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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tumbuhan merupakan sumber bahan kimia yang paling lengkap. Begitu
banyak komponen kimia yang terdapat dalam tumbuhan, sehingga banyak
tumbuhan digunakan sebagai jamu atau obat tradisional. Saat ini, dunia berada
dalam iklim back to nature atau dikenal sebagai gerakan kembali ke alam dan
oleh karena itu semua hal yang serba natural semakin digemari dan dicari orang,
sdlah satunya penggunaan tumbuhan untuk pengobatan. Tumbuhan obat yang
digunakan oleh masyarakat mempunyai kelebihan atau keunggulan. Kelebihan
dari pengobatan dengan ramuan tradisional adalah mempunyai efek samping yang
kecil dibandingkan dengan pengobatan kimiawi (Thomas,1989).

Ficus élastica Nois. ex Blume merupakan salah satu tumbuhan yang
diteliti ketoksikannya terhadap brine shrimp Artemia salina. Ficus elastica Nois.
ex Blume merupakan salah satu anggota familia Moraceae yang dinyatakan secara
empiris getah batang Ficus elastica berkhasiat sebagai obat bisul (Anonim,1997).
Daun dari tumbuhan Ficus eastica mengandung saponin dan flavonoid, sehingga
diharapkan daun dari Ficus elastica tersebut juga mempunyai potens sebagal
antikanker. Disamping itu kulit batang dan akarnya juga mengandung polifenol
sedang daunnya mengandung tanin (Anonim,1997).

Artemia salina Leach merupakan organisme sejenis udang udangan yang

berukuran kecil dan dikenal dengan nama brine shrimp (Djarijah,1995). Artemia



salina Leach digunakan sebagai hewan uji untuk menentukan ketoksikan suatu
senyawa dalam ekstrak tumbuhan yang diwujudkan sebagai racun (Meyer et
al.,cit Wahyuni,S., 2002).

Metode skrining tumbuhan untuk membuktikan bahwa suatu tanaman bisa
digunakan sebagai antikanker apabila tumbuhan tersebut mengandung senyawa
yang bersifat sitotoksik (Meyer et al.,cit Wahyuni,S., 2002). Uji untuk senyawa
yang bersifat sitotoksik merupakan kelanjutan dari uji toksisitas senyawa obat
aam dapat dilakukan dengan menggunakan kultur sel secarain vitro.

Uji toksisitas dilakukan dengan mengamati kematian hewan percobaan
dan respon kematian ini dianggap sebagai pengaruh senyawa yang diuji. Uji
toksisitas dimaksudkan untuk memaparkan adanya efek toksik dan untuk meneliti
batas keamanan dalam kaitannya dengan penggunaan senyawa yang ada dalam
tumbuhan tersebut (Cassaret dan Doull’s, 1975).

Penelitian dengan menggunakan tumbuhan Ficus elastica bertujuan untuk
skrining awal senyawa antikanker dengan menggunakan metode Brine Shrimp
Lethality Test yang pernah dilakukan oleh Meyer dkk pada tahun 1982 untuk
mengetahui senyawa yang bersfa toksik terhadap Artemia salina Leach.

Parameter yang digunakan untuk menunjukkan adanya aktivitas biologi
suatu senyawa terhadap Artemia salina Leach adalah kematian dengan cara
menentukan nilai LCyy dalam pg/mL senyawa aktif dari ekstrak daun  Ficus
elastica. Jika harga LCs0[11000 pg/mL, ekstrak daun Ficus elastica tersebut dapat
dikatakan toksik dan berpotensi sebagai antikanker, sebaliknya jika harga

LCso U 1000pg/mL tidak toksk (Meyer et al.,cit Wahyuni,S., 2002).



Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) sering digunakan untuk
praskrining terhadap senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak tumbuhan
karena murah, cepat, mudah dan dapat dipercaya (Meyer et al.,cit Wahyuni,S.,
2002). Suatu metode yang menggunakan Artemia salina Leach telah
diperkenalkan sebagai metode bioassay yang sederhana untuk penelitian produk
alam. Sifat toksisitas suatu senyawa dapat dibandingkan dengan uji kultur sel
sehingga dapat diasosiasikan dengan aktifitas antikanker (Astuti, 2002).

Sehubungan dengan hal tersebut, maka akan dilakukan penelitian terhadap
tanaman Ficus elastica Nois ex Blume untuk membuktikan adanya toksisitas
terhadap Artemia salina Leach. Dari penelitian tersebut ekstrak daun Ficus
elastica terbukti toksik jika didapatkan nilai LCsg [0 1000 pg/mL (Meyeret al.,cit
Wahyuni,S., 2002). Kemudian ekstrak yang toksik terhadap Artemia salina Leach
diperiksa profil senyawa yang terkandung dengan Kromatografi Lapis Tipis

(KLT).

B. Perumusan Masalah
Dengan uraian tersebut di atas dapat dirumuskan masalah sebagai berikut :
1. Bagaimanakah toksisitas ekstrak kloroform, etil asetat dan etanol daun Ficus
elastica terhadap Artemia salina Leach?
2. Senyawa apa sgja yang terkandung dalam ekstrak daun Ficus elastica yang
toksik terhadap Artemia salina Leach?
3. Bagaimana profil KLT senyawa yang ada pada ekstrak daun Ficus elastica

yang paling toksk terhadap Artemia salina Leach?



C. Tujuan Pendlitian
1. Untuk membuktikan adanya zat dalam tumbuhan Ficus elastica yang mampu
menyebabkan kematian Artemia salina Leach.
2. Untuk memastikan ekstrak yang paling toksik terhadap Artemia salina.
3. Untuk memastikan profil KLT banyaknya senyawa ekstrak etanol daun Ficus

elastica yang toksik terhadap Artemia salina Leach

D. Tinjauan Pustaka
1. Tumbuhan Ficus elastica Nois. ex Blume
Kedudukan tumbuhan Ficus elastica dalam ilmu sistematika tumbuhan
adalah sebagai berikut :
a. Sgematikauntuk tumbuhan Ficus elastica Nois. ex Blume
Diviso . Spermatophyta
Subdiviso : Angiospermee

Classis . Dicotyledonae

Ordo : Urticdes
Familia : Moraceae
Genus : Heus

Spesies : Ficuseastica Nois ex Blume

b. Namalan: Fcusduvivieri Hort

c. Namaumum : Karet

d. Namadagrah: Sumatera: Rambung (Meayu)

Jawa : Kikaret (Sunda), Karet ( Jawa)



e. Morfologi tumbuhan

Pohon, tinggi 20-35 m. Batang tegak, bulat, percabangan simpodial,
permukaan kasar, putih kecoklatan. Daun tunggal, berseling, lonjong, tepi rata,
ujung runcing, pangka meruncing, panjang 15-20 cm, lebar 815 cm, bertangkai
pendek, hijau, pertulangan menyirip, permukaan halus, hijau. Bunga tunggal,
berkelamin satu, di ketiak daun, kelopak bentuk mangkok, hijau, benang sari
panjang £ 7 mm, putih, kepala sari bulat, hitam, mahkota bentuk pita, halus,
kuning. Buah buni, bulat, diameter 1-2 cm, hijau kehitaman. Biji bulat, putih.
Akar tunggang, coklat.
f.  Kandungan Kimia

Daun, akar dan kulit batang Ficus elastica mengandung saponin dan
flavonoid, di samping itu kulit batang dan akarnya juga mengandung polifenol
sedang daunnyamengandung tanin.
g Kegunaan

Getah batang Ficus elastica berkhasiat sebagai obat bisul dan digunakan
untuk pembuatan permen karet.

(Hutapea dan Syamsuhidayat, 1991).

2. Smplisa
a. Pengatian Smplisa

Simplisia adalah bahan alam digunakan sebagai obat, belum mengalami
pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain berupa bahan yang telah
dikeringkan. Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman utuh, bagian

tanaman, dan eksudat tanaman dengan tingkat kehalusan tertentu. Simplisia



hewani adalah simplisa yang berupa hewan, bagian hewan atau zat yang
dihasilkan hewan yang masih belum berupa zat kimiamurni. (Anonim, 1979)
b. Pengeringan

Pengeringan bertujuan untuk membuat simplisia tidak mudah rusak atau
terurai oleh enzim yang terdapat pada bahan baku. Enzim yang masih ada dengan
adanya air akan menguraikan bahan berkhasiat yang ada, sehingga bahan kimia
tersebut rusak. Selain itu mencegah tumbuhnya jamur dan mikroba
lain.(Koensoemardiah, 2000)
c. Pembuatan serbuk

Pembuatan serbuk dari daun Ficus elastica bertujuan untuk mempermudah
proses ekstraksi. Karena semakin kecil bentuknya semakin besar luas
permukaannya, sehingga proses penyarian akan semakin efektif.
3. Metode Penyarian Simplisia
a. Ekdraks

Ekstraks atau penyarian adalah proses pemisahan zat yang terdapat dalam
sdl ditarik oleh cairan penyari sehingga zat aktif larut dalam cairan penyari. Pada
umumnya penyarian akan bertambah baik bila permukaan serbuk simplisia yang
bersentuhan dengan penyari semakin luas. Metode dasar penyarian adalah
maserasi, perkolasi dan soxhletasi. Pemilihan terhadap keempat metode tersebut
disesuaikan untuk memperoleh sari yang diinginkan. Penyarian merupakan
peristiwva perpindahan massa zat aktif yang semula berada di dalam sel ditarik

oleh cairan penyari sehingga zat aktif larut oleh cairan penyari (Anonim,1986).



Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair dibuat dengan menyari
simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok diluar pengaruh cahaya
matahari langsung (Anonim, 1979).

Metode ekstraks yang dapeat digunakan antara lain:
1. Infundes

Proses penyarian umumnya digunakan untuk menyari zat kandungan aktif
yang larut dalam air dan bahanbahan nabati. Infus adalah sediaan cair yang
dibuat dengan menyari simplisia dengan air pada suhu 90° C selama 15 menit
(Anonim,1986).
2. Maseras

Maserasi (macerace = mengairi, melunakkan) adalah cara ekstraksi yang
paling sederhana (Ansel,1989). Maserasi dilakukan dengan cara merendam serbuk
simplisia dalam cairan penyari. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan
masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut dan
karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan
yang di luar sel, maka larutan yang terpekat didesak ke luar. Peristiwa tersebut
berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar dan di
daam .

Pada penyarian dengan maserasi, perlu dilakukan pengadukan. Pengadukan
diperlukan untuk meratakan konsentrasi larutan diluar butir serbuk simplisia,
sehingga dengan pengadukan tersebut tetap terjaga adanya dergjat perbedaan
konsentrasi yang sekecil-kecilnya antara larutan di dalam sel dengan larutan di

luar sg (Anonim, 1986).



3. Perkolas

Teknik ini biasanya dilakukan dengan cara melewatkan pelarut pada bahan
bahan tumbuhan yang akan diekstrak. Pelarut yang digunakan tidak mudah
menguap dan dapat melarutkan senyawa kimia terkandung dalam simplisia
dengan baik. Dalam teknik perkolasi dibutuhkan pelarut lebih banyak (Anonim,
1986).
4. Soxhletes

Soxhletas adalah ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu baru
dan pada umumnya dilakukan dengan alat khusus (soxhlet) sehingga terjadi
ekstraks kontinyu, jumlah pelarut relatif konstan karena adanya pendingin balik
(Anonim,2000).
b. Cairan Penyari

Selain cara penyarian, cairan penyari juga dapat mempengaruhi proses
penyarian. Pemilihan cairan penyari harus mempertimbangkan banyak faktor.
Cairan penyari yang baik harus memenuhi kriteria murah, mudah diperoleh, stabil
secara fiskka dan kimia, bereaks netral, tak mudah menguap, selektif, tidak
mempengaruhi zat berkhasiat dan diperbolehkan oleh peraturan. Untuk penyarian
simplisia Farmakope Indonesia menetapkan bahwa sebagai cairan penyari adalah
air, etanol, etanol-air atau eter (Anonim, 1986).

Larutan penyari yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah etanol, etil
asetat dan kloroform. Penyari tersebut dipertimbangkan sebagai penyari sebab
lebih selektif, kapang dan kuman sulit tumbuh dalam etanol 20% keatas selain itu

tidak beracun, netral, absorbsinya baik (Anonim,1986).



Etanol 70% adalah campuran air dan alkohol yang kerjanya gabungan antara
pelarut polar dan non polar, karena keduanya mudah bercampur dan
memungkinkan kombinasi yang fleksibel untuk mengekstraksi bahan aktif
(Ansd,1989). Etanol 70% dapat melarutkan alkaloid basa dan minyak menguap,
glikosida, kurkumin, kumarin, antrakinon, flavonoid, steroid, damar, klorofil.
Lemak, maam, tanin, saponin, hanya sedikit larut. Dengan demikian zat
pengganggu yang larut terbatas (Anonim,1986).

Etil asetat merupakan cairan tidak berwarna, transparan, bau harum, segar
dan sedikit seperti aseton dan memiliki rasa aneh, seperti aseton dan membakar.
Dapat bercampur dengan eter, dkohol dan minyak lemak dan minyak atsiri.

Kloroform adalah suatu pelarut yang merupakan cairan jernih, mudah
mengalir, mempunyai sifat khas, bau eter, mendidih pada suhu kurang lebih 61°C
dan dipengaruhi oleh cahaya. Kloroform sukar larut dalam air, dan dapat
bercampur dengan etanol dengan eter, benzena dan heksana. Kloroform dapat
digunakan sebagai pelarut untuk lemak, resin dan merupakan penyari alkaoid
yang baik (Wilson dan Giavold, 1982).

4. Toksisitas

Uji toksisitas dimaksudkan untuk memaparkan adanya efek toksik dan
atau menilai batas keamanan dalam kaitannya dengan penggunaan suatu senyawa.
Pengukuran toksisitas dapat ditentukan secara kuantitatif yang menyatakan tingkat

keamanan dan tingkat berbahaya zat tersebut (Cassaret dan Doull’s, 1975).
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Metode uji dibagi menjadi dua golongan, yaitu uji toksisitas umum dan uji
toksisitas khusus. Uji toksisitas umum digunakan untuk mengevaluas efek-efek
umum secara menyeluruh suatu zat pada hewan uji.

Uji toksisitas umum meliputi uji toksisitas akut dan uji toksisitas kronik.
Uji toksisitas akut, zat diberikan dengan dosis tunggal dan dilakukan pengamatan
selama 24 jam. Uji toksisitas kronik zat diberikan dengan dosis harian dan
pengamatan hampir diseluruh masa hidup hewan uji. Uji toksisitas khusus
mengevaluas secara terperinci efek khusus suatu zat pada organ spesifik hewan
uji. Uji toksisitas khusus meliputi uji potensiasi, uji teratogenik, uji kulit dan mata
(Loomis, 1978).

Petunjuk toksisitas yang dapat digunakan untuk evaluasi toksikologi
adalah dengan menggunakan kematian sebagai bentuk untuk memperkirakan
dosis lethal yang mungkin terjadi pada manusia (Cassaret dan Doull’s, 1975).

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu metode skrining
untuk menentukan ketoksikan suatu ekstrak ataupun senyawa. Kematian Artemia
salina Leach digunakan sebagai parameter untuk menunjukkan adanya kandungan
zat aktif tanaman yang bersifat sitotoksik. Apabila harga LCso 0 1000 pg/mL
ekstrak tersebut dapat dikatakan toksik. Bila kematian sebaga responnya, maka
dosis penimbul kematian pada 50% populasi dengan spesies yang sama dalam
waktu spesifik dan kondisi percobaan sesua diistilahkan sebagai median letha
dose atau LDsg. Obat yang diberikan sebaga konsentrasi diistilahkan sebagai

Median Lethal Concetration atau L Csp (Cassaret dan Doull’s, 1975).
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Metode ini digunakan dalam usaha mengisolass senyawa toksik dari
ekstrak. Pertama kali metode ini dipergunakan untuk menentukan keberadaan
residu insektisda seperti DDT, parathion, dieldrin dan menentukan potensi
senyawa anestetik. Metode ini kemudian berkembang sebagai salah satu metode
dalam mengisolas senyawa aktif yang terdapat dalam suatu ekstrak tanaman.
Keuntungan dari metode BSLT adalah peka, cepat, sederhana dan dapat diulang
tanpa terjadi penyimpangan (Wahyuono dkk, 1995).

5. Artemiasalina, Leach
a. Klasfikes

Artemia salina Leach adalah udang tingkat rendah yang hidup sebagai
zooplankton. Artemia pada tahun 1778 diberi nama cancer salinus,yang kemudian
diubah menjadi Artemia sdina pada tahun 1819 oleh Leach

Klesfikes Artemia pada dunia hewan adalah sebagai berikut :

Divid : Animd
Phylum  : Arthropoda
Keas . Crustaceae

Subkelas : Branchiopoda

Ordo . Anostraca

Familia  : Arthemidae

Genus . Artemia

Species : Artemia salina Leach

( Mudjiman, 1995)
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b. Morfologi Artemia salina, Leach

Artemia salina, Leach diperdagangkan dalam bentuk telur istirahat yang
dinamakan kista. Kista ini bentuk bulatan-bulatan keci berwarna kelabu
kecoklatan dengan diameter berkisar 200-300 um (Mudjiman1995).

Kista berkualitas baik, apabila diinkubasi dalam air berkadar garam 570
permil akan menetas sekitar 18-24 jam. Artemia yang baru menetas disebut
nauplius, berwarna orange, kerbentuk bulat lonjong dengan panjang sekitar 400
mikron, lebar 170 mikron dan berat 0,002 mg. Nauplius berangsur-angsur
mengalami perkembangan dan perubahan morfologis dengan 15 kali pergantian
kulit hingga menjadi dewasa Pada setiap pergantian kulit disebut instar
(Mujiman, 1995).

Ada beberapa tahap penetasan Artemia yaitu tahap hidrasi, tahap pecah
cangkang, dan tahap payung atau tahap pengeluaran. Tahap hidrasi terjadi
penyerapan air sehingga kista yang diawetkan dalam bentuk kering tersebut akan
menjadi bulat dan aktif bermetabolisme. Tahap selanjutnya adalah tahap pecah
cangkang dan disusul dengan tahap payung yang terjadi beberapa saat sebelum

nauplius keluar dari cangkang (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). Tahap

penetasan Artemia seperti pada gambar 1.
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Parkembangan talur sampal menjadi nauplies dslam proses panatasan,
Gambar 1. Tahap penetasan telur Artemia
Artemia dewasa biasanya berukuran panjang 1-2 cm yang ditandai adanya
tangkai mata yang jelas terlihat pada kedua sisi bagian kepala, antena sebagal alat
sensori, saluran pencernaan yang terlihat jelas, dan 11 pasang thorakopoda. Pada
Artemia jantan, antena berubah menjadi aat penjepit, sepasang penis terdapat
dibagian belakang tubuh, sedangkan pada Artemia betina antena mengalami
penyusutan. Sepasang indung telur atau ovarium terdapat di kedua sisi saluran
pencernaan, dibelakang thorakopoda (Mujiman,1995). Gambar 2 merupakan

gambar morfologi neuplius Artemia salina Leach.



14

Keterangan

Mata nauplius
Antennula

Antena

Calon thoracopoda
Saluran pencernaan
mandibula

pnh

Gambar 2. Morfologi nauplius Artemia salina
(Mujiman, 1995)
c. Lingkungan hidup

Artemia salina hidup planktonik di perairan berkadar garam tinggi antara
15-30 permil, suhu yang dikehendaki berkisar antara 25°C-30°C, oksigen terlarut
sekitar 3 mg/L dan pH antara 7,3-8,4. Artemia salina, Leach tidak dapat
mempertahankan diri dari pemangsa musuh- musuhnya karena tidak mempunyai
alat atau cara untuk membela diri, salah satu cara untuk menghindarkan diri dari
pemangsa hewan lain dengan berpindah kekondisi alam berupa lingkungan hidup
berkadar garam tinggi. Pada umumnya pemangsa tidak dapat hidup lagi pada
kondis itu (Mudjiman,199%5).

Makanan Artemia salina terdiri atas ganggang renik, bakteri dan cendawan.
Daam pemeliharaan makanan yang diberikan adalah katul padi, tepung terigu,
tepung keddai, dan ragi (Mudjiman,1995).

d. Perkembangbiakan dan sklus hidup
Perkembangbiakannya yaitu jenis biseksual dan jenis partenogenenetik

Keduanya dapat terjadi ovovivipar atau ovipar. Pada ovovivipar keluar dari



15

induknya sudah berupa anak yang dinamakan nauplius, sedangkan pada ovipar
anak keluar dari induknya berupa telur, bercangkang tebal yang dinamakan siste.
Perkembangbiakan jenis biseksua harus melalui proses perkawinan antara induk
jantan dengan induk betina. Pada jenis parthenogenesis tidak ada perkawinan
karena memang tidak pernah ada jantannya. Jadi, betina akan beranak dengan
sendirinya tanpa perkawinan (Mudjiman,1995). Siklus hidup Artemia salina

seperti pada gambar 3.

/ Mauplius
= o & 13 hary SRR TN |
@ - = e —

Mauplius
P Do

Parenamecmesis

K= D’%J

Gambar 3. Siklus Hidup Artemia salinaL each
(Mudjiman,1995)

e. Penetasantelur Artemia salina Leach
Telur yang siap menetas berwarna coklat keabuabuan. Untuk media
penetasan dapat digunakan air laut biasa (kadar garam + 30 permil). Tapi untuk
mencapa hasil penetasan yang lebih baik, kita perlu menggunakan air berkadar
garam 5 permil. Ini dapat dibuat dengan mengencerkan air laut dengan air tawar.
Sebelum ditetaskan telur-telur tersebut perlu dicuci terlebih dahulu, yakni

dengan direndam di dalam air tawar selama 1 jam, baru kemudian dimasukan
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dalam wadah penetasan. Suhu air yang baik selama proses penetasan adalah
antara 2530 C. Sedangkan kadar oksigennya harus lebih dari 2 mg/L. Untuk
merangsang proses penetasannya media penetasan tersebut perlu disinari dengan
lampu yang dipasang di samping wadah. Daam waktu 24-36 jam setelah
pemasukan telur, biasanya telur-telur itu sudah menetas menjadi anak Artemia
yang dinamakan reuplius  (Mudjiman,1995).

f.  Penggunaan Artemia salina Leach daam pendlitian

Suatu metode uji hayati yang tepat dan murah untuk skrining dalam
menentukan toksisitas suatu ekstrak tanaman aktif dengan menggunakan hewan
uji Artemia salina Leach. Artemia sebelumnyatelah digunakan dalam bermacam
macam Uuji hayati seperti uji pestisida, polutan, mikotoksin, anestetik, komponen
seperti morfin, kekarsinogenikan dan toksikan dalam air laut. Uji dengan
organisme ini sesuai untuk aktifitas farmakologi dalam ekstrak tanaman yang
bersifat toksik. Penelitian menggunakan Artemia salina memiliki beberapa
keuntungan antara lain cepat, mudah, murah dan sederhana.

Pendlitian dengan larva Artemia salina Leach telah digunakan oleh Pusat
Kanker Purdue, Universitas Purdue di Lafayette untuk senyawa aktif tanaman
secara umum dan tidak spesifik untuk zat anti kanker. Namun demikian hubungan
yang signifikan dari sampel yang bersifat toksik terhadap larva Artemia salina
Leach ternyata juga mempunyai aktifitas sitotoksik. Berdasarkan hal tersebut
maka larva Artemia salina Leach dapat digunakan untuk uji toksisitas

(Meyer et al., cit Wahyuni,S.,2002).
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6. Kromatografi Lapis Tipis(KLT)

Kromatografi lapis tipis adalah metode pemisahan campuran senyawa
dengan menggunakan fase diam dan fase gerak lewat aat lapis tipis. Lapisan yang
memisahkan, yang terdiri atas bahan berbutir-butir atau fase diam, ditempatkan
pada penyangga berupa pelat gelas, logam atau lapisan lain yang cocok.
Campuran yang akan dipisahkan berupa larutan, ditotolkan berupa bercak atau
pita. Setelah pelat ditaruh dalam bejana tertutup rapat berisi larutan pengembang
yang cocok (fase gerak), pemisahan terjadi selama perambatan kapiler.
Selanjutnya, senyawa yang tidak berwarna harus ditampakkan atau dideteksi
(Stahl, 1985).

Pada kromatografi, kondis optimum untuk suatu pemisahan merupakan
hasil kecocokan antara fase diam dan fase gerak. Kelebihan KLT dibandingkan
kromatografi kertas adalah keserbagunaan, kecepatan dan kepekaannya.
Keserbagunaan KLT disebabkan karena kenyataan bahwa disamping selulosa,
sgumlah penyerap yang berbedabeda dapat disaputkan pada pelat kaca atau
penyangga lain yang digunakan untuk kromatografi. Keuntungan KLT yang lain
adalah hanya diperlukan jumlah cuplikan yang sedikit kira-kira 0,1 g, kebutuhan
ruang minima dan penanganannya sederhana (Stahl, 1985).

Untuk campuran yang tidak diketahui, lapisan pemisah dan sistem larutan
pengembang harus dipilih dengan tepat karena keduanya bekerja sama untuk
mencapai pemisahan. ®lain itu hal yang penting juga adalah memilih kondis

optimum yang meliputi Sfat pengembangan dan atmosfer bgjana
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a. Fasediam

Fase diam berupa lapis tipis yang terdiri atas bahan padat atau serbuk halus
yang dilapiskan pada permukaan yang biasanya terbuat dari kaca, tetapi dapat
pula terbuat dari pelat polimer atau logam. Lapisan melekat permukaan dengan
bantuan bahan pengikat. Biasanya kalsium sulfat atau amilum (pati). Pada
umumnya sebagai fase diam digunakan sllicagd (Sujadi, 1988).

KLT merupakan kromatografi adsorpsi, adsorben bertindak sebaga fase
diam. Empat macam adsorben yang umum dipakai adalah silika gel, dan masing
masing terdiri dari bermacam macam nama dagang.

1. Slikagd

a) Slikagd G
Silika gl G adalah silika gel yang mengandung 13% kalsium sulfat
sebagai perekat. Jenis silika gl ini biasanya mengandung ion logam,
terutama ion besi. Kandungan ion besi ini dapat dihilangkan dengan
mengembangkan pelat KLT slika gl G dengan sistem pelarut
metanol:HCl pekat 9:1.

b) Slikagd H
Silikagd H tidak mengandung perekat kalsum sulfat, dipakai untuk
pemisahan yang bersfa spesifik terutama lipida netrd.

c) Slikagd GF
Silika gel ini ditemukan belakangan, yang dibuat seedemikian rupa
sehingga senyawa-senyawa organik yang terikat pada pelat ini dgpat

mengadakan fluoresensi. Oleh karena itu visualisasinya dapat
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dikerjakan dengan menempatkan pelat yang telah dikembangkan di
dalam ruang gelap atau dengan sinar UV yang bergelombang
pendek.
2. Alumina
Alumina memiliki kemampuan untuk memisahkan bermacam macam
senyawa, seperti terpena, akaloid, steroid, dan senyawa-senyawa
aisklik, alifatik, serta aromatik. Aluminatidak mengandung zat perekat,
memiliki sifat alkalis dan dapat digunakan dengan aktivas maupun
tidak.
3. Kiesdguhr
Kieselguhr merupakan adsorben yang lebih lemah dari silika gel dan
aumina, oleh karena itu lebih cocok untuk memisahkan senyawa
Ssenyawa polar.
4. Sdulosa
Selulosa digunakan untuk memisahkan asam-asam amino, alkaloid dan
nukleotida
(Adnan, 1997)
b.Fase gerak
Fase gerak merupakan medium angkut yang terdiri atas satu atau beberapa
pelarut. Pelarut tersebut bergerak di dalam fase diam, yang merupakan lapisan
berpori, karena ada gaya kapiler. Pelarut tersebut bergerak di dalam fase diam
yaitu suatu lapisan berpori, karena ada gaya kapiler. Pelarut yang digunakan

adalah pelarut yang bertingkat mutu analitik, jika menggunakan sistem pelarut
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multi maksimum tiga komponen. Angka banding campuran dalam fase gerak
dinyatakan dalam bagian volume tertentu sehingga volume total adalah 100
(Stahl,1985).

Pada kromatografi adsorbsi, pelarut pengembang dapat dikelompokkan ke
dalam eluotropik berdasarkan efek elusinya. Efek elusi akan meningkat sesuai
kenaikan kepolaran pelarut. Sebagai contoh pelarut yang biasa digunakan pada
KLT adalah n-heksana, heptana, sikloheksana, karbontetraklorida, benzena,
kloroform, eter, etil asetat, piridin, aseton, etanol, metanol dan air (Stahl, 1985).

Pada kromatografi lapis tipis, lempeng dimasukkan ke dalam bejana untuk
proses pemisahan. Bejana harus tertutup rapat. Lalu dilakukan penjenuhan bejana
dengan memasukkan secarik kertas saring bersih pada dinding sebelah dalam
bejana (Stahl,1985), sehingga atmosfer didalam bejana jenuh dengan fase pelarut
setelah seluruh kertas terbasahi (Harborne, 1987).

Tingkat kejenuhan bejana dengan uap pelarut pengembang mempunyai
pengaruh yang nyata pada pemisahan dan letak bercak yang terbentuk pada bejana
yang dijenuhkan sempurna dengan pengembang (Stahl,1985).

Lalu dilakukan penotolan. Penotolan biasanya dilakukan dengan memakai
kapiler kaca atau pipa kapiler, tetapi dapat pula dilakukan dengan aat otomatis.
Pelarut dibiarkan menguap atau dihilangkan dengan airan udara kering atau
nitrogen (Sastrohamid]jojo,1991).

Pengembangan adalah proses pemisahan campuran cuplikan akibat pelarut

pengembangan merambat naik dalam lapisan. Tingkat kejenuhan bejana dengan
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kapasitas pelarut pengembangan memiliki pengaruh yang nyata pada pemisahan
dan letak bercak pada kromatogram (Stahl,1985).
c. Metode Identifikas

Terdapat berbagai kemungkinan untuk deteks senyawa berwarna pada
kromatogram. Deteksi paling sederhana adalah jika senyawa menunjukan
penyerapan di daerah UV gelombang pendek (254 nm) atau jika senyawa itu
dapat dieksitas ke fluoresens radiasi UV gelombang pendek dan atau gelombang
panjang (365 nm). Identifikasi senyawa dalam kromatogram biasanya dengan
menggunakan harga Rf yang didefiniskan sebagal :

_ Jarak titik pusat bercak awal dari titik awal
Jarak garis terdepan fasegerak dari titik awal

Angka Rf berjarak antara 0,00-1,00 dan hanya dapat ditentukan dua desimal.
Agar tidak harus bekerja dengan pecahan dipakai hRf, harga ini adalah Rf x 100.
Hanya merupakan bilangan utuh antara 1-99 (Stahl,1985).

Faktor-faktor berikut addah yang dgpat mempengaruhi harga Rf, antaralain:
1) Sifat dari penyerap dan dergat aktifitasnya
2) Teba dan kerataan lapisan penyerap
3) Pdarut fase gerak
4) Dergat kgenuhan
5) Jumiah cupliken
6) Suhu dan kesetimbangan (Sastrohamidjojo, 1991)
Jika dengan cara tersebut senyawa tidak dapat terdeteksi, maka dipakai

reeks kimiaatau metode khas (Stahl,1985).
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7. Brine Shrimp Lethality Test

Artemia salina Leach, merupakan sgenis udang-udangan yang hidup
planktonik di perairan laut yang kadar garamnya tinggi. BSLT merupakan sdah
sau  organisme yang digunakan ddam metode skrining untuk  menentukan
tokddtas suau senyawa. Metode ini juga sering digunakan untuk bioassay ddam
ussha untuk mengisolas senyawa toksk dari ekstrak tumbuhan (Meyer et al.cit
Wahyuni,S., 2002)

Hasl uji BSLT akan diketahui hesil ketoksikennya dengan LCso. Nilai LCso
merupakan angka yang menunjukan konsentras ekstrak yang dapat menyebabkan
kemaian sebesr 50 % dai jumlah hewan uji. Hasll uji dinyatakan toksk
terhadap Artemia apabila ekstrak tumbuhan tersebut memiliki LCsp O 1000

pg/mL (Meyer et al.,cit Wahyuni,S., 2002).

E. Keterangan Empiris
Penelitian ini menggunakan daun pohon Ficus eastica Nois. ex Blume.,
diharapkan dapat diperoleh informasi baru tentang adanya aktivitas toksik ekstrak
kloroform, etil asetat dan etanol daun Ficus elastica terhadap Artemia salina

Leach.





