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Abstract

Schistosomiasis is still a health problem in endemic area of Napu, Poso, Central Sulawesi. Snail
Oncomelania hupensis lindoensis, the intermediate host of schistosomiasis, is commonly found in the
Napu region. Snail control was done by spraying molluscicides, but it affected the environment. The use of
red seed extracts of Jatropha gossypifolia were expected to more safe to the environment. This study aimed
to determine the phorbol esters contained in red Jatropha seeds and its bioactivites against Oncomelania
hupensis lindoensis. The research was conducted on March-December 2013. The extraction and
characterization of phorbol esters in J.gossypifolia L seeds were conducted in Centre of Biomedical and
Health Basic Technology. The trial examination on snail was tested in the laboratory of Schistosomiasis
Napu. The HPLC analysis showed phorbol esters contained in J.gossypifolia L seed extract was 0,601 mg
PE/g extract. Phorbol esters found in J.gossypifolia L seed extract was Phorbol-12-myristat-13-asetat,
with the retention time 25,152 minutes. The bioactivity test on snails showed LC 50 value was 50,98 ppm
PE and 80,19 ppm PE for LC 9s. The result showed that phorbol esters concentration in J.gossypifolia L
seed extract was too low and it is not effective to be produced in large scale.

Keywords : Schistosomiasis, Jatropha gossypifolia, phorbol esters, Oncomelania hupensis lindoensis
snails

Abstrak

Schistosomiasis masih menjadi masalah kesehatan di daerah endemis Napu, Kabupaten Poso, Sulawesi
Tengah. Keong Oncomelania hupensis lindoensis, perantara schistosomiasis ditemukan di Napu. Upaya
pemberantasan yang dilakukan selama ini adalah penyemprotan dengan moluskisida kimia, akan tetapi
memiliki efek terhadap lingkungan. Penggunaan tanaman bermoluskisida diharapkan lebih murah dan lebih
ramah lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kandungan senyawa phorbol esters dalam
biji jarak merah dan bioaktivitasnya terhadap keong perantara schistosomiasis, O.% lindoensis. Penelitian
dilakukan pada bulan Maret-Desember 2013. Proses ekstraksi dan karakterisasi phorbol esters dalam biji
jarak merah dilakukan di Laboratorium Farmasi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan Badan
Litbang kesehatan. Pengujian terhadap keong dilakukan di Laboratorium Schistosomiasis Napu. Analisis
HPLC menunjukkan kadar phorbol esters dalam ekstrak biji jarak merah adalah sebesar 0,601 mg PE/g
minyak. Jenis phorbol esters (PE) dalam ekstrak biji jarak merah adalah dari jenis PMA (Phorbol-12-
myristat-13-asetat). PE muncul pada Retention Time menit ke 25,152. Hasil pengujian phorbol esters
dalam ekstrak biji jarak merah terhadap keong O.% lindoensis diperoleh nilai LCso sebesar 50,98 ppm PE
dan LC 95 sebesar 80,19 ppm PE. Penelitian menunjukkan bahwa kadar phorbol esters dalam ekstrak biji
jarak merah terlalu kecil sehingga tidak efektif apabila diproduksi dalam skala besar

Kata kunci : Schistosomiasis, Jatropha gossypifolia, phorbol esters, keong Oncomelania hupensis
lindoensis.
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PENDAHULUAN

Schistosomiasis merupakan salah satu
penyakit parasit terpenting dalam kesehatan
masyarakat. Laporan WHO tahun 2010
menyatakan bahwa 230 juta orang di 77 negara
telah terinfeksi oleh schistosomiasis dan 600 juta
orang lainnya berisiko terinfeksi. Penyebaran
penyakit ini cukup luas, yaitu di negara-negara
berkembang baik tropik maupun subtropik.
Schistosomiasis di Asia ditemukan di wilayah Asia
Timur (China dan Jepang) dan di Asia Tenggara
(Philipina, Indonesia, Vietnam, Laos, Thailand,
Kamboja).!

Schistosomiasis di Indonesia disebabkan
oleh cacingtrematodajenis Schistosomajaponicum
dengan hospes perantara keong Oncomelania
hupensis lindoensis (O.h. lindoensis). Penularan
terjadi pada saat serkaria cacing S. japonicum
menginfeksi hospes mamalia melalui kulit. Sejauh
ini penyakit tersebut hanya ditemukan di Propinsi
Sulawesi Tengah yaitu Dataran Tinggi Napu
dan Dataran Tinggi Bada, Kabupaten Poso serta
Dataran Tinggi Lindu, Kabupaten Sigi.

Prevalensi kasus schistosomiasis di Napu
tahun 2008-2012 yaitu 2,44%, 3,8%, 4,78%,
2,15%, 1,44%.> Kasus terjadi karena banyaknya
faktor dalam penularan schistosomiasis, di
antaranya adalah adanya hospes perantara
schistosomiasis yaitu keong O.h. lindoensis.
Survei keong tahun 2010 menunjukkan infection
rate (IR) masih tinggi yaitu 4% dan 1,2% pada
tahun 2012.% Infection rate pada keong menjadi
salah satu faktor yang dapat meningkatkan risiko
terinfeksi schistosomiasis pada manusia yang
beraktivitas di daerah keong, sehingga dapat
meningkatkan prevalensi kasus.

Upaya pengendalian  schistosomiasis
yang dapat dilakukan adalah pengobatan dan
pengurangan penularan melalui pemberantasan
keong  perantara. = Pemberantasan = keong
perantara merupakan upaya yang penting dalam
pengendalian  schistosomiasis karena dapat
memutus rantai penularan. Pemberantasan keong
dapat dilakukan secara mekanik dan kimia.
Pengendalian secara mekanik dilakukan dengan
perbaikan saluran air di daerah fokus, pengeringan
daerah fokus dan pengolahan lahan. Pengendalian
secara kimia dilakukan dengan menggunakan
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moluskisida. Moluskisida yang umum digunakan
saat ini adalah niclosamide (Bayluscide®, Bayer,
Leverkusen, Germany), yang sudah digunakan
sejak tahun 1980-an sampai sekarang. Penggunaan
moluskisida sintetik seperti niclosamide memiliki
kekurangan  yaitu  kecenderungan  bersifat
toksik terhadap lingkungan, ikan dan biota
mikroskopis (zooplankton dan fitoplankton), serta
mempengaruhi vegetasi di habitat keong perantara
schistosomiasis.’

Kekurangan moluskisida sintetik
mendorong perlunya penelitian tentang tanaman
yang berpotensi sebagai penghasil moluskisida
alternatif pengganti niklosamide. Penggunaan
tanaman  bermoluskisida  diharapkan lebih
sederhana, murah, dan lebih ramah lingkungan.
Berbagai tanaman yang memiliki kandungan
moluskisida ditemukan dari anggota family
Solanaceae, Phytolaccaceae, Fabaceae,
Rubiaceae, dan Euphorbiaceae.’ Berbagai spesies
tanaman yang memiliki kandungan moluskisida
terhadap keong perantara schistosomiasis (Bulinus
africanus dan Biomphalaria glabrata) antara
lain Phytolacca dodecandra (L' Herit) Balanites
aegyptiaca,  Sapindus  saponaria,  Swartzia
madagascarensis, Jatropha curcas, dan Riccinus
communis.*> Kandungan dalam tanaman tersebut
yang diduga berpotensi sebagai moluskisida
adalah saponin, sesquiterpenes, chalcones dan
flavonol glycodides seperti phorbol esters.*"*

Tumbuhan dari famili Euphorbiaceae
merupakan salah satu kelompok tumbuhan
yang memiliki aktivitas moluskisida. Salah satu
anggota Euphorbiaceaec yang berpotensi untuk
dikembangkan sebagai sumber moluskisida
hayati adalah Jatropha curcas dan Riccinus
communis. Ekstrak biji jarak pagar (J.curcas)
mengandung senyawa hidrofobik yaitu phorbol
esters yang terbukti memiliki daya bunuh terhadap
Oncomelania hupensis. Penambahan phorbol
esters terbukti dapat meningkatkan daya bunuh
terhadap keong.”!°

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan
kandungan senyawa phorbol esters dalam biji
jarak merah dan bioaktivitasnya terhadap keong
O.h. lindoensis. Alasan pemilihan topik adalah
tanaman jarak merah (J. gossypifolia L) yang masih
satu famili dengan J.curcas yaitu Euphorbiaceae,
juga memiliki kandungan phorbol esters yang
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berpotensi sebagai moluskisida. Hasil penelitian
Nurwidayati (2009) menunjukkan bahwa ekstrak
metanolik biji jarak merah (J.gossypifolia)
bahkan lebih efektif dalam membunuh keong O.A
lindoensis dibandingkan ekstrak metanolik biji
jarak pagar (J. curcas) dan jarak kastor (Riccinus
communis)."

BAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan yang digunakan dalam pembuatan
ekstrak biji jarak merah adalah 500 g serbuk biji
jarak merah, heksan 1350 ml, aluminium foil, dan
parafilm untuk merapatkan penutup. Bahan untuk
penentuan phorbol esters dalam biji jarak merah
dengan HPLC adalah 5 g ekstrak jarak merah,
metanol, eluen isocratic acetonitrile-akuades
(80:20) dan akuades. Bahan untuk pengujian
keong adalah ekstrak biji jarak merah, kertas
saring, kawat kassa, akuades, dan form kematian
keong uji.

Cara Kerja :
Pengumpulan biji jarak dari lapangan
Pengambilan biji jarak dilakukan dengan
cara memetik buah jarak yang sudah tua.
Pengumpulan biji jarak juga dilakukan dengan
mengambil biji dan buah kering yang jatuh ke
tanah di sekitar pohon jarak. Biji yang terkumpul
disimpan dalam kantong plastik hitam kemudian
dikeringkan di bawah sinar matahari dengan
dibungkus kain hitam. Pengeringan dilakukan
sampai daging buah jarak mengering dan terkupas
dengan sendirinya, sehingga hanya biji jarak yang
tersisa. Biji jarak yang kering kemudian disimpan
di tempat yang kering untuk dibuat simplisia.

Pembuatan ekstrak heksan biji jarak merah

Serbuk biji jarak merah ditimbang
sebanyak 200 g dan 300 g. Serbuk biji jarak merah
dimasukkan ke dalam tabung buchnerr. Setelah
itu dimasukkan heksan 600 ml pada tabung yang
berisi 200 g serbuk biji jarak merah, 750 ml heksan
pada tabung yang berisi 300 g serbuk biji jarak
merah. Tabung ditutup dengan penutup yang telah
diolesi vaselin, direkatkan dengan aluminium
foil dan parafilm. Tabung diamkan selama sehari
semalam di ruangan berpendingin supaya heksan
tidak mudah menguap.

Penentuan phorbol esters dalam biji jarak merah

dengan HPLC."

Proses penentuan senyawa phorbol
esters dilakukan di Laboratorium Farmasi, Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan. Minyak
biji jarak merah ditimbang sebanyak 5 g. Minyak
biji jarak merah kemudian diekstraksi dengan 4x5
g methanol dan ditampung dalam labu takar 25 ml.
Ekstrak biji jarak merah kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 2000 rpm selama 3 menit.
Setelah ekstrak biji jarak merah disentrifugasi,
diambil lapisan atasnya, dimasukkan labu takar 25
ml dan ditambah metanol sampai batas. Setelah itu
dilakukan analisis dengan mesin HPLC. Kondisi /
parameter HPLC yang digunakan adalah sebagai
berikut: jenis mesin HPLC Waters 2695 separation
module dengan detector PDA, panjang gelombang
(A) UV 280 nm; kolom yang digunakan yaitu jenis
C18, 150 x 4,6 mm, 5 um; eluen yang digunakan
yaitu isocratic acetonitrile-water (80:20); larutan
blanko yang digunakan adalah metanol; Laju alir
(flow rate) adalah 1 ml/menit; Waktu alir (tR) :
30 menit; Volume injeksi sampel adalah 100 pL;
Washing method yang digunakan adalah methanol
100%, tR 30 menit, fR 0,5 ml/menit; Baku standar
yang digunakan adalah phorbol 12-myristate 13
acetate, 98% dari Sigma (German).

Pengujian ekstrak terhadap keong O.h. lindoensis
di Laboratorium Schistosomiasis Napu
Masing-masing 15 keong dari daerah fokus
diletakkan ke dalam cawan petri yang sudah diberi
kertas saring dan larutan ekstrak biji jarak merah.
Pada setiap perlakuan dilakukan pengulangan
sebanyak 3 kali. Keong dalam cawan petri yang
berisi larutan ekstrak biji diamati setiap 4 jam
selama 24 jam.” Kematian keong ditandai dengan
tidak adanya reaksi sensitivitas kaki muskular
keong ketika disentuh dengan jarum serangga.’

HASIL

Kadar Rendemen Ekstrak Biji Jarak Merah
Berdasarkan proses ekstraksi biji jarak

merah, diperoleh ekstrak sebesar 708,983 g

dari 5100 g serbuk biji jarak merah, sehingga

rendemennya adalah sebesar 13,90%.

Penentuan Phorbol Esters Dalam Biji Jarak Merah

Penentuan phorbol esters dalam biji jarak
merah dilakukan dengan HPLC analitis, dengan
volume injeksi 100 pL. Profil kromatogam dapat
dilihat pada Gambar 1 dan 2.
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Date Processed: 10/23/2013 12:45:58 PMJAVT

SAMPLE INFORMATION
Sanple Name: Std PE 200 ppm Acquired By: System
Sarnrple Type: Standard Sarple Set Name: PE 23 okt 2013
Vial: 2 Acq. Method Set: phorbol method 21 ok13
Injection #: 1 Processing Method: FE
Injection Volume: 100.00 ul Channel Name: W2996 280.0nm-1.2
Run Time: 25.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: W2996 PDA 280.0 nmat 1.2
Date Acquired: 10/23/2013 11:58:57 AMJAVT
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Gambar 1. Profil kromatogam PE jenis PMA standard pada konsentrasi 100 ppm, muncul pada retention

time 24,448 menit.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Sampel PE 5ml Acquired By: System
Sample Type: Unknow n Sample Set Name PE20131121
Wial: 3 Acq. Method Set: phorbol method 4 okt 13
Injection #: 1 Processing Method: FE
Injection Volume: 100.00 ul Channel Name: W2996 280 0nm-1.2
Run Time: 30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr W2996 PDA 2800 nmat 1.2
Date Acquired: 11/21/2013 1:31:19 PMJAVT
Date Processed: 11/21/2013 3:10:03 PMJAVT
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Gambar 2. Profil kromatogam sampel ekstrak biji jarak merah; peak pada RT menit 25,152 adalah PE

jenis PMA (berdasar standard);

Gambar 1 menunjukkan profil kromato-
gram PE standard dengan jenis PMA. Pada gambar
tersebut terlihat peak muncul pada retention time
24,448 menit (hasil yang diperoleh hanya sampai
menit). Peak tersebut digunakan sebagai pemband-
ing dalam penentuan senyawa PE dalam ekstrak
biji jarak merah.
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Gambar 2 menunjukkan profil kromato-
gram phorbol esters (PE) dalam ekstrak biji jarak
merah. Pada gambar tersebut terlihat peak muncul
pada retention time 25,152 menit. Berdasarkan
peak standard PE yang digunakan, peak tersebut
merupakan PE dengan jenis yang sama dengan
standard, yaitu phorbol esters jenis PMA.
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Kadar phorbol esters (PE) dalam ekstrak biji jarak
merah

Total berat PE dalam 25 ml larutan adalah
3,0062 mg. Dalam larutan tersebut terdapat 5 g
ekstrak, sehingga kadar PE dalam ekstrak adalah
3,0062 mg dibagi 5g, yaitu 0,601 mg PE/g ekstrak.
Apabila dihitung persentasenya, kadar PE dalam
ekstrak biji jarak merah adalah 0,06% PE.

Hasil pengujian phorbol esters dalam esktrak biji
jarak merah terhadap keong O.h lindoensis
Pengujian dilakukan dengan ekstrak

yang dilarutkan dalam akuades sebagai pelarut.
Pengamatan dilakukan setiap 4 jam selama 24
jam. Hasil pengujian menunjukkan tidak ada
kematian keong pada kelompok kontrol negatif
dengan akuades, sehingga tidak perlu dilakukan
pengujian ulang (Tabell). Hasil pengujian tersebut
kemudian dianalisis probit dan diperoleh nilai LCso
sebesar 50,98 ppm PE (nilai minimum 43,59 ppm;
maksimum 61,08 ppm) dan LCos sebesar 80,19
ppm PE (nilai minimum 68,35 ppm; maksimum
101,56 ppm)

Tabel 1. Hasil pengujian phorbol esters dalam ekstrak biji jarak merah terhadap keong O.h.lindoensis di

Laboratorium Schistosomiasis Napu

Konsentrasi PE (ppm) Jumlah Kematian (per 4 jam)

No. Ulangan n ) A B T 20 7
1. 10 1 15 0 0 2 2 2 2
(167 mg ekstrak) 2 15 0 0 1 1 1 1

3 15 0 0 0 0 0 0

jumlah 45 0 0 3 3 3 3

2. 20 1 15 0 1 1 2 2 2
(334 mg ekstrak) 2 15 0 0 0 0 0 0

3 15 0 0 0 0 0 0

jumlah 45 0 1 1 2 2 2

3. 40 1 15 0 1 3 3 3 3
(668 mg ekstrak) 2 15 0 0 1 1 1 1

3 15 0 0 0 0 0 1

Jumlah 45 0 1 4 4 4 5
4. 80 1 15 0 0 1 5 15 15
(1.136 mg ekstrak) 2 15 0 2 3 9 15 15
3 15 0 0 4 6 15 15
jumlah 45 0 2 8 20 45 45
5. 160 1 15 0 1 4 15 15 15
(2.672 mg ekstrak) 2 15 0 0 3 7 15 15
3 15 0 1 2 12 15 15
jumlah 45 0 2 9 34 45 45
6. 320 1 15 1 2 15 15 15 15
(5.334 mg ekstrak) 2 15 2 2 15 15 15 15
3 15 0 2 15 15 15 15
Jumlah 45 3 6 45 45 45 45
7. 640 1 15 1 15 15 15 15 15
(10.688 mg ekstrak) 2 15 1 15 15 15 15 15
3 15 2 15 15 15 15 15
jumlah 45 4 45 45 45 45 45

8. akuades 1 15 0 0 0 0 0 0
(10 ml) 2 15 0 0 0 0 0 0

3 15 0 0 0 0 0 0

jumlah 45 0 0 0 0 0 0
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PEMBAHASAN

Biji  jarak pagar (Jatropha curcas)
mengandung racun terutama phorbol esters dan
zat-zat anti nutrisi lainnya seperti tripsin inhibitor,
phytate, lektin dan curcin. Di antara racun tersebut
phorbol esters merupakan racun yang paling
toksik dan menunjukkan aktivitas biologis yang
luas dari mikroorganisme hingga hewan tingkat
tinggi.'

Pada penelitian ini diteliti kandungan dan
bioaktivitas phorbol esters (PE) dalam biji jarak
merah (J. gossypifolia L) terhadap keong perantara
schistosomiasis, O.h. lindoensis. Pemilihan
biji sebagai bahan penelitian adalah karena biji
jarak merah mengandung senyawa phorbol ester
dengan konsentrasi tertinggi. Hal tersebut karena
kandungan minyak dalam biji, di mana senyawa
phorbol esters bersifat larut dalam minyak, dan
sebagian besar terikat dalam minyak.'*

Pelarut yang digunakan dalam analisis
HPLC pada penelitian ini adalah eluen isokratik
acetonitrile-akuades  (80:20). Peak standar
phorbol esters muncul pada menit ke 24,448
(Gambar 1). Hasil analisis phorbol esters dengan
HPLC menunjukkan bahwa peak phorbol esters
dari sampel ekstrak biji jarak merah muncul pada
waktu 25,152 menit (Gambar 2). Penentuan peak
sampel sebagai phorbol ester didasarkan pada
peak standar phorbol ester (phorbol-12-myristate-
13-acetate /| PMA) yang berasal dari Sigma,
Jerman.

Analisis HPLC juga menunjukkan adanya
peak pada menit ke 6-11 (hasil tidak ditampilkan).
Peak yang muncul pada menit ke 6-11 tersebut
menunjukkan adanya PE derivatif yang lain.
Peak tersebut dapat diduga sebagai PE jenis TPA
(tetradecanoyl phorbol acetate) berdasarkan hasil
penelitian Haas et al. (2002). Haas et al. (2002)
melaporkan adanya 6 jenis phorbol ester dalam
minyak jarak pagar, semua senyawa tersebut
memiliki bagian diterpen yang sama yaitu
12-deoxyl-16-hydroxyphorbol. Enam jenis PE
dalam biji jarak pagar yaitu Jatropha factors Cl,
C2, C3, epimers C4 & C5 dan C6. Peak yang lain
ditentukan berdasarkan referensi yang menyatakan
bahwa dalam minyak jarak pagar teridentifikasi 6
jenis senyawa phorbol ester.'
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Hasil analisis HPLC  menunjukkan
kandungan phorbol ester dalam biji jarak merah
adalah 0,06%. Hasil penelitian ini menunjukkan
kandungan PE dalam ekstrak biji jarak merah lebih
rendah dari kandungan PE dalam biji jarak pagar.
Kandungan phorbol ester pada biji dan kernel
jarak pagar sangat dipengaruhi oleh varietas.
Biji dari buah jarak pagar muda (belum matang)
mengandung senyawa phorbol ester yang lebih
tinggi."”

Sifat dan kadar phorbol esters dari
minyak jarak yang diisolasi dari lokasi berbeda
menunjukkan  perbedaan yang  signifikan.
Penelitian pada biji jarak pagar (J.curcas) dari
daerah Malaysia, Indonesia, India menunjukkan
perbedaan kadar phorbol esters yang signifikan.
Kadar phorbol esters biji jarak pagar dari Indonesia
ditemukan paling tinggi yaitu 1,58%, India 0,58%
dan Malaysia sebesar 0,23%.'¢

Proses selanjutnya adalah analisis data
kematian keong dengan probit untuk menentukan
lethal concentration (LC) 50 dan 95 dari phorbol
esters yang terkandung dalam biji jarak merah.
Hasil pengujian phorbol esters dalam ekstrak
biji jarak merah terhadap keong Oncomelania
hupensis lindoensis di laboratorium diperoleh
nilai LCso sebesar 50,98 ppm PE (nilai minimum
43,59 ppm; maksimum 61,08 ppm) dan LCos
sebesar 80,19 ppm PE (nilai minimum 68,35 ppm;
maksimum 101,56 ppm).

Hasil pengujian phorbol esters dalam biji
jarak merah terhadap keong O.h.lindoensis di Napu
ini masih kurang efektif apabila dibandingkan
dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Rug
dan Ruppei (2000) dan Liu (1997). Rug dan
Ruppei (2000) melaporkan bahwa minyak kasar
biji jarak pagar dan ekstrak methanol dari minyak
jarak pagar menunjukkan toksisitas terhadap
keong (Biomphalaria glabrata) dengan nilai LCso
sebesar 50 mg/L dan 5 mg/L. nilai LC 100 sebesar
100 mg/L untuk minyak kasar dan 25 mg/L
untuk ekstrak methanol dari minyak. Liu (1997)
melaporkan bahwa ekstrak methanol biji jarak
pagar menyebabkan kematian keong O.hupensis
sebesar 50% pada konsentrasi 10 mg/L.9,"

Kurang efektifnya hasil pengujian
pada penelitian ini dapat disebabkan karena
kadar phorbol esters yang sangat kecil (hanya
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0,06%). Selain itu juga dapat disebabkan bentuk
ekstrak yang sangat berminyak. Kondisi tersebut
menyebabkan senyawa PE dalam ekstrak biji jarak
merah sulit larut dalam air, sehingga daya bunuh
terhadap keong kurang menjadi kurang maksimal.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan senyawa
phorbol esters (PE) dalam ekstrak biji jarak
merah adalah jenis PMA (Phorbol-12-myristate-
13-acetate) dengan kadar 0,06%. Pengujian PE
terhadap keong O.h.lindoensis menunjukkan hasil
yang belum optimal.
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