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ABSTRACT

Mae Sri Hartati W, Subagus Wahyuono - Toxicity screening using Brine Shrimp Lethality Test (BST) of some
benalu species traditionally utilized to treat tumour in Indonesia.

Background : Traditionally some benalu species were used to treat tumour in Indonesia. Some research report
indicated the present of anti tumour activity, although its toxicity study by BST was not performed yet. It is
necessary to observe the toxic level of the benalu leaves and whether they are safe to be consumed.
Objectives : To determine the toxic level of species of benalu leaves {Dendrophtoe pentandra L. Miq. (1),
Macrosolen tetragonus (bl.) Miq. (2 and 7), Helixanthera parasitica Lour. (3), Dendrophtoe falcata (Lf.) Ettings
{4), Dendrophtoe constricta Dans. (5), Macrosolen cochinchinensis {Lour). Tiegh. (6]}

Methods : The leaves of benalu were separately extracted with chloroform, followed by methanol. The
chloform and methanol extracts toxicity level were screened using Brine Shrimp Lethality Test (BST) at the
dose of 1500, 1000 and 500 ug/ml. The level of the toxicity was determined by counting the death
percentage of the Artemia salina larvae after 24 hours of adding the extract at the dose indicated. The extract
was considered toxic when 100% A. salina larvae was killed at the dose < 1000 ug/ml, and the extract was
mildl toxic when 100% death percentage was observed at the dose of 1500 ug/ml.

Results : Practically all the chloroform extracts were non toxic since they were not able to kill 100% A. salina
larvae at the dose of 1000 ug/ml. Although when the doses were raised to 1500 ug/ml, the 100% death
percentage was still not obtained. Similarly, the methanol extracts were also non toxic at the dose of 1000
ug/ml. However, M. cochinchinensis (6) and M. tetragonus (7) were considered to be mild! toxic as their
methanol extracts were able to kil 100% A. salina larvae when the dose was raised to 1500 ug/ml.
Conclusion: The different test result (at 1500 ug/ml} shown by two methanol extracts of similar species M.
tetragonus {2b (killed 52%) & 7b (100%)} should give an idea that the benalu are practically non toxic and
save to be consumed for tumor treatment.
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ABSTRAK

Mae Sri Hartati W, Subagus Wahyuono - Skrining toksisitas dengan menggunakan "Brine Shrimp Lethality
Test (BST) " dari daun beberapa species benalu yang secara tradisional digunakan untuk mengobati tumor di
Indonesia.

Latar belakang : Secara tradisional daun beberapa benalu spesies digunakan untuk mengobati tumor di
Indonesia. Beberapa penelitian mampu menunjukkan aktivitas ke arah anti tumor, tetapi penelitian toksisitas
dengan BST belum pernah dilakukan. Oleh karena itu perlu dilakukan uji toksisitas untuk mengetahui tingkat
ketoksikan dan menentukan apakah daun benalu aman untuk dikonsumsi.

Tujuan penelitian : Untuk menentukan tingkat ketoksikan dari enam spesies daun benalu {Dendrophtoe
pentandra L. Miq. (1), Macrosolen tetragonus (Bl.) Miq (2 dan 7), Helixanthera parasitica Lour. (3), Den-
drophtoe falcataPY (Lf.) Ettings (4), Dendrophtoe constricta Dans. (5), Macrosoien cochinchinensisPY (Lour).
Tiegh. (6)}.
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Metode : Daun benalu dari tiap spesies di ekstraksi dengan kloroform kemudian dengan metanol. Ekstrak
klorofom dan ekstrak metanol kering diuji ketoksikannya dengan menggunakan Brine Shrimp Lethality test.
(BST) pada dosis 1500, 1000 dan 500 ug/ml. Tingkat ketoksikan ekstrak ditentukan dengan melihat
persentase kematian larva A. salina setelah 24 jam pemberian ekstrak pada dosis di atas. Ekstrak dinyatakan
toksik apabila mampu membunuh 100% larva A. salina pada dosis < 1000 ug/ml, dan dinyatakan sedikit
toksik apabila mampu membunuh 100% larva A. salina pada dosis 1500 ug/ml.

Hasil penelitian : Seluruh ekstrak klorofom daun benalu praktis non toksik karena tidak mampu membunuh
100% larva A. salina, dan kematian larva 100% masih belum diperoleh walaupun dosis dinaikkan menjadi
1500 ug/ml. Ekstrak metanol daun benalu praktis juga non toksik, tetapi M. cochinchinensis (6) dan M.
tetragonus (7) dinyatakan sedikit toksik karena kedua ekstrak tersebut pada 1500 ug/ml mampu membunuh
seluruh (100%) larva A. salina. Hasil BST kedua ekstrak metanol (2b dan 7b) dari spesies yang sama M.
tetragonus) pada dosis 1500 ug/ml adalah berbeda {2b (membunuh 52%) dan 7b {100%)}.

Simpulan : Daun benalu praktis non toksik dan aman untuk dikonsumsi pada pengobatan tumor.

PENGANTAR

Secara tradisional, daun benalu telah diguna-
kan untuk mengobati tumor di Indonesia dan
beberapa tempat di dunia'. Beberapa resep obat
tradisional berisi daun benalu telah dikenalkan
akhir-akhir ini’. Penyembuhan tumor oleh daun
benalu menjanjikan di masa mendatang sebagai-
mana ditunjukkan oleh data kesembuhan pada
8,57% pasien dengan tumor ganas dan 13,33%
tumor jinak setelah pengobatan dengan daun
benalu selama 2 tahun’. Di samping hasil yang
menjanjikan, tingkat ketoksikan dari daun benalu
belum banyak diteliti secara ilmiah. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untuk menentukan
tingkat ketoksikan 6 species daun benalu secara
. BST (Brine shrimp lethality test).

Berbagai uji ketoksikan telah diperkenalkan.
Metode uji ketoksikan dengan BST dikenal seba-
gai metode yang sederhana karena kecepatan-
nya, reliable, murah dan mudah serta dapat di-
kerjakan di rumah. Metode BST telah diguna-
kan untuk berbagai keperluan misalnya menen-
tukan adanya residu bahan beracun4, menentukan
potensi anaestetikas, bioassay senyawa bioaktif® ,
dan mencari senyawa berpotensi antikanker dari
bahan alami’*. Beberapa senyawa antikanker te-
lah berhasil diisolasi dari bahan alami yang di-
lakukan secara ekstraksi & partisi termonitor oleh
BST, dua senyawa di antaranya mampu meng-
hambat pertumbuhan sel kanker (in vitro), dan uji
klinisnya masih dilakukan. Dua senyawa tersebut
diidentifikasi sebagai uvaricin yang diisolasi dari
tanaman Uvarica acuminata® dan bullatacin yan(g
berhasil diisolasi dari tanaman Annona bullata’
Uvaricin menunjukkan penghambatan pada in
vivo PS system (P-388 lympocytic leukemia pada
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mencit); dan bullatacin menghambat kultur sel
tumor lebih baik dibandingkan dengan adriamy-
cin yang secara klinis telah digunakan untuk
mengobati tumor.

Di samping kesuksesan dalam penggunaan
BST untuk mencari senyawa antikanker, Suba-
gusll dan Nurlaila'? secara terpisah meneliti
adanya hubungan antara hasil BST dengan efek
toksisitas pada binatang percobaan. Subagusll
menemukan bahwa daun srikaya (4nnona
squamosa) sangat toksik pada uji BST (LD-50 =
2 ug/ml). Nurlaila'? menyebutkan bahwa ekstrak
air daun A. squamosa bersifat embriotoksik pada
tikus betina. Sifat ketoksikan daun srikaya
mungkin lebih terletak pada perkembangan em-
brio (blastogenesis) daripada perkembangan
organ (organogenesis). Kesimpulan ini diambil
22,97% embrio tikus terlahir mati, sementara efek
teratogenisitasnya tidak nampak. Berdasarkan
bukti di atas dapat disimpulkan bahwa data
toksisitas dari BST mempunyai hubungan dengan
sifat ketoksikan pada binatang percobaan. Oleh
karena itu data BST mampu secara umum
memberi indikasi adanya senyawa toksik dalam
suatu bahan alami, dan secara spesifik dapat
digunakan untuk memprediksi tingkat ketoksikan
dari daun benalu.

BAHAN DAN CARA

Bahan : Daun benalu Dendropthtoe pentan-
dra (L) Migq., (1), Macrosolen tetragonus (Bl.)
Migq., (2 & 1), Helixanthera parasitica Lour. (3),
Dendropthtoe falcata (Lf.) Ettings (4), Den-
drophtoe constricta Dans. (8), Macrosolen
cochinchinensis (Lour). Thiegh. (6). Tanaman 1
dan 2 tumbuh pada tanaman mangga (Mangifera
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indica, fam. Anacardiaceae) yang diambil dari
desa Karang Bendo, Banguntapan, Bantul,
Yogyakarta pada tanggal 26 Agustus 1998.
Tanaman 3, 4 & 5 tumbuh di Jambu air
(Syzygium aquetum, fam. Myrtaceae) yang di-
ambil di lokasi yang sama seperti di atas,
sedangkan tanaman 6 & 7 tumbuh pada tanaman
srikaya (Annona Squamosa, fam. Annonaceae).
Tanaman tersebut selanjutnya diidentifikasi di
Laboratorium Farmakognosi, bagian Biologi
Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta.

Telur udang (Premium Extra Brine Shrimp
Eggs, HS no. 0511.99.600, Seagull International,
The Great Salt Lake, USA), Ragi (Saccharomy-
ces cerevisiae, Lessafre 290703 Marc, France;
Chloroform p.a (E Merck), Methanol p.a (E
Merck).

Pembuatan sampel I : Masing-masing serbuk
daun benalu (25 g) dimaserasi dengan kloroform,
kemudian diikuti dengan metanol, sehingga
diperoleh ekstrak kloroform (1a-7a) dan ekstrak
metanol (1b-7b) dari masing-masing daun
benalu. Sampel dibuat dengan melarutkan 100 mg
ekstrak (1a,b-7a,b) dalam 2,0 ml campuran
kloroform: metanol (2:1 v/v) sebagai larutan
awal. Sejumlah tertentu dari larutan tersebut (15,
10 & 5 ml) dimasukkan dalam vial (3 ml) kemu-
dian pelarutnya diuapkan dalam vakum. Untuk uji
ini, dibutuhkan kontrol/blanko yaitu kioroform
(A) sebagai kontrol ekstrak kloroform dan me-
tanol (B) sebagai kontrol ekstrak metanol.

Penetesan telur udang : Telur udang diteteskan
dalam wadah segiempat (22 x 32 c¢m) yang terisi
dengan air laut buatan yang dibuat menurut
prosedur dari Michael?. Plastik yang berlubang-
lubang kecil (2 mm) diletakkan sebagai pembagi
dua bagian tidak sama besar. Telur diletakkan di
bagian yang besar & gelap (ditutupi), sedangkan
bagian kecil diterangi sinar lampu. Setelah 48
jam, telur menetas menjadi larva (nauplii) yang
diambil dari bagian yang terang terplsah dari kulit
telur.

Bioassay toksisitas I : Sepuluh anak udang
ditransfer ke masing-masing vial dengan menggu-
nakan pipet dan air laut buatan ditambahkan
sampai volume 3 ml, sementara itu vial masih
‘Fetap disinari. Pengamatan dilakukan setelah 24
Jam dan tingkat ketoksikan ditentukan dengan
meng- hitung jumlah nauplii yang mati (x). Hasil
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(x) dibandingkan dengan kontrol (A & B) yang
tidak membunuh nauplii. Oleh karena itu tingkat
ketoksikan dihitung sebagai {x : 10} x 100%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Host (tempat hidup) benalu dan tempat pe-
ngumpulan dicatat karena hal ini berhubungan
dengan variasi metabolit yang dihasilkan oleh
setiap spesies. Karena metabolit sekunder sangat
bervariasi dan tergantung pada lingkungan tempat
tumbuh (antara lain tipe tanah tempat tanaman
tersebut tumbuh). Dilaporkan bahwa waktu ter-
baik untuk mengumpulkan bahan adalah pagi hari
karena aktivitas metabolisme optimum adalah di
pagi hari saat intensitas sinar ultraviolet optimum.

Sebelum penelitian dengan tanaman dimulai,
kepastian identitas spesies perlu ditetapkan ka-
rena tiap spesies mempunyai karakteristik meta-
bolit sekunder sendiri-sendiri yang berperan
dalam proses penyembuhan. Mengesampingkan
langkah ini dapat berakibat hilangnya informasi
tentang adanya substansi toksik maupun substansi
aktif yang ada dalam bahan tanaman.

Setelah dipanen, daun benalu dicuci dengan
air suling, dikeringkan dengan oven dan diserbuk
dengan mesin penyerbuk. Serbuk daun benalu
secara bertahap disari dengan kloroform dan
dilanjutkan dengan metanol. Langkan ini penting
karena ekstraksi sempurna dan diperoleh lebih
baik bila material ada dalam bentuk serbuk. Klo-
roform yang merupakan pelarut relatif non-polar
akan melarutkan semua senyawa toksik yang
bersifat non-polar dan semi-polar yang ada di
dalam daun benalu, sedangkan metanol yang
merupakan pelarut polar akan melarutkan senya-
wa toksik polar yang terdapat dalam daun benalu.
Pemisahan teriebih dahulu dari senyawa-senyawa
toksik tersebut dalam golongan polar dan non-
polar sangat menguntungkan. Langkah ini dapat
digunakan untuk memprediksi lokasi senyawa
toksik, sehingga dapat memberi gagasan tentang
langkah selanjutnya yang perlu dilakukan.

Uji toksisitas dengan BST dilakukan pada
dosis 500, 1000 dan 1500 ug/ml karena dosis ini
merupakan dosis standar yang dilakukan untuk
memprediksi tingkat ketoksikan dengan uji BST..
Hasil uji BST dituliskan pada TABEL 1, dan -
GAMBAR 1 yang menggambarkan hasil uji
toksisitas dari ekstrak-ekstrak kloroform (a) spe-
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sies benalu (1- 7) pada dosis yang berbeda-beda
(1500, 1000 dan 500 ug/ml). GAMBAR 2 meng-
gambarkan hasil-hasil uji toksisitas dari ekstrak-
ekstrak metanol (b) dari spesies benalu (1-7) juga
pada dosis yang berbeda-beda. Hasil uji BST
(TABEL 1) menunjukkan bahwa solvent sebagai
kontrol (A, kloroform; dan B, metanol) tidak
mempengaruhi hasil uji, tidak ada nauplii yang
mati (x = 0) pg/ml (TABEL 1) adalah non toksik.
Apabila dosis ekstrak-ekstrak kloroform dinaik-
kan menjadi dua kalilipat (1000 pg/ml), jumlah
nauplii yang mati bertambah walaupun pertam-
bahan jumlah kematian tidak secara pasti menjadi
dua kalilipat. Pertambahan jumlah nauplii yang
mati bervariasi, beberapa di antaranya hampir dua
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kali lipat [1a (36 menjadi 58%); 3a(36 menjadi
60%); 6a (32 menjadi 60%), dan hampir tiga
kalinya [2a (18 menjadi 50%), tetapi beberapa di
antaranya terlihat tidak ada rpengaruh sama sekali
[7a (20 menjadi 28%); 4a (38 menjadi 40%).
Variasi ini diperkirakan karena perbedaan
kelarutan substansi toksik yang terdapat di dalam
daun benalu. Beberapa senyawa lain yang terda-
pat dalam daun benalu mungkin juga mampu
menaikkan atau justru menurunkan kelarutan
senyawa toksik dalam medium air. Oleh karena
itu keragaman yang terjadi sangatlah memungkin-
kan. Kematian sempurna nauplii (100%) tidak
terjadi pada dosis 1000 pg/ml, bahkan tidak ter-
jadi walaupun dosisnya dinaikkan menjadi 1500
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GAMBAR 1. - Hasil BST setelah pemberian ekstrak kloroform (ug/ml} dari spesies Benalu (1-7)
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GAMBAR 2. - Hasil BST setelah pemberian ekstrak metanol (ug/ml) dari spesies Benalu (1-7)
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TABLE 1. - Hasil BST beberapa spesies benalu

Dosis Persentase kematian nauplii (%)

No Spesies dan inang (ng/mi)
‘ a A b B
1 Dendrophtoe pentandera (1) 1500 80 0 64 0
Inang: Mangga 1000 58 0 22 0
500 36 0 14 0
2 Macrosolen tetragonus (2) 1500 84 0 52 0
Inang: Mangga : 1000 50 0 34 0
. 500 18 0 20 0
3 Helixanthera parasitica (3) 1500 84 0 44 0
Inang: Jambu air 1000 60 0 30 0
500 36 0 4 0
4  Dendrophioe falcata (4) 1500 46 0 86 0
Inang: Jambu air 1000 40 0 30 0
500 38 0 8 0
5 Dendrophtoe constricta (5) 1500 54 0 84 0
Inang: Jambu air 1000 48 0 50 0
500 34 0 16 0
6  Macrosolen chochinchinensis (@) 1500 50 0 100 0
Inang: Srikaya 1000 60 0 88 0
500 32 0 24 0
7  Macrosolen tetragonus (T) 1500 28 0 100 0
Inang: Srikaya 1000 28 0 68 0
500 20 0 30 0

Note: a =ekstrak kloroform, A = kontrol untuk ekstrak kioroform

b = metanol ekstrak,

pg/ml. Oleh karena itu dapat dikatakan bahwa
ekstrak kloroform dari benalu (la-7a) praktis
tidak toksik.

Sebanding dengan ekstrak kloroform, ekstrak
metanol daun benalu (1b-7a) pada dosis 500
ug/ml praktis tidak toksik, dan dalam beberapa
hal ekstrak metanol dari benalu yang diteliti ku-
rang toksik dari pada ekstrak kloroform (TABEL
1). Apabila dosis ekstrak metanol dilipatduakan
(1000 pg/ml), jumlah kematian nauplii tidak
menjadi 2 kalinya juga, dan jumlah kematian
yang 100% juga tidak nampak. Oleh karena itu,
ekstrak metanol daun benalu praktis juga tidak
toksik. Walaupun demikian, suatu hasil yang
menarik ditunjukkan oleh metanol ekstrak 6b (M.
cochinchinensis) dan Th (M. tetragonus). kedua
ekstrak mampu membunuh nauplii 100% bila
dosisnya dinaikkan menjadi 1500 ug/ml, tetapi
ekstrak metanol 2b (M. tetragonus) pada dosis
1500 pg/ml hanya mampu membunuh 52%
nauplii. Hasil ini memberi gambaran bahwa
perbedaan toksisitas dari spesies yang sama ini
disebabkan karena pengaruh inang (tempat tum-
buh benalu). Daun benalu 2b dikumpulkan dari
benalu yang tumbuh di pohon mangga, sedangkan
daun benalu 7b dikumpulkan dari benalu yang
tumbuh di pohon srikaya (dnnona squamosa).

B = kontrol untuk ekstrak metanol

Telah disebutkan di depan bahwa daun srikaya
bersifat embriotoksik dan sebaliknya tidak ada
laporan bahwa tanaman M. indica bersifat toksik.
A. squamosa telah diketahui mengandung senya-
wa asetogenin yang bersifat sitotoksik pada
beberapa kultur sel tumor dan senyawa ini pada
dosis yang sangat kecil mampu membunuh 100%
nauplii. Oleh karena itu, diasumsikan bahwa
kedua benalu ini (6 & 7) mampu mengadsorpsi
senyawa asetogenin dari tanaman tempat mereka
tumbuh. Bullatacin adalah salah satu dari senya-
wa asetogenin yang toksik pada uji BST (LC-50
=159 x 1073 M) dan toksik terhadap berbagai
kultur sel tumor. Oleh karena itu, tidak disang-
sikan lagi bahwa daun benalu akan lebih toksik
pada uji BST dan pada binatang percobaan
apabila benalu tersebut tumbuh pada tanaman
Annona sp. sebagai inangnya.

Tanpa mengesampingkan pengobatan tumor
dengan daun benalu yang kurang efektif; pengo-
batan tumor dengan benalu adalah menguntung-
kan karena daun benalu relatif tidak toksik
apabila tumbuh pada tanaman yang tidak toksik.
Dalam beberapa hal, apabila pengobatan dengan
daun benalu ternyata efektif maka dapat diper-
kirakan bahwa daun benalu berefek seperti sayur-
an pada umumnya. Daun benalu mungkin mampu
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menghambat mutasi genetik dari sel sehat yang
akan berkembang menjadi sel-sel kanker; atau
mungkin daun benalu mampu menghambat pro-
ses-proses yang menyebabkan terjadinya pembe-
lahan sel yang berlebih dari sel-sel genetik yang
rusak menjadi sel-sel kanker 3. Akhir-akhir ini
Mae'4 meneliti efek daun benalu (Dendrophtoe
sp) pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
yang diinduksi dengan bensidine sebagai karsino-
gen. Ekstrak air (20%) dari daun benalu dapat
menurunkan GPT dan konsentrasi protein total.
Selain itu perbaikan sel-sel hepar juga nampak
sebagaimana ditunjukkan oleh histogram hepar.
Mengingat hasil ini mestinya benalu dapat untuk
pengobatan tumor sebagaimana disarankan oleh
pengobat-pengobat tradisional, dan daun benalu
ini praktis tidak toksik. Penelitian uji toksisitas
pada binatang percobaan sangat perlu dilakukan ,
terutama apabila daun benalu ini akan diaplikasi-
kan dalam pengobatan formal.

SIMPULAN

Daun benalu praktis tidak toksik dan aman
dikonsumsi untuk pengobatan tumor, tetapi
pengumpulan daun bénalu direkomendasikan dari
inang yang tidak toksik. Untuk menentukan
tingkat ketoksikan dari daun benalu, uji lanjut
dengan binatang percobaan perlu dilakukan ter-
utama apabila daun benalu akan digunakan untuk
" pengobatan formal sebagaimana disarankan oleh
Departemen Kesehatan Republik Indonesia.
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