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Masyarakat dunia semakin banyak yang memilih menggunakan bahan 

alami untuk mengatasi masalah kesehatan. Penggunaan obat tradisional dinilai 

aman karena memiliki efek samping relatif kecil jika digunakan secara tepat. Daun 

pepaya menjadi salah satu tanaman yang dimanfaatkan sebagai obat alami. Daun 

pepaya dapat digunakan untuk mengobati malaria, penambah nafsu makan, jerawat, 

menambah air susu, dan untuk mengobati sakit gigi. Namun, penggunaan obat 

alami sampai saat ini masih banyak yang tidak tepat karena hanya berdasarkan 

pengalaman empiris dan belum teruji secara ilmiah. Bahan alam yang akan 

dikembangkan menjadi fitofarmaka atau obat herbal terstandar pada fasilitas 

kesehatan harus memenuhi persyaratan aman dan adanya standar dosis yang lazim 

untuk digunakan. Uji awal untuk mendeteksi kemampuan ekstrak daun pepaya 

sebagai obat harus dilakukan uji keamanan dengan menentukan nilai toksisitas. 

Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan nilai LC50 dari pengujian toksisitas 

ekstrak daun pepaya terhadap larva Artemia salina Leach. dengan Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT) yang dapat dikembangkan menjadi obat. Metode penelitian 

terdiri dari ekstraksi sampel daun pepaya dengan pelarut akuades, persiapan larva 

A. salina Leach., pembagian kelompok hewan uji, dan pengujian ekstrak daun 

pepaya terhadap larva A. salina Leach. berumur 48 jam selama 24 jam dengan 

variasi konsentrasi 0 µg/ml, 1000 µg/ml, 2000 µg/ml, 5000 µg/ml, dan 10000 

µg/ml. Nilai LC50 yang diperoleh sebesar 88507,768 µg/ml yang menunjukkan 

ekstrak daun pepaya berpotensi toksik rendah terhadap larva A. salina Leach. 

dengan  BSLT dan perlu dilakukan uji toksisitas ekstrak daun pepaya terhadap 

hewan tingkat tinggi seperti mamalia (tikus, mencit, dan kelinci) sebagai hewan uji. 

 

Kata kunci: Artemia salina, BSLT, Carica papaya, toksisitas 
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BAB I  

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Masyarakat dunia semakin banyak yang memilih menggunakan bahan 

alami untuk mengatasi masalah kesehatan. Penggunaan obat tradisional dinilai 

aman karena memiliki efek samping relatif kecil jika digunakan secara tepat 

(Katno 2008). Pemanfaatan tumbuhan sebagai bahan obat sudah sejak lama 

dilakukan oleh masyarakat di Indonesia. Dengan keanekaragaman etnis yang 

ada, maka pemanfaatan tumbuhan sebagai obat juga semakin beraneka ragam 

(Zuhud 2009 ). 

Bangsa Indonesia sudah lama mengenal tumbuhan obat terutama pada daun 

pepaya. Menurut Afrianti et al. (2014) daun pepaya mengandung berbagai 

senyawa seperti flavonoid, enzim papain, sakarosa, dekstrosa, levulosa, protein, 

karbohidrat, kalsium, fosfor, zat besi vitamin A, vitamin B1, vitamin C, air, dan 

kalori. Ekstrak daun pepaya mengandung unsur Ca2+, Mg2+, Na+, K+, Cl-, dan 

Li+ yang berpotensi untuk mengobati banyak penyakit (Vyas et al. 2014). 

Tumbuhan pepaya umumnya merupakan tumbuhan hutan yang sejak zaman 

nenek moyang telah menjadi tumbuhan pekarangan dan secara turun-temurun 

digunakan sebagai tumbuhan obat. Daun pepaya dapat dipergunakan untuk 

mengobati penyakit malaria, penambah nafsu makan, jerawat, menambah air 

susu, dan untuk mengobati sakit gigi (A’yun & Laily 2015). Owoyele et al. 

(2008) telah melakukan penelitian berdasarkan observasi terhadap komunitas 

lokal yang menggunakan daun Carica papaya sebagai obat untuk peradangan 

seperti asma, rematik atau arthritis, dan penyembuhan luka.  

Penggunaan obat alami sampai saat ini masih banyak yang tidak tepat, 

sehingga tidak memberikan daya guna yang baik bahkan sering kali 

menimbulkan efek samping yang tidak dikehendaki (Katno 2008). Beberapa 

obat tradisional melibatkan penggunaan ekstrak kasar tanaman yang mungkin 

mengandung keragaman molekul yang luas dan seringkali dengan efek biologi 

yang tidak pasti (Konan & Bacchi 2007). Penggunaan tumbuhan obat ini 
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biasanya hanya berdasarkan pengalaman empiris dan belum teruji secara ilmiah 

(Tampungan et al. 2011). Penggunaan tanaman obat sebagai obat alternatif 

dalam pengobatan oleh masyarakat semakin meningkat, sehingga diperlukan 

penelitian agar penggunaannya sesuai dengan kaidah pelayanan kesehatan, 

yaitu secara medis harus dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah tentang 

khasiat, keamanan, dan standar kualitasnya. 

Uji awal untuk mendeteksi kemampuan ekstrak air daun pepaya sebagai 

obat harus dilakukan uji keamanan dengan menentukan nilai toksisitas. 

Menurut PerKBPOM Nomor 13 Tahun 2014, obat herbal yang akan diuji klinik 

memerlukan adanya data uji toksisitas dan minimal diperlukan data LD50. 

Lazimnya setiap penelitian bahan alam yang diduga berpotensi sebagai obat 

maupun secara empiris telah digunakan masyarakat sebagai obat, diawali 

dengan uji praklinik toksisitas untuk memprediksi tingkat keamanannya, 

kemudian dilanjutkan dengan uji farmakologi lainnya (Frengki et al. 2014). 

Menurut Meles (2010), uji praklinik dilaksanakan dengan tujuan untuk 

penelitian suatu bahan yang diduga berkhasiat obat dan atau terhadap bahan 

obat yang telah lama beredar di masyarakat tetapi belum dibuktikan khasiat dan 

keamanannya secara ilmiah seperti jamu untuk ditingkatkan statusnya menjadi 

obat herbal terstandar (OHT) atau obat fitofarmaka. 

Taha & Alsayed (2000) menjelaskan banyak metode pengujian yang 

diaplikasikan dengan menggunakan seluruh hewan, sistem biokimia atau 

jaringan yang terisolasi, tetapi prosedur ini menggunakan biaya yang mahal dan 

rumit. Oleh karena itu, pengujian menggunakan udang air asin (brine shrimp) 

adalah prosedur yang lebih mudah untuk skrining toksisitas. Uji toksisitas akut 

menggunakan Artemia salina digunakan dalam penelitian telah terbukti secara 

efektif untuk menguji senyawa insektisida, sitotoksik, antineoplastik, 

antimalarial, dan antifidan ekstrak tanaman. Metode ini lebih sederhana, jumlah 

zat yang sedikit cukup untuk melakukan uji dalam skala mikro. Metode ini juga 

mudah dikerjakan, murah, cepat, dan cukup akurat (Krishnaraju et al. 2005; 

Muaja et al. 2013). 
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Penelitian Gadir (2012) mengenai penilaian bioaktivitas beberapa tanaman 

obat dari Sudan berdasarkan informasi etnofarmateknologi menggunakan A. 

salina untuk pengujian toksisitas tanaman tersebut. Pengujian ini dianggap 

sebagai alat untuk penilaian awal toksisitas dan telah digunakan untuk 

mendeteksi toksin jamur, toksisitas ekstrak tanaman, logam berat, pestisida, dan 

uji sitotoksisitas bahan yang berhubungan dengan gigi (Gadir 2012; 

McLaughlin et al. 1991; Sam T.W 1993). Skrining dilakukan terhadap senyawa 

yang berpotensi obat atau toksik pada hewan. Skrining toksikologi sangat 

penting untuk pengembangan obat baru dan untuk perluasan potensi terapeutik 

dari molekul yang ada. Pengujian toksisitas secara umum ditujukan untuk 

mengetahui efek yang tidak dikehendaki oleh suatu obat terutama terhadap 

kejadian kanker, gangguan jantung, dan iritasi kulit atau mata (Parasuraman 

2011).  

Penelitian yang telah banyak dilakukan dalam uji toksisitas ekstrak daun 

pepaya dengan metode BSLT menggunakan pelarut etanol. Sehubungan dengan 

hal tersebut maka diperlukan penelitian uji toksisitas ekstrak daun pepaya 

dengan pelarut akuades terhadap larva A. salina L. berdasarkan BSLT. Sa’adah 

& Nurhasnawati (2015) menjelaskan bahwa air merupakan pelarut polar dapat 

mengekstrak komponen lainnya yang bersifat non polar ataupun semi polar. Air 

dipertimbangkan sebagai cairan penyari karena murah, mudah diperoleh, stabil, 

tidak beracun, tidak mudah menguap, dan tidak mudah terbakar.  

Bahan alam yang akan dikembangkan menjadi fitofarmaka atau obat herbal 

terstandar pada fasilitas kesehatan harus memenuhi persyaratan aman dan 

adanya standar dosis yang lazim untuk digunakan (Wahyono et al. 2007). 

Menyadari akan hal ini maka pada upaya pengembangan obat tradisonal (OT) 

ditempuh berbagai cara dengan pendekatan-pendekatan tertentu sehingga 

ditemukan bentuk OT yang telah teruji khasiat dan keamanannya, bisa 

dipertanggungjawabkan secara ilmiah (Katno 2008). Oleh karena itu agar 

pengobatan secara tradisional dapat dipertanggungjawabkan maka diperlukan 

penelitian ilmiah seperti penelitian di bidang farmakologi, toksikologi, 

identifikasi, dan isolasi zat kimia aktif yang terdapat dalam tumbuhan. 
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Penelitian ini untuk menentukan nilai LC50 dari pengujian toksisitas ekstrak 

daun pepaya terhadap larva A. salina Leach. dengan Brine Shrimp Lethality Test  

yang dapat dikembangkan menjadi obat. 

B. Rumusan Masalah  

Berapa nilai LC50 dari pengujian toksisitas ekstrak daun pepaya terhadap 

larva A. salina Leach. menggunakan Brine Shrimp Lethality Test? 

C. Tujuan Penelitian 

Menentukan nilai LC50 dari pengujian toksisitas ekstrak daun pepaya 

terhadap larva A. salina Leach. menggunakan Brine Shrimp Lethality Test. 

D. Manfaat Penelitian 

Mengetahui tingkat keamanan penggunaan ekstrak daun pepaya yang 

diujikan pada larva A. salina Leach. menggunakan Brine Shrimp Lethality Test 

melalui nilai LC50. 

E. Penegasan Istilah 

1. Uji Toksisitas 

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat pada 

sistem biologi dan untuk memperoleh data dosis yang khas dari sediaan uji. 

Data yang diperoleh dapat digunakan untuk memberi informasi mengenai 

derajat bahaya sediaan uji tersebut bila terjadi pemaparan pada manusia, 

sehingga dapat ditentukan dosis penggunaannya demi keamanan manusia. 

Penelitian ini mengujikan ekstrak daun pepaya terhadap larva A. salina Leach. 

dengan BSLT yang kemudian ditentukan nilai LC50. 

2. Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Salah satu cara yang digunakan untuk mengetahui kemampuan toksik 

terhadap sel (sitotoksik) dari suatu senyawa yang dihasilkan oleh ekstrak 

tanaman dengan menggunakan larva A. salina Leach. berumur 48 jam setelah 

penetasan telur sebagai bioindikator. 
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3. Larva A. salina Leach. 

Larva A. salina Leach. yang digunakan dalam penelitian ini adalah larva 

yang berumur 48 jam (2 hari) setelah penetasan telur A. salina Leach.  

(McLaughlin et al. 1991). Telur A. salina Leach. diperoleh dari Balai Besar 

Pengembangan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara. Penetasan telur A. 

salina Leach. dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Negeri 

Semarang. 

4. Ekstrak Daun Pepaya (C. papaya Linn.) 

Daun pepaya yang digunakan yaitu daun ke 5-7 dari pucuk. Daun diperoleh 

dari Desa Lerep, Ungaran Barat, Kabupaten Semarang, Jawa Tengah. Daun 

diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut akuades. Ekstraksi 

dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Biologi UNNES. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Carica papaya Linn. 

Carica papaya (Caricaceae) diyakini berasal dari Meksiko Selatan dan 

Kosta Rika kemudian dikembangkan menjadi tanaman perkebunan dimulai dari 

semua wilayah tropis dan subtropis (Khrisna et al. 2008). C. papaya Linn. 

banyak ditanam dan digunakan di berbagai belahan dunia untuk makanan 

(Karsha & Sultana 2009). 

1. Deskripsi 

Tanaman ini dikenal memiliki batang lunak dan biasanya tidak bercabang 

yang menghasilkan getah berwarna putih. Daunnya lebar dan memiliki tangkai 

yang panjang, tanaman ini tumbuh secara cepat mencapai 20 m. Tanaman 

pepaya adalah pohon perdu yang bersifat herbaceous dengan batang berongga, 

berwarna hijau muda hingga kecoklatan dengan diameter 8 inci (Milind & 

Gurditta 2011).  

Bunga tunggal, bertekuk bintang, di ketiak daun, berkelamin satu atau 

berumah dua. Bunga jantan terletak pada tandan yang serupa malai, kelopak 

kecil, kepala sari bertangkai pendek atau duduk, kuning, mahkota bentuk 

terompet, tepi bertajuk lima, bertabung panjang, putih kekuningan. Bunga 

betina berdiri sendiri, mahkota lepas, kepala putik lima, duduk, bakal buah 

beruang satu, dan berwarna putih kekuningan. Biji bulat atau bulat panjang, 

kecil, bagian luar dibungkus selaput tipis yang berisi cairan, masih muda 

berwarna putih, dan setelah tua berwarna hitam. Akarnya tunggang, bercabang 

bulat, dan berwarna putih kekuningan (Depkes RI 2000). Klasifikasi tanaman 

pepaya dapat diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom   : Plantae 

Class   : Magnoliopsida 

Division   : Magnoliophyta 

Order   : Brassicales  

Family   : Caricaeae 

Genus   : Carica  

Spesies  : Carica papaya Linn. (Milind & Gurditta 2011) 
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Gambar 1. Pohon pepaya (C. papaya Linn.) 

 

2. Kandungan kimia 

Tanaman dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional apabila tanaman 

tersebut mengandung senyawa kimia yang mempunyai aktivitas biologis (zat 

bioaktif). Senyawa aktif biologis itu merupakan metabolit sekunder yang 

meliputi alkaloid, flavonoid, flavonoid, terpenoid, tanin, dan saponin 

(Setyowati et al. 2014). Tanaman ini sumber karatenoid, vitamin C, tiamin, 

ribloflavin, niasin, vitamin B6, dan vitamin K (Bari et al. 2006; Adetuyi et al. 

2008; USDA 2009). 

Tanaman C. papaya Linn. secara fitokimia mengandung enzim (papain), 

karotenoid, alkaloid, monoterpenoid, flavonoid, mineral, dan vitamin. Bagian 

yang dapat dimakan dari buah C. papaya (pawpaw) mengandung mineral makro 

dan mikro seperti Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, dan Mn (OECD 2005). Tanaman 

pepaya juga memproduksi papain dan kimopapain yang ditemukan pada lateks 

berwarna putih yang terdapat pada buah. Secara umum, buah betina cenderung 

mengeluarkan lebih banyak papain daripada buah hermaprodit (Madrigal et al. 
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1980). Daun pepaya (C. papaya Linn.) mengandung alkaloid karpainin, 

karpain, pseudokarpain, kolin, dan karposid. Daun pepaya mengandung suatu 

glukosinolat yang disebut benzil isotiosianat. Daun pepaya juga mengandung 

mineral seperti kalium, kalsium, magnesium, tembaga, zat besi, zink, dan 

mangan (Milind & Gurditta 2011).  

Daun pepaya (C. papaya Linn.) diketahui memiliki zat aktif seperti tanin 

dan flavonoid. Kandungan zat aktif seperti tanin pada daun pepaya lebih banyak 

dibandingkan akar dan batang (Bamisaye et al. 2013). Ekstrak daun pepaya 

memiliki senyawa fenolik, seperti asam protokatekuat, asam p-koumaril, dan 

asam kafeat (Canini et al. 2007). Penelitian Adeolu et al. (2013) menunjukkan 

bahwa ekstrak air daun pepaya memiliki kandungan yaitu alkaloid, tanin, 

glikosida jantung, dan saponin. Faktor-faktor lingkungan seperti iklim, cahaya 

matahari, suhu udara, lingkungan atmosfer (CO2, O2, dan kelembaban), 

lingkungan perakaran (sifat kimia dan fisika tanah), dan ketersediaan air di 

dalam tanah memiliki pengaruh terhadap hasil metabolisme sekunder tanaman 

(Nitisapto et al. 2005). 

3. Manfaat  

Pengobatan cenderung menggunakan bahan baku dari alam atau pengobatan 

herbal sedang berkembang. Perusahaan farmasi berlomba-lomba mencari bahan 

baku pengobatan yang berasal dari tumbuhan yang memiliki khasiat untuk 

pengobatan (Superani et al. 2008). Hampir semua bagian tanaman bisa 

dimanfaatkan oleh manusia untuk bahan makanan atau untuk pengobatan. 

Pentingnya tanaman obat dan sistem kesehatan tradisional dalam memecahkan 

masalah dalam perawatan kesehatan semakin mendapat perhatian (Gadir 2012). 

C. papaya Linn. termasuk famili Caricaceae dan beberapa spesies 

Caricaceae telah digunakan sebagai obat melawan berbagai penyakit (Mello et 

al. 2008). Buah, daun, dan bunganya bisa dimakan. Daun C. papaya Linn. 

berkhasiat sebagai obat malaria dan menambah nafsu makan, akar dan bijinya 

berkhasiat sebagai obat cacing (Depkes RI 2000). Selain itu akarnya dapat 

digunakan sebagai obat untuk masalah kandung kemih dan benihnya memiliki 

aktivitas antihelmintik. Tanaman C. papaya Linn. menghasilkan senyawa alami 
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pada jaringan kulit kayu dan ranting daun yang memiliki sifat antitumor dan 

pestisida (Nirosha dan Manganalayaki 2013). Buah mentah pepaya dapat 

digunakan sebagai obat untuk bisul dan impotensi (Mathur et al. 2011). Getah 

buahnya berkhasiat sebagai obat memperbaiki pencernaan (Depkes RI 2000). 

Handayani (2015) menyatakan bagian tumbuhan yang dimanfaatkan 

dikelompokkan menjadi daun, batang, bunga, akar, umbi, buah, getah, rimpang, 

dan biji. Namun demikian, tidak sedikit masyarakat yang memanfaatkan 

seluruh bagian tumbuhan dalam pengobatannya. Penggunaan tumbuhan sebagai 

obat telah lama kita ketahui, bahkan menurut data WHO pada tahun 1993, 80 

% penduduk dunia masih mengandalkan pengobatan tradisonal (Tampungan et 

al. 2011). Konan & Bacchi (2007) menambahkan secara historis, tanaman obat 

telah menyediakan sumber inspirasi untuk obat terapeutik karena obat-obatan 

yang berasal dari tanaman telah memberi kontribusi besar pada kesehatan dan 

kesejahteraan manusia. 

Kandungan kimia yang terdapat dalam ekstrak etanol daun pepaya (C. 

papaya Linn.) diduga berperan terhadap aktivitas farmakologi (Mahatriny et al. 

2014). Sifat obat yang menonjol dari pepaya diantaranya antifertilitas, 

uterotonik, diuretik, antihipertensif, hipolipidemik, antihelmintik, 

penyembuhan luka, antijamur, antibakterial, antitumor, dan aktivitas 

menangkal radikal bebas (Milind & Gurditta 2011).  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Morfologi daun pepaya (Carica papaya L.) 

B. Uji Toksisitas 

Menurut Cahyono (2004), toksisitas adalah kemampuan suatu zat untuk 

menimbulkan kerusakan pada organisme hidup. Metode skrining toksikologi 

dan penelitian toksikologi pada zat individu dikembangkan pada pertengahan 
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1900. Pengujian toksisitas penting dilakukan untuk memperkirakan derajat 

kerusakan yang diakibatkan suatu senyawa terhadap material biologi maupun 

nonbiologi (Sasmito et al. 2015). Toksisitas zat dapat diamati dengan 

mempelajari eksposur yang tidak disengaja ke suatu zat, studi in vitro 

menggunakan sel, dan paparan in vivo pada hewan percobaan (Parasuraman 

2011).  

Uji toksisitas terdiri atas dua jenis, yaitu uji toksisitas umum (akut, 

subkronis, kronis) dan uji toksisitas khusus. Toksisitas akut merupakan efek 

berbahaya yang timbul setelah pemberian suatu zat atau kombinasi zat dalam 

dosis tunggal atau berulang selama 24 jam (Priyanto 2009). Menurut 

PerKBPOM No.7 tahun 2014, toksisitas subkronis merupakan suatu pengujian 

untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemberian sediaan uji 

dengan dosis berulang yang diberikan secara oral pada hewan uji selama 

sebagian umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur hewan. 

Toksisitas kronis dilakukan minimum pada satu hewan pengerat dan satu 

spesies non pengerat. Senyawa uji diberikan lebih dari 90 hari dan hewan uji 

diamati secara berkala. Tujuan dari uji ini untuk menyimpulkan efek jangka 

panjang dari zat uji pada hewan (Parasuraman 2011).  

Uji toksisitas obat dibagi dalam 2 bagian yakni uji toksisitas in vitro (suatu 

uji diluar tubuh hewan coba), sebagai contoh uji dengan BSLT; antiinfeksi; 

antikanker; antivirus, dan uji toksisitas in vivo (di dalam tubuh hewan coba), 

contohnya antihelmintik; uji dengan OECD, dan uji obat-obat untuk terapi 

penyakit degeneratif (Meles 2010). Toksisitas akut ini diteliti pada hewan 

percobaan yang menunjukkan evaluasi keamanan dari kandungan kimia untuk 

penggunaan produk rumah tangga, bahan tambahan makanan, kosmetik, obat-

obatan, dan sediaan biologi (Paget 1970). Parameter yang digunakan dalam uji 

ini adalah efek toksikan (respon) terhadap hewan uji (Soemirat 2005). 

Uji toksisitas pada hewan uji dimaksudkan untuk ekstrapolasi hasil terhadap 

manusia untuk mencari dosis yang aman. Pengujian toksisitas umumnya 

menggunakan paling tidak 3 dosis (rendah, sedang dan tinggi) serta 

menggunakan kontrol untuk membandingkan efek dari kelompok perlakuan 
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(Robinson et al. 2009). Uji toksisitas akan dihasilkan data berupa dosis-dosis 

respon dari sediaan uji. Data yang diperoleh dapat digunakan untuk memberi 

informasi mengenai derajat bahaya sediaan uji tersebut bila terjadi pemaparan 

pada manusia Hasil uji toksisitas tidak dapat digunakan secara mutlak untuk 

membuktikan keamanan suatu bahan/sediaan pada manusia, namun dapat 

memberikan petunjuk adanya toksisitas relatif dan membantu identifikasi efek 

toksik bila terjadi pemaparan pada manusia (PerKBPOM 2014).  

Uji sitotoksisitas sebuah obat baru dilakukan melalui serangkaian uji 

farmakologi dan toksikologi baik yang dilakukan pada hewan uji (praklinik) 

maupun secara klinik. Perkembangan metode in vitro sebagai alternatif 

pengganti pengujian menggunakan hewan uji mempunyai relevansi yang cukup 

baik yang bertujuan untuk mendeteksi potensi ketoksikan suatu obat pada 

manusia (Doyle & Griffith 2000). Uji toksisitas menggunakan hewan uji 

sebagai model berguna untuk melihat adanya reaksi biokimia, fisiologik dan 

patologik pada manusia terhadap suatu sediaan uji (PerKBPOM 2014).  

Keuntungan metode in vitro antara lain: hanya dibutuhkan sedikit senyawa 

uji dalam penelitian, dapat digunakan sebagai tahap atau langkah awal dalam 

mengembangkan suatu obat untuk berbagai tujuan penggunaan kultur sel primer 

dari berbagai organ target (ginjal, liver, sistem syaraf, kulit, dan lain 

sebagainya), dapat memberikan informasi secara langsung tentang potensi 

efeknya pada sel target manusia, yang secara langsung memberikan hasil yang 

lebih valid dan dengan metode ini dapat mengurangi jumlah hewan 

laboratorium secara drastis (Doyle & Griffith 2000). Hasil uji toksisitas dapat 

digunakan untuk mengetahui tingkat toksisitas suatu senyawa, efek samping 

yang dapat ditimbulkan oleh suatu senyawa dan batasan maksimum 

penggunaan suatu senyawa (Hodgson et al. 2000).  

C. Larva Artemia salina Leach. 

Artemia adalah sejenis udang-udangan primitif. Artemia semula diberi 

nama Cancer salinus oleh Linnaeus pada tahun 1778, kemudian pada tahun 

1919 diubah menjadi Artemia salina Leach. A. salina Leach. merupakan salah 
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satu komponen penyusun ekosistem laut yang keberadaan sangat penting untuk 

perputaran energi dalam rantai makanan, selain itu A. salina Leach. juga dapat 

digunakan dalam uji laboratorium untuk mendeteksi toksisitas suatu senyawa 

dari ekstrak tumbuhan (Kanwar 2007). 

1. Deskripsi 

Artemia salina Leach. termasuk crustacea yang ukurannya mencapai 1-2 

cm. Tubuh terdiri dari tiga segmen: kepala, dada, dan perut. Terdapat perbedaan 

morfologi antara jantan dan betina, misalnya pada jarak maksimum antara mata 

majemuk, panjang antena pertama, lebar segmen ketiga perut, diameter mata 

majemuk dan panjang perut. Artemia dewasa memiliki tiga mata dan 11 pasang 

kaki. Warna tubuh bervariasi tergantung konsentrasi garam pada air laut. Dapat 

ditemukan pada air yang salinitasnya tinggi, seperti danau asin, air laut, dan 

tidak dapat hidup di air tawar. A. salina Leach. hidup sebagai plankton di 

perairan dengan kadar garam yang tinggi sekitar 15-300 per mil. Suhu sekitar 

25-30ºC, lalu kadar oksigen sekitar 3 mg/L dan hidup pada daerah dengan pH 

7,3-8,4. Mekanisme pertahanan hidup A. salina Leach. mengandalkan 

lingkungan sekitar, dimana hewan ini dapat hidup pada kondisi air dengan kadar 

garam yang tinggi sehingga pemangsanya tidak dapat bertahan hidup pada 

kondisi tersebut. Klasifikasi Artemia salina Leach. dalam ilmu sistematika 

hewan adalah sebagai berikut: 

Kingdom  : Animalia 

Filum  : Arthropoda 

Kelas  : Crustacea 

Ordo  : Anostraca 

Famili  : Artemilidae 

Marga  : Artemia 

Spesies  : Artemia salina Leach. (Bougis 1979). 

2. Siklus hidup  

Daur hidup A. salina Leach. memerlukan waktu 25 hari. Siklus hidup A. 

salina Leach. memiliki 3 fase yaitu fase telur, larva (nauplii) dan artemia 

dewasa. Telur atau kista A. salina Leach. memiliki bentuk bulat dengan ukuran 

02,-0,3 mm akan menetas menjadi larva (nauplii) (Kristanti et al. 2008). Kista 

sangat tahan terhadap kondisi ekstrim 80ºC. Salinitas yang lebih tinggi dari 70 
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ppt, kista tidak dapat menetas karena gradien osmotik terlalu tinggi. Namun, 

salinitas kurang dari 5 ppt, kista akan menetas tetapi larva (nauplii) A. salina 

Leach. akan cepat mati.  

Larva (nauplii) A. salina Leach. memiliki pertumbuhan optimal pada suhu 

28ºC dan salinitas 35 ppt. Batas suhu mematikan adalah 0ºC dan 37-38ºC. Larva 

A. salina Leach. hanya memiliki satu mata (fotoreseptor). Kemudian, 

berkembang dua mata majemuk sehingga terdapat tiga mata. Larva berenang 

melalui kolom air menggunakan antena. Mandibel digunakan untuk menyaring 

air dan fitoplankton. Artemia dewasa berenang menggunakan sirip/penyaring 

makanan. Mata tengah disertai dua mata lateral. Otak sederhana berbentuk 

cincin di sekitar mulut. Betina memiliki kantong telur di bagian ventral 

(Dumitrascu 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Reproduksi  

Chumaidi et al. (1990) menyatakan bahwa perkembangbiakan artemia ada 

dua cara, yakni parthenogenesis dan biseksual. Pada artemia yang termasuk 

jenis parthenogenesis populasinya terdiri dari betina semua yang dapat 

membentuk telur dan embrio berkembang dari telur yang tidak dibuahi. 

Sedangkan pada artemia jenis biseksual, populasinya terdiri dari jantan dan 

betina yang berkembang melalui perkawinan dan embrio berkembang dari telur 

yang dibuahi. Cara bereproduksi dikendalikan oleh faktor lingkungan: 

konsentrasi oksigen dalam air dan fluktuasi, jenis makanan, dan salinitas. Ada 

Gambar 3. Larva A. salina Leach. berumur 48 jam setelah penetasan telur. 
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korelasi antara kadar salinitas air dan metode reproduksi. Ovoviviparous sampai 

salinitas kurang dari 150 ppt dan oviparaous pada salinitas antara 150-200 ppt 

(Dumitrascu 2011). 

4. Penetasan telur (kista) A. salina Leach. 

Sutaman (1993) mengatakan bahwa penetasan kista artemia dapat dilakukan 

dengan 2 cara, yaitu penetasan langsung dan penetasan dengan cara 

dekapsulasi. Proses penetasan secara langsung Chumaidi et al. (1990) 

mengatakan kista setelah dimasukan ke dalam air laut (5-70 ppt) akan 

mengalami hidrasi berbentuk bulat dan di dalamnya terjadi metabolisme embrio 

yang aktif, sekitar 24 jam kemudian cangkang kista pecah dan muncul embrio 

yang masih dibungkus dengan selaput. Cara dekapsulasi dilakukan dengan 

mengupas bagian luar kista menggunakan larutan hipoklorit tanpa 

mempengaruhi kelangsungan hidup embrio. Kista A. salina Leach. hasil 

dekapsulasi dapat digunakan (ditetaskan) atau disimpan dalam suhu 0ºC – (- 

4ºC) dan digunakan sesuai kebutuhan (Pramudjo & Sofiati 2004). 

5. Larva A. salina Leach. sebagai hewan uji 

Brine Shrimp Lethality Test adalah salah satu cara yang digunakan untuk 

mengetahui kemampuan toksik terhadap sel (sitotoksik) dari suatu senyawa 

yang dihasilkan oleh ekstrak tanaman dengan menggunakan larva udang A. 

salina Leach. sebagai bioindikator (Kanwar 2007). Keistimewaan Artemia yaitu 

memiliki toleransi (kemampuan beradaptasi dan mempertahankan diri) pada 

kisaran kadar garam yang sangat luas. A. salina Leach dapat dimanfaatkan 

sebagai hewan uji dalam penentuan ketoksikan suatu sari atau senyawa yang 

diwujudkan sebagai racun (Meyer et al. 1982).   

Alasan utama mengapa krustacea air asin ini digunakan secara luas untuk 

pengujian toksisitas ekstrak tumbuhan karena ketersediaan telur yang sangat 

komersial, kemudahan budidaya, dipanen dalam jumlah besar dari danau air 

asin. Larva A. salina Leach. yang ditetaskan dari kista digunakan sebagai pakan 

ikan (Mayorga et al. 2010; Persoone et al. 1989).  

Keunggulan penggunaan larva A. salina Leach. untuk BSLT ialah sifatnya 

yang peka terhadap bahan uji, waktu siklus hidup yang lebih cepat, mudah 
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dibiakkan, dan harganya yang murah. Sifat peka A. salina Leach. disebabkan 

oleh keadaan membran kulitnya yang sangat tipis sehingga memungkinkan 

terjadinya difusi zat dari lingkungan yang mempengaruhi metabolisme dalam 

tubuhnya. Mekanisme kematian pada larva A. salina Leach.  disebabkan oleh 

adanya senyawa metabolit pada ekstrak yang berperan sebagai stomach 

poisoning (racun perut). Hal itu menyebabkan larva mengalami gangguan pada 

saluran cernanya. Selain itu, senyawa ini juga menghambat reseptor rasa yang 

berada di permukaan mulut larva A. salina Leach. sehingga larva tidak bisa 

mendeteksi makanan dan akhirnya mati karena kelaparan (Rita et al. 2008; 

Nguyen et al. 1999). 

D. Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Menurut Marlinda et al. (2012) senyawa aktif yang terdapat dalam 

tumbuhan hampir selalu toksik pada dosis tinggi, oleh karena itu daya bunuh 

senyawa aktif terhadap organisme hewan dapat digunakan untuk menapis 

ekstrak tumbuhan yang mempunyai bioaktivitas dan juga memonitor fraksi 

bioaktif selama fraksinasi dan pemurnian. Uji yang mampu mendeteksi 

spektrum bioaktivitas yang terdapat di dalam ekstrak kasar tanaman adalah 

brine shrimp lethality assay (Krishnaraju et al. 2005).  

Metode ini digunakan untuk menemukan beberapa jenis senyawa baru yang 

memiliki efek farmakologi (Meyer et al. 1982). Selanjutnya, pengujian ini 

dicatat sebagai alat untuk isolasi senyawa bioaktif dari ekstrak tumbuhan. 

Menurut Arcanjo et al. (2012) uji ini menawarkan keuntungan dalam 

standarisasi dan pengendalian kualitas produk botani. Tes ini berkorelasi 

dengan aktivitas antitumor (sitotoksisitas) dan dapat digunakan untuk 

memantau aktivitas bioaktif pada produk alami.  

Uji toksisitas ini dapat diketahui dari jumlah kematian larva A. salina Leach. 

karena pengaruh ekstrak atau senyawa bahan alam pada konsentrasi yang 

diberikan (Olowa et al. 2013; McLaughlin et al. 1998; Silva et al. 2007). Brine 

Shrimp Lethality Test dapat menunjukkan sitoksisitas serta aktivitas 
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farmakologis seperti antimikroba, antioksidan, antitumor, pestisida, dan lain-

lain (Anderson et al. 1988) 

Pengujian toksisitas tersebut menggunakan hewan uji A. salina Leach. 

Gadir (2012) menyatakan bahwa kematian yang signifikan dari larva udang air 

asin mengindikasikan adanya komponen sitotoksik yang kuat pada suatu 

tanaman. Nilai LC50 diperoleh dari persentase kematian larva udang akibat 

ekstrak. Data kematian larva tersebut dianalisis menggunakan probit analisis 

untuk mengetahui nilai LC50. Jika nilai LC50 masing-masing ekstrak atau 

senyawa yang diuji kurang dari 1000 µg/mL maka dianggap menunjukkan 

adanya aktivitas biologis, sehingga pengujian ini dapat digunakan sebagai 

skrining awal terhadap senyawa bioaktif (Sunarni et al. 2003; Anderson et al. 

1991; Sukardiman et al. 2004).  

Menurut Lisdawati et al. (2006) beberapa keuntungan menggunakan 

metode BSLT diantaranya (1) metode yang telah teruji untuk mengamati 

toksisitas suatu senyawa di dalam ekstrak kasar tumbuhan dengan tingkat 

kepercayaan 95%, (2) metode penapisan farmakologi awal yang mudah, cepat, 

dan murah, (3) sering digunakan untuk pencarian senyawa antikanker, (4) 

digunakan sebagai tahap awal isolasi toksik yang terkandung dalam suatu 

ekstrak.  

Metode ini cukup praktis, murah, sederhana, cepat tapi tidak 

mengesampingkan kekuatannya untuk skrining awal tanaman berpotensi anti 

kanker dengan menggunakan hewan uji larva Artemia salina Leach. (Meyer et 

al. 1982; Solis et al. 1993). Sejak metode dimunculkan, uji letalitas secara in 

vitro ini telah berhasil diterapkan sebagai pelopor bioassay yang kemudian 

didukung dengan metode lain yang lebih spesifik dan lebih canggih setelah 

senyawa bioaktif diisolasi (Apu et al. 2013).  

Ogugu et al. (2012) telah melakukan penelitian mengenai efek sitotoksik 

dari ekstrak air dan metanol tanaman Calliandra portoricensis menggunakan 

metode BSLT dengan konsentrasi 1000 ppm, 100 ppm, dan 10 ppm selama 24 

jam. Nilai LC50 yang diperoleh sebesar 0,18 % untuk ekstrak air dan 0,88% 

untuk ekstrak metanol. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pada ekstrak air pada 
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konsentrasi 0,18 % dan ekstrak metanol pada konsentrasi 0,88 % pada rentang 

0-100 berpotensi toksik terhadap larva A. salina Leach.  

Hal ini menunjukkan bahwa metode BSLT dapat diandalkan dan metode ini 

yang mudah digunakan untuk penilaian bioaktivitas tanaman obat. Selain 

khasiat, keamanan obat herbal sangat penting karena sedikit yang 

didokumentasikan tentang banyak tanaman yang ada digunakan dalam 

pengobatan tradisional. Temuan dari berbagai penelitian telah 

merekomendasikan pengujian udang air asin sebagai salah satu metode untuk 

investigasi awal toksisitas. Tes ini juga digunakan dalam penyaringan senyawa 

bioaktif dari tanaman obat populer digunakan untuk beberapa tujuan dan untuk 

memantau isolasi senyawa aktif biologis tersebut (Quignard et al. 2003; Meyer 

et al. 1982; Neuwinger et al. 1996). 

Korelasi ini dinilai sangat baik sehingga uji terhadap udang air asin 

dianjurkan sebagai pre-screen efektif terhadap sitotoksisitas dan tes antitumor. 

Baru-baru ini, telah ditunjukkan bahwa ada korelasi yang sangat baik antara 

konsentrasi mematikan median (LC50) ekstrak tanaman ke larva udang air asin 

dan dosis mematikan median (LD50) dari ekstrak yang sama ini, diberikan 

secara oral pada tikus (Parra et al. 2001). 

Ekstraksi dilakukan dengan metanol dimaksudkan agar semua senyawa 

tersari dengan baik, karena metanol merupakan pelarut yang bersifat universal 

dan dapat mengekstraksi semua senyawa metabolit (Djamil & Anelia 2009). Air 

dipertimbangkan sebagai cairan penyari karena murah, mudah diperoleh, stabil, 

tidak beracun, tidak mudah menguap, dan tidak mudah terbakar (Sa’adah & 

Nurhasnawati 2015).  
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E. Kerangka Berpikir 
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Gambar 4. Kerangka berpikir penelitian tentang uji toksisitas ekstrak daun pepaya  

        terhadap larva A. salina Leach. dengan Brine Shrimp Lethality Test     
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

A. Simpulan  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak 

daun pepaya mempunyai nilai LC50 sebesar 88507.768 µg/ml. Ekstrak daun 

pepaya memiliki potensi toksisitas rendah terhadap A. salina Leach. dengan 

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

B. Saran  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disarankan perlunya uji 

toksisitas akut menggunakan ekstrak daun pepaya terhadap hewan tingkat tinggi 

seperti mamalia (tikus, mencit, dan kelinci) sebagai hewan uji. Pengembangan 

selanjutnya, ekstrak daun pepaya untuk peningkatan sistem pertahanan tubuh 

(sistem imun). 
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