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ABSTRAK

Reactive oxygen species (ROS) dalam jumlah yang normal berfungsi dalam transduksi sinyal,
pertahanan imunitas tubuh, mekanisme apoptosis, pertumbuhan, perkembangan, dan diferensiasi
sel, serta mempertahankan homeostasis tubuh. Apabila ROS diproduksi melebihi kapasitas
antioksidan dalam tubuh, maka dapat menyebabkan stres oksidatif yang merusak sel dan memicu
berbagai penyakit kronis. Antioksidan merupakan suatu zat yang dapat menetralkan ROS dalam
tubuh. Buah pare (Momordica charantia) memiliki ciri khas rasa yang sangat pahit dan dikenal kaya
akan nutrisi yang memberikan berbagai manfaat bagi kesehatan. Penelitian ini bertujuan untuk
menilai kapasitas antioksidan secara /n vitro dengan metode ABTS serta mengetahui tingkat toksisitas
pada ekstrak buah pare dengan metode BSLT menggunakan larva Artemia salina sebagai organisme
uji. Pengujian kapasitas antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso yaitu sebesar 22,356 jpg/mL dan uji
toksisitas pada ekstrak buah pare didapatkan nilai LCso sebesar 259,786 pug/mL. Kapasitas antioksidan
dalam ekstrak buah pare tergolong dalam kategori sangat kuat (ICso < 50 pg/mL). Selain itu, tingkat
toksisitas yang diperoleh termasuk dalam kategori tingkat toksisitas sedang (LCso 100 — 500 pg/mL).
Kata-kata kunci : ABTS, Artemia salina, BSLT, Momordica charantia

ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) in normal amounts function in signal transduction, immune system
defense, apoptosis mechanisms, cell growth, development, as well as differentiation, and help to
maintain the body’s homeostasis. However, when ROS production exceeds the body’s antioxidant
capacity, it can lead to oxidative stress that damages the cells and triggers various chronic diseases.
Antioxidants are substance that can neutralize ROS in the body. Bitter melon (Momordica charantia)
has a distinctive bitter taste and is known to be nutritious that provide a variety of health benefits.
This study aims to assess antioxidant capacity in vitro using ABTS method and to determine the
toxicity level of bitter melon fruit extract using BSLT method with Artemia salina as test subject.
Antioxidant capacity test was expressed in ICso values of 22,356 Lig/mL, while toxicity test on bitter
melon fruit extract resulted in LCso values of 259,786 ug/mL. The antioxidant capacity of bitter melon
fruit extract is classified as very strong (ICso < 50 pg/mlL). Additionally, the toxicity level is
categorized into moderate toxicity (LCso 100 — 500 ug/mL).
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PENDAHULUAN

Momordica charantia merupakan tanaman merambat yang termasuk dalam famili
Cucurbitaceae dan tumbuh terutama di India, Cina, dan Asia Tenggara.! Buah pare
berbentuk lonjong dengan bintil-bintil di permukaannya serta memiliki daging yang
berair dan renyah menyerupai mentimun. Saat proses pematangan, buah pare akan
berubah dari warna hijau zamrud menjadi warna jingga, sedangkan dagingnya yang
berwarna putih akan berubah menjadi merah muda.? Meskipun memiliki rasa pahit
yang khas, Momordica charantia cukup populer di berbagai kalangan di seluruh
dunia. Hal ini disebabkan oleh kemampuan buah pare dalam menurunkan kadar gula
dalam darah maupun urin.! Selain itu, telah dibuktikan bahwa Momordica charantia
memiliki sifat antidiabetes,® antiaging,* antikolestrol,> antikanker,® antibakteri dan

anti jamur,” anti-inflamasi serta antioksidan.®

Antioksidan dapat dibagi menjadi dua, yaitu endogen dan eksogen. Antioksidan
endogen diproduksi oleh tubuh manusia sendiri, sedangkan antioksidan eksogen
berasal dari makanan yang dikonsumsi sehari-hari seperti, buah-buahan, sayuran,
daging, dan ikan yang alami maupun disintesis.® Antioksidan berperan dalam
menekan ROS yang dapat memicu reaksi oksidasi, menghasilkan radikal bebas dan
merusak komponen seluler seperti DNA, protein, karbohidrat, serta lipid apabila
tidak terkontrol. Namun, ROS juga memiliki fungsi penting dalam aktivitas seluler
tertentu, termasuk sinyal redoks, regulasi ekspresi gen, dan perlindungan terhadap
patogen. Oleh karena itu, peran dari sistem antioksidan adalah untuk menjaga
keseimbangan kadar oksidan dalam tingkat optimal bukan untuk menghilangkan

oksidan sepenuhnya.!?

Keefektifan suatu antioksidan umumnya dipengaruhi oleh beberapa faktor, termasuk
karakteristik strukturnya, konsentrasi yang digunakan, suhu, jenis substrat, serta
keberadaan pro-oksidan dan sinergis. Reaksi kinetik memainkan peran penting
dalam jangka pendek maupun jangka panjang dalam perlindungan terhadap
oksidasi, termasuk kecepatan reaksi antioksidan dengan oksidan tertentu, reaksi

termodinamika, dan tingkat reaktivitas antioksidan.!!
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Penelitian ini bertujuan untuk menilai aktivitas antioksidan dengan metode 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) dari ekstrak buah pare.
Penilai aktivitas antioksidan dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu ekstrak
dalam menetralkan radikal bebas yang diketahui dapat memicu stres oksidatif dan
berbagai penyakit degeneratif. Selain itu, penelitian ini juga mengkaji mengenai
tingkat toksisitas dalam ekstrak metanol buah pare dengan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) untuk mengetahui keamanan biologis ekstrak sebelum
dikembangkan lebih lanjut dalam keperluan terapeutik maupun sebagai
komponenen fungsional dalam produk pangan. Kedua studi ini bertujuan untuk
memberikan gambaran komprehensif yang mencakup manfaatnya sebagai

antioksidan sekligus risiko toksisitasnya.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini berfokus pada pendekatan /n vitro dan bioassay. Pengujian secara in
vitro meliputi analisis kapasitas antioksidan dengan menggunakan metode 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS). Sedangkan pendekatan
berbasis bioassay diterapkan dalam uji toksisitas dengan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) untuk mengevaluasi tingkat toksistas dalam ekstrak buah pare.
Data yang diperoleh akan dianalisis dengan menggunakan program dari aplikasi
GraphPad prism v.10.0 La Jolla, California, USA dan akan ditampilkan dalam bentuk
tabel dan grafik.

Pembuatan Ekstrak Buah Pare

Buah pare dikeringkan di suhu ruang tanpa terpapar sinar matahari selama kurang
lebih 5 hari. Setelah buah pare kering, dihaluskan dengan menggunakan blender
sampai berbentuk bubuk yang disebut simplisia. Simplisia buah pare sebanyak 75
gram dicampurkan dengan metanol secukupnya lalu diaduk secara merata sampai
menggumpal. Kemudian, dimasukkan ke dalam corong perkolator sedikit demi
sedikit, ditambahkan metanol dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam, ekstrak
diteteskan dengan kecepatan 1-3 mL/menit lalu ditampung sampai tetesan yang
dikeluarkan sudah berwarna bening. Jika mengering, tambahkan metanol secara

berulang. Ekstrak yang didapatkan kemudian dipisahkan dari ampasnya dan
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dievaporasi dengan rotary evaporator hingga mendapatkan hasil ekstraksi yang

kental sebanyak 10,4 gram (Gambar 1).

Pengumpulan R Pengeringan o Pembuatan
Sampel Buah Pare Sampel Simplisia
A 4
Ekstrak Buah Pare [+ Evaporasi < Maserasi

Uji Kapasitas
Antioksidan dengan
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A

Gambar 1. Alur Pembuatan Ekstrak Buah Pare

Uji Kapasitas Antioksidan

Penentuan  kapasitas antioksidan dengan metode 2,2'-azino-bis  (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) dilakukan dengan membuat larutan
kontrol. Sebanyak 7,1 mg serbuk ABTS dan 3,5 mg serbuk kalium persulfat
ditimbang dan masing-masing diletakkan di tabung dan dilarutkan dengan 5 mL
aquades. Kemudian, dihomogenkan dan diinkubasi selama 12 jam di ruangan yang
gelap. Kemudian, Larutan ABTS diambil sebanyak 1 mL lalu ditambahkan dengan
aquades hingga didapatkan volume sebanyak 10 mL. Kemudian, larutan dibaca pada
panjang gelombang 734 nm menggunakan spektrofotometer genesys 30-Vis untuk

memperoleh absorbansi kontrol.

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan mengencerkan ekstrak buah
pare dan aquades dengan konsentrasi 10, 15, 20, 25, 30 pug/mL. Selain itu, dibuat
larutan Trolox sebagai standar pembanding dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, 25
HMg/mL. Kemudian, larutan sampel serta larutan trolox masing-masing dicampurkan

dengan larutan ABTS (perbandingan 1:1) dan dibaca pada panjang gelombang 734
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nm. Persentase inhibisi dapat dihitung menggunakan hasil absorbansi dengan

rumus:

. Abs Kontrol — Abs Sampel
Inhibisi (%) = Abs Kontrol x 100%

Hasil persentase inhibisi digunakan untuk membuat kurva persamaan linear dengan
konsentrasi sampel sehingga dapat diperoleh nilai ICso yang merupakan konsentrasi
antioksidan dalam menghambat 50% aktivitas radikal ABTS. Dalam penelitian ini,

ICso dinyatakan dalam pg/mL.

Uji Toksisitas

Pengujian sitoksisitas ekstrak buah pare dengan metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) dilakukan dengan menggunakan larva Artemia salina. Ekstrak buah pare
dicampurkan dengan air laut yang disaring dan satu tetes air ragi dengan
konsentrasi 62,5, 125, 250, 500, 1000 pg/Ml. Kemudian, dimasukkan 10 ekor larva
ke masing-masing tabung dan didiamkan selama 24 jam, disinari dengan lampu.

Persentase mortalitas larva udang dapat dihitung dengan rumus:

o6 Mortalitas = Akumulasi larva mati 100%
o Mortattas = Akumulasi larva hidup + akumulasi larva mati x ’

Hasil persentase mortalitas digunakan untuk membuat kurva persamaan linear
dengan log konsentrasi sampel sehingga dapat diperoleh nilai LCso. Dalam penelitian

ini, LCso dinyatakan dalam pg/mL.

HASIL PENELITIAN

Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Pare

Nilai absorbansi dari berbagai konsentrasi ekstrak 72anjang72 buah pare dan
standar pembanding Trolox yang telah direaksikan dengan larutan ABTS, dibaca
pada panjang gelombang 734 nm menggunakan spektrofotometer genesys 30-vis.
Absorbansi yang diperoleh digunakan untuk menghitung persentase inhibisi.
Kemudian, dibuat kurva persamaan garis linear dan diperoleh persamaan Y =
3,251X — 22,68 dengan R? = 0,9759 untuk uji terhadap ekstrak metanol buah pare
(Gambar 2) dan Y = 1,542X + 29,54 dengan R? = 0,9987 untuk uji terhadap Trolox
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(Gambar 3). Dari persamaan garis linear, didapatkan nilai ICso pada ekstrak
metanol buah pare dan standar pembanding Trolox sebesar 22,356 pg/mL dan
13,268 pg/mL yang disajikan pada Tabel 1 dan Tabel 2.

Tabel 1. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Pare

Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata Persentase Inhibisi (%) IC50 (pg/mL)
(ng/mL)
10 0,384 + 0,004 6,569 + 0,877
15 0,278 + 0,003 32,360 + 0,730
20 0,242 + 0,004 41,119 + 0,877 22,356
25 0,184 + 0,004 55,231 £ 1,061
30 0,097 + 0,004 76,399 + 0,973
100
— Y =2,349X + 12,78
N 2 _
S R“=10,9687
‘B
o 50+
2
=
2
'E 0 | T 1
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-50_

Gambar 2. Kurva Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Pare

Tabel 2. Aktivitas Antioksidan Standar Pembanding Trolox

Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata Persentase Inhibisi (%) IC50 (pg/mL)
(ng/mL)
5 0,341 + 0,001 37,546 + 0,243
10 0,302 + 0,003 44,689 + 0,644
15 0,261 + 0,004 52,198 + 0,877 13,268
20 0,213 + 0,004 60,989 + 0,973
25 0,175 + 0,003 67,949 * 0,644
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Gambar 3. Kurva Hasil Aktivitas Antioksidan Standar Pembanding Trolox

Toksisitas Ekstrak Buah Pare

Uji toksisitas dengan metode BSLT dilakukan untuk mengetahui tingkat toksisitas

ekstrak metanol buah pare terhadap larva Artemia salina. Hasil persentase
mortalitas diperoleh dengan menghitung total larva yang mati dan hidup dari setiap
konsentrasi ekstrak buah pare. Kemudian, dibuat kurva dengan sumbu X sebagai log
konsentrasi dan sumbu Y sebagai persentase mortalitas dan didapatkan persamaan
garis linear Y = 79,64X — 142,3 dan dan R? = 0,9911 (Gambar 4). Dari persamaan
garis linear, didapatkan nilai LCso sebesar 259,786 pg/mL yang tampak pada Tabel

3.

Tabel 3. Toksisitas Ekstrak Buah Pare

Konsentrasi Log Konsentrasi (pg/mL) Mortalitas (%) LC50 (pg/mL)
(ng/mL)
62,5 1,80 5,455
125 2,10 20,455
250 2,40 46,154 259,786
500 2,70 74,359
1000 3,00 97,959
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Gambar 4. Kurva Hasil Toksisitas Ekstrak Buah Pare

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, dilakukan pengujian aktivitas antioksidan untuk menilai
kemampuan ekstrak metanol buah pare dan standar pembanding Trolox dalam
menghambat radikal bebas ABTS dengan menghitung nilai ICso. Menurut penelitian
Jumina, et al,'? kekuatan antioksidan dibagi menjadi empat, yaitu sangat kuat jika
nilai ICso < 50 pg/mL, kuat apabila ICso berkisaran 50 - 100 pg/mL, sedang jika ICso
berada antara 101 - 150 pg/mL, dan lemah bila nilai ICsp > 150 pg/mL. Semakin
rendah nilai ICsg, maka kekuatan antioksidan akan semakin meningkat. Pada kurva
ekstrak buah pare dan standar pembanding Trolox, diperoleh nilai R? = 0,9759 dan
R? = 0,9987 yang menunjukkan bahwa persamaan garis linear yang dibuat dapat
dipercaya. Nilai ICso pada ekstrak buah pare dan standar pembanding Trolox adalah
22,356 pg/mL dan 13,268 pg/mL. Hasil nilai ICso yang diperoleh dalam penelitian ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Lagarto, et al,'*> yang memperoleh
nilai ICso sebesar 20,20 pg/mL. Penelitian Lagarto, et al,!* juga menggunakan
metode 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), akan tetapi
nilai ICsp yang diperoleh tidak sepenuhnya sama, dengan perbedaan sebesar 2,156
Mg/mL. Hal ini dapat disebabkan oleh penggunaan sampel yang berbeda. Pada
penelitian Hwang,!* dibuktikan bahwa aktivitas antioksidan pada ekstrak daun pare
lebih tinggi dibandingkan ekstrak buah pare. Lagarto, et al'*> menggunakan bagian
daun tumbuhan pare sebagai sampel penelitian, sedangkan penelitian ini
menggunakan buah pare sebagai ekstrak untuk diuji. Kekuatan antioksidan dalam

penelitian ini tergolong dalam kategori sangat kuat (ICso < 50 pg/mL)
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Pengujian toksisitas dalam penelitian ini dilakukan dengan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) yang menggunakan larva Artemia salina sebagai organisme uiji.
Penelitian ini mengukur persentase kematian larva setelah diberi paparan ekstrak
metanol buah pare sehingga dapat diperoleh nilai LCsop untuk mengetahui potensi
toksisitasnya. Menurut indeks toksisitas Clarkson dalam penelitian Ungcharoenwiwat,
et al,’> tingkat toksisitas dibagi menjadi empat, yaitu tidak toksik apabila LCso >
1000 pg/mL, tergolong toksisitas rendah jika LCso dalam rentang 500 — 1000 pg/mL,
toksisitas sedang pada LCso 100 - 500 pg/mL, dan apabila LCso 0 — 100 pg/mL, maka

senyawa yang diuji termasuk dalam kategori sangat toksik.

Dalam penelitian ini, diperoleh nilai LCso sebesar 259,786 ug/mL dan R? sebesar
0,9911. Hasil yang diperoleh sejalan dengan penelitian Mangirang, et al,'® yang
memperoleh nilai LCsp 200,2 pg/mL. Hasil dari kedua penelitian termasuk dalam
kategori yang sama vyaitu tingkat toksisitas sedang dan memiliki sifat antimitosis.
Namun, terdapat perbedaan kecil antara nilai yang diperoleh yang dapat disebabkan

oleh penggunaan berat sampel, larutan dan bagian tanaman yang berbeda.

KESIMPULAN

Analisis kapasitas antioksidan dengan metode ABTS menunjukkan bahwa buah pare
(Momordica charantia) memiliki potensi antioksidan yang sangat kuat dengan nilai
ICso sebesar 22,356 pg/mL. Selain itu, pengujian tingkat toksisitas dengan metode
BSLT menunjukkan hasil LCso sebesar 259,786 pg/mL yang tergolong dalam kategori
toksisitas sedang dan memiliki potensi sebagai antimitosis. Meskipun hasil studi ini
membuktikan bahwa buah pare memiliki potensi antioksidan dan risiko toksisitas
sedang, namun penelitian lebih lanjut masih diperlukan, seperti uji /n vivo terhadap
hewan coba untuk menilai sifat antioksidan lebih dalam dan untuk memastikan

keamanannya terhadap makhluk hidup.

SARAN

Ekstrak buah pare perlu diteliti lebih lanjut dengan cara uji in vivo terhadap hewan
uji coba untuk mengetahui lebih lanjut mengenai dampak antioksidan dari esktrak
buah pare. Selain itu, penelitan lanjutan juga perlu difokuskan pada bagian lain

dari tanaman buah pare.
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