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Cassava leaves contain sodivm (Na), potassivm (K), and iron (Fe) wiich can increase the ‘s blood pressure.
In addition, the chemical content of cassava leaves can also act as an anti-fiypertension agen; e ver, cassava
leaves also contain hydrogen cyanide (HCN) witich at certain doses can cause toxic effects. This study aims to
detenmine the safety of long-term consumption by observing the damage to gastric organ cells in Wistar rats
affer iistration of cassava leaf exvract (Manihot uttilisima Pohl.) for 90 days. Cassava leaf extract was
made by maceration method using distilled water as a sohent. This research is an expdSmental laboratory
reseqich with a posttest only control group reseqrch design. This study used 36 Wistar rats which were randomly
divided into 4 groups consisting of g [ (control) given 10mi/w of distilled water, group 11 (treatment im)
given cassava leafextract 80 mg/bb, group IIT (treatment group) given cassava leaf extract 400 mg/ bb, group
IV (rrearment group) was given cassava leaf extract 2000 mg/ bb. Organ sampling was carried out after 9 days
of treatment, all mts were kille cervical dislocation, then their stomach organs were taken. To detenmine
the histopat ological structure between the control group and the treatment group, the rom the gastric
histopathological test of Wistar rats weve analyzed using descriptive analysis. did not affect the hstopathological
structure of the stomach of Wistar rats.

Abstrak

Daun singkong mengandung natrium (Na), kalium (K), dan besi (Fe) yang mampu meningkatkan
tekanan darah tubuh. Selain i, kandungan kimia dari daun singkong juga dapat berperan sebagai
agen anti hipotensi. Akan tetapi, pada daun singkong juga mengandung hidrogen sianida (HCN)
yang pada dosis tertentu dapat menyebabkan efek toksik. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis keam konsumsi jangka panjang dengan melihat kerusakan sel organ lambung
ada tikus Wistar setelah pemberian ekstrak daun singkong (Manihot uttilisima Pohl.) selama 90
&Ii. Ekstrak daun singkong dibuat dengan metode maserasi menggunakan pelarut al\wss.
elitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan rancangan penelitian t
only control group. Penelitian ini menggunakan 36 ekor tikus Wistar yang s acak dibagi
menjadi 4 kelompok terdiri dari kelompok I (komra diberi akuades 10 ml/bb, kelompok IT
(kelompok perlakuan) diberi ekst un singkong 30 mg/bb, kelompok ITI (kelompok perlakuan)
diberi ekstrak daun singkong 400 mg/bb, kelompok I'V (kelompok perlakuan) diberi ekstrak daun
singkong 2000 mg/bb. Pengambilan sampel organ dilakukan setelah 90 hari perlakuan, semua
tikus dimatikan denggan cara dislokasi cervicalis, kemudian organ lambungnya diambil. Untuk
mengetahui struktur histopatologi antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan data hasil uji
histopatologi lambung tikus Wistar dianalisis menggunakan analisis deskriptif Hasil penelitian
I jukan pemberian ekstrak daun singkong secara oral selama 90 hari pada dosis 80mg/bb,400
mg/ bb, dan 2000 mg/ bb tidak memberikan pengaruh pada gambaran struktur histopatologi
lambung tikus Wistar.
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PENDAHULUAN

Indonesia memiliki sekitar 30.000 jenis tumbuhan dan 7.000 diantaranya memiliki khasiat sebagai

tanaman obat. Sebanyak 2500 jenis diantaranya merupakan tanaman obat. Salah satu tanaman yang
digunakan sebagai obat tradisonal yaitu daun singkong (Manihot utilissirna Pohl.). Daun singkong banyak
dimanfaatkan sebagai obat kanker, konjungtivitis, disentri, abses, diare, marasmus, flu, peradangan,
reamtik sakit kepala, prostatitis dan lain-lain (Miladiyah er al., 2011). Daun singkong memiliki kandungan
falavonid yang dapat berfungsi sebagai antioksidan. Aktivitas antioksidan meningkat secara signifikan
setelah proses digesti pada saluran gastrointestinal. Bioaksesibilitas fenolik bersifat stabil dan
menunjukkan aktivitas ttinggi. Daun singkong dapat dianggap sebagai sumber polifenol alami yang andal
dan senyawa antioksidan yang memiliki bioaksesibel yang baik (Laya & Koubala, 2020). Daun singkong
mengandung natrium (Na), kalium (K), dan besi (Fe) yang mampu meningkatkaﬁekanan darah
(Nugrahaningsih, et al. 2017). Oleh karena itu daun singkong dapat dijadikan sebagai bahan baku obat,
sehingga fitofarmaka menjadi suatu pilihan menarik dan dapat dikembanﬁn untuk mengatasi
permasalahan hipotensi ortotestik. Fitofarmaka dapat didefinisikan sebagai obat dari bahan alam

terutama dari alam nabati (Dewoto,2007).

Umbi dan daun singkong merupakan bagian dari Cassava yang banyak mengandung linamarin.
Linamarin dan lotaustralin merupakan senyawa glikosida dari hidrogen sianida (HCN) yang pada dosis
tertentu dapat menyebabkan efek toksik. Hidrogen sianida jika dikonsumsi dalam jumlah banyak akan
menyebabkan keracunan (Nurdiana, 2013). Toksisitas ini diakibatkan karena kemampuan dalam
menghambat aktivitas metalloenzim, terutama cyrochrome ¢ oxidase yang merupakan enzim akhir dari
respirasi transport elektron. Glikosida sianogenik dalam daun singkong digolongkan dalam sianogen
linamarin (Gleadow & Moller, 2014). Daun singkong mentah masih memiliki kandungan sianida yang
tinggi sehingga bila dikonsumsi dalam jangka panjang dapat menimbulkan perubahan pada indikator
biokimia fungsi hati dan hematologi (Abuh, er aZ:2016). Penelitian dengan pemberian sianida yang
diekstrak dari daun singkong menyebabkan terjadinya perubahan histopatologi pada sel hati seiring
meningkatnya dosis ekstrak yang diberikanToksisitas yang disebabkan oleh sianida bebas (CN-) telah
dilaporkan, namun toksisitas yang disebabkan oleh glikosida belum dilaporkan. Oleh karena itu, perlu
diteliti bagaimana keamanan daun singkong yang dikonsumsi dalam jangka panjang terhadap tubuh,
terutama terhadap kesehatan organ salah satunya lambung.

Pengembangan bahan alam menjadi fitofarmaka maupun obat herbal berstandar memerlukan data
dari aspek keamanan dan efektifitas bahan herbal. Data keamanan dilakukan dengan serangkaian uji
preklinik dan uji klinik. Salah satu uji keamanan dapat dilakukan berupa uji toksisitas. Uji toksisitas akut
dengan uji Brine Shrimp Lethality Test menunjukkan nilai LC50 yang cukup tinggi (493, 86 png/ml) sehingga
diperkirakan aman untuk dikonsumsi (Putri, et.al, 2021). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
keamanan konsumsi jangka panjang ekstrak daun singkong dengan melihat pengaruhnya terhadap

mukosa organ lambung pada tikus Wistar.
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METODE PENELITIAN

Pembuatan Ekstrak Daun Singkong

Daun singkong yang digunakan adalah daun ke-5 sampai daun ke-10. Dayg.singkong kemudian
dicuci menggunakan air mengalir dan dikeringkan di dalam oven pada suhu 50°selama 24 ja aun
yang sudah kering selanjutnya dihaluskan menggunakan blender hingga didapat serbuk kering. Metode
ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode maserasi. Serhuk kering diekstraksi
menggunakan pelarut akuades dengan perbandingan 1:5 dan diinkubasi dalam lemari pendingin selama
5 hari. Setelah 5 hari, supernatan diambil menggunakan pipet kemudian diuapkan menggunakan rotary

evaporator. Ekstrak yang diperoleh dalam bentuk serbuk halus.

Perlakuan Hewan Coba

Perﬁtian menggunakan 36 tikus putith Wistar yang terdiri dari 24 tikus jantan dan 12 tikus betina
yang telah diaklimatisasi selama 7 hari kemudian dikelompokan menjadi 4 kelompok masing-masing
kelompok 9 ekor.Hewan percobaan ditempatkan pada kandang individual yang dibersihkan sﬁp 4 hari
sekali. Tikus diberi pakan standar dan air minum secara teratur selama penelitian. Proses pemberian
eksuﬁ daun singkong dilakukan setiap pagi dengan menggunakan sonde lambung selama 90
hari.Kelompok kontrol (K) adalah kelompok yang tidak diberi ekstrak daun singkong. Kelompok
perlakuan P1,P2,P3 diberi kan ekstrak daun singkong secara oral masing-masing dengan dosis 80, 400,
dan 2000mg/kg. Ekstrak diberikan dalam bentuk larutan dengan pelarut akuades.

Preparasi Sampel Histopatologi

Pengambilan sampel organ dilakukan pada hari ke-90 perlakuan. Tikus dimatikan dengan cara
dislokasi cervical kemudian diambil organ lambung dan dicuci dalam tempat yang sudah terisi air. Setelah
itn, organ dimasukan ke dalam wadah yang berisi formalin 10%. Kemudian sampel organ lambung
direndam dalam larutan alkohol bertingkat (dehidrasi) dimulai dari konsentrasi 70%, 80%, 90%, 95%, dan
100%. Selanjutnya, dijernihkan dalam xylol (clearing), sebelum akhirnya ditanam dalam paraffin
(embedding).

Jaringan dalam blok paraffin diiris dengan ketebalan Sﬁ um menggunakan mikrotom
(Indoexfm,lfzdfa)éemudian diletakkan pada gelas objek, dan disimpan dalam inkubator pada suhu 40 ° C
selama 24 jam. Hasil sayatan diwarnai dengan pewarnaan baku hematoksin eosin (HE). Pewarnaan HE
digunakan untuk melihat struktur jaringan yang diduga mengalami perubahan patologis. Proses
pewarnaan diawali dengan deparafinasi jaringan dengan xylol dan rehidrasi dengan alkohol bertingkat,
kemudian diletakan kembali di dala@xylol selama 24 jam untuk penjernihan. Selanjutnya jaringan
diambil dan diberi entelan sebelum ditutup dengan cover glass (mounting). Preparat diamati dibawah
mikroskop dengan perbesaran bertingkat mulai dari 10 x sampai mendapatkan visualisasi yang jelas.
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Penilaian struktur histopatologis

Penilaian struktur histopatologis lambung dilakukan dengan melihat tiga indikator kerusakan sel
yaitu nekrosis, degenerasi sel, dan infiltrasi sel radang. Pengamatan dilakukan pada lima lapangan
pandang dengan perbesaran 400X. Penilaian secara kualitatif dilakukan dengan memberikan skor untuk
kelima lapang pandang tersebut. Skor 0 menunjukkan tidak ada nekrosis, degenerasi sel, dan infiltrasi
sel radang pada seluruh pengamatan. Skor 1 bila didapatkan nekrosis, degenerasi sel, dan infiltrasi sel
radang pada satu fokus pengamatan (perubahan fokal). Skor 2 bila didapatkan nekrosis, degenerasi sel,
dan infiltrasi sel radang pada beberapa fokus pengamatan (perubahan multifokal). Skor 3 bila didapatkan
nekrosis, degenerasi sel, dan infiltrasi sel radang secara menyeluruh (difusa). Penilaian struktur

histopatologis dilakukan oleh ahli patologi anatomi.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini memberikan data kualitatif berupa tanda-tanda toksik klinis pada hewan coba,
dan data skoring histopatologis mukosa lambung. Baik data tanda toksik klinik maupun data skoring

perubahan struktur histopatologi lambung tikus Wistar dianalisis secara deskriptif,

Uji Toksisitas Kronik
Uji toksisitas kronik dari efek ekstrak daun singkong dilakukan selama 90 hari perlakuan. Pengamatan
terhadap tanda toksik klinik dilakukan setiap hari dan dicatat perubahan-perubahan yang terjadi. Hasil
pengamatan tanda toksik klinik tikus Wistar disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Tanda toksik klinik tikus wistar selama 90 hari pemberian ekstrak

daun singkong
Jumlah Kasus
Sistem Organ Bulan ke-1 Bulan ke-2 Bulan ke-3
K P1 P2 P3 K PI1 P2 P3 K Pl P2 P3
Mortalitas - - - 1 - - ¥ - - - X
75
Sistemsazaf - - - 9% - - X - X
pusaf dan
sematemoter
Pencernaan - - - - - - X - - X
Mata - - - = - - - X - - - X
Mulut - - T - - - X - - X
Hidung = = e = = = X - - X

Keterangan
!Seekor tikus ditemukan mati pada harj ke-27 perlakuan Sebelumnya tikus wistar
terlihat lemas dan tidak nafsu makan.

“Seekor tikus kembali ditemaukan mati pada hari  ke-41 perlakuan dengan kondisi
vang sama dengan kasus sebelumnya.

*Semua tikus wistar kelompok P3 pada hari ke-45 diterminasi karena mengalami
pendarahan parah di area hidung dan muluf, serta kondist fisik yang lemah dan
nafsi makan hilang. )

“Tikus wistar terlihat lemas dan tidak berfenaga,

“Tikus wistar mengalami pendarahan di area mulut.

$Tikus wistar mengalami pendarahan di area hidung
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Struktur Histopatologi Lambung  Penilaian perubahan histopatologi organ lambung dari tikus
Wistar pada setiap kelompok pembaan menggunakan mikroskop. Skoring preparat histopatologi
lambung masing-masing dilakukan lima lapang pandang mikmskopﬁngan perbesaran 400x dan diambil

skor integritas mukosa tertinggi dari ke-5 lapang pandang tersebut, hasilnya dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Skoring histopatologis mukosa lambung setelah pemberian ekstrak daun singkong selama 90

hari
Kelompok Lapang Pandang
b IT 101 v v
K 0 0 0 0 0
P1 0 0 0 0 0
B2 0 0 0 0 0
P3 0 0 0 0 0

Hasil penilaian perubahan histopatologi lambung pada Tabel 2 mengindikasikan bahwa semua
tikus Wistar pada semua preparat menunjukkan skor 0 yang artinya tidak ada perubahan pada struktur

sel lambung.

Gambar 1. Struktur histolopatologis mukosa lambung tikus wistar yang diberi ekstrak daun singkong
dosis 2000 mg sﬁ:ma 90 hari. Tidak didapatkan gambaran sel nekrosis, degeneratif maupun infiltrsi sel
radang pada lapisan mukosa (panah biru), submukosa (panah hijau), muskularis eksterna (panah

kuning), serosa (panah merah). (Pembesaran 40X10)
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun singkong dapat menyebabkan efek toksik
apabila diberikan pada dosis yang tinggi (2000 mg/ kg yaitu pada perlakuan kelompok P3. Dosis ekstrak
daun singkong 0, 80, 400, dan 2000 mg/kg yang diberikan pada tikus 200 g jika dikonversikan
berdasarkan perhitungan Brunton et al. (2008) ke dosis manusia 70 kg maka diperoleh dosis ekstrak daun
singkong untuk manusia adalah 0; 4,48; 22 4; dan 112 g. Dari hasil pengamatan pada mulai timbulnya
gejala toksik klinik, dapat diketahui bahwa ambang batas aman konsumsi daun singkong pada manusia
kurang dari 22,4 g ekstrak setiap harinya. Batas aman konsumsi daun singkong ini cukup tinggi mengingat

setiap 1 kg daun singkong kering menghasilkan ekstrak daun singkong sebanyak 22,226 g.

Berbeda dengan hasil observasi tanda toksik klinik, hasil pengamatan struktur histopatologi
lambung semua tikus Wistar pada semua kelompok tidak menunjukkan adanya perubahan baik nekrosis,
degeneratif maupun infiltrasi sel radang. Ekstrak daun singkong tidak menimbulkan kerusakan atau
perubahan histopatologis pada mukosa lambungﬁreana mengandung flavonoid yang dapat menekan
proses inflamasi dengan menghambat produksi siklooksigenase (COX), baik COX-1 maupun COX-2
(Ribeiro, et al., 2015). COX-1 merupakan enzim yang secara fisiologi terdapat pada jaringan normal dan
berperan dalam sekresi mucus untuk melindungi saluran pencernaan, dan pada proses penyembuhan
luka. Ekspresi COX-2 akan meningkat bila terjadi stimulasi yang menyebabkan terjadinya inflamasi.
Flavonoid tertentu memiliki afinitas yang tinggi dalam penghambatan kosubstrat COX dengan
menempati peroxidase active sites dan mendonasikan elektr%pada B-ring hydroxyl groups ke hematin
(Bai, et al., 2021). Meilawaty (2013) menyatakan bahwa ekstrak daun singkong tidak n‘mghambat
ekspresi COX-2. Enzim siklooksiginase (COX) merupakan enzim pengkatalis prostaglandin. COX-1 dan
COX-2. Enzim ini akan mengkatalisis biosintesis prostaglandin yang dapat meningkatkan resistensi dan

memperkuat mukosa lambung (Peskar, 2001).

Ekstrak daun singkong juga memiliki efek protektif, yaitu sebagai antidot pada tikus yang
diinduksi dengan kadmium (Adrian, et al., 2016). Kadar kadmium dalam hati dan ginjal mengalami
penurunan signifikan setelah pemberian ekstrak daun singkong. Penurunan ini diakibatkan penyebaran
kadmium ke organ lain atau terbentuknya kompleks dengan gugus fungsional dari ekstrak daun singkong.
Pemberian ekstrak daun singkong juga dapat menurunkan kadar MDA, urea, kretainin, beberapa enzim
hati seperti SGPT dan SGOT. Penelitian ini juga menunjukkan efek proteksidari daun singkong terhadap

nefrotoksisitas secara histopatologi pada tikus yang diinduksi dengan kadmium.

Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Sheillavi et al. (2018) yang

melakukan penelitian menggunakan ekstrak daun singkong untuk mengamati adanya efek toksik dan
perubahan pada histopatologi hati. Penelitian ini menunjukkan bahwa tidak didapatkan adanya tanda-

tanda klinis toksisitas (kejang, posisi lateral, tremor, sesak nafas, dan vokalisasi) dan kematian pada
188




WH Nugrahaningsih dkk./ Life Science 10 (2) 2021

hewan coba. Namun, ditemukan adanya perubahan rfolog;is hepar tikus Wistar yang terpapar ekstrak
daun singkong tersebut. Perubahan tersebut meliputi degenerasi parenkimatosa, degenerasi hidropik, dan
nekrosis sel hepar. Perbedaan tersebut mungkin disebabkan oleh beberapa hal yaitu pada penelitian
Sheillavi et al. (2018) ekstrak yang digunakan hanya ekstrak etanol dengan dosis 2000 mg/kgBB. Setelah
absorbs, alkohol mengalami proses metabolisme oleh sel hati. Oksidasi ethanol akan menghasilkan
asetaldehid yang bersifat reaktif dan sangat toksik terhadap jaringan. Asetaldehid juga membentuk
agregat dan hepatosit yang menurunkan sekresi protein dan memicu hepatomegali. Hal ini berkontribusi
terhadap perubahan histospatologi hati (Sandoval et al., 2017). Selain itu kandungan sianida yang berbeda
dapat terjadi karena adanya proses pengolahan. Beberapa proses pengolahan dapat menurunkan kadar
sianida (Gintiré &Widodo, 2013). Secara umum, hasil penelitian ini dan penelitian Sheillavi et al. (2018)
menunjukkan bahwa ekstrak daun singkong dengan dosis tinggi dapat memberikan efek toksik dengan

atau tanpa perubahan histopatologi organ pada tikus Wistar.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak daun singkong berbagai

dosis selama 90 hari tidak memberikan pengaruh pada gambaran struktur histopatologi lambung tikus
wistar. Tanda toksik klinik hanya muncul pada dosis pemberian yang sangat tinggi. Masih diperlukan

penelitian untuk memastikan keamanan penggunaan ekstrak daun singkong dalam jangka panjang.
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