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ABSTRACT
The leaves of Coleus hybridus are used by Indonesian people to treat coughs, asthma, diarrhea and help recovery after childbirth. Several studies have reported that the Coleus plant has potential as a cancer drug. This study aimed to analyze the secondary metabolite content of Coleus hybridus leaves and determine the LC50 value from the toxicity test of Coleus hybridus leaf extract against Artemia salina Leach larvae. Coleus hybridus leaves were macerated using ethanol, the macerate was concentrated using an oven to obtain a thick extract. Phytochemical tests include testing for alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, steroids and triterpenoids. The extract was tested for toxicity using the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) method. The ethanol extract used at concentrations of 1000 g/mL, 500 g/mL, 250 g/mL, 125 g/mL, 62.5 g/mL, 31.25 g/mL and 0 g/mL (control), then observed for 24 hours. The toxicity effects of the extracts were analyzed by probit analysis using SPSS 25.0. The results showed that the ethanol extract of the leaves of Coleus hybridus contained flavonoids, tannins, saponins and steroids. The results of the toxicity test obtained an LC50 value of 323.225 g/mL, so it can be concluded that the ethanol extract of Coleus hybridus leaves is in the category of low toxic.
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ABSTRAK
Daun Coleus hybridus digunakan masyarakat Indonesia untuk mengobati batuk, asma, diare dan membantu pemulihan setelah melahirkan. Beberapa penelitian melaporkan tanaman Coleus berpotensi sebagai obat kanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengklasifikasi kandungan metabolit sekunder dari daun Coleus hybridus dan menentukan nilai LC50 dari uji toksisitas ekstrak daun Coleus hybridus terhadap larva Artemia salina Leach. Daun Coleus hybridus dimaserasi menggunakan etanol, maserat dipekatkan menggunakan oven sehingga diperoleh ekstrak kental. Pengujian fitokimia meliputi uji alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid. Ekstrak diuji toksisitasnya  dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Ekstrak etanol yang digunakan konsentrasi 1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL, 62,5 μg/mL, 31,25 μg/mL dan 0 μg/mL (kontrol), kemudian diamati selama 24 jam. Efek toksisitas ekstrak dianalisis dengan analisis probit menggunakan SPSS 25.0. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun Coleus hybridus memiliki kandungan flavonoid, tanin, saponin dan steroid. Hasil uji toksisitas diperoleh nilai LC50 sebesar 323,225 μg/mL, sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun Coleus hybridus masuk kategori kurang toksik (low toxic).
Kata kunci : Daun Coleus hybridus, Skrining Fitokimia, BSLT, Sitotoksisitas, LC50.




PENDAHULUAN
Penggunaan tanaman obat atau herbal sebagai pengobatan tradisional merupakan pilihan pengobatan yang kini makin diminati karena relatif aman dan murah, salah satunya adalah untuk terapi kanker. Obat kemoterapi telah banyak ditemukan untuk terapi kanker namun hasilnya belum memuaskan, disamping kurang selektif dalam penggunaan obat yang ada, juga ditemukan efek samping yang cukup besar dari obat tersebut (Hendrawati, 2009; Farida et al., 2009). Dari berbagai penelitian, obat tradisional telah diakui keberadaannya oleh masyarakat, dengan demikian meningkatkan manfaat tanaman bagi kesehatan dan menciptakan kondisi yang mendorong pengembangan obat tradisional (Hendrawati, 2009).
Kanker merupakan salah satu masalah kesehatan terbesar di Indonesia dan menjadi penyebab kematian tertinggi kedua setelah penyakit kardiovaskuler. Global burden of Cancer Study (Globocan) dari World Health Organization (WHO) mencatat, total kasus kanker di Indonesia pada tahun 2020 mencapai 396,914 kasus dan total kematian sebesar 234,511 kasus.  Metode terapi yang lazim dilakukan untuk mengatasi kanker adalah kemoterapi, sinar atau radiasi ataupun pembedahan (Nafrinaldi & Gan, 1995), metode tersebut sering kali kurang efektif ataupun tidak aman untuk sel-sel yang normal, sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut untuk menemukan obat baru dari alam  (Pamilih, 2009; Tjay & Rahardja, 2007). 
Masyarakat lokal di Sulawesi Utara yang bermukim di sekitar kawasan hutan telah banyak memanfaatkan sumber daya hutan khususnya tumbuhan untuk memenuhi kebutuhan hidupnya seperti keperluan pangan, bahan konstruksi rumah, dan lainnya, begitu pula obat-obatan tradisional, kayu bakar dan sebagainya. Pengetahuan mengenai pengobatan secara tradisional, terutama yang bahan bakunya berasal dari alam telah dikenal sejak zaman purba ditanah Minahasa. Pengetahuan ini biasanya diturunkan dari generasi ke generasi (Khino et al, 2011).
Tanaman Coleus hybridus dari beberapa penelitian merupakan satu spesies tanaman dari famili Lamiaceae yang berpotensi sebagai tanaman obat tradisional. Tanaman miana merah (Coleus hybridus) merupakan genus Coleus sinonimnya piladang (Coleus scutellarioides) (Borek, et al, 2016) atau Plectranthus scutellarioides. Tanaman miana merah memiliki sedikit literatur penelitian tentang metabolit sekunder, bioaktivitas, atau potensi berkhasiat obat. Tanaman Coleus merupakan tanaman herba yang memiliki batang tegak atau herba baring yang berakar banyak, harum serta memiliki tinggi umunya 0,5-1 meter namun beberapa tanaman bisa memiliki tinggi hingga 2 meter (Suva, et al,. 2016).
Menurut Julianus (2011), air rebusan daun miana merah (Coleus hybridus) secara empiris telah digunakan oleh masyarakat di beberapa daerah di Sulawesi Utara khususnya di wilayah Minahasa untuk mengobati  batuk, wasir, terlambat haid, dan kencing manis. Pada penelitian untuk penggunaan daun miana sebagai senyawa antikanker ditemukan bahwa terdapat 4 fraksi toksik dari daun miana diantaranya adalah fraksi asam palmitat, asam stearat, 9- Oktadekenamida dan Ester dioktil heksadioat. Empat senyawa diidentifikasi pada fraksi paling toksik (LC50 90,72) menggunakan Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Swantara, 2010). 
Efek farmakologis dari tumbuhan disebabkan adanya senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Efektivitas komponen aktif tersebut sebagai obat herbal dapat ditentukan melalui analisis awal berupa analisis toksisitas. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa beberapa genus Coleus memiliki aktivitas toksisitas. Untuk itu, pada penelitian ini akan dilakukan pengujian terhadap spesies Coleus hybridus agar dapat mengetahui apakah terdapat aktivitas toksisitas atau tidak. Berdasarkan informasi diatas serta untuk menunjang dan melengkapi informasi yang bermanfaat bagi masyarakat umum mengenai tanaman obat miana merah.
Metode yang sering digunakan pada analisis toksisitas yaitu Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Uji ini menggambarkan tingkat ketoksikan ekstrak terhadap larva Artemia salina. Uji ini merupakan uji tahap awal untuk menentukan aktivitas sitotoksik karena uji ini lebih mudah dan sederhana. Penggunaan metode ini untuk mengetahui bioaktivitas secara umum dalam ekstrak tumbuhan mulai diperkenalkan pada tahun 1982, kemudian pada tahun 1991 dimodifikasi sebagai uji pendahuluan untuk aktivitas sitotoksik. Pengujian dengan menggunakan hewan uji larva udang Artemia salina ini memiliki sensitivitas yang sangat tinggi terhadap senyawa sitotoksik. Oleh karena itu, metode BSLT sangat disarankan untuk pengujian toksisitas karena memiliki korelasi hingga tingkat kepercayaan 95% terhadap uji spesifik antikanker (Anderson, 1991).
Pada penelitian terdahulu menunjukkan adanya korelasi positif antara toksisitas brine shrimp dengan sitotoksisitas 9KB (karsinoma nasofaring pada manusia). Uji BSLT telah digunakan 20 tahun terakhir dan telah mununtun ditemukannya efek sitotoksik dari berbagai bahan alam (Arum Syarie, 2010).
Kelebihan metode BSLT ialah cepat, rendah biaya dan sederhana. Hasil uji ini dapat dimanfaatkan untuk mengidentifikasi bioaktivitas tanaman yang lebih luas. Penelitian ini bertujuan mempelajari aktivitas toksisitas ekstrak etanol daun miana merah yang diuji terhadap larva A. Salina.

METODOLOGI PENELITIAN
Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi dan Instrumen di Program Studi Farmasi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sam Ratulangi pada bulan Desember 2021- Januari 2022.

Jenis Penelitian
Penelitian merupakan penelitian eksperimental laboratorium.

Alat dan Bahan
Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah tisu, blender, gunting, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet, penggaris, rotary evaporator, timbangan, sarung tangan, masker, gelas beker, batang pengaduk, cawan petri, waterbath, kertas saring, ayakan mesh 80, corong, kaca pembesar, hotplate, aerator, lampu, labu takar, erlenmeyer, gelas ukur, aluminium foil, spatula, toples kaca, pot salep, dan wadah plastik berukuran sedang.

Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalma penelitian ini adalah daun miana merah (Coleus hybridus), etanol 96%, air laut, Artemia salina L., akuades, garam non iodium, CHCl3 (kloroform), NH3 (amonia), H2SO4 (asam sulfat), pereaksi Meyer, C4H6O3 (asetat anhidrat), HCl (asam klorida), Mg (magnesium) dan FeCl3 (besi (III) klorida).

Pengambilan dan Penyiapan Sampel
Sampel yang digunakan ialah daun miana merah (Coleus hybridus) yang diambil di kelurahan Lapangan, kecamatan Mapanget, Kota Manado, Sulawesi Utara. Daun miana merah yang diperoleh akan dilakukan sortasi, pencucian dan pengeringan. Sortasi dan pencucian yang dilakukan pada daun miana merah bertujuan untuk membersihkan dari kotoran-kotoran yang melekat ataupun bagian dari tanaman lain yang tidak akan digunakan yang terbawa saat pengumpulan daun menggunakan air bersih. Sedangkan pengeringan bertujuan untuk menghilangkan air yang terdapat dalam sampel yang dapat menyebabkan terjadinya reaksi enzimatis yang mengakibatkan rusaknya sampel karena susunan senyawa yang terdapat dalam daun tersebut telah berubah (Ningsih et al, 2016). 
Daun miana merah yang sudah kering, akan dilakukan proses penghalusan menggunakan blender, kemudian diayak menggunakan ayakan mesh 80. Sampel yang diperoleh dari hasil pengayakan berupa serbuk bertujuan untuk memperluas permukaan sampel sehingga interaksi pelarut dengan senyawa yang akan diambil lebih efektif dan senyawa dapat terekstrak sempurna. Semakin kecil ukuran bahan yang digunakan maka semakin luas bidang kontak antara bahan dengan pelarut. Kondisi ini akan menyebabkan kecepatan untuk mencapai kesetimbangan sistem menjadi lebih besar. Jaringan bahan atau simplisia dapat mempengaruhi efektivitas ekstraksi. Ukuran bahan yang sesuai akan menjadikan proses ekstraksi berlangsung dengan baik dan tidak memakan waktu yang lama (Ningsih et al, 2016).

Identifikasi Tanaman
Identifikasi tanaman dilakukan di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Program Studi Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sam Ratulangi Manado.


Ekstraksi Sampel
Serbuk kering daun miana merah diekstraksi dengan metode maserasi. Serbuk daun miana merah yang digunakan sebesar 200 g dan diekstraksi dengan pelarut etanol 96% sebanyak 1000 mL selama 5 hari. Setelah 5 hari dilakukan lagi remaserasi 1 kali selama 3 hari dengan ditambahkan pelarut etanol 96% mencapai 600 mL.
Pemilihan metode maserasi dikarenakan pelaksanaanya lebih mudah dan tidak memerlukan peralatan yang spesifik. Selain itu, metode maserasi dapat digunakan untuk jenis senyawa yang tahan panas maupun yang tidak tahan panas dan dapat digunakan untuk jenis senyawa yang belum diidentifikasi (Herawati et al, 2012). Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam, karena selama perendaman terjadi peristiwa plasmolisis yang menyebabkan terjadi pemecahan dinding sel akibat perbedaan tekanan didalam dan diluar sel, sehingga senyawa yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dan proses ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang diinginkan (Ningsih et al, 2016).

Uji Fitokimia
Uji fitokimia ialah uji kualitatif yang dilakukan untuk mengenali komponen bioaktif yang terkandung dalam ekstrak etanol 96% daun Coleus hybridus. Analisis fitokimia yang dilakukan meliputi uji alkaloid, flavonoid, tanin, saponin serta triterpenoid/steroid. Tata cara analisis yang digunakan bersumber pada Harborne (1987).

a. Alkaloid
Sebanyak 0,5 g ekstrak daun miana merah (Coleus hybridus) dimasukan ke dalam tabung reaksi, selanjutnya ditambahkan 2 mL kloroform (CHCl3) dan 10 mL amonia (NH3), kemudian ditambahkan 10 tetes asam sulfat (H2SO4) 2 M untuk memperjelas terjadinya pemisahan 2 fase yang berbeda. Campuran dikocok dan dibiarkan hingga membentuk 2 lapisan. Bagian atas dari fase yang terbentuk diambil dan dipindahkan dalam 3 tabung reaksi dengan volume masing-masing 2,5 mL. Setelah itu ketiga larutan ditambahkan masing-masing reagen Meyer, Dragendorf dan Wagner. Terjadinya endapan putih (untuk reagen Meyer), merah jingga (untuk reagen Dragendorf) dan coklat (untuk reagen Wagner) menandakan adanya alkaloid.

b. Flavonoid
Sebanyak 0,5 g ekstrak etanol daun miana merah (Coleus hybridus) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 5 mL etanol dan dipanaskan selama 5 menit dalam tabung reaksi. Setelah dipanaskan, ditambahkan beberapa tetes asam klorida (HCl) pekat. Kemudian ditambahkan 0,2 g serbuk magnesium (Mg). Adanya flavonoid ditunjukkan oleh timbulnya warna merah bata. 

c. Tanin
Sebanyak 0,5 g ekstrak etanol daun miana merah (Coleus hybridus) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, selanjutnya ditambahkan dengan 10 mL air panas, kemudian ditetesi besi (III) klorida (FeCl3), keberadaan tannin dalam sampel ditandai dengan munculnya warna hijau kebiruan.

d. Saponin
Sebanyak 0,5 g ekstrak etanol daun miana merah (Coleus hybridus) ditambahkan dengan 10 mL akuades kemudian dikocok selama kurang lebih 1 menit. Selanjutnya didiamkan selama 10 menit dan diamati buih atau busa yang terbentuk. Keberadaan senyawa saponin dalam sampel ditandai dengan terbentuknya buih yang stabil selama 10 menit.

e. Steroid/Triterpenoid
Sebanyak 0,5 g ekstrak etanol daun miana merah (Coleus hybridus) ditambahkan dengan 1 mL kloroform (CHCl3). Selanjutnya campuran dikocok. Ditambahkan masing-masing asetat anhidrat (C4H6O3) dan asam sulfat (H2SO4) pekat sebanyak 2 tetes. Larutan dikocok perlahan lalu dibiarkan selama beberapa menit. Jika mengandung steroid maka larutan memberikan warna biru atau hijau dan apabila menxgandung triterpenoid maka larutan memberikan warna merah atau ungu.

Uji Toksisitas dengan Metode BSLT
Penyiapan Larva Artemia Salina L.
Penetasan telur Artemia salina L. dilakukan dengan cara merendam sebanyak 50 mg telur A. salina dalam wadah yang berisi air laut dibawah cahaya lampu 25 watt. Telur A. salina akan menetas dan menjadi larva setelah 24 jam (Mudjiman, 1988). Larva A. salina yang baik digunakan untuk uji BSLT yaitu yang berumur 48 jam sebab jika lebih dari 48 jam dikhawatirkan kematian A. salina bukan disebabkan toksisitas melainkan oleh terbatasnya persediaan makanan (Meyer et al., 1982).


Pembuatan Konsentrasi Sampel Uji
Konsentrasi larutan uji untuk BSLT adalah 1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, l25 μg/mL, 62,5 μg/mL, 31,25 μg/mL, dan larutan kontrol. Untuk pembuatan larutan stok, ekstrak kental etanol 96% ditimbang sebanyak 500 mg, kemudian dilarutkan dengan ke dalam air laut sebanyak 500 mL, hingga diperoleh konsentrasi larutan stok 1000 μg/mL.
a. Larutan konsentrasi 1000 μg/mL dibuat dengan cara diambil 10 mL dari larutan stok.
b. Larutan konsentrasi 500 μg/mL dibuat dengan cara diambil 5 mL dari larutan stok dan ditambahkan air laut hingga 10 mL.
c. Larutan konsentrasi 250 μg/mL dibuat dengan cara diambil 5 mL dari larutan 500 μg/mL dan ditambahkan air laut hingga 10 mL. 
d. Larutan konsentrasi 125 μg/mL dibuat dengan cara diambil 5 mL dari larutan 250 μg/mL dan ditambahkan air laut hingga 10 mL. 
e. Larutan konsentrasi 62,5 μg/mL dibuat dengan cara diambil 5 mL dari larutan 125 μg/mL dan ditambahkan air laut hingga 10 mL. 
f. Larutan konsentrasi 31,25 μg/mL dibuat dengan cara diambil 5 mL dari larutan 62,5 μg/mL dan ditambahkan air laut hingga 10 mL.
g. Larutan kontrol dibuat dengan mengambil 10 mL air laut saja.

Pelaksanaan Uji Toksisitas
Pada uji toksisitas masing-masing konsentrasi dilakukan 3 duplikasi dengan tiap kelompok sebanyak 10 ekor larva Artemia salina L. Disiapkan wadah untuk pengujian, untuk masing - masing konsentrasi ekstrak sampel membutuhkan 3 wadah dan 3 wadah sebagai kontrol untuk masing - masing duplikasi. Selanjutnya pada tiap konsentrasi larutan dimasukan 10 ekor larva A. salina. Pengamatan dilakukan selama 24 jam terhadap kematian larva A. salina dimana setiap konsentrasi dilakukan 3 duplikasi dan dibandingkan dengan kontrol. Kriteria standar untuk menilai kematian larva A. salina yaitu bila larva A. salina tidak menunjukkan pergerakkan selama 60 detik observasi.

Analisis Data
Data yang dikumpulkan adalah data primer yang didapatkan dari jumlah larva udang yang mati 24 jam setelah perlakuan pada tiap-tiap konsentrasi ekstrak daun miana merah. Data hasil penelitian dari uji toksisitas akan dianalisis dengan analisis probit menggunakan SPSS 25.0 for Windows untuk mengetahui nilai LC50, serta disajikan dalam bentuk tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi
Besar rendemen hasil ekstraksi 200 g serbuk daun miana merah dalam 1000 mL etanol dihitung dalam persen rendemen. Hasil ekstraksi daun miana merah diperoleh rendemen ekstrak kental sebanyak 25,9 g. Persen rendemen ekstrak daun miana merah didapat dengan membagi jumlah rendemen ekstrak dengan berat serbuk sebelum ekstraksi kemudian dikalikan 100%. Persen rendemen yang didapat yaitu 12,95%.

Uji Fitokimia	
Pengujian fitokimia dilakukan menggunakan metode yang berdasarkan pada Harborne (1987). Hasil pengujian dapat dilihat pada Tabel 1.




Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia dari Ekstrak Etanol Daun Miana Merah (Coleus hybridus)
	Senyawa Metabolit
	Penambahan
	Perubahan Positif
	Perubahan Warna
	Hasil Pengujian

	Alkaloid
	2 mL kloroform + 10 tetes asam sulfat
	Pereaksi Meyer: endapan putih
Pereaksi Dragendorf: merah jingga
Pereaksi Wagner: coklat
	merah jingga
	-

	Flavonoid
	10 tetes asam klorida pekat + 0,2 g serbuk magnesium
	Warna merah bata
	Warna merah bata
	+

	Tanin
	10 mL air panas + 5 tetes besi (III) klorida
	Warna hijau kebiruan
	Warna hijau kebiruan
	+

	Saponin
	10 mL akuades
	Terbentuknya buih stabil selama 10 menit
	Terbentuknya buih stabil selama 10 menit
	+

	Steroid dan Triterpenoid
	1 mL kloroform + 2 tetes asetat anhidrat + 2 tetes asam sulfat pekat
	Steroid: warna biru atau hijau
Triterpenoid: warna merah atau ungu
	Warna hijau kebiruan
	+
Steroid
-
Triterpenoid




[bookmark: _Toc100151729]Pengujian fitokimia ini menunjukkan bahwa ekstrak daun miana merah positif memiliki senyawa metabolit sekunder yakni steroid, flavonoid, tanin dan saponin. Sedangkan untuk metabolit sekunder triterpenoid dan alkaloid menunjukkan hasil negatif. Keberadaan metabolit sekunder tersebut menunjukkan bahwa daun miana merah mempunyai efek farmakologis dan berpotensi untuk dijadikan sebagai bahan obat-obatan.

Pengujian Toksisitas dengan Metode BSLT
Pengujian toksisitas dilakukan dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) menggunakan larva Artemia salina L. Kemampuan toksisitas dari ekstrak etanol daun miana merah dalam mematikan larva udang yang telah diberikan perlakuan dengan konsentrasi 1000, 500, 250, 125, 62,5 dan 31,25 μg/mL beserta larutan kontrol yang hanya berisi air laut dapat dilihat dalam Tabel 2. Penambahan larutan kontrol dilakukan untuk mengetahui pengaruh air laut maupun faktor lain terhadap kematian larva, sehingga kematian larva dapat dipastikan karena efek dari ekstrak yang ditambahkan.
Air laut yang digunakan merupakan air laut sintetik yang dibuat dengan cara melarutkan garam non iodium sebanyak 20 g dalam 1000 mL akuades. Dapat diketahui bahwa masing-masing konsentrasi ekstrak daun miana merah yang digunakan memperlihatkan pengaruh yang berbeda. Jumlah larva tiap uji adalah 10 ekor dan tiap konsentrasi dilakukan hingga 3 kali duplikasi. Jumlah total larva udang A. salina yang digunakan adalah 210 ekor larva.

Tabel 2. Persentase Jumlah Kematian Larva Udang
	Pengujian
	Larutan Kontrol
	Jumlah Kematian Setiap Konsentrasi

	
	
	31,25 μg/mL
	62,5 μg/mL
	125 μg/mL
	250 μg/mL
	500 μg/mL
	1000 μg/mL

	1
	0
	2
	2
	3
	4
	10
	10

	2
	0
	2
	2
	3
	3
	8
	10

	3
	1
	1
	3
	6
	6
	9
	10

	Total Kematian Larva
	1
	5
	7
	12
	13
	27
	30

	Rata-rata
	0,3
	1,6
	2,3
	4
	4,3
	9
	10

	Persentase Kematian
	3%
	16%
	23%
	40%
	43%
	90%
	100%




Berdasarkan Tabel 2, dapat dilihat bahwa semakin tinggi konsentrasi maka semakin besar juga tingkat kematian larva udang, dimana diperoleh tingkat kematian tertinggi pada konsentrasi 1000 μg/mL dan kematian terendah pada konsentrasi 31,25 μg/mL.
Mekanisme kematian larva udang berhubungan dengan senyawa metabolit sekunder ekstrak yang bersifat toksik yang dapat menghambat daya makan larva udang. Ketika senyawa tersebut tertelan oleh larva, alat pencernaanya akan terganggu. Selain itu, senyawa ini menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva udang. Larva udang tidak bisa makan, sehingga menyebabkan larva udang mati (Meyer et al., 1982).
Menurut Meyer et al., (1982), ekstrak dapat disebut bersifat toksik apabila memiliki nilai LC50 dengan konsentrasi kurang dari 1000 μg/mL, semakin kecil nilai LC50 menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak tersebut semakin kuat. Nilai LC50 merupakan konsentrasi yang dapat menyebabkan kematian 50% larva selama waktu tertentu. Sampel uji dapat dikatakan aktif jika nilai LC50 lebih kecil dari 1000 μg/mL.

Tabel 3. Hasil Analisis Probit Nilai LC50 menggunakan SPSS 25.0[image: ]
Hasil dari analisis probit menggunakan SPSS 25.0 menunjukkan nilai LC50 dari ekstrak etanol daun miana merah adalah 323,225 μg/mL dan menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun miana merah bersifat toksik. Sehingga berdasarkan nilai LC50 yang diperoleh dengan metode BSLT, tanaman miana merah dapat dilakukan penelitian lanjutan untuk dikembangkan sebagai obat antikanker.
Menurut Meyer (1982), ada 3 kategori mengklasifikasikan tingkat toksisitas suatu ekstrak. Ekstrak etanol daun miana merah yang telah di uji pada penelitian ini jika dikategorikan menujukkan bahwa ekstrak masuk ke dalam kategori low toxic. Walaupun dalam kategori low toxic, ekstrak masih dikatakan aktif sebagai antikanker karena nilai LC50 yang dihasilkan dari analisis probit menunjukkan konsentrasi masih dibawah 1000 μg/mL. Semakin kecil nilai LC50 yang diperoleh, maka semakin tinggi sifat toksisitasnya.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai berikut:
1. Ekstrak etanol 96% daun miana merah (Coleus hybridus) mengandung senyawa metabolit sekunder yakni steroid, flavonoid, tanin dan saponin yang dapat memberikan aktivitas farmakologis.
2. Ekstrak etanol 96% daun miana merah (Coleus hybridus) memiliki sifat toksik dengan kategori low toxic terhadap larva udang dengan nilai LC50¬ sebesar 323,225 μg/mL.

SARAN
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan ini, tanaman miana merah (Coleus hybridus) perlu dilakukan penelitian lebih lanjut, karena daun miana merah (Coleus hybridus) memiliki berbagai senyawa metabolit sekunder yang bermanfaat. Perlu juga dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap ekstrak etanol daun miana merah yang terbuktik bersifat toksik dengan kategori low toxic berpotensi sebagai bahan obat antikanker.
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