi yang disimpan di bawah
pengaruh berbagai faktor lingkungan seperti
suhu, kelembaban, dan cahaya dalam rentang
waktu tertentu serta untuk menentukan umur
simpan dari produk jadi dan memberikan
rekomendasi kondisi penyimpanan yang paling
baik. Uji stabilitas produk obat herbal mengacu
pada pedoman pengujian stabilitas zat aktif yang
telah ada dan produk jadi (18). Namun, terdapat
beberapa pengecualian untuk uji stabilitas obat
herbal, seperti pengujian pada kondisi
penyimpanan dipercepat atau pada kondisi
penyimpanan intermediate dapat diabaikan
untuk herbal substances atau herbal preparations,
jika kondisi penyimpanan di bawah 25°C dapat
diberi label dengan jelas. Stress testing biasanya
dianggap tidak perlu untuk herbal substances atau
herbal preparations kecuali jika menurut
penilaian toksikologi perlu dilakukan (19). Pada
pengujian stabilitas dari obat herbal, frekuensi
pengujian dapat dikurangi dan disesuaikan (18).

Oleh karena itu, BHT sebagai antioksidan
sintetik perlu ditambahkan ke dalam ekstrak cair
untuk meningkatkan stabilitas fisik dan kimia
dari ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Selain itu,
dilakukan juga percobaan lain  berupa
penambahan kombinasi metil paraben dan propil
paraben sebagai pengawet untuk meningkatkan
stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi dari
ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Penelitian ini
dilakukan  untuk  mengetahui  pengaruh
penambahan BHT sebagai antioksidan sintetik
terhadap stabilitas kimia dan fisik ekstrak cair
NADES biji kopi hijau serta pengaruh
penambahan kombinasi metil paraben dan propil
paraben sebagai pengawet terhadap stabilitas
fisik, kimia, dan mikrobiologi ekstrak cair NADES
biji kopi hijau pada suhu penyimpanan tertentu.

Bahan dan Metode
Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah biji kopi hijau robusta (Coffea canephora
Pierre ex A. Froehner) yang diperoleh dari

kabupaten Lampung Barat, standar asam
klorogenat (Chengdu Biopurify Phytochemicals),
standar kafein (Chengdu Biopurify
Phytochemicals), kolin klorida (Rongsheng-
Biotech. Xi’an, China), D-Sorbitol (Neosorb P 60
W, PT. Barentsz), asetonitril HPLC grade (Merck,
Jerman), metanol HPLC grade (Merck, Jerman),
asam asetat (Merck, Jerman), etanol food grade
96% (Brataco, Indonesia), Butylated
Hydroxytoluene (BHT) (Subur Kimia Jaya,
Indonesia), metil paraben (Brataco, Indonesia),
propil paraben (Brataco, Indonesia), aqua pro
injeksi (PT. Ikapharmindi Putramas, Indonesia),
dan aquades (Brataco, Indonesia), dan larutan
NaCl 0,9% (PT Widatra Bhakti, Indonesia).

Alat

Penelitian ini menggunakan peralatan
antara lain, Ultrasound-assisted Extraction (UAE)
(Krisbow, China), alat sentrifugasi, KCKT (Agilent
1200 Infinity High Performance Autosampler)
yang dilengkapi dengan kolom C-18 Inertsil ODS
3,5 mm (4,6 mm x 150 mm; GI Sciences, Tokyo,
Japan), detektor UV-Vis (Agilent 1200 Infinity
High Performance Autosampler), kertas saring
millipore 0,45 mm (Merck, Jerman), Pipet mikro
(Socorex, Swiss), timbangan mikro (Mettler
Toledo), 3M petrifilm aerobic count plate (Sigma
Aldrich), pH meter (Hanna HI 8424), kulkas,
freezer, blender (Miyako), hotplate dan magnetic
stirrer (IKA® C-MAG HS7).

Metode
Penyiapan Bahan Uji

Simplisia biji kopi hijau diserbukkan
menggunakan blender dan disaring menggunakan
penyaring ukuran 40/80 mesh. Hasil serbuk kopi
yang telah didapatkan kemudian disimpan pada
suhu ruangan di dalam botol tertutup rapat (20,
21).

Ekstraksi Biji Kopi Hijau

Sebanyak 1 g serbuk biji kopi hijau
ditimbang kemudian dilarutkan dalam 30 mL
larutan NADES. Larutan tersebut kemudian
diekstraksi menggunakan UAE selama 60 menit
Hasil ekstraksi disentrifugasi dengan kecepatan
putar sebesar 4500 rpm selama 17 menit (21).

Rancangan Variasi Konsentrasi dan Suhu

Penyimpanan
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Pada penelitian ini terdiri dari dua
percobaan. Percobaan pertama, yaitu ekstrak cair
NADES biji kopi hijau yang ditambahkan BHT
dengan konsentrasi 10, 20, dan 30 ppm yang
secara berturut-turut merupakan ekstrak A, B, C,
dan ekstrak tanpa penambahan BHT, yaitu
ekstrak D. Kemudian, percobaan kedua, yaitu
ekstrak cair NADES biji kopi hijau yang
ditambahkan kombinasi metil paraben:propil
paraben dengan konsentrasi 110:55 ppm, 100:50
ppm, dan 90:45 ppm yang secara berturut-turut
merupakan ekstrak W, X, Y, dan ekstrak tanpa
penambahan pengawet, yaitu ekstrak Z. Masing-
masing ekstrak disimpan pada vial kaca tertutup
rapat pada suhu 30°C * 2°C (kondisi umum), 5°C
* 3°C (refrigator) dan -20°C = 5°C (freezer) (18).
Kemudian = masing-masing  ekstrak  diuji
stabilitasnya selama 54 hari pada hari ke-0, 4, 8,
18, 36, dan 54 (22).

Uji Stabilitas Fisik

Pengujian stabilitas fisik dilakukan
dengan mengamati bau, warna, homogenitas, dan
pengukuran pH dari masing-masing ekstrak (23).
Pengujian warna dicocokan dengan Pantone color

chart (24). Uji pH dilakukan dengan
menggunakan pH meter (23).
Uji Stabilitas Kimia

Pengujian stabilitas kimia dilakukan
dengan melihat kadar asam klorogenat dan kafein
dari masing-masing ekstrak. Analisis kuantitatif
asam klorogenat dan kafein dilakukan dengan
cara larutan sampel dipipet sebanyak 0,4 mL
kemudian dilarutkan dengan aqua bidestilata
hingga 10 mL. Campuran tersebut dikocok hingga
homogen dan difiltrasi menggunakan membran
mikropori 0,45 pm. Setelah itu, diambil 20 pL dan
diinjeksikan ke kolom KCKT dengan fase gerak

gradien yang ditunjukkan pada Tabel 1. Asam
klorogenat diukur pada panjang gelombang 326
nm dan kafein diukur pada panjang gelombang
272 nm (21).

Uji Stabilitas Mikrobiologi

Pengujian stabilitas mikrobiologi
dilakukan dengan metode uji angka lempeng total
(23). Uji ALT dilakukan dengan cara melakukan
pengenceran sampel ke dalam 9 mL larutan NacCl
0,9% dalam tabung reaksi sehingga didapatkan
pengenceran 10-1. Dari pengenceran 10-1dipipet 1
mL ke dalam larutan NaCl 0,9% sehingga
didapatkan pengenceran 102 kemudian dari
pengenceran 102 dipipet 1 mL ke dalam larutan
NaCl 0,9% sehingga didapatkan pengenceran 10-
3. Dari setiap pengenceran dipipet 1 mL ke dalam
3M petrifilm aerobic count plates dan dibuat duplo
kemudian diratakan dengan menggunakan
spreader agar suspensi tersebar merata. Petrifilm
diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 24 jam
kemudian jumlah koloni yang tumbuh pada
petrifilm dihitung. Uji stabilitas mikrobiologi
hanya dilakukan pada ekstrak W, X, Y, dan Z.

Validasi Metode Analisis

Uji kesesuaian sistem dilakukan dengan
cara menginjeksikan larutan standar kafein dan
asam klorogenat konsentrasi 20 ppm sebanyak 6
kali pengulangan. Lalu parameter yang dilihat
adalah jumlah plat teoritis, tailing factor, dan
%RSD waktu retensi dari kromatogram standar
kafein dan asam klorogenat yang didapat (25, 26).
Uji linearitas dilakukan dengan dengan cara
menginjeksikan larutan standar kafein dan asam
klorogenat konsentrasi 10-50 ppm (20). Lalu
dibuat kurva kalibrasi sehingga didapatkan
persamaan regresi linear y = a + bx dan nilai r
(koefisien korelasi) (20, 27).

Tabel 1. Komposisi fase gerak dan waktu yang digunakan.

Lama Waktu Pelarut Gradien
(menit) 0,1% asam asetat (pelarutX) Asetonitril (pelarutY)
20 90% 10%
10 80% 20%
5 90% 10%
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Uji presisi dan akurasi dilakukan secara
inter-day dan intra-day. Persisi dinyatakan
sebagai simpangan baku relatif atau koefisien
variasi (%KV) (28). Akurasi dapat dilihat
berdasarkan hasil uji perolehan kembali (%UPK).
Uji akurasi dilakukan dengan metode adisi (29).
Preparasi sampel tanpa spike dilakukan dengan
cara 0,5 g serbuk biji kopi hijau ditimbang,
kemudian diekstraksi menggunakan NADES kolin
klorida-sorbitol  (4:1) selama 10 menit
menggunakan UAE dengan perbandingan pelarut
sampel 30:1 mL/g (21). Pembuatan sampel spike
dilakukan dengan penambahan masing-masing 3
konsentrasi larutan standar kafein dan asam
klorogenat, yaitu 50, 25, dan 12,5 ppm ke dalam
ekstrak cair NADES biji kopi hijau dan masing-
masing konsentrasi dianalisis sebanyak 3 kali
pengulangan (26, 27). Kemudian pada masing-
masing larutan sampel dipipet sebanyak 0,4 mL
dan dilarutkan dalam aquades bidestilata hingga
batas labu wukur 10,0 mL. Lalu disaring
menggunakan membran mikropori 0,45 um dan
dianalisis kadar kafein dan asam klorogenat
(21).

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi
(LOQ) dapat dihitung secara statistik dengan
garis regresi linear kurva kalibrasi (28).

Hasil dan Diskusi

Penelitian ini menggunakan bahan uji
berupa biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex
A. Froehner) yang dibeli dari kabupaten Lampung
Barat, hal ini dikarenakan kopi robusta
mengandung senyawa kafein dan asam
klorogenat yang lebih tinggi dibandingkan jenis
kopi arabika (1, 30). Pada penelitian ini
menggunakan biji kopi hijau yang diperoleh tanpa
melalui proses pemanggangan (2). Penggunaan
biji kopi hijau bertujuan agar kandungan asam
klorogenat yang bersifat termolabil dapat terjaga.
Sedangkan kafein bersifat termostabil membuat
senyawa ini tidak rusak akibat pemanggangan biji
kopi (2. 31). Oleh karena itu, dengan
menggunakan biji kopi hijau, kedua kandungan
tersebut dapat diperoleh secara optimal.

Penyiapan bahan uji dalam penelitian ini
dilakukan dengan cara, menyerbukan simplisia
biji kopi hijau robusta menggunakan blender agar
mendapatkan serbuk halus biji kopi hijau robusta.
Pengecilan ukuran simplisia sebelum proses

ekstraksi bertujuan agar dapat memaksimalkan
proses transfer senyawa yang terkandung dalam
tanaman ke pelarut yang digunakan (32).
Kemudian, biji kopi yang telah diserbukkan
disimpan dalam wadah tertutup rapat.

Proses ekstraksi biji kopi hijau robusta
dengan NADES sebagai pelarut menggunakan
metode UAE telah dioptimasi sebelumnya oleh
Yuniarti et al, (2019). Pelarut yang digunakan
untuk mengekstraksi biji kopi hijau robusta
dalam penelitian ini adalah NADES berbasis kolin
klorida dan sorbitol dengan perbandingan molar
4:1. NADES merupakan suatu pelarut yang terdiri
dari campuran hydrogen bond acceptor (HBA) dan
hydrogen  bond  donor (HBD) dengan
perbandingan molar tertentu yang mampu
berinteraksi melalui ikatan hidrogen sehingga
dapat membentuk campuran eutektik dengan
titik lebur lebih rendah dari masing-masing
komponen penyusunnya sehingga hasil akhir
yang didapatkan berupa cairan jernih (6, 33, 34).
Penambahan air pada proses pembuatan NADES
bertujuan untuk mengurangi viskositas dari
NADES karena pada viskositas yang tinggi dapat
mengurangi efisiensi pada proses esktraksi (6).
Namun, harus diperhatikan penambahan air agar
tidak melebihi batas 50% (v/v) Kkarena
pengenceran air yang berlebihan dapat
menggangu ikatan hidrogen dalam NADES dan
melemahkan interaksi antara NADES dengan
senyawa bioaktif yang diinginkan (6, 35).

Penggunaan NADES sebagai pelarut
untuk mengekstraksi senyawa bioaktif yang
terdapat dalam biji kopi hijau dikombinasikan
dengan  penggunaan  ultrasound  assisted
extraction (UAE). Penggunaan UAE dalam proses
ekstraksi  bertujuan  untuk  mengurangi
penggunaan energi dan telah diakui dapat
meningkatkan efisiensi proses ekstraksi (36).
Penggunaan UAE dapat meningkatkan efisiensi
proses ekstraksi karena adanya gelombang
ultrasonik yang menyebabkan terbentuknya
gelembung Kkavitasi dalam pelarut NADES dan
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan pada
dinding sel tanaman sehingga terjadi pelepasan
dan kontak langsung antara senyawa di dalam sel
dengan pelarut (37).

Sebelum dilakukan penetapan kadar
sampel dalam ekstrak menggunakan HPLC,
dilakukan validasi metode analisis terlebih
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dahulu. Hasil uji kesesuaian sistem menunjukkan
bahwa semua parameter berada dalam rentang
persyaratan penerimaannya yang tertulis pada
Tabel 2 sehingga dapat disimpulkan metode
analisis yang digunakan memenuhi persyaratan
untuk uji kesesuaian sistem (26). Pada parameter
linearitas diperoleh persamaan regresi linear
untuk standar kafein adalah y = 67,178x - 93,573
dengan nilai r sebesar 0,9999 dan untuk asam
klorogenat diperoleh persamaan regresi linear y =
50,289x - 203,14 dengan nilai r sebesar 0,9965.
Hasil koefisien korelasi (r) dari kafein dan asam
klorogenat  dapat  diterima  dikarenakan
memenuhi persyaratan koefisien korelasi, yaitu
nilai r >0,99 (29). Berdasarkan hasil uji presisi
dan akurasi yang dilakukan secara intraday dan
interday diperoleh koefisien variasi < 2% dan nilai
%UPK pada rentang 98-102% sehingga nilai
presisi dan akurasi untuk kafein dan asam

klorogenat memenuhi syarat keberterimaan (28).
Hasil %KV dan %UPK kafein dan asam klorogenat
ditunjukkan pada Tabel 3. Pada penelitian ini
diperoleh nilai LOD kafein dan asam klorogenat
berturut-turut adalah 0,62 ppm dan 4,57 ppm,
untuk nilai LOQ kafein dan asam klorogenat
berturut-turut adalah 2,08 ppm dan 15,25 ppm.

Setelah dilakukan validasi metode
analisis, dilanjutkan dengan evaluasi awal untuk
ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Evaluasi awal
pada hari ke-0 dilakukan pada masing-masing
ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z. Masing-masing
ekstrak dievaluasi organoleptis, homogenitas, pH,
dan penetapan kadar Kkafein serta asam
klorogenatnya. Kemudian untuk ekstrak W, X, Y,
dan Z terdapat uji tambahan yang dilakukan, yaitu
evaluasi mikrobiologi.

Tabel 2. Uji kesesuaian sistem standar kafein dan asam klorogenat.

Plat teoritis (N) Tailing Factor %RSD Waktu
Standar (Rata-ratax SD) (Tf) retensi Kesimpulan
(Rata-ratax+ SD) (%RSD + SD)
Syarat keberterimaan N > 2000 Tf<2,0 %RSD < 1,0 Dapat diterima
Kafein 14915,49 + 0,65+ 0,03 0,75+ 0,04 Dapat diterima
1603,35
Asam Klorogenat 71346,89 + 1,39+ 0,24 0,78 £ 0,08 Dapat diterima
16769,98

Tabel 3. Hasil koefisien variasi (%KV) dan perolehan kembali (%UPK) kafein dan asam klorogenat.

Intra-Day Inter-Day

Analit Kosentrasi (ppm) KV UPK KV UPK

(%) (%) (%) (%)
Kafein 12,5 0,23 100,71 0,32 100,53

25 0,16 99,34 0,35 99,38

50 0,37 100,33 0,43 99,92
Asam Klorogenat 12,5 0,11 99,72 0,21 101,07
25 0,23 100,30 0,25 99,54
50 0,35 100,34 0,47 100,04
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Gambar 1. Kromatogram standar kafein dan asam klorogenat (a) dan sampel uji (b)

Tujuan evaluasi awal, yaitu untuk
membandingkan parameter-parameter tersebut
sebelum dan sesudah dilakukan uji kestabilan
untuk mengetahui stabilitas dari masing-masing
ekstrak selama penyimpanan. Hasil evaluasi awal
untuk kedelapan ekstrak yaitu memiliki warna,
bau, dan homogenitas yang sama. Kedelapan
ekstrak berwarna putih kekuningan muda (PMS
100), bersifat homogen, serta memiliki aroma

yang khas, yaitu campuran kopi, NADES, dan
etanol. Selanjutnya untuk nilai pH pada ekstrak A,
B, C, D, W, X Y, dan Z secara berturut-turut, yaitu
5,84; 5,85; 5,86; 5,84; 5,59; 5,58; 5,58 dan 5,85.
Perolehan kadar kafein pada hari ke-0 untuk
ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z secara berturut-
turut, yaitu 21,42 + 0,08 mg/g; 21,52 + 0,08 mg/g;
21,60 * 0,24 mg/g; 21,56 = 0,07 mg/g; 29,35 *
0,29 mg/g; 28,73 + 0,55mg/g; 28,45 + 0,13 mg/g;
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serta 28,46 + 0,05 mg/g serbuk biji kopi hijau.
Kemudian untuk kadar asam klorogenat pada
hari ke-0 pada ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z
secara berturut-turut, yaitu 47,93 * 0,01 mg/g;
47,90 = 0,01 mg/g; 47,94 + 0,02 mg/g; 47,94 +
0,03 mg/g; 55,77 £ 0,22 mg/g; 55,94 + 0,43 mg/g;
55,74 + 0,19 mg/g; serta 55,62 * 0,18 mg/g
serbuk biji kopi hijau. Jumlah cemaran mikroba
ekstrak W, X, Y, dan Z hari ke-0 secara berturut-
turut berada pada kisaran 310-435 cfu/mL, 425-
540 cfu/mL, 460-525 cfu/mL, dan 615-680
cfu/mL. Kromatogram standar kafein dan asam
klorogenat dengan sampel ekstrak cair NADES
biji kopi hijau ditunjukkan pada Gambar 1.

Perubahan warna yang terjadi pada
kedelapan ekstrak pada masing-masing suhu
penyimpanan selama 54 hari dapat dilihat pada
Tabel 4. Namun, perubahan warna yang terjadi

pada setiap masing-masing ekstrak tidak terlalu
berbeda jauh bila dibandingkan dengan hari ke-0.
Secara berurutan ekstrak yang mengalami
perubahan warna lebih cepat dan gelap pada
percobaan pertama adalah ekstrak D > A > B > C,
kemudian percobaan kedua adalah ekstrak
Z>Y>X>W. Kemudian kondisi suhu penyimpanan
secara berurutan yang paling mempengaruhi
perubahan warna lebih cepat dan gelap, yaitu
30°C + 2°C > 5°C * 3°C > -20°C # 5°C. Hasil
menunjukkan bahwa kedelapan ekstrak yang
disimpan pada ketiga suhu yang berbeda selama
54 hari tidak menunjukkan terjadinya perubahan
bau atau tidak berbau tengik. Hasil uji
homogenitas juga menunjukkan ekstrak tetap
homogen selama penyimpanan yang ditandai
dengan tidak terbentuknya endapan padat
(kristal) (38).-

Tabel 4. Hasil pengamatan organoleptis ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu penyimpanan
selama 54 hari.

Perubahan Warna

Ekstrak
-20°C+ 5°C 5°C+ 3°C 30°C+ 2°C

A Tidak mengalami perubahan Hari ke-54 (PMS 106) Hari ke-18 dan 36 (PMS
106); Hari ke-54 (PMS 113)

B Tidak mengalami perubahan  Tidak mengalami perubahan Hari ke-18 dan 36 (PMS
106); Hari ke-54 (PMS 113)

C Tidak mengalami perubahan  Tidak mengalami perubahan Hari ke-54 (PMS 106)

D Tidak mengalami perubahan  Hari ke-36 dan 54 (PMS 106)  Hari ke-18 (PMS 106); Hari

w Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS

106)

X Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS
106)

Y Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS
106)

Z Hari ke-18 dan 36 (PMS 106); Hari ke-18 dan 36 (PMS 106);
Hari ke-54 (PMS 113)

Hari ke-54 (PMS 113)

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS

ke-36 dan 54(PMS 113)

Hari ke-18 dan 36 (PMS
106) 106); Hari ke-54 (PMS 113)

Hari ke-18 dan 36 (PMS
106) 106); Hari ke-54 (PMS 113)

Hari ke-18 dan 36 (PMS
106) 106); Hari ke-54 (PMS 113)

Hari ke-18 dan 36 (PMS
106); Hari ke-54 (PMS 113)

Keterangan: PMS 100 = Putih kekuningan muda; PMS 106 = Putih kekuningan gelap

Ramadon et al “Pengaruh Antioksidan dan Kombinasi Pengawet

.................. " 136



Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021)

Perubahan warna dan bau dapat terjadi
karena  adanya reaksi  oksidatif yang
menghasilkan radikal bebas (13). Oksidasi itu
sendiri dapat dipengaruhi oleh oksigen, suhu, dan
cahaya (11). Perubahan warna dapat terjadi
karena reaksi oksidasi dari senyawa fenolik,
seperti asam klorogenat dengan pengaruh suhu
yang semakin tinggi membuat kandungan fenolik
pada ekstrak semakin mudah teroksidasi dan
menyebabkan pembentukan pigmen yang lebih
gelap (39, 40). Selain itu, perubahan warna yang
terjadi pada ekstrak cair juga dapat disebabkan
karena adanya hasil metabolit yang diproduksi
oleh bakteri yang terdapat dalam ekstrak cair
tersebut sehingga menyebabkan terjadinya
perubahan warna (41). Selain itu, bakteri juga
dapat mendegradasi senyawa fenolik yang
terkandung dalam ekstrak cair biji kopi hijau
sehingga menyebabkan terjadinya perubah
warna pada ekstrak (42).

Pada penelitian ini, ekstrak yang
ditambahkan BHT mengalami perubahan warna
lebih lambat dibandingkan dengan ekstrak
NADES biji kopi hijau tanpa penambahan BHT.
Oksidasi dapat diminimalkan dengan
penambahan antioksidan untuk menjaga kualitas
ekstrak dengan menghambat produk oksidasi
sehingga dapat memperlambat perubahan warna
dan ketengikan. BHT berperan sebagai free
radical scavengers yang bereaksi dengan radikal
bebas untuk mendonorkan hidrogen pada radikal
bebas sehingga dapat memecah rantai radikal
bebas dan menghasilkan radikal bebas yang stabil
atau non reaktif sehingga dapat mencegah
oksidasi lebih lanjut pada ekstrak (13). Selain itu,
semakin meningkatnya konsentrasi BHT yang
ditambahkan maka perubahan warna juga
semakin lambat yang berarti semakin tinggi
konsentrasi BHT maka semakin tinggi juga
aktivitas antioksidannya sehingga dapat menjaga
kestabilan warna lebih baik. Pada penelitan ini,
semakin rendah suhu penyimpanan pada ekstrak
maka akan semakin lama perubahan warna dapat
terjadi. Hal ini disebabkan pada suhu rendah
dapat menurunkan laju reaksi oksidasi enzimatik
penyebab warna pada ekstrak menjadi lebih
gelap (40). Oleh karena itu, keempat ekstrak yang
disimpan pada -20°C * 5°C tidak mengalami
perubahan warna.

Pada penelitian ini, secara umum ekstrak
cenderung mengalami penurunan pH dengan
semakin bertambahnya waktu penyimpanan.
Penurunan nilai pH ini dapat disebabkan oleh
reaksi oksidasi yang terjadi pada senyawa
polifenol dalam ekstrak sehingga terjadi
pelepasan H+ yang dapat menambah keasaman
pada ekstrak (39). Selain itu, terjadinya
penurunan pH pada ekstrak dapat disebabkan
karena adanya pengaruh dari bakteri. Bakteri
dapat mengubah pH suatu ekstrak dengan cara
memproduksi asam laktat sebagai produk hasil
metabolitnya yang dapat menyebabkan
terjadinya penurunan pH (43).

Nilai pH yang dihasilkan dari keempat
ekstrak A, B, C, dan D pada masing-masing suhu
penyimpanan hingga hari ke-54 masih berada
pada kisaran pH 5,71-5,62, sedangkan ekstrak W,
X, Y berada pada kisaran pH 5,59-5,35, dan
ekstrak Z berada pada kisaran pH 5,85-5,62.
Terdapat sedikit perbedaan pH antara ekstrak
cair NADES biji kopi hijau yang ditambahkan
pengawet dengan ekstrak tanpa penambahan
pengawet. Hal ini mungkin disebabkan karena
struktur dari metil paraben dan propil paraben
yang merupakan turunan dari asam p-
hidroksibenzoat serta pada struktur metil
paraben dan propil paraben terdapat gugus OH
yang menyebabkan metil paraben dan propil
paraben bersifat sedikit asam dalam suatu larutan
(44, 45). Pada kisaran pH 3-9 kandungan asam
klorogenat dalam ekstrak cair biji kopi masih
stabil dan untuk kafein berada pada kisaran pH
55-9 (46, 47). Pengukuran pH itu sendiri
bertujuan untuk mengetahui pH dari suatu
ekstrak yang berkaitan dengan stabilitas zat aktif
yang terkandung dalam ekstrak, dengan demikian
nilai pH yang dihasilkan oleh keempat ekstrak
pada tiga suhu penyimpanan selama 54 hari
masih berada dalam kisaran nilai pH untuk
menjaga kestabilan dari asam klorogenat dan
kafein sehingga perubahan nilai pH masih dapat
diterima.

Berdasarkan guideline dari European
Medicines Agency (EMEA), stabilitas ekstrak dapat
dilihat berdasarkan persentase penurunan dari
kadar suatu senyawa yang terkandung dalam
ekstrak tersebut. Batas penerimaan untuk
menentukan apakah persentase penurunan kadar
senyawa dalam ekstrak masih dapat diterima
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atau tidak adalah sebesar * 5% dari kadar
awalnya (19). Persentase penurunan kadar dalam
ekstrak dapat digunakan untuk menentukan
umur simpan suatu ekstrak. Kurva pengukuran
kadar kafein dan asam klorogenat pada ekstrak A,
B, C, Db W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu

Berdasarkan  hasil pengujian dan
pengamatan, senyawa kafein pada ekstrak A, B,
dan C yang disimpan pada suhu -20°C + 5°C secara
berturut-turut stabil hingga hari ke-18, 18, dan
36. Pada suhu 5°C * 3°C dan 30°C % 2°C, senyawa
kafein pada ekstrak A, B, dan C stabil hingga hari

penyimpanan selama 54 hari ditunjukkan ke-8. Kemudian, senyawa kafein pada ekstrak D,
Gambar 2 - 5. W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu penyimpanan
stabil hingga hari ke-8.
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Gambar 2. Kurva pengukuran kadar kafein ekstrak A, B, C, dan D pada suhu 30°C £ 2°C (a), 5°C #
3°C (b), dan -20°C £ 5°C (c) selama 54 hari
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Gambar 3. Kurva pengukuran kadar asam klorogenat ekstrak A, B, C, dan D pada suhu 30°C £ 2°C
(a), 5°C £ 3°C (b), dan -20°C £ 5°C (c) selama 54 hari
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Gambar 4. Kurva pengukuran kadar kafein ekstrak W, X, Y, dan Z pada suhu 30°C + 2°C (a), 5°C +
3°C (b), dan -20°C £ 5°C (c) selama 54 hari
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Gambar 5. Kurva pengukuran kadar asam klorogenat ekstrak W, X, Y, dan Z pada suhu 30°C + 2°C (a), 5°C

1+ 3°C (b), dan -20°C % 5°C (c) selama 54 hari

Kadar senyawa asam klorogenat pada
suhu penyimpanan -20°C * 5°C pada ekstrak A
dan B stabil hingga hari ke-18, ekstrak C dan W
hingga hari ke-36, serta untuk ekstrak X dan Y
stabil hingga hari ke-8. Pada suhu penyimpanan
5°C + 3°C, ekstrak A dan B stabil sampai hari ke-
18, ekstrak C hingga hari ke-36, ekstrak W, X, dan
Y stabil hingga hari ke-8. Pada suhu penyimpanan
30°C * 2°C, senyawa asam klorogenat ekstrak A

stabil hingga hari ke-8, ekstrak B dan C hingga
hari ke-18. Ekstrak W stabil hingga hari ke-18,
sedangkan ekstrak X dan Y stabil hingga hari ke-
8. Kemudian untuk ekstrak D dan Z pada masing-
masing suhu penyimpanan stabil hingga hari ke-
8.

Berdasarkan hasil yang didapatkan
ekstrak cair NADES biji kopi hijau dengan
penambahan BHT 30 ppm dan disimpan pada
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suhu penyimpanan -20°C + 5°C memiliki
kestabilan kadar kafein dan asam klorogenat yang
paling optimal, yaitu hingga hari ke-36. Hasil
persentase penurunan kadar kafein dan asam
klorogenat yang paling rendah pada ketiga suhu
penyimpanan secara berturut-turut, yaitu pada
ekstrak C > B > A > D. Hasil persentase penurunan
kadar kafein dan asam klorogenat yang paling
rendah pada masing-masing ekstrak secara
berturut-turut adalah pada suhu penyimpanan -
20°C £ 5°C > 5°C+3°C>30°C * 2°C.

Ekstrak dengan penambahan pengawet,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak dengan
penambahan pengawet kombinasi metil paraben
dan propil paraben konsentrasi 110 ppm dan 55
ppm pada suhu penyimpanan -20°C * 5°C
memiliki kadar kafein dan asam klorogenat paling
stabil karena baru mengalami penurunan kadar
lebih dari 5% dari kadar awalnya pada hari ke-8
untuk senyawa Kkafein dan hari ke-36 untuk
senyawa asam klorogenat. Secara umum,
persentase penurunan kadar kafein dan asam
klorogenat sampai hari ke-54, berturut-turut
paling besar terjadi pada ekstrak Z > Y > X > W.
Sedangkan, persen penurunan Kkadar kafein
berturut-turut pada ekstrak W, X, Y, dan Z sampai
hari ke-54 berdasarkan pada suhu penyimpanan
secara umum paling besar terjadi pada suhu
penyimpanan 30°C + 2°C > 5°C + 3°C>-20°C + 5°C.
Untuk senyawa asam klorogenat, sulit untuk
menentukan urutan persentase penurunan kadar
dari berbagai suhu penyimpanan karena pada
ekstrak W dan X, persentase penurunan kadarnya
lebih besar pada suhu 5°C * 3°C dibandingkan
30°C + 2°C. Hal ini mungkin disebabkan karena
adanya perubahan suhu yang terjadi pada kondisi
penyimpanan 5°C # 3°C sehingga memengaruhi
kadar senyawa asam klorogenat yang merupakan
senyawa yang bersifat termolabil. Namun, secara
umum, persentase penurunan kadar asam
klorogenat paling rendah berada pada suhu
penyimpanan -20°C * 5°C.

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh
bahwa penambahan BHT dan suhu penyimpanan
rendah pada ekstrak cair NADES biji kopi hijau
dapat menjaga kestabilan kimia pada ekstrak
lebih lama, menghasilkan presentase penurunan
kadar yang lebih kecil, dan menghasilkan kadar
senyawa aktif yang lebih tinggi dibandingkan
dengan ekstrak cair NADES biji kopi hijau tanpa

penambahan BHT. Reaksi oksidasi ini dapat
menghasilkan  radikal bebas yang akan
menghasilkan oksidasi zat aktif sehingga akan
mengurangi shelf-life (umur simpan) dari ekstrak
yang didapat (13). Oleh karena itu, penambahan
BHT sebagai antioksidan sintetik ke dalam
ekstrak NADES dapat meningkatkan stabilitas
kimia pada ekstrak dengan mencegah oksidasi.
BHT berperan sebagai antioksidan sintetik yang
bekerja sebagai free radical scavengers dan akan
bereaksi dengan radikal bebas dengan
mendonorkan hidrogen pada radikal bebas
sehingga menghasilkan radikal bebas yang stabil
dan non reaktif dengan begitu dapat
menghentikan reaksi oksidasi dan mencegah
oksidasi lebih lanjut (13). Penambahan BHT
sebagai antioksidan sintetik berperan untuk
menjaga kualitas ekstrak dengan memperlambat
kerusakan yang disebabkan radikal bebas dan
meningkatkan stabilitas kimia yang berpengaruh
pada umur simpan pada ekstrak. Selain itu,
semakin  tinggi konsentrasi BHT yang
ditambahkan maka semakin lama juga untuk
menjaga kestabilan kimia pada ekstrak yang
menunjukkan bahwa semakin tinggi penambahan
konsentrasi BHT, maka akan semakin kuat
aktivitas antioksidan dalam ekstrak tersebut
untuk menjaga kestabilan kimia pada ekstrak.
Selain penambahan BHT, metode yang dapat
digunakan untuk menghambat oksidasi dapat
dilakukan dengan penyimpanan pada suhu
rendah (17). Oleh karena itu, ekstrak cair NADES
biji kopi hijau dengan penambahan BHT 30 ppm
dan disimpan pada kondisi penyimpanan -20°C *
5°C memiliki kestabilan kadar kafein dan asam
klorogenat yang paling stabil selama
penyimpanan.

Penurunan kadar senyawa kafein dan
asam klorogenat juga dapat disebabkan karena
adanya pertumbuhan bakteri pada ekstrak.
Bakteri dapat menyebabkan terjadinya degradasi
pada kafein karena senyawa kafein merupakan
sumber karbon dan nitrogen bagi pertumbuhan
bakteri (48). Bakteri mendegradasi senyawa
kafein melalui jalur demetilasi dengan bantuan
enzim N-demetilase (49). Enzim N-demetilase
menyebabkan terjadinya demetilasi berurutan
pada tiga kelompok N-metil yang terdapat pada
kafein (48). Awalnya kafein diubah menjadi
teobromin (3,7-dimetilxantin) dan paraxantin
(1,7-dimetilxantin) dengan bantuan enzim N-
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demetilase yang melepaskan gugus metil dari
posisi N-1 dan N-3 pada molekul kafein (48, 49).
Kemudian demetilasi lebih lanjut menghasilkan
xanthine dengan 7-metilxantine sebagai produk
intermediate (48). Produk akhir katabolisme
kafein berfungsi sebagai sumber nutrisi bagi
bakteri untuk pemeliharaan pertumbuhan dan
aktivitas metabolism (48). Bakteri juga dapat
menyebabkan degradasi pada senyawa asam
klorogenat karena asam klorogenat merupakan
sumber karbon bagi bakteri (50). Degradasi
senyawa asam klorogenat dapat terjadi karena
adanya aksi esterase dari bakteri yang
menyebabkan terjadinya degradasi senyawa
asam klorogenat sehingga menghasilkan produk
katabolik pertama berupa asam kafeat yang
merupakan hasil pecahan dari asam kuinat (51).
Terjadinya degradasi pada senyawa kafein dan
asam Kklorogenat dapat memengaruhi kadar
senyawa kafein dan asam Kklorogenat sehingga
menyebabkan penurunan kadar terhadap kedua
senyawa tersebut. Selain itu, penurunan kadar
kafein dan asam klorogenat juga dapat
disebabkan karena NADES yang sudah tidak stabil
akibat adanya cemaran bakteri. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Radosevi¢ et al,
2018 dan Zhao et al, 2015 disebutkan bahwa
kolin klorida dan sorbitol yang merupakan
golongan gula alkohol sebagai penyusun NADES
tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri
(52, 53). Sorbitol dapat digunakan sebagai
sumber nutrisi nitrogen atau karbon bagi
beberapa bakteri dan golongan gula alkohol ini
dapat dicerna oleh bakteri (52, 53). Hal ini dapat
menyebabkan NADES menjadi tidak stabil
sehingga memengaruhi kadar senyawa kafein dan
asam klorogenat pada ekstrak.

Berdasarkan hasil pengamatan, kadar
kafein dan asam Kklorogenat dapat lebih terjaga
pada ekstrak yang ditambahkan kombinasi metil
paraben dan propil paraben sebagai pengawet,
terutama ekstrak W yang ditambahkan kombinasi
metil paraben dan propil paraben konsentrasi
110 ppm dan 55 ppm dan suhu penyimpanan juga
merupakan salah satu faktor yang memengaruhi
karena suhu penyimpanan yang lebih tinggi dapat
mempercepat pertumbuhan bakteri sedangkan
temperatur rendah dapat memperlambat proses
terjadinya perubahan kimia dan pertumbuhan
bakteri (54). Metil paraben dan propil paraben
merupakan pengawet sehingga dapat membantu

menjaga kadar kafein dan asam klorogenat dari
degradasi senyawa yang disebabkan oleh bakteri.
Sampai saat ini, belum diketahui dengan pasti
bagaimana mekanisme aksi dari paraben Namun,
menurut beberapa literatur, disebutkan bahwa
paraben memiliki beberapa mekanisme aksi
terhadap bakteri. Mekanisme aksi dari paraben,
yaitu paraben dapat menginduksi permeabilisasi
membran bakteri sehingga menyebabkan
pelepasan molekul intraseluler (55). Hipotesis
lain juga menyebutkan bahwa mekanisme kerja
paraben pada phospholipid bilayer membran

sitoplasma menyebabkan peningkatan
permbeabilitas dan fluiditas sehingga
menyebabkan  terjadinya  gangguan  dan

kebocoran transpor membrane (56).

Jumlah cemaran mikroba dari hari ke-0
sampai hari ke-54 yang terdapat pada ekstrak W,
X, Y, dan Z pada masing-masing suhu
penyimpanan cenderung menurun. Hal ini dapat
disebabkan  karena adanya penambahan
kombinasi metil paraben dan propil paraben pada
ekstrak W, X, dan Z. Kombinasi metil paraben dan
propil paraben dapat memberikan efek bakterisid
(membunuh bakteri), sebaliknya jika metil
paraben dan propil paraben penggunaannya
tidak dikombinasikan hanya dapat memberikan
efek penghambatan pertumbuhan bakteri (57).
Sedangkan, pada ekstrak Z yang tidak
ditambahkan kombinasi metil paraben dan propil
paraben memiliki jumlah cemaran yang
cenderung lebih banyak dibandingkan dengan
ekstrak A, B, dan C yang ditambahkan kombinasi
metil paraben dan propil paraben. Selain itu,
penurunan jumlah cemaran yang terjadi pada
ekstrak D dapat disebabkan karena ekstrak kopi
itu sendiri telah dibuktikan memiliki aktivitas
antimikroba. Senyawa kimia yang terkandung
dalam kopi menyebabkan ekstrak kopi memiliki
aktivitas antimikroba (58). Senyawa kimia yang
memberikan efek antimikroba pada ekstrak kopi
adalah senyawa polifenol (59). Senyawa polifenol
yang memberikan efek antimikroba diduga
bekerja dengan cara menyebabkan perubahan
permeabilitas membran bakteri (59). Selain itu,
terdapat hipotesis lain yang menyebutkan bahwa
senyawa tanin yang terkandung dalam ekstrak
kopi dapat mengendapkan protein pada
membran sel bakteri (60).
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Berdasarkan petunjuk dari European Meidicines
Agency, disebutkan bahwa kriteria penerimaan
jumlah cemaran mikroba yang terkandung dalam
ekstrak mengikuti kriteria penerimaan yang
terdapat pada European Pharmacopoeia, chapter
5.1.8. Berdasarkan European Pharmacopoeia,
Edisi 10, chapter 5.1.8 disebutkan bahwa Kkriteria
penerimaan jumlah cemaran mikroba dari hasil
uji angka lempeng total tidak boleh melebihi 103
koloni/mL atau 500.000 koloni/mL. Kriteria
penerimaan jumlah cemaran maksimal yang
diperbolehkan terkandung dalam ekstrak ini
dapat digunakan juga untuk menentukan umur
simpan ekstrak. Berdasarkan hal tersebut, dapat
disimpulkan bahwa jumlah cemaran mikroba
yang terdapat pada ekstrak W, X, Y, dan Z pada
suhu penyimpanan -20°C £ 5°C, 5°C * 3°C, dan
30°C + 2°C yang disimpan dari hari ke-0 sampai
hari ke-54 tidak ada yang melebihi batas jumlah
penerimaan mikroba dalam ekstrak. Namun, pada
hari ke-18, jumlah cemaran pada ekstrak Z yang
disimpan pada suhu -20°C * 5°C dan 30°C * 2°C
serta ekstrak W, X, dan Y yang disimpan pada
suhu 5°C * 3°C, jumlahnya terlalu banyak
sehingga tidak dapat dihitung. Hal ini mungkin
disebabkan karena adanya kesalahan dalam
proses pengerjaannya sehingga pada beberapa
cawan petri terjadi kontaminasi. Diduga
kontaminasi tersebut berasal dari micropipette
yang digunakan. Namun, secara umum sampai
hari ke-54, metil paraben dan propil paraben
yang ditambahkan ke dalam ekstrak sebagai
pengawet dapat menjaga jumlah cemaran
mikroba yang terdapat dalam ekstrak sehingga
tidak melebihi batas penerimaannya.

Kesimpulan

Penambahan BHT dan antimikroba
(kombinasi metil dan propil paraben) pada
ekstrak cair NADES dapat meningkatkan
stabilitas esktrak, baik secara fisik maupun
mikrobiologi. Ekstrak cair NADES yang
ditambahkan BHT konsentrasi 30 ppm dengan
suhu penyimpanan -20°C + 5°C memiliki stabilitas
fisik dan kimia yang paling optimal. Sedangkan,
untuk ekstrak cair NADES yang ditambahkan
kombinasi metil paraben dan propil paraben
konsentrasi  110:55 ppm dengan suhu
penyimpanan -20°C + 5°C memiliki stabilitas fisik,
kimia, dan mikrobiologi yang paling optimal.
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Abstract: High doses of ethanol in the body can elicit damage to organs including
the brain, liver and kidneys. In addition, ethanol can trigger the formation of
reactive oxygen species (ROS), where excess levels of ROS in the body can promote
cell death through the apoptotic pathway. Apoptotic cells that are not
phagocytosed will undergo necrosis. In the process of necrosis, cells release
DAMPs, endogenous pro-inflammatory molecules and induce the core immune
system in Drosophila that are homologues to humans, namely Toll, IMD (Immune
Deficiency), and JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinase-Signal Transducer and
Activator of Transcription). The aim of this research is to investigate how ethanol
exposure influences gene expression in the Toll, Imd, and JAK-STAT pathways. The
results showed that ethanol could affect the survival rate of male and female
Drosophila melanogaster w18, Exposure to ethanol at high concentrations (85%)
caused a decrease in the expression of Drs, but not the expression of the Dpt. In
addition, TotA expression, but not Upd3, was amplified significantly as the ethanol
concentration increased. In conclusion, Drosophila experienced a decrease in the
survival rate due to ethanol exposure which might be related to the stress
response and the immune system which is mediated by certain pathways.

Keywords: fruit fly, ethanol, immune system, Drs, Dpt, TotA, Upd3

Abstrak: Etanol dengan dosis yang tinggi di dalam tubuh dapat menyebabkan
kerusakan pada organ termasuk otak, hati, dan ginjal. Selain itu, etanol dapat
memicu terbentuknya reactive oxygen species (ROS), dimana kadar ROS yang
berlebih dalam tubuh dapat menyebabkan kematian sel melalui jalur apoptosis.
Sel apoptosis yang tidak terfagositosis akan mengalami proses nekrosis. Pada
proses nekrosis, sel melepaskan DAMPs, molekul endogen pro-inflamasi dan
menginduksi sistem imun utama pada Drosophila yang homolog pada manusia,
yakni Toll, IMD (Immune Deficiency), dan JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinase-
Signal Transducer and Activator of Transcription). Tujuan dari penelitian ini
yaitu untuk mengetahui bagaimana pengaruh paparan etanol terhadap ekspresi
gen pada jalur Toll, Imd, dan JAK-STAT. Hasil penelitian menunjukkan bahwa,
etanol dapat mempengaruhi tingkat kesintasan (keberlangsungan hidup)
Drosophila melanogaster w118 jantan dan betina. Paparan etanol pada
konsentrasi tinggi (85%) menyebabkan penurunan ekspresi Drs, namun tidak
dengan ekspresi Dpt. Selain itu, ekspresi TotA meningkat secara signifikan,
namun tidak dengan ekspresi Upd3, seiring dengan meningkatnya konsentrasi
etanol. Sebagai kesimpulan, Drosophila mengalami penurunan tingkat
kesintasan akibat pemaparan etanol yang kemungkinan berhubungan dengan
respon stres serta sistem imun yang diperantarai oleh jalur tertentu.

Kata kunci: lalat buah, etanol, sistem imun, Drs, Dpt, TotA, Upd3

Rosa et al “Eksplorasi Efek Etanol Terhadap Survival .................. 146



Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021)

Pendahuluan

Etanol (EtOH) dengan rumus molekul CH3CH,0OH
merupakan bagian dari kelompok alkohol yang
memiliki gugus -OH (hidroksil) yang terikat pada satu
atom karbon. Berdasarkan survei National
Epidemiologic Survey on Alcohol and Related Conditions
(NESARC), ditemukan bahwa penderita Alcohol Use
Disorder (AUD) telah mencapai 36.7% pada usia 30-44
tahun (1). Mengonsumsi alkohol secara terus-menerus
akan berisiko mengalami berbagai gangguan, misalnya
hati ataupun hepatitis alkohol akut. Selain itu, pada
dosis yang berlebih, etanol dapat menyebabkan
kerusakan pada organ tubuh seperti hati, otak, ginjal,
yang bahkan disertai dengan kematian. Adapun pada
dosis rendah, etanol memiliki beberapa efek, yakni
munculnya rasa senang atau euforia, dehidrasi,
kehilangan fungsi motorik, dan sedasi (1-4).

Etanol telah dicurigai dapat mempengaruhi
aktivitas sistem imun, dimana secara spesifik dapat
menyebabkan supresi sistem imun (5). Dengan
demikian, seseorang yang mengkonsumsi
minuman/makanan beralkohol mungkin lebih rentan
untuk menderita penyakit infeksi, sebagai efek
samping imunosupresi akibat penggunaan alkohol.
Lebih lanjut, etanol pada kadar tinggi dalam tubuh
memicu terbentuknya reactive oxygen species (ROS)
(6,7). ROS berfungsi sebagai parameter untuk
mengukur pembentukan hidroksil radikal, dimana
ketika radikal bebas bereaksi dengan DNA, lipid,
karbohidrat dan protein dapat menyebabkan
kerusakan sel (cell damage) (8). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Jessica et al. (2009),
terlihat bahwa paparan etanol pada hewan coba tikus
dapat menginduksi stres oksidatif yang selanjutnya
memicu apoptosis, sehingga menyebabkan kerusakan
pada organ hati (9). Dan pada organisme model
Drosophila melanogaster, paparan etanol dapat
menginduksi apoptosis yang berujung pada
penurunan survival (Unpublished results). Namun
beberapa pertanyaan masih belum terjawab. Salah
satunya adalah bagaimana mekanisme induksi
apoptosis secara molekuler pasca paparan etanol dan
apakah ini ada kaitannya dengan aktivitas sistem
imun?

Apoptosis merupakan proses fisiologis dimana
terjadi kematian sel sebagai respon terhadap beberapa
kondisi patologis yang berbahaya, seperti inflamasi
kronik, aterosklerosis, kanker, permasalahan
respirasi, dan neurodegeneratif. Sel yang mengalami
apoptosis direspon oleh makrofag dan sel fagosit
lainnya melalui proses fagositosis sel apoptosis yang
kemudian mengurangi sel-sel mati dengan
meminimalkan kerusakan pada sel lainnya. Kemudian,
sel yang tidak terfagositosis akan mengalami proses
nekrosis. Pada proses nekrosis, sel melepaskan

Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs),
molekul endogen pro-inflamasi, dan menginduksi
respon sistem imun (10,11). Pada kondisi ini, terlihat
bahwa apoptosis dapat berkaitan dengan aktivitas
sistem imun, seperti yang telah dikomunikasikan oleh
peneliti sebelumnya.

Sebelum tahun 2000, penelitian dalam rangka
mempelajari respon imun alamiah terhadap suatu
antigen, termasuk untuk mamalia, dapat
menggunakan organisme model lalat buah D.
melanogaster (12). Organisme model ini menawarkan
berbagai keuntungan seperti memiliki kemiripan
genetik dengan manusia sekitar (sekitar 75%), mudah
dipelihara, ekonomis dan tidak membutuhkan
ruangan  pemeliharaan  yang  besar, tidak
membutuhkan kode etik dalam penggunaannya
sebagai model uji penelitian, serta memberikan hasil
yang dapat diterjemahkan pada hewan uji mamalia
maupun secara klinik pda manusia (12-16). Bahkan,
lalat ini telah digunakan dalam riset terkait patogen
manusia, termasuk SARS-CoV-2 yang menyebabkan
COVID-19 (17). Namun keuntungan yang paling utama
adalah serangga ini memiliki tiga jalur utama sistem
imun yang homolog dengan manusia yakni Toll
pathway yang homolog dengan sistem imun Toll-Like
Receptor (TLR) pathway pada manusia, IMD (Immune
Deficiency) Pathway yang homolog dengan TNF
(Tumor Necrosis Factor) pathway pada manusia, dan
JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinase-Signal Transducer
and Activator of Transcription) seperti Unpaired (Upd)
yang homolog dengan sitokin dan interleukin pada
manusia (18). Berangkat dari berbagai keuntungan
tersebut, maka kami memutuskan untuk melakukan
penelitian menggunakan D. melanogaster sebagai
organisme model dalam mengeksplorasi efek
pemaparan etanol terhadap sistem imun alamiah dan
hubungannya dengan survival D. melanogaster.

Metode Penelitian
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah alat-alat gelas, oven (Memmert®), autoklaf
(Hirayama™), micropestle (Geneaid®), mikropipet
(Gilson™), vial Drosophila (Biologix®), microcentrifuge
(Tomi), Zoom Stereo Microscope (Motic™), BSC kelas Il
(Faster™), Real-Time PCR (Rotor Gene Q®, Qiagen),
pinset  (Taiyo electric), timbangan analitik
(Sartorius™), dan CO; Pad (flystuff™).

Adapun bahan-bahan yang digunakan, yaitu
aquadest, etanol (Emsure®ACS, ISO, Reag.Ph EUR), gas
CO2 (Samator®), kertas saring, Wizard SV Total RNA
Isolation System (Promega®), kit GoTaq®1-step RT-
qPCR system (Promega™), mikrotube (genfollower™),
pakan D. melanogaster, Treff tube (TreffLab™) satu set
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primer rp49, Drs, Dpt, Upd3, dan TotA, Stopper plugs,
tips filter mikropipet (Rainin), dan tube qPCR.

Penyiapan Hewan Uji

Organisme model yang digunakan pada
penelitian ini adalah lalat buah D. melanogaster
dewasa genotip w!!18jantan dan betina dengan umur
4-7 hari (diberikan oleh Host and Response Laboratory
of the Kanazawa University, Japan). Lalat dipelihara di
dalam vial berisi pakan normal yang dibuat
menggunakan komposisi tepung jagung (corn meal),
brewer’s yeast, glukosa, dan agar. Vial yang berisi lalat
kemudian disimpan pada suhu 25°C dengan
perbandingan 12:12 (12 jam terpapar cahaya lampu
dan 12 jam dengan kondisi tanpa cahaya).

Pemaparan Etanol dan Pengamatan Waktu
Kematian

Lalat disiapkan dan dibagi dalam lima
kelompok perlakuan meliputi satu kelompok kontrol
tanpa perlakuan dan empat kelompok perlakuan yang
diberikan etanol dengan konsentrasi yang berbeda.
Konsentrasi etanol yang digunakan yaitu 25%, 45%,
65% dan 85%, yang akan dipaparkan secara inhalasi
pada D. melanogaster. Setiap kelompok perlakuan
terdiri dari minimal tiga vial yang masing-masing
berisi 10 ekor lalat (jantan atau betina). Setiap vial
ditutup menggunakan dua stopper plug. Setelah itu,
sebanyak 1 mL etanol diteteskan pada stopper plug
pertama, kemudian ditutup lagi dengan stopper plug
kedua dengan jarak 2 cm dari mulut vial. Kemudian,
dilakukan uji survival selama 60 menit dengan interval
6 menit (menit ke- 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54,
60) dan diamati berapa jumlah lalat yang hidup dan
mengalami sedasi dengan parameter lalat tidak
bergerak atau dalam keadaan baring tanpa ada
gerakan pada sayap. Data yang diperoleh kemudian
digunakan untuk menentukan time point (waktu) yang
sesuai untuk proses isolasi RNA lalat.

Isolasi RNA

Untuk setiap kelompok perlakuan, lima ekor lalat
jantan dewasa yang masih hidup dimasukkan ke dalam
treff tube untuk diproses dalam eksperimen isolasi
RNA. Lalat dianestesi menggunakan gas CO; kemudian
dimasukkan ke dalam buffer untuk selanjutnya di
hancurkan menggunakan micropestle dan diproses
menggunakan kit Wizard SV Total RNA Isolation System
(Promega®).

Analisis Ekspresi Gen

Untuk  menganalisis ekspresi gen  Drs
(Drosomycin), Dpt (Diptericin), totA (Turandot A), dan
Upd3 (unpaired 3), digunakan metode real time
reverse transcriptase polymerase chain reaction (real

time RT-PCR). Eksperimen ini dilakukan dengan
menggunakan kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System
(Promega®) dengan menggunakan satu set primer Drs
(5 - TTG TTC GCC CTC TTC GCT GCT CT - 3’ untuk
forward primer dan 5’ - GCA TCC TTC GCA CCA GCA
CTT AC - 3’ untuk reverse primer), satu set primer Dpt
(5 - GTT CAC CAT TGC CGT CGC CTT AC - 3’ untuk
forward primer dan 5’ - CCT CCT ATA CCT GTC GTG
AAC CC - 3’ untuk reverse primer), satu set primer totA
(reverse primer 5-GAATAGCCCATGCATAGAGGAC-3’

dan forward primer 5-
CCAAAATGAATTCTTCAACTGCT-3’), dan satu set
primer Upd3 (reverse primer 5-

GCCCGTTTGGTTCTGTAGAT-3’ dan forward primer 5’-
ACTGGGAGAACACCTGCAAT-3"). Sebagai  kontrol
internal, maka digunakan satu set primer
housekeeping gene rp49 (rp49 forward primer: 5'-
AGATCGTGAAGAAGCGCACCAAG-3’ and rp49 reverse
primer: 5'-CACCAGGA  ACTTCTTGAATCCGG-3).
Reaksi real time RT-PCR dilakukan di dalam tube gPCR
dengan volume 10 pL. menggunakan mesin RotorGene
Q (Qiagen) dengan running profile sebagai berikut:
37°C selama 15 menit, 95°C selama 10 menit, dan 40
rangkaian siklus PCR dimana satu siklus terdiri dari
95°C selama 10 detik, 60°C selama 30 detik, dan 72°C
selama 30 detik. Setelah 40 siklus usai, kemudian
diikuti oleh melt curve analysis dari 60°C hingga 95°C.
Data yang diperoleh  kemudian  dianalisis
menggunakan metode kuantifikasi relatif (relative
quantification).

Analisis Data

Data yang diperoleh dalam eksperimen survival
diproses menggunakan pendekatan Kaplan-Meier
yang dilanjutkan dengan analisis Log-Rank. Data yang
diperoleh dalam eksperimen real time RT-PCR
dianalisis menggunakan Q-Gene dan dilanjutkan
dengan One-Way Anova menggunakan GraphPad
Prism® 8. Semua analisis statistik dipresentasikan
dalam nilai rata-rata (mean) * standar deviasi (S.D).
Nilai p values yang lebih kecil dari 0.05 ditandai
sebagai signifikan.

Hasil dan Diskusi

Berdasarkan hasil uji survival D. melanogaster
genotip wl!18jantan dan betina yang dipaparkan etanol
dengan konsentrasi 25%, 45%, 65% dan 85%
(Gambar 1) terlihat bahwa baik lalat jantan maupun
lalat betina mengalami kematian akibat pemaparan
etanol pada berbagai konsentrasi dan tingkat kematian
berbanding lurus dengan konsentrasi etanol yang
digunakan (concentration-dependent effect) (Gambar
1). Namun, hasil analisis lebih lanjut memperlihatkan
bahwa waktu kematian lalat jantan dan betina berbeda
secara signifikan.
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Gambar 1. Survival Drosophila melanogaster w1118 jantan (A) dan betina (B) yang dipaparkan etanol pada

berbagai varian konsentrasi. EtOH, etanol

Drosophila jantan mengalami kematian lebih cepat
dibandingkan dengan Drosophila betina, setelah
pemaparan etanol pada konsentrasi 25%, 45% dan
65% namun tidak pada konsentrasi 85%,
mengindikasikan bahwa etanol menyebabkan
penurunan survival dan tergantung pada jenis kelamin
(sex-dependent) dan tergantung pada konsentrasi
(concentration-dependent). Efek negatif etanol juga
terlihat pada mamalia dan hal ini juga bergantung pada
jenis kelamin (REF), seperti yang terlihat pada
penelitian ini. Hal tersebut pun didukung oleh hasil
analisis ~ farmakokinetik  bahwa  peningkatan
konsentrasi etanol pada betina dapat meningkatkan
laju absorbsi atau menurunkan laju metabolisme
etanol dan begitupun sebaliknya (19).

Selain dari segi perbedaan seksual, peningkatan
waktu kematian juga tergantung pada konsentrasi

etanol yang dipaparkan, semakin tinggi konsentrasi
etanol maka semakin dini waktu kematian (Gambar
1). Tingginya tingkat kematian yang terjadi dapat
disebabkan oleh banyak hal, salah satunya adalah
meningkatnya jumlah sel yang mengalami apoptosis
(9). Penelitian sebelumnya telah menyebutkan bahwa
etanol menyebabkan pembentukan ROS (Reactive
Oxygen Species) yang kemudian menginduksi
terjadinya apoptosis pada sel (7). Hal ini pun terjadi
pada penelitian dengan menggunakan hewan uji tikus
dimana etanol dapat mengaktivasi jalur apoptosis
sekaligus meningkatkan pembentukan autofagosom
yang berperan dalam proses autofagi sebagai respon
terhadap stress yang terjadi pada sel (8). Sel yang
mengalami apoptosis dan gagal dibersihkan melalui
proses fagositosis kemudian berlanjut mengalami
nekrosis dan melepaskan DAMPs yang dapat
mengaktivasi sistem imun Drosophila (20,21).
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Gambar 2. Level ekspresi gen Drosomycin (Drs) pada Drosophila melanogaster w118 dengan atau tanpa paparan
etanol pada konsentrasi 65% dan 85%. EtOH, etanol; *, P < 0.05; NS, P > 0.05

Untuk menganalisis apakah pemaparan etanol
dapat meningkatkan aktivasi sistem imun, maka
analisis ekspresi gen sistem imun Drosophila pada tiga
jalur utama yaitu jalur Toll, Imd dan Janus kinase-signal
transducer and activator of transcription (JAK-STAT)
pun dilakukan. Pada jalur Toll, diperoleh hasil ekspresi
gen Drs (Gambar 2) pada Drosophila yang terpapar
etanol konsentrasi 85% memiliki ekspresi Drs yang
lebih rendah dibandingkan dengan Drosophila yang

dipaparkan etanol konsentrasi 65% dengan
perbedaan yang signifikan.
Hal tersebut dapat terjadi karena, pada

konsentrasi tinggi etanol dapat menekan aktivasi
sistem imun (4,22). Sehingga dapat dikatakan bahwa
pada kondisi stres dikarenakan paparan etanol, gen
Drs mengalami supresi, dan dapat menurunkan
survival Drosophila serta menyebabkan kematian. Hal
tersebut berbanding terbalik dengan hipotesis
peneliti, ekspresi gen Drs meningkat seiring dengan
meningkatnya konsentrasi etanol yang memicu
aktivasi sistem imun berlebih dan menyebabkan
kematian. Oleh karena itu, untuk mengkonfirmasi hal

0.0064

0.0044

0.002+

Ekspresi Dpt
(dibandingkan dengan rp49)

0.000-

tersebut perlu dilakukan eksperimen
menggunakan mutan Toll Pathway.

lanjutan

Analisis ekspresi gen jalur Imd, yakni gen Dpt
(Diptericin), memberikaan hasil bahwa ekspresi gen
Dpt pada Drosophila yang dipaparkan etanol 85% dan
65% tidak berbeda dengan hasil yang diperoleh pada
kelompok kontrol tanpa perlakuan (Gambar 3). Hasil
tersebut mengindikasikan bahwa ekspresi gen Dpt
tidak mengalami perubahan akibat paparan etanol.
Sebelumnya, telah dilaporkan bahwa stimulasi gen Dpt

mampu  meningkatkan = kemampuan  survival
Drosophila dengan cara meningkatkan aktivitas enzim
antioksidan, sehingga  mampu  menghambat

peningkatan ROS. Tetapi, secara umum alkohol
diketahui sebagai suatu senyawa yang berkontribusi
dalam peningkatan ROS yang berujung pada stress
oksidatif (7). Berdasarkan hal tersebut peneliti
berasumsi bahwa pada stres yang terjadi akibat
paparan etanol dapat menyebabkan peningkatan
ekspresi gen Dpt untuk menekan produksi ROS
berlebih. Untuk mengkonfirmasi hal tersebut perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan
mutan Imd pathway.
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Gambar 3. Level ekspresi gen Diptericin (Dpt) pada Drosophila melanogaster w118 dengan atau tanpa paparan etanol
pada konsentrasi 65% dan 85%. EtOH, etanol; NS = non signifikan
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Lebih lanjut, analisis ekspresi gen pada jalur JAK-
STAT yakni gen TotA (Turandot A) (Gambar 4) dan
gen upd3 (unpaired 3) (Gambar 5) memperlihatkan
bahwa ekspresi gen TotA mengalami peningkatan
namun tidak dengan upd 3 setelah pemaparan etanol
pada konsentrasi 85%. Sehingga, kemungkinan
aktivasi gen TotA tidak terjadi melalui jalur canonical
yang diperantarai oleh upd3. TotA merupakan salah
satu family gen Turandot dimana gen TotA merespon
terhadap infeksi bakteri dan fungi, cold dan oxidative
stress, bahan yang mengoksidasi, aging, radiasi, luka
dan paparan UV yang mampu mengaktivasi sistem
imun (23-27). Etanol merupakan salah satu senyawa
yang dapat menyebabkan stres pada Drosophila dan
dibuktikan melalui data yang diperoleh. Etanol pada
konsentrasi tinggi kemungkinan menyebabkan

0.0101
0.0081
0.0061
0.004+

0.002+

Ekspresi TotA
(dibandingkan dengan rp49)

0.000-

peningkatan ROS kemudian menginduksi kematian
atau apoptosis. Selanjutnya, kematian pada jalur
apoptosis direspon oleh sitokin, yaitu Upd3 (pada
Drosophila) yang kemudian berikatan pada Dome dan
menginduksi gen TotA (23).

Melalui studi ini, sejumlah pertanyaan telah
terjawab. Etanol memberikan efek negatif pada
kelangsungan hidup Drosophila dan hal ini tampaknya
tergantung pada jenis kelamin (sex-dependent) serta
konsentrasi etanol yang digunakan (concentration-
dependent). Selain itu, lalat buah yang dipaparkan
dengan etanol pada konsentrasi tinggi dan letal
mengalami malfungsi dalam imunitas: supresi jalur
Toll dan induksi pada jalur JAK-STAT.
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Gambar 4. Level ekspresi gen Turandot A (TotA) pada Drosophila melanogaster w118 dengan atau tanpa paparan
etanol pada konsentrasi 65% dan 85%. EtOH, etanol; *, P < 0.05; NS, Non signifikan
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Gambar 5. Level ekspresi gen Unpaired (Upd3) pada Drosophila melanogaster w1118 dengan atau tanpa paparan etanol
pada konsentrasi 65% dan 85%. EtOH, etanol; NS = non signifikan
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Namun, perlu untuk dipahami bahwa studi ini
masih menyisakan beberapa pertanyaan yang belum
terjawab. Bagaimana mekanisme etanol dapat
menyebabkan supresi jalur Toll namun tidak
memberikan pengaruh apapun pada jalur Imd? Atau,
apakah ada koordinasi antara gen-gen yang berada
pada jalur Toll, Imd, dan JAK-STAT dalam kaitannya
dengan penurunan survival akibat pemaparan etanol.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat
disimpulkan bahwa paparan etanol menurunkan
survival D. melanogaster, mungkin terjadi akibat
peningkatan stres pada sel yang ditandai dengan
peningkatan level ekspresi TotA namun tidak dengan
ekspresi upd3, mengindikasikan bahwa kemungkinan
terdapat jalur lain yang mengaktivasi TotA, tidak
melalui perantaraan Upd3. Selain itu, analisis gen
sistem imun Drosophila menunjukkan bahwa ekpresi
gen Drs dan Dpt memiliki perbedaan nyata: terjadi
penurunan ekspresi gen Drs namun tidak disertai
perubahan ekspresi gen Dpt pasca pemaparan etanol.
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Karakterisasi Morfologis dan Molekuler Varietas Kedelai
(Glycine max) untuk Identifikasi Bahan Baku
Obat Tradisional

Fuad Soegibudiono Wiradjaja!, Oeke Yunita'*

Abstract: Many nutrients and active medicinal compounds in soybean (Glycine
max) reduce the risk of cancer, cardiovascular disease, postmenopausal issues,
Pen el itian diabetes, and some neurodegenerative disorders. Soybean protein causes several
allergic reactions, which necessitates quality control for traditional medicines and
herbal products. Morphological and molecular characterization using Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) method were used to control soybean quality.
Morphological characterization of 35 soybean varieties from the Research
Institute for Various Beans and Tubers (BALITKABI), Malang, East Java, included
photos of each variety and seed size, color, hilum color, weight, and special
characteristics. RAPD with OPF-3 and OPF-16 primers characterized 35 soybean
seed varieties. This study found that morphological characteristics like seed color,
hilum color, seed shape, and seed weight are difficult to use to distinguish between
varieties, especially if there are no specific features that predominate in these
varieties. However, molecular authentication with RAPD can distinguish 35
soybean varieties by the presence of specific polymorphic bands that can only be
found in certain varieties.

Artikel

Keywords: characterization, Glycine max, morphology, polymorphism, RAPD

Abstrak: Kedelai (Glycine max) mengandung banyak nutrisi dan senyawa aktif
berkhasiat obat yang berperan penting dalam mengurangi resiko berbagai jenis
kanker, penyakit kardiovaskular, masalah pascamenopause, diabetes, dan
beberapa gangguan neurodegeneratif. Beberapa kejadian alergi yang

! Laboratory of disebabkan oleh protein di dalam kedelai menjadi salah satu pemicu perlunya
Pharmaceutical Biology, kontrol kualitas kedelai sebagai bahan baku obat tradisional atau produk
Faculty of Pharmacy, herbal. Upaya kontrol kualitas kedelai dilakukan dengan karakterisasi
University of Surabaya. morfologis dan karakterisasi molekuler dengan metode Random Amplified

Polymorphic DNA (RAPD). Karakterisasi morfologis biji kedelai dilakukan pada
35 varietas kedelai dari Balai Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi
(BALITKABI), Malang, Jawa Timur, yang mendokumentasikan foto tiap varietas
dan karakteristik biji yaitu ukuran dan warna biji, warna hilum, berat biji, dan
ciri khusus biji. Karakterisasi molekuler 35 varietas biji kedelai dilakukan
dengan menggunakan metode RAPD dengan primer OPF-3 dan OPF-16. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa perbedaan ciri morfologis antar varietas,
seperti warna biji, warna hilum, bentuk biji, dan bobot biji sulit digunakan
untuk mengidentifikasi antar varietas terutama jika tidak ada ciri spesifik yang
menonjol pada varietas tersebut, sedangkan autentikasi molekuler dengan
RAPD lebih mampu membedakan 35 varietas kedelai yang ditunjukkan dengan

Korespondensi: adanya pita polimorfik spesifik yang hanya dapat ditemukan pada varietas
tertentu.

Oeke Yunita

oeke@staff.ubaya.ac.id Kata kunci: Glycine max, karakterisasi, morfologi, polimorfisme, RAPD
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Pendahuluan

Kedelai (Glycine max) sebagai salah satu
bahan baku obat tradisional telah dibuktikan

mengandung senyawa isoflavon, fenolik,
soyasapogenol, tokoferol (1,2), dengan berbagai
aktivitas  farmakologis  misalnya  sebagai

antioksidan, antimikroba, immuno-modulator,
menurunkan kadar kolesterol (2,3). Bahkan
kedelai sebagai “pangan fungsional” dikenal
dapat mengurangi risiko berbagai penyakit
berbahaya seperti aterosklerosis, osteoporosis,
berbagai jenis kanker (kanker payudara, kanker
rahim, dan kanker prostat) (4).

Beberapa peneliti mengungkapkan bahwa
kedelai mengandung minimal 37 molekul protein
yang dapat menimbulkan reaksi alergi pada anak-
anak dan perbedaan komposisi protein penyebab
alergi (allergen) dapat berasal dari 20 varietas
kedelai yang berbeda (5). Penelitian terdahulu
menyatakan bahwa 90 kultivar kedelai Brazil
menunjukkan adanya perbedaan komposisi
protein penyebab alergi yaitu f-conglycinin (6).
Hal tersebut menimbulkan adanya kebutuhan
kontrol kualitas kedelai yang digunakan sebagai
bahan baku obat tradisional atau produk herbal.

Upaya kontrol kualitas bahan baku herbal
(tanaman) merupakan upaya krusial dalam
menjamin autentikasi atau kebenaran identitas
bahan baku yang dapat berpengaruh selanjutnya
pada kualitas, keamanan dan efikasi produk
herbal. Upaya tersebut dapat dilakukan dengan
pengujian sensoris (pengujian makroskopis-
mikroskopis) dan pengujian analitis
menggunakan  teknik  instrumental yang
diklasifikasikan menjadi pengujian kandungan
kimia menggunakan senyawa penanda (marker)
dan/atau pengujian profil senyawa dengan
pendekatan metabolomik serta pengujian dengan
penanda molekular genetik (DNA) (7,8).

Pengujian dengan penanda molekuler (DNA)
yang menggunakan teknik DNA fingerprinting,
atau dikenal dengan istilah DNA profiling, genetic
fingerprinting, dan  DNA  typing. @ DNA
fingerprinting adalah teknik analisis molekuler
yang digunakan untuk membedakan individu dari
spesies yang sama menggunakan marker/
penanda pada DNA. Pada awalnya aplikasi plant
DNA fingerprinting untuk melakukan identifikasi
varietas dan/atau kultivar serta
mempertahankan galur breeding tanaman,
namun pada produksi herbal, pengujian tersebut

juga dapat digunakan untuk kontrol kualitas
bahan baku produk herbal, kontrol kualitas bahan
herbal selama proses produksi dan identifikasi
bahan herbal dalam produk herbal (9).

Polimorfisme DNA tumbuhan dapat dianalisis
dengan berbagai metode, salah satunya dengan
metode berbasis Polymerase Chain Reaction
(PCR). Metode berbasis PCR menghasilkan
penanda yang melibatkan amplifikasi in vitro dari
sebagian urutan DNA dengan bantuan primer
spesifik atau acak dan enzim DNA polymerase
yang termostabil. Teknik dalam metode ini yang
menggunakan primer acak diantaranya Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (7,8).

RAPD adalah modifikasi teknik dari PCR yang
menggunakan primer acak tunggal pendek (10
bp) untuk mengamplifikasi DNA genomik total
pada suhu annealing yang rendah (37-40°C).
Produk amplifikasi (amplikon) yang diperoleh,
dipisahkan dan divisualisasikan dengan metode
elektroforesis hingga menunjukkan adanya pola
larik DNA yang karakteristik (7). Penanda RAPD
telah digunakan untuk mengidentifikasi tanaman
sebagai bahan baku obat tradisional misalnya
Strychnos ligustrina (10), Sauropus androgynus
(11), Eurycoma longifolia (12), Aloe sp. (13), dan
Strychnos minor (14). RAPD juga dapat
mendeteksi mutasi genetik beberapa tanaman
misalnya sorghum (15), dan kedelai (16).

Keunggulan RAPD adalah metode ini
merupakan analisis kualitatif yang sensitif, cepat
dan tidak membutuhkan informasi urutan DNA
maupun isotopnya. Metode ini juga tidak
membutuhkan DNA dalam jumlah yang banyak
dan lebih murah dibandingkan metode lain.
Keterbatasan RAPD terletak pada
reprodusibilitasnya, namun keterbatasan RAPD
tersebut dapat diatasi dengan melakukan
optimasi pada metode RAPD (7,9).

Penelitian ini telah melakukan karakterisasi
morfologis dan identifikasi penanda RAPD untuk
memperoleh pola larik polimorfisme DNA dari
beberapa varietas kedelai di Indonesia, yang
merupakan tahap awal dari penelitian yang
bertujuan untuk memperoleh varietas kedelai
hipoalergenik, sehingga kedelai dapat secara
aman dikonsumsi sebagai bahan baku dalam obat
tradisional.
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Bahan dan Metode
Bahan

Varietas kedelai diperoleh dari Balai
Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi
(BALITKABI), Malang, Jawa Timur. Seluruh
sampel biji kedelai (Glycine max) berasal dari
BALITKABI pada hari yang sama. BALITKABI
menyediakan 35 varietas kedelai, di mana hanya
enam varietas yang merupakan hasil budidaya di
BALITKABI, yaitu: Grobokan, Wilis, Burangrang,
Anjasmoro, Sinabung dan Ijen, sementara 29
varietas lainnya merupakan koleksi BALITKABI
yang diperoleh dari berbagai lokasi di Indonesia,
misalnya kedelai varietas Kipas Putih didapatkan
dari Aceh. Ekstraksi DNA memerlukan satu set
pereaksi dalam kit Nucleospin Plant II, etanol
70%, Water for Injection, buffer TBE, agarosa,
etidium bromida, sedangkan amplifikasi DNA
dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)
memerlukan GoTaq® Green Master Mix 2x,
primer RAPD OPF F1-20, loading buffer dan
marker 100 bp ladder.

Metode

Karakterisasi Morfologis Biji Kedelai

Sampel biji kedelai diambil pada hari dan
lokasi yang sama. Setelah pengambilan sampel,
sampel diberi kode yang menunjukkan lokasi dan
tanggal pengambilan sampel, dikemas dalam
plastik klip, dimasukkan ke dalam box, dan
dibawa menuju laboratorium. Selanjutnya sampel
disimpan dalam kondisi kering dan tertutup rapat
pada lemari pendingin 4°C hingga waktu analisis
selanjutnya.

Karakterisasi  morfologis  biji  kedelai
dilakukan pada 35 varietas kedelai dengan
mendokumentasikan foto tiap varietas dan
karakteristik biji yaitu ukuran dan warna biji,
warna hilum, berat biji, dan ciri khusus biji.
Karakterisasi Molekuler Biji Kedelai

Sebelum analisis kualitas dan kuantitas DNA
dari biji kedelai yang memadai untuk proses
amplifikasi PCR - RAPD, dilakukan optimasi dan
uji keterulangan, terhadap metode isolasi DNA,
baik pada metode CTAB maupun pada kit (17),
kemudian dilakukan isolasi DNA dengan metode
terpilih, yang diadaptasi dari penelitian
sebelumnya (11,18). Isolat diukur kualitas dan
kuantitasnya dengan instrumen Nanodrop

Selanjutnya isolat DNA diamplifikasi dengan
PCR-RAPD menggunakan primer hasil skrining.
PCR-RAPD diawali dengan denaturasi pada suhu
94°C selama 1 menit, annealing pada suhu 35°C
selama 1,5 menit dan extension pada suhu 72°C
selama 1,5 menit. Tahapan-tahapan tersebut
dilakukan sebanyak 44 siklus. Setelah siklus
selesai, amplifikasi memasuki tahapan final
extension dengan menjaga suhu tetap 72°C selama
1,5 menit.

Hasil amplifikasi dielektroforesis dengan gel
agarosa dan diamati dengan UV transluminator
dan BioDocAnalyze Biometra. Setiap pita DNA
yang dihasilkan selanjutnya diberi skor 1 untuk
kehadiran pita dan diberi 0 untuk ketidakhadiran
pita DNA, kemudian diolah untuk konstruksi
dendrogram.

Hasil dan Diskusi

Biji kedelai telah ditanam di BALITKABI pada
suhu berkisar 29,3°-29,4°C sesuai dengan suhu
optimal untuk pertumbuhan kedelai, yaitu 20°-
35°C. Kelembapan udara juga berpengaruh
terhadap pertumbuhan biji. Kelembapan yang
terukur pada lokasi penanaman di Balitkabi
masih kurang optimal untuk pertumbuhan
kedelai. Kelembapan optimal berkisar antara 75-
90%. Pemberian pupuk dilakukan berdasarkan
kondisi tanah untuk memberikan input hara yang
sesuai dengan kebutuhan (19).

Berdasarkan hasil wawancara, BALITKABI
menggunakan pupuk berjenis pupuk kimia
Ponska yang diberikan secara merata pada
seluruh varietas yang dibudidayakan untuk
meminimalkan keragaman produktivitas tiap
tanaman, terutama yang digunakan untuk
persilangan yang menghasilkan varietas unggul
baru. Sampel biji kedelai yang diperoleh memiliki
kondisi lingkungan dan perlakuan yang homogen,
sehingga dapat meminimalisasi terjadinya variasi
akibat faktor lingkungan dan perlakuan, meski
pada penelitian sebelumnya telah diketahui
bahwa tidak ada pengaruh signifikan antara
lokasi penanaman daun katuk dengan pola larik
DNA yang diperoleh (11).

Seluruh sampel biji kedelai yang diambil dari
BALITKABI, diberi kode untuk menghindari
terjadinya kemungkinan sampel tertukar. Selain
itu, biji dari tiap varietas dikemas secara terpisah
untuk meminimalkan terjadinya kontaminasi
baik oleh serangga maupun kontaminan lain serta
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mencegah terjadinya kontaminasi silang. Sampel
biji kedelai juga dikemas dalam wadah tertutup
untuk menghindari paparan suhu tinggi pada
sampel secara langsung, baik yang disebabkan
karena panas dari mesin kendaraan maupun
cahaya matahari. Seluruh biji kedelai disimpan
dalam lemari pendingin suhu 4°C untuk
mencegah  kontaminasi  serangga  serta
mempertahankan suhu penyimpanan agar sesuai
dengan kondisi penyimpanan pada BALITKABI, di
mana seluruh biji disimpan dalam ruang
penyimpanan dengan suhu berkisar antara 4°-
5°C. Sampel biji kedelai disimpan pada lemari
pendingin suhu 4°C juga untuk mempertahankan
potensi  tumbuh  biji serta  mencegah
perkecambahan biji (20).

Perbedaan ciri morfologis antar varietas,
seperti warna biji, warna hilum, bentuk biji, dan
bobot biji pada Gambar 1 dan Tabel 1, sulit
digunakan untuk mengidentifikasi antar varietas.

Warna biji kedelai sebagian besar adalah
kuning dan kuning kehijauan sehingga sangat
sulit untuk membedakan antar varietas melalui
warna biji (21), kecuali pada varietas tertentu
rmisalnya Cikuray yang berwarna hitam.
Perbedaan varietas kedelai  berdasarkan
pengamatan terhadap hilum juga sulit dilakukan

karena meski beberapa varietas memiliki warna
hilum yang berbeda mulai dari kuning kecoklatan,
coklat, coklat tua, dan putih, namun ukuran hilum
cukup kecil, dan cukup banyak varietas dengan
warna hilum yang memiliki warna hilum serupa.
Ukuran berat biji kedelai juga tidak dapat
digunakan untuk membedakan antar varietas
kedelai, karena beberapa varietas seperti Cikuray
dan Sinabung memiliki bobot yang hampir sama.
Hasil optimasi isolasi DNA menunjukkan bahwa
metode yang paling optimal untuk isolasi DNA
adalah dengan kit Nucleospin yang memberikan
kualitas 2,23 + 0,012 dan kuantitas 269,57 ng/pl
+6,853.

Isolasi DNA dilakukan dengan kit Nucleospin
Plant II. Kualitas DNA biji kedelai kedelai yang
didapatkan berkisar antara 2,041- 2,651, dengan
kualitas DNA paling murni diperoleh pada
varietas Anjasmoro. Kualitas DNA hasil isolasi
yang didapatkan masih kurang murni karena DNA
hasil isolasi dikatakan murni apabila hasil
perbandingan absorbansi A 260 nm/A 280 nm
memberikan nilai berkisar antara 1,8-2,0, namun
orientasi penelitian selanjutnya menunjukkan
bahwa isolat DNA masih dapat digunakan untuk
PCR-RAPD.

Gambar 1. Ragam karakter morfologls b1]1 dari 35 varietas kedelai (Glycine max)

1: (a) Anjasmoro, (b) Gumitir, (c) Gepak Hijau, (d) Sinabung, (e) Cikuray, (f) Ringgit, (g) Kipas Putih
2: (a) Ijen, (b) Merbabu, (c) Tanggamus, (d) Lokon, (e) Muria, (f) Kerinci, (g) Burangrang

3: (a) Argomulyo, (b) Dieng, (c) Kawi, (d) Tidar, (e) Jaya Wijaya, (f) Manalagi, (g) Argopuro

4: (a) Detam 1, (b) Detam 2, (c) Lumajang Bewok, (d) Mahameru, (e) Panderman, (f) Wilis, (g) Kaba
5: (a) Davros, (b)Krakatau, (c) Gepak Kuning, (d) Malabar, (e) Petek, (f) Sindoro, (g) Bromo
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Tabel 1. Karakteristik morfologis biji dari 35 varietas kedelai (Glycine max)

No \Varietas Umur Karakteristik Biji Kedelai
I();::g; Ukuran Biji Warna Biji Warna Hilum Berat 5 biji Ciri-ciri Khusus
(mm) (mg)
1 Anjasmoro 82,5-92,5 7-9 Kuning Kuning kecoklatan 7382 Bulat agak gepeng
2 Gumitir 81 5-7 Kuning agak hijau Coklat 5081 Agak bulat
3 Gepak Hijau 76 5-7 Kuning muda Coklat 306,9 Agak bulat gepeng
kehijauan
4 Sinabung 88 8-10 Kuning Coklat 553,6 Lonjong
5 Cikuray 82-85 6-7 Hitam mengkilat Putih 5321 Bulat
6 Ringgit 85-90 4-7 Kuning Coklat tua 407,4 Bulat gepeng
7 Kipas Putih 85-90 7-8 Kuning Coklat muda 607,6 Bulat telur
8 Ijen 83 7-8 Kuning agak mengkilat Coklat 584,1 Lonjong
9 Merbabu 85 5-8 Coklat Coklat 551,7 Lonjong
10  Tanggamus 88 7-9 Kuning Coklat tua 461,5 Lonjong
11 Lokon 75-80 6-8 Kuning jerami Coklat 6189 Bulat telur agak
12 Muria 88 8-9 Kuning Coklat tua 8758 Bulat[;g;g; agak
pipih
13 Kerinci 87 4-6 Kuning Coklat tua 408,7 Agak bulat, pipih
14 Burangrang 80-82 9-11 Kuning Putih terang 659,7 Bulat telur
15 Argomulyo 80-82 8-11 Kuning Putih terang 873,4 Lonjong
16  Dieng 74-78 5-6 Kuning kehijauan Coklat tua 226,7 Agak bulat
17  Kawi 88 7-8 Kuning Putih 536,1 Bulat telur
18  Tidar 75 5-7 Kuning kehijauan Coklat tua 3081 Lonjong
19  Jaya Wijaya 84-87 6-8 Kuning pucat Coklat kehitaman 411,5 Bulat telur
20  Manalagi 84 7-8 Kuning Putih 445,9 Bulat telur
21  Argopuro 84 8-10 Kuning Coklat muda 770,7 Bulat
22 Detam 1 84 7-8 Hitam Putih 548,7 Agak bulat
mengkilat
23 Detam 2 82 6-8 Hitam Coklat 628,6 Lonjong kusam
24 Lumajang 75-80 7-8 Kuning Coklat 450,6 Lonjong
Bewok
25  Mahameru 83,5-94,8 8-11 Kuning Kuning kecoklatan 746,9 Bulat telur pipih
26  Panderman 85 9-10 Kuning muda Coklat tua 891 Agak bulat
27  Wilis 87 5-8 Kuning Coklat tua 4381 Lonjong agak pipih
28  Kaba 85 7-8 Kuning Coklat 548,6 Lonjong
29  Davros 80-85 6-8 Kuning pucat Coklat muda 3682 Lonjong agak pipih
30  Krakatau 82-85 7-8 Kuning Coklat muda 5351 Bulat telur pipih
31 Gepak 73 7-8 Kuning muda Coklat 3354 Bulat telur
Kuning kehijauan
32 Malabar 70 8-10 Kuning mengkilat Coklat 675,8 Bulat telur agak
pipih
33  Petek 75 7-8 Kuning bersih Coklat 524,7 Bulat telur
34  Sindoro 86 5-7 Coklat Hitam 3402 Bulat
35 Bromo 85 9-11 Kuning mengkilat Coklat muda 758,7 Bulat telur
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Konsentrasi DNA biji kedelai yang diperoleh
bervariasi dari 214,167 ng/ul pada varietas
Kerinci hingga 863,067 ng/ul yang diperoleh dari
varietas Cikuray. Konsentrasi DNA tersebut dapat
digunakan untuk PCR-RAPD, karena PCR
memerlukan 5-25 ng DNA, sementara template
DNA yang digunakan sebanyak 9 pl (22).

Kuantitas DNA isolat yang diperoleh
menggunakan Kit Nucleospin secara keseluruhan
lebih tinggi dibandingkan isolasi DNA yang
menggunakan metode konvensional (10, 18). Hal
ini diduga karena adanya kolom Nucleospin hijau
pada Kkit. Nucleospin hijau ini terdiri dari kolom
dengan fase diam silika yang dapat menahan DNA
melalui terbentuknya ikatan antara DNA dengan
silika (23).

Tingginya kuantitas isolat DNA juga
disebabkan karena tahapan elusi dengan
penambahan buffer elusi yaitu PE. Berdasarkan
hasil optimasi penambahan PE dilakukan dua
tahap elusi masing-masing 25 pl. Tahapan elusi
yang dilakukan dua kali biasanya menghasilkan
DNA yang lebih banyak dibandingkan dengan
elusi yang dilakukan satu kali dengan volume
total yang sama (17, 23).

Amplifikasi DNA biji kedelai dilakukan untuk
memperbanyak fragmen DNA yang
berkomplemen dengan primer RAPD yang
digunakan. Larutan isolat DNA diamplifikasi
dengan teknik PCR menggunakan arbitrary
primer atau Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD). Teknik ini dipilih karena cukup
sederhana dan dapat dikerjakan dalam waktu
yang relatif singkat (7, 9).

Sebelum melaksanakan amplifikasi DNA,
dilakukan tahap skrining primer RAPD dalam kit
OPF F1-20 dengan hasil pada Gambar 2. Hal ini

dilakukan untuk memilih primer mana yang
dapat menempel secara optimal pada DNA biji
kedelai sehingga mampu melakukan amplifikasi
DNA kedelai dan memberikan pola larik pita DNA
(DNA fingerprint) yang mampu menunjukkan
pola polimorfisme antar sampel. Berdasarkan
hasil skrining primer yang telah dilakukan, salah
satu primer yang terpilih adalah OPF-3 (5’-CCT
GAT CAC C-3") dan OPF-16(5’-GGA GTA CTG G-3).
Hal ini melengkapi studi terkait RAPD pada mutan
kedelai pada penelitian dengan metode serupa
dengan kit primer OPA (16).

Primer OPF-3 dan OPF-16 menjadi salah satu
primer yang dipilih, karena menghasilkan cukup
banyak pita (4-12 pita) di mana penelitian serupa
(16) menunjukkan adanya 3-8 pita hasil
amplifikasi DNA mutan kedelai dengan primer kit
OPA. Pemilihan primer juga berdasarkan adanya
variasi ukuran molekul DNA yang diduga sebagai
pita polimorfik.

Pita polimorfik dapat digunakan untuk
membedakan kedelai varietas yang satu dengan
varietas yang lain, serta menjadi penanda
(biomarker) yang spesifik bagi varietas tertentu.
Selain itu, pita yang dihasilkan cukup tebal atau
jelas, yang menunjukkan bahwa hasil amplifikasi
DNA terdapat dalam jumlah yang cukup banyak
(11).

Ketiga puluh lima varietas yang diamplifikasi
memberikan beberapa larik DNA dengan
berbagai ukuran pasang basa. Keanekaragaman
ukuran pasang basa pada primer yang sama dapat
terjadi karena perbedaan panjang dan urutan
primer RAPD yang  digunakan  untuk
mengamplifikasi fragmen DNA kedelai, yaitu OPF-
3 dan OPF-16.
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1=0PF-01
7 = OPF-06
13 = marker
19 = OPF-02
25 = OPF-15
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Gambar 2. Hasil skrining primer PCR RAPD

2 = 0OPF-01
8 = OPF-07
14 = OPF-13
20 = OPF-03
26 = marker

3 =0PF-03

9 = OPF-08
15 = OPF-14
21 = OPF-04z
27 = OPF-16

4 = OPF-04

10 = OPF-09
16 = OPF-15
22 = OPF-05
28 = OPF-17

5 = marker

11 = OPF-10
17 = OPF-01
23 = OPF-06
29 = OPF-18

6 = OPF-05

12 = OPF-11
18 = marker
24 = OPF-07

1234m3567 8 91011 mI2131415161718 m 19 202122232425m26 272829 303132 m33 34 36

1234 mS56 7891011m121314151617 m 1819 20 2122 23 24 m 25 26 27 2829 30 31 m 32 33 34 36

Gambar 3. Hasil amplifikasi PCR 35 varietas biji kedelai dengan primer (a) OPF-3dan (b) OPF-16

1 = Anjasmoro 6 = Ringgit 12 = Muria 18 = Tidar 24 = Lumajang Bewok 30 = Krakatau
2 = Gumitir 7 = Kipas Putih 13 = Kerinci 19 = Jaya Wijaya 25 = Mahameru 31 = Gepak Kuning

3 = Gepak Hijau 8 =Ijen 14 = Burangrang20 = Manalagi 26 = Panderman 32 = Malabar

4 = Sinabung 9 = Merbabu 15 = Argomulyo 21 = Argopuro 27 = Wilis 33 = Petek

m = marker 10 = Tanggamus 16 = Dieng 22=Detam1 28 =Kaba 34 = Sindoro

5 = Cikuray 11 = Lokon 17 = Kawi 23=Detam 2 29 =Davros 36 = Bromo
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Gambar 4. Dendrogram 35 varietas biji kedelai

A1l = Anjasmoro, A2 = Gumitir, A3 = Gepak Hijau, A4 = Sinabung, A5 = Cikuray, A6 = Ringgit , A7 = Kipas
Putih, A8 = Ijen, A9 = Merbabu, A10 = Tanggamus, A11 = Lokon, A12 = Muria, A13 = Kerinci, A14 =
Burangrang, A15 = Argomulyo, A16 = Dieng, A17 = Kawi, A18 = Tidar, A19 = Jaya Wijaya, A20 = Manalagj,
A21 = Argopuro, A22 = Detam 1, A23 = Detam 2, A24 = Lumajang Bewok, A25 = Mahameru, A26 =
Panderman, A27 = Wilis, A28 = Kaba, A29 = Davros, A30 = Krakatau, A31 = Gepak Kuning, A32 = Malabar,

A33 = Petek, A34 = Sindoro, A36 = Bromo

Perbedaan jenis primer yang digunakan akan
mengamplifikasi DNA pada lokasi yang berbeda-
beda pada genom, sehingga menimbulkan
berbagai pita dalam pola larik DNA

Primer RAPD yang berukuran pendek,
memungkinkan terjadinya proses amplifikasi di
berbagai lokasi genom. Semakin pendek urutan
fragmen DNA yang diamplifikasi, maka produk
hasil amplifikasi memiliki ukuran molekul yang
relatif kecil, sehingga saat dielektroforesis dengan
gel agarosa, akan cenderung berada mendekati
daerah anoda. Apabila fragmen DNA yang
diamplifikasi semakin panjang, maka hasil
amplifikasi akan memiliki ukuran molekul DNA

yang relatif besar, yang ditunjukkan dengan
adanya pita DNA yang masih terletak pada daerah
katoda. Primer yang tidak dapat mengamplifikasi
DNA cenderung bergerak ke muatan positif
(anoda) lebih cepat, sehingga ketika diwarnai
dengan etidium bromide tampak mengelompok
ke arah anode (9).

PCR-RAPD terhadap 35 varietas kedelai
dengan primer OPF-3 dan OPF-16 mampu
menunjukkan adanya pita polimorfik spesifik
(5,6%) yang hanya dapat ditemukan pada
varietas tertentu. Hal ini menunjukkan bahwa
kedua jenis primer tersebut masih mampu
memberikan pola larik polimorfisme, yang
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mampu membedakan beberapa sampel varietas
kedelai di Indonesia.

Pita monormofik, yang dapat menjadi marker
spesifik untuk spesies kedelai, belum dapat
dijumpai pada hasil PCR-RAPD dari 35 varietas
kedelai. Hal ini disebabkan karena keterbatasan
jenis primer RAPD yang digunakan dalam
mengamplifikasi fragmen DNA sampel kedelai.

Dendrogram pada Gambar 4. yang
dikonstruksi dari pita-pita DNA dalam pola larik
yang dihasilkan dari PCR-RAPD ke-35 varietas
kedelai menunjukkan adanya kemampuan
metode PCR-RAPD dalam membedakan berbagai
varietas kedelai, sehingga metode ini dapat
mendukung autentikasi varietas kedelai secara
morfologis. Hasil PCR-RAPD yang disajikan dalam
dendrogram tersebut, mampu menunjukkan
tingkat kemiripan antara satu varietas kedelai
dengan varietas kedelai lainnya secara lebih teliti
padalevel genomik, yang relatiftidak dipengaruhi
oleh kondisi geografis dan lingkungan tempat
tumbubh serta perlakuan paska panen.

Hasil penelitian ini berdampak positif
terhadap upaya kontrol kualitas bahan baku
herbal dan bahan alam sebagai tahap krusial
dalam menjamin autentikasi atau kebenaran
identitas bahan baku yang dapat berpengaruh
selanjutnya pada kualitas, keamanan dan efikasi
produk herbal. Karakterisasi molekuler terhadap
bahan baku obat tradisional dapat bersifat
species-specific walaupun bahan baku tersebut
awalnya sulit dibedakan dengan pengujian
berdasarkan karakteristik morfologi, anatomi
maupun kandungan kimia, tidak dipengaruhi
kondisi lingkungan, pengujian dalam waktu
relatif singkat pada sampel dalam jumlah
minimal, dan pengujian dapat dilakukan pada
bahan baku yang telah diproses menjadi serbuk
(7, 8). Pada penelitian selanjutnya terhadap
komposisi protein yang bersifat alergenik pada
berbagai varietas kedelai, identifikasi varietas
kedelai pada level genomik sangat diperlukan
dalam upaya mendeteksi varietas-varietas
kedelai yang bersifat hipoalergenik, baik dalam
bentuk bahan baku (raw material) maupun dalam
bentuk produk olahan. Identifikasi tersebut dapat
menunjang upaya deteksi varietas kedelai secara
morfologis dan kimia karena stabilitas molekul
DNA yang relatif tinggi, sehingga DNA kedelai
masih dapat terdeteksi pada produk kedelai, yang
telah mengalami berbagai proses pengolahan (7).

Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode
RAPD mampu memberikan pola larik
polimorfisme DNA pada 35 varietas biji kedelai di
Indonesia. Selain itu, penanda RAPD mampu
menunjukkan pola larik polimorfisme pada ke-35
varietas biji kedelai, yang mampu membedakan
berbagai varietas, misalnya varietas Gepak Hijau,
Cikuray, Ringgit, Kipas Putih, Merbabu, Kerinci,
Burangrang, Dieng, Manalagi, Argopuro, Detam-1,
Lumajang-bewok, Panderman, Kaba, Gepak
Kuning, Sindoro dan Bromo.

Penelitian ini dapat dilanjutkan pada
varietas-varietas kedelai yang belum digunakan
pada penelitian kali ini. Selain itu, dapat pula
digunakan primer-primer jenis kit yang berbeda
untuk memperoleh primer yang paling optimal
dalam melakukan amplifikasi DNA biji kedelai
sehingga diperoleh pola larik baik polimorfik
maupun monomorfik.

Pada penelitian selanjutnya untuk skrining
hipoalergenik, maka dapat dilakukan isolasi
protein pada kedelai yang diduga
bertanggungjawab sebagai allergen sehingga
mRNA dapat diisolasi dan dapat diperoleh urut-
urutan pasang basa yang mengkode protein yang
dapat menimbulkan reaksi alergi pada biji
kedelai.
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Abstract: Tiger orchid (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) BL) It is one of the plants
that are favored among the community as ornamental plants because of its beautiful
flowers. Tiger orchids have secondary metabolite compounds of alkaloids, flavonoids,
and tannins that can be used as traditional medicine. However, research on tiger
orchids in the field of pharmacology is still very limited. The purpose of this study is to
find out the content of chemical compounds contained in the herb extract of tiger
orchids (Grammatophyllum scriptum (LindL) BL) as well as Icsy and concentration of
tiger orchid herb extract (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) BL) It most effectively
kills shrimp larvae (Artemia salina Leach.). The sample used was sampled using 96%
ethanol. Tiger orchid (Grammatophyllum scriptum (Lindl) BL) pregnant 2',6"-
Dihydroxy-4'-methoxy-dihydrochalcone,  Apigenin-7-0-a-L-rhamnose(1-4)-6"-0-
acetyl-f3-D-glucoside, Kushenol H, Rubrofusarin, 3-Hydroxy baicalein and Luteolin
obtained from the results of the analysis using Liquid Chromatography Mass
Spectrometry (LCMS). The results showed that the herb extract of tiger orchid
(Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl.) has cytotoxic activity with an LCs, value of
150.96 ppm.

Keywords: tiger orchid (Grammatophyllum scriptum), cytotoxic, LCMS, Artemia
salina larvae

Abstrak: Anggrek macan (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl.) merupakan
salah satu tanaman yang digemari di kalangan masyarakat sebagai tanaman hias
karena bunganya yang indah. Aggrek macan memiliki senyawa metabolit sekunder
alkaloid, flavonoid dan tannin yang dapat digunakan sebagai pengobatan
tradisional. Namun, penelitian mengenai anggrek macan di bidang farmakologi
masih sangat terbatas. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui kandungan
senyawa kimia yang terdapat dalam ekstrak herba anggrek macan secara LC-
MS/MS serta nilai LCso dan konsentrasi dari ekstrak herba Anggrek macan yang
paling efektif membunuh larva udang (Artemia salina Leach.). Metode yang
digunakan dalam penelitian ini adalah pengambilan sampel dari kebun Anggrek
yang ada di Lingkungan FMIPA Universitas Cenderawasih Papua-Indonesia,
selanjutnya sampel dibuat dalam bentuk simplisia, diekstraksi dengan etil asetat.
Ekstrak selanjutnya dianalisis dengan LC-MS/MS dan dari ekstrak tersebut juga
dilakukan uji sitotoksik dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa anggrek macan (Grammatophyllum scriptum
(Lindl.) BL) mengandung 2',6’-Dihydroxy-4'-methoxy-dihydrochalcone, Apigenin-
7-0-a-L-rhamnose(1—4)-6"-0-acetyl-B-D-glucoside, Kushenol H, Rubrofusarin, 3-
Hydroxy baicalein dan Luteolin yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan
Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Ekstrak herba
anggrek macan memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai LCs5o 150,96 ppm dengan
tergolong kurang toksik.

Kata kunci: anggrek macan (Grammatophyllum scriptum), BSLT, sitotoksik, LC-
MS, larva Artemia salina
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Pendahuluan

Provinsi Papua memiliki hutan terluas di
Indonesia yaitu 34.209.769 ha, di mana hutan ini
memiliki tumbuhan kayu dan non kayu khas yang
dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat setempat (1). Saat ini, pencarian
senyawa baru masa depan beralih ke bahan alam
(2). Target tanaman tumbuhan yang menjadi
sumber obat baru sekarang banyak beralih ke
anggrek vyang ternyata sejak dulu sudah
digunakan sebagai etnomedicine dan obat
tradisional (3, 4, 5).

Anggrek diketahui banyak mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, glikosida,
karbohidrat dan senyawa fitokimia lainnya
sehingga sudah dimanfaatkan sebagai traditional
healing dan traditional medicine (6, 7). Anggrek
macan merupakan salah satu tanaman hias dari
suku Orchidaceae yang banyak diminati karena
bentuk dan warnanya yang unik dan cantik (8).
Anggrek macan banyak dijumpai di daerah hutan
Timur seperti Maluku (9) dan Papua khususnya di
daerah Parai, Distrik Biak Timur, Kabupaten Biak
Numfor (wilayah adat Saireri).

Menurut penelitian sebelumnya, anggrek
macan (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl)
berpotensi sebagai obat (10, 11) karena
mengandung alkaloid, flavonoid dan tannin (12).
Menurut penelitian Coe pada tahun 2010, ekstrak
yang mengandung alkaloid berpotensi bersifat
sitotoksik yang dapat menyebabkan kematian
pada hewan uji larva udang pada konsentrasi LCs,
di bawah dari 2000 pg/mL dan esktrak yang tidak
mengandung alkaloid namun berpotensi bersifat
sitotoksik disebabkan oleh kandungan terpen
pada ekstrak sampel (13). Sejauh ini senyawa
aktif yang terdapat dalam tanaman ini belum
dilaporkan, sehingga perlu secara terus-menurus
mengkaji senyawa aktif yang terkadung di dalam
anggrek macan.

Uji praklinis toksisitas terhadap ekstrak
tumbuhan obat merupakan pengujian awal untuk
dapat memprediksi tingkat keamanannya
sehingga dapat dilanjutkan dengan uji
farmakologi lainnya. Uji sitotoksik terhadap
ekstrak tumbuhan obat juga dapat dikembangkan
untuk obat alternatif antikanker (2, 14, 15, 16).

Pada pengujian ini digunakan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test). Metode BSLT

merupakan salah satu uji toksisitas yang memiliki
spektrum aktivitas farmakologi yang luas,
prosedur pengujian yang sederhana, cepat serta
hasilnya dapat dipertanggungjawabkan untuk
skrining toksisitas dari ekstrak tanaman dengan
menggunakan hewan laut yaitu larva udang
Artemia salina Leach. Dari perhitungan jumlah
larva udang yang mati, nanti akan dikonversikan
ke LC (lethal concentration) dari ekstrak yang
dapat membunuh larva (17, 18).

Metodologi Penelitian
Penyiapan Bahan

Dalam penelitian ini, sampel yang digunakan
adalah herba Anggrek Macan. Anggrek ini diambil
dari hutan lindung yang ada di Lingkungan FMIPA
Universitas Cenderawasih  Papua-Indonesia.
Sampel dicuci dengan air mengalir hingga tidak
terdapat kotoran-kotoran yang menempel
(sortasi basah), dicuci dengan air mengalir
sampai  bersih, Kkemudian ditiriskan untuk
membebaskan tumbuhan dari sisa-sisa air cucian.
Tumbuhan yang telah bersih dan bebas dari sisa
air cucian kemudian dikeringkan dengan cara
diangin - anginkan. Simplisia kering dibersihkan
kembali dari kotoran yang mungkin tidak hilang
pada saat pencucian (sortasi kering). Tahap
selanjutnya  simplisia  kering  dihaluskan
sehingga menjadi simplisia serbuk kemudian
disimpan dalam wadah bersih dan tertutup rapat
dengan suhu ruang.

Ekstraksi

Sampel yang telah dihaluskan ditimbang
sebanyak 100 gram kemudian diekstraksi
menggunakan maserasi dengan pelarut etanol
96% sebanyak 1,2 L selama 3 hari sambil diaduk
setiap satu kali 24 jam lalu disaring. Ekstrak yang
diperoleh kemudian diuapkan dengan rotary
evaporator sampai kental dan dipekatkan.

Analisis ekstrak herba Anggrek Macam
menggunakan cair spektrometri massa
tandem (LC-MS/MS)

Sebanyak 0.5 gr ekstrak etil asetat Anggrek
Macam dimasukan dalam labu 10 ml kemudian
ditambahkan metanol. Sonikasi selama 30 menit,
kemudian disaring menggunakan membran filter
PTFE 0,22 pum. Sampel yang telah disaring
kemudian injeksikan ke dalam sistem UHPLC
Waters Aqcuity Tandem Xevo G2S QTOF. Analisis
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menggunakan LC-MS/MS dilengkapi dengan
pompa biner dan detector spectrometer masssa
Quadropole Time of Flight (MS-QTOF) dengan
sumber Ionisasi Elektro Spray (ESI). Analisis
sampel menggunakan MS-QTOF dengan mode
ionisasi positif dan negative, acquisition range 50-
1200 Da, kolom non polar C18 XTerra® RP 18
3,5um, suhu kolom 400°C, eluen yang digunakan
adalah Asam format 0.1% dalam asetonitril (A)
dan Asam 0.1% aquadest (B) dengan sistem elusi
isokratik. Sistem elusi isokratik dilakukan pada
0-1 menit 95: 5 rasio, 0 menit gradien elusi linier
A dari 95% hingga 5%, elusi isokratis 6-7 menit 0:
100 rasio, 6-7 menit pelarut elusi gradien linier A
dari 0% hingga 100%, min 7,5-9 elusi isokratik
95: 5 rasio, hingga 7,5-9 menit gradien elusi linier
A pelarut dari 95% sampai 5%. Eluen diatur pada
laju alir 0,6 mL/menit dan volume injeksi 10 pl.
Interpretasi data spektrum massa LC-MS/MS
menggunakan software UNIFI yang didalamnya
telah memiliki library spektrum massa zat aktif
bahan alam dari database waters (19, 20).

Penetasan Telur Artemia salina (Leach.)

Telur A. salina Leach. ditetaskan dalam wadah
penetas telur dengan dua bagian ruang bersekat,
satu bagian ruang gelap dan yang satu terang.
Sekat dibuat berlubang dengan diameter 2 mm.
Air laut dimasukkan ke dalam wadah serta
diaerasi menggunakan aerator. Sejumlah A. salina
Leach. dimasukkan kedalam satu ruang,
kemudian ruang ini ditutup. Sisi yang lain
dibiarkan terbuka dan diberi lampu untuk
menarik A. salina Leach. yang telah menetas
melalui lubang sekat. Telur akan menetas setelah
kira-kira 24 jam menjadi larva. Larva yang
berumur 48 jam dapat digunakan untuk uji
toksisitas (17).

Preparasi Sampel Uji

Ekstrak anggrek dibuat larutan stok yaitu
masing-masing dengan cara melarutkan 200 mg
sampel dalam 200 mL pelarut yang sesuai
sehingga diperoleh larutan stok dengan
konsentrasi 1000 ppm. Pelarut etil asetat yang
digunakan disesuaikan dengan sifat kelarutan
sampel. Seri konsentrasi sampel uji dibuat dengan
pengambilan volume tertentu dari larutan stok
menggunakan mikropipet dan dimasukkan dalam
vial. Ekstrak ditimbang dan dilarutkan dalam air

laut sehingga didapatkan konsentrasi 0,10, 50,
100,250, 500, 750 dan 1000 ppm (17).

Uji Sitotoksik dengan Metode BSLT

Uji BSLT dilakukan dengan mengambil
sebanyak 1 gram telur A. salina Leach (Supreme
plus) ditetaskan dalam 1.000 mL air laut selama
48 jam. Setelah dua hari, telur A. salina Leach akan
menetas menjadi naupili atau larva A. salina
Leach dan digunakan untuk uji toksisitas. Larutan
ekstrak etanol 96% masing-masing dibuat
dengan konsentrasi 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm,
250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, dan 1000 ppm
dengan kontrol 0 ppm. Larutan kontrol digunakan
sebagai acuan untuk melihat pengaruh pelarut
terhadap larva A salina Leach. Pengujian
dilakukan dengan membuat seri konsentrasi yang
telah ditentukan dari masing-masing pelarut
kemudian mengisi ke dalam vial sebanyak 5 mL.
Pelarut  dalam  vial diuapkan  untuk
menghilangkan pelarutnya dengan tujuan agar
aktivitas murni dari ekstrak tanpa adanya
pengaruh dari pelarutnya. Setiap konsentrasi dari
ekstrak menggunakan 10 larva udang sebagai
hewan uji sitotoksik, dengan air laut yang
ditambahkan sebanyak 4 mL. Perlakuan uji
sitotoks