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INTISARI

Teh kejek (Camellia sinensis L. Kuntze) merupakan teh hijau dengan kandungan antioksidan yang
tinggi sehingga berpotensi memiliki aktivitas sitotoksik. Salah satu uji toksisitas dari suatu ekstrak
atau senyawa yaitu uji BSLT (Brine Shirmp Lethality Test) dengan menggunakan larva Artemia yang
ditentukan berdasarkan jumlah kematiannya. Tujuan penelitian ini yaitu mengetahui potensi
sitotoksik infusa Teh Kejek terhadap larva Artemia franciscana Kellogg dengan metode BSLT.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan 150 ekor larva sebagai
hewan uji dengan konsentrasi uji yang dibagi menjadi 5 kelompok, 1 kontrol negatif dan 4 seri
konsentrasi infusa, masing masing konsentrasi berisi 10 ekor larva dengan replikasi sebanyak tiga
kali. Konsentrasi infusa yang digunakan berturut-turut adalah 1000, 500, 100 dan 50 ppm. Hasil
pengamatan ditentukan terhadap kematian larva 24 jam setelah pemberian infusa. Hasil dari analisis
probit menunjukan nilai LCso dari infusa daun Teh Kejek adalah 6,1317 ppm. Hal ini menunjukan
bahwa tanaman Camellia sinensis memiliki potensi sitotoksik terhadap larva Artemia menurut
metode BSLT yang digunakan dengan nilai LCso< 30.

Kata kunci: Brine shrimp, BSLT, Camellia sinensis, sitotoksik, teh kejek

ABSTRACT

Kejek tea (Camellia sinensis L. Kuntze) is a green tea with high antioxidant content so that it has
potentially cytotoxic activity. One of the toxicity tests of an extract is BSLT test using Artemia which
are determined based on the number of larvae death. The purpose of this study was to determine the
cytotoxic potential of kejek tea infusion against Artemia franciscana Kellogg larvae using the Brine
Shrimp Lethality Test. This study was an experimental study using 150 larvae of Artemia with the
test concentration divided into 5 groups, 1 negative control and 4 series of infusion concentrations,
each concentration containing 10 larvae with three replications. The infusion concentrations used
were 1000, 500, 100 and 50 ppm, respectively. Observations were determined on larval mortality 24
hours after infusion. The results of the probit analysis showed that the LCsp of infusion of Kejek tea
leaves was 6.1317 ppm. This indicated that the infusion of kejek tea leaves had cytotoxic potential
against Artemia larvae according to the BSLT method with a LCs of < 30 ppm.
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PENDAHULUAN

Indonesia termasuk kedalam 10 negara penghasil teh tertinggi di dunia pada tahun 2020 (FAO,
2020). Provinsi yang paling banyak menyumbang teh di Indonesia ialah Jawa Tengah, Sumatera
Utara dan Jawa Barat. Jawa Barat menyumbang sekitar 70% produksi teh nasional (Indonesia
Invesment, 2015). Salah satu perkebunan teh yang terletak di Jawa Barat dengan produk yang paling
dikenal masyarakat luas yaitu teh kejek terdapat di Garut. Teh tradisional ini sudah bertahan hingga
200 tahun. Teh kejek diproses dengan menggunakan cara tradisional dan memiliki karakteristik yang
khas. Proses pengolahan yang menjadi ciri khas teh ini adalah penggilingan daun teh menggunakan
kaki dengan cara diinjak menggunakan sepatu khusus serta proses pemanasan dengan cara
penyangraian sehingga memiliki aroma yang khas (Aldizal et al., 2021).

Teh kejek merupakan teh yang tidak melewati proses fermentasi, sehingga digolongkan
sebagai teh hijau oleh masyarakat dan pengrajin teh lain (Dzakiyyah et al., 2023). Teh hijau memiliki
kandungan antioksidan yang paling tinggi dibandingkan dengan jenis teh yang lain. Urutan dengan
aktivitas antioksidan paling tinggi diantaranya teh hijau > Ishizuchi-kurocha > Goishi-cha > Awa-
bancha > Batabata-cha (Horie et al., 2017). Antioksidan adalah senyawa kimia yang dapat
mengeluarkan satu atau lebih elektron pada radikal bebas, sehingga radikal bebas tersebut dapat
diredam (Sujana et al., 2020), jika nilai antioksidan dari suatu bahan tinggi maka kemungkinan bahan
tersebut memiliki potensi sebagai antikanker yang bekerja dengan cara menstabilkan radikal dengan
melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas sehingga sel-sel terlindungi dari senyawa reaktif
tersebut (Flieger et al., 2021). Kategori LCso diantaranya sangat toksik <30 ppm, toksik, 30-1000
ppm dan tidak toksik > 1000 ppm (Andini et al., 2020). Nilai LCso merupakan konsentrasi yang dapat
membunuh setengah dari sel kanker (sitotoksik). Besarnya potensi sitotoksik dapat digambarkan
dengan tinggi rendah nya nilai LCso (Aldizal et al., 2021; Gusungi et al., 2020; Haryoto et al., 2013)

Uji sitotoksik adalah uji toksisitas secara in vitro yang dapat digunakan untuk mendeteksi
adanya aktivitas antikanker dari suatu senyawa (Haryoto et al., 2013). Salah satu metode awal untuk
melakukan uji sitotoksik adalah metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). BSLT merupakan salah
satu metode skrining awal untuk menentukan ketoksikan suatu ekstrak atau senyawa. Sifat sitotoksik
dari senyawa dapat diketahui berdasarkan kematian larva A. franciscana pada konsentrasi tertentu,
jumlah larva yang mati dapat dihitung menggunakan metode analisis probit untuk menentukan nilai
LCso. Apabila harga LCs0 <1000 ppm maka ekstrak tersebut dapat dikatakan toksik. Besarnya potensi
sitotoksik dapat digambarkan dengan tinggi rendah nya nilai LCso. (Budiman and Hidayat, 2021;
Hartati, 2020).

METODE PENELITIAN
Bahan
Serbuk simplisia daun Teh Kejek (Camellia sinensis L.), Aquades (Brataco®), HCI 10%,

Telur Udang (Supreme Plus®), Kloroform (JT Becker Jerman®), Etanol 96% (Brataco®), Ammonia
5%, Mayer, Dragendorf, Amil Alkohol (Merck Jerman®), Kapas, FeCls 1%, NaOH, Eter, Toluena
(Brataco®), Magnesium (Merck Jerman®), Methanol (Brataco®), Lieberman Burchard, dan Ragi
Roti (Fermipan®).
Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah aquarium, aerator (Sakkai Pro®), lampu
(Sakkai Pro®), wadah plastik, gunting (Joyko®), oven (B-One ov-65®), penangas air (Memmert®),
hot plate(Merko®), panci, gelas kimia 100 mL (Pyrex®), batang pengaduk, cawan krus, kertas saring
bebas abu (Whathman®), kertas perkamen, timbangan analitik (Fujitsu FS-AR®), desikator, silica
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gel (GF245®), botol semprot, pipet tetes, vial, labu Erlenmeyer (Herma®), kaca pembesar, labu ukur
(Bomex®), botol besar, labu alas bulat (Herma®), pisau, mortir dan stamper.
Bahan uji dan Hewan

Hewan uji dalam penelitian ini yaitu Artemia franciscana Kellogg berumur 48 jam, serta Teh
Kejek asal Garut dilakukan determinasi di Sekolah Tinggi Ilmu dan Teknologi Hayati Institut
Teknologi Bandung (ITB).
Karakteristik Simplisia
Penilai karakteristik simplisia Teh Kejek dilakukan sesuai prosedur Aldizal et al (2021).
Skrining Fitokimia Simplisia
Alkaloid

Alkaloid diamati dengan 3 cara yang terlebih dahulu dibuat campuran 2 gram serbuk simplisia
kemudian tambah 5 mL amonia 5% (digerus dalam mortar), tambahkan 20 mL CHCIs dan digerus
dengan kuat. Larutan A: kertas saring dibasahi dengan campuran yang sudah dibuat lalu ditetesi
dengan pereaksi dragendorff. Larutan B1l: dicampurkan 2 mL larutan yang telah dibuat dengan
pereaksi meyer. Larutan B2: dicampurkan 5 mL larutan yang telah dibuat dengan pereaksi
dragendorff (Redjeki, 2015).
Flavonoid

Tabung reaksi diisi dengan simplisia yang berisi serbuk magnesium dan HCI 2N, kemudian
dipanaskan. Setelah dipanaskan dalam penangas air, campuran tersebut disaring, dan filtratnya
ditambahkan amil alkohol serta dikocok. Perubahan warna menjadi kuning atau merah menunjukkan
keberadaan flavonoid (Redjeki, 2015).
Saponin

Saponin diamati dengan memanaskan sejumlah simplisia. Setelah dipanaskan, simplisia
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dikocok kuat selama 15 detik dengan arah vertikal. Adanya
saponin ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang stabil selama 30 menit (Redjeki, 2015).
Kuinon

Simplisia dipanaskan dalam tabung reaksi. Setelah dipanaskan dalam penangas air, simplisia
dalam tabung reaksi disaring, dan filtrat yang terbentuk ditambahkan KOH 5%. Perubahan warna
dari kuning menjadi merah menunjukkan adanya senyawa kuinon (Redjeki, 2015).
Tanin

Larutan dibuat dengan cara melarutkan 1 gram serbuk simplisia dalam 100 mL aquades,
kemudian dididihkan selama 15 menit, dan disaring dalam keadaan panas. Filtrat yang terbentuk
diambil sebanyak 10 mL, lalu ditambahkan tiga tetes FeCls, terbentuknya warna merah keunguan
menandakan positif mengandung kuinon (Ditjen POM, 2000).
Steroid

Sebanyak 1 gram serbuk simplisia dimaserasi dengan 25 mL eter selama 2 jam, lalu disaring.
Sebanyak 5 mL filtrat dimasukkan ke cawan uap lalu panaskan dan ditambahkan pereaksi lieberman
buchard. Kehadiran steroid ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi biru kehijauan (Ditjen
POM, 2000).
Triterpenoid

Pereaksi lieberman buchard dan ekstrak senyawa Triterpenoid ditunjukkan dengan perubahan
warna ungu, sedangkan perubahan warna biru-hijau menunjukkan reaksi positif steroid/triterpenoid
(Redjeki, 2015).
Preparasi Bahan Uji

Bagian tanaman yang akan digunakan sebagai bahan penelitian disortir terlebih dahulu lalu
dilakukan tahap pengeringan. Kemudian, dihaluskan menggunakan mortir untuk mendapatkan
serbuk simplisia. Simplisia yang berbentuk serbuk lebih mudah dalam mengeluarkan zat aktif selama
proses ekstraksi karena semakin besar tingkat kehalusan, semakin besar luas permukaan, maka
semakin mudah untuk mengekstrak bahan aktif dari simplisia. Pengujian dilakukan dengan membuat
larutan uji dengan konsentrasi 1000, 500, 100, dan 50 ppm dengan masing-masing konsentrasi dibuat
tiga kali pengulangan. Sebanyak 10 mg serbuk simplisia dilarutkan dengan 100 mL aquadest lalu
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dipanaskan dalam penangas air dengan suhu 90°C selama 15 menit lalu saring sampai diperoleh
volume 100 mL, apabila larutan kurang dari 100 mL maka residu yang terkumpul dibilas kembali
menggunakan aquadest panas sehingga diperoleh volume 100 mL (infusa teh kejek 1000 ppm)
(Febrianti et al., 2019). Selanjutnya disiapkan tabung vial yang telah dikalibrasi 5 mL untuk
pengenceran setiap konsentrasi. Larutan uji 1000 ppm dibuat dengan cara memasukan 5 mL larutan
1000 ppm, Pembuatan konsentrasi 500 ppm dengan cara pengenceran larutan 1000 ppm sebanyak
2,5 mL ditambahkan aquadest hingga 5 mL maka diperoleh larutan uji 500 ppm. Kemudian dipipet
0,5 mL larutan 1000 ppm lalu ditambahkan aquadest sampai 5 mL sehingga diperoleh konsentrasi
larutan uji 100 ppm, kemudian diambil 0,25 mL larutan 1000 ppm lalu di tambahkan aquadest sampai
5 mL untuk memperoleh larutan uji 50 ppm
Preparasi Hewan Uji

Hewan yang digunakan adalah larva Artemia franciscana berumur 48 jam sebanyak 150 ekor.
Hewan uji diperoleh dari penetasan telur Artemia dalam aquarium berisi air laut buatan (1000 mL
aquadest: 38 gram garam nonionik) sebanyak 1000 mL. Aquarium tersebut dibagi menjadi 2 sisi
yaitu sisi gelap dan terang, untuk bagian terang dilengkapi penerangan lampu (+3-4 watt) dan bagian
gelap diberikan aerasi yang baik selama 48 jam. Telur A. franciscana letakan pada bagian gelap dan
biarkan selama 48 jam hingga telur menetas. Setelah menetas, telur dipisahkan dari cangkangnya dan
dikumpulkan pada wadah yang lain, setelah itu hewan siap digunakan untuk pengujian.
Evaluasi Aktivitas Sitotoksik

Masing-masing vial diisi dengan 10 ekor larva Artemia lalu ditambahkan air laut buatan hingga
batas kalibrasi (5 mL), kemudian lakukan pengamatan 1 dengan cara mengamati kematian larva
selama 6 jam dengan selang waktu 1 jam, selanjutnya pengamatan Il dilakukan pada 12, 18, dan 24
jam.
Perlakuan terhadap hewan uji dilakukan dengan 4 seri konsentrasi infus yaitu 1000 ppm, 500 ppm,
100 ppm, dan 50 ppm, disertai 1 kontrol negatif yang hanya berisi air laut. Penambahan kontrol
negatif dilakukan untuk mengetahui pengaruh air laut dan faktor lain terhadap kematian larva.
Sehingga kematian larva dapat dipastikan akibat pengaruh ekstrak yang ditambahkan. Mengamati
larva selama beberapa waktu untuk perhitungan kematiannya. Jika tidak ada pergerakan larva,
dihitung sebagai kematiannya. Dari data yang dihasilkan dihitung LCso dengan metode kurva label
probit.

Analisis Data

Grafik kurva label probit dapat dibuat menggunakan Microsoft Excel dengan menggambarkan
hubungan linear antara nilai probit dan log konsentrasi. Grafik menampilkan persamaan Y=a+bX, di
mana Y adalah nilai probit dan X adalah log konsentrasi. Selain itu, nilai R2 juga dapat dihitung
untuk mengukur sejauh mana variabel tersebut berkorelasi. Nilai R2 yang mendekati 1 menunjukkan
tingkat korelasi yang tinggi antara variabel-variabel tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode ekstraksi dilakukan secara infusa. Metode infusa dipilih dalam penelitian ini
dikarenakan proses pengerjaannya sederhana, mudah dan murah, selain itu metode infusa memiliki
proses yang cenderung sama dengan proses pengolahan teh yang dilakukan masyarakat.

Berdasarkan hasil determinasi dengan dokumen Nomor: 5331/ITI.C11.2/TA.00/2022
dipastikan bahwa sampel berupa simplisia daun Teh Kejek memiliki nama latin Camellia sinensis L.
Kuntze, sedangkan hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini telah teridentifikasi merupakan
Artemia franciscana Kellogg yang dilengkapi dengan dokumen Nomor: 6139/ITI.C11.2/TU/2022.

Karakterisasi simplisia dilakukan untuk melihat bagaimana karakteristik dari simplisia
Camellia sinensis L. Kuntze yang digunakan sebagai standarisasi bahan baku untuk penelitian.
Kemudian, hasil pemeriksaan karakteristik daun Teh Kejek akan dibandingkan dengan pustaka, agar
diketahui bahwa simplisa termasuk kedalam kriteria aman atau tidak. Uji kadar abu total, uji kadar
larut air, uji kadar abu tidak larut asam, uji ekstrak larut etanol, uji kadar air, dan uji susut pengeringan
merupakan bagian dari karakterisasi simplisa yang dilakukan.
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Tabel |. Hasil karakterisasi simplisia teh kejek

Uji Karakteristik Hasil Literatur (Kemenkes RI, 2017)
Susut Pengeringan 6,6473% <10%
Kadar Air 0,8% <16%
Kadar Sari Larut Air 13,66% >8,4%
Kadar Sari Larut Etanol 20,35% >4,5%
Kadar Abu Total 4,144% <5,6%
Kadar Abu Tidak Larut Asam 0,56% <0,6%

Adapun hasil karakterisasi daun Teh Kejek (Tabel 1) untuk kadar abu total adalah 4,144%,
untuk kadar abu tidak larut asam adalah 0,56%, untuk kadar sari larut air diperoleh sebesar 13,66%,
untuk kadar sari larut etanol sebesar 20,35%, untuk kadar air sebesar 0,8%, dan susut pengeringan
adalah 6,6473%. Secara keseluruhan hasil dari karakteristik simplisia Teh Kejek masuk dalam
rentang kadar normal dan hasilnya tidak jauh berbeda dengan farmakope herbal, artinya simplisia
Teh Kejek memenuhi standar mutu untuk dijadikan simplisia. Hasil penapisan fitokimia simplisia
dan infusa daun the kejek dapat dilihat pada Tabel II.

Tabel I1. Hasil Penapisan Fitokimia Simplisia dan Infusa daun teh kejek

Uji Fitokimia Simplisia Infusa
Flavonoid + +
Alkaloid + +
Steroid/triterpenoid + -
Tannin + +
Saponin + +
Kuinon + +

Keterangan: (+) terdeteksi (-) tidak terdeteksi

Hasil pada Tabel 1l menunjukan bahwa simplisia daun Teh Kejek mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, steroid/triterpenoid, tannin, saponin, serta kuinon. Sedangkan untuk Teh Kejek
dalam bentuk infusa mengandung metabolit sekunder flavonoid, alkaloid, tannin, saponin dan
kuinon. Infusa daun Teh Kejek tidak mengandung senyawa steroid/triterpenoid hal ini disebabkan
oleh senyawa steroid/ troterpenoid larut dalam lemak sedangkan infusa menggunakan pelarut air,
sehingga senyawa steroid tidak terdapat dalam infusa daun Teh Kejek (Vrancheva et al., 2021).

Metode penyaringan pertama yang menggunakan hewan uji Artemia franciscana Kellogg
untuk mengetahui efek sitotoksik akut suatu senyawa atau ekstrak adalah Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT). Jumlah kematian dapat digunakan untuk menentukan toksisitas suatu senyawa. Lethal
Concentration 50 (LCso) parameter untuk Artemia franciscana Kellogg Menggunakan metode BSLT,
ekstrak dianggap beracun jika nilai LCso kurang dari 1000 pg/mL (Andini et al., 2020). Data hasil
pengamatan kematian Larva udang oleh infusa daun Camellia sinensis L. Kuntze disajikan pada tabel
1.

Tabel I11.Kematian artemia selama 24 jam

Kelompok Rerata jumlah larva Kematia Log Nilai
mati n (%) Konsentrasi Probit
1000 ppm 10,0040,00 100% 3,00 8,09
Uji 500 ppm 9,3310,58 93% 2,70 6,48
100 ppm 3,33+1,53 33% 2,00 4,56
50 ppm 1,33+1,15 13% 1,70 3,87
Kontrol Kor;gl?t' air 0,000,00 0% i :
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Berdasarkan hasil pengamatan jumlah rata-rata kematian larva berbading lurus dengan
konsentrasi infusa Teh Kejek (Tabel 111), semakin tinggi konsentrasi infusa menyebabkan semakin
tinggi kematian larva. Persamaan garis lurus, y= 3,1323x-1,6094, dihasilkan dari hasil regresi linier
(Gambar 1).

Tabel 1V. Hasil analisis probit
Kelompok
1000 ppm 500 ppm 100 ppm 50 ppm Kontrol

Waktu (jam ke-)

1 2 1 0 0 0
2 2 1 0 0 0
3 3 1 1 0 0
4 5 5 3 0 0
5 6 5 4 1 0
6 6 5 5 1 0
12 28 12 7 2 0
18 30 27 9 2 0
24 30 28 10 4 0
8.5
8
7.5
- 62 y =3.1323x - 1.6094
'_CQE I6 R2=0.9764
o 55
5
45
4
35
1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

Log ppm
Gambar 1. Grafik analisis probit

Persamaan ini menunjukkan konsentrasi log dari nilai probit yang diperoleh dari persentase
kematian larva (Tabel 1V). Seperti yang ditunjukkan grafik analisis di atas, semakin tinggi
konsentrasi ekstrak yang digunakan, semakin tinggi persentase kematian larva Artemia. Hasil uji
(BSLT) di atas diperoleh nilai LCso sebesar 6,1317 ppm menunjukan bahwa infusa daun Teh Kejek
bersifat sangat toksik (<30 ppm).

Hasil penelitian ini melaporkan bahwa infusa Teh Kejek bersifat sangat toksik dan dapat
dikembangkan untuk penelitian lebih lanjut untuk mengisolasi senyawa sitotoksik tumbuhan sebagai
usaha pengembangan obat alternatif antikanker. Kehadiran flavonoid pada Teh Kejek memiliki
kemampuan untuk mencegah pertumbuhan tumor atau kanker. Ada banyak hipotesis tentang
bagaimana flavonoid bekerja untuk melawan kanker. Flavonoid berfungsi sebagai antioksidan
dengan memicu jalur apoptosis pada sel kanker (Kopustinskiene et al., 2020). Fragmentasi DNA
adalah mekanisme yang menyebabkan apoptosis sel. Zat oksigen reaktif seperti radikal hidroksil
melepaskan rantai DNA proksimal untuk memulai proses fragmentasi ini. Dampak lain dari
flavonoid adalah bertindak sebagai penghambat proliferasi tumor/kanker (Wang et al., 2020). Selain
itu, juga diketahui bahwa flavonoid mampu menghambat aktivitas enzim protein kinase, yang
kemudian menghambat proses transduksi sinyal dari membran ke inti sel (Panche et al., 2016).
Katekin dari teh hijau dalam melawan kanker telah dilaporkan diantaranya menekan spesies oksigen
reaktif (ROS), induksi apoptosis dan induksi penghentian siklus sel (Chaudhary et al., 2023).
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa infusa daun teh
Kejek memiliki aktivitas sitotoksik terhadap larva Artemia salina Leach dengan metode (BSLT)
dilihat dari nilai LCso sebesar 6,1317 dengan kategori sangat toksik.
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