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Abstract  

The aim of this study was to determine the acute toxicity of fermented berenuk fruit (Crescentia 

cujete L.) on the erythrocyte and leukocyte profile of white Sprague Dawley rats. The type of 

research carried out was experimental using 20 male white Sprague Dawley rats divided into 4 

treatments and 5 replications. The treatment groups were P1: as control, P2: giving fermented 

berenuk fruit at a dose of 50 mg/kg BW, P3: giving fermented berenuk fruit at a dose of 500 mh/kg 

BW, P4: fermenting berenuk fruit at a dose of 5000 mg/kg BW for 14 days using a probe. orally. 

On the 15th day, blood was taken from the mice via the orbital vein, then the erythrocyte index 

was examined. The data obtained was tested using ANOVA, the results of the analysis showed that 

it was not significant (p>0.05). The conclusion received is that there is no toxicity effect caused 

by the fermentation of berenuk fruit (Crescentia cujete L.) on the erythrocyte and leukocyte profile 

of white Sprague Dawley rats. 
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PENDAHULUAN 

Indonesia merupakan negara dengan 

kekayaan flora dan fauna. Terdapat lebih dari 

30.000 jenis flora yang berkhasiat sebagai obat. 

Pemanfaatan tumbuhan sebagai obat tradisional 

telah dilakukan oleh masyarakat Indonesia, tetapi 

belum terdokumentasi dengan baik (Widjaja, 

2014). Salah satu tumbuhan yang dipakai sebagai 

obat adalah berenuk. Berenuk (Crecentia cujete 

L.) merupakan tanaman yang tumbuh di wilayah 

tropis, seperti Amerika Tengah, Kamerun, serta 

beberapa negara bagian Afrika (Mahbub, 2011). 

Tumbuhan ini kemudian tersebar ke berbagai 

wilayah di dunia termasuk Indonesia. Berenuk 

mengandung berbagai senyawa metabolit 

sekunder di bagian daun, kulit batang dan daging 

buah. Buah berenuk mengandung zat-zat seperti 

saponin, flavonoid, fenol, tannin, dan cardenolid 

(Ejelonu et al., 2011). Buah berenuk dapat 

membantu mengatasi berbagai masalah 

kesehatan seperti diare, sakit perut, flu, 

bronchitis, batuk, asma, urethritis, ekspektoran, 

antitusif, dan pencahar (Hasanah et al., 2016). 

Fermentasi adalah proses pemecahan gula 

menjadi alkohol dan asam laktat  dengan bantuan 

mikroorganisme (Nurkholis, 2019). Fermentasi 

dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu jumlah 

mikroba, pH, substrat, suhu, alkohol, oksigen, 

garam, air, dan durasi fermentasi. Lama 

fermentasi yang dilakukan berpengaruh terhadap 

produk yang dihasilkan, karena berkaitan erat 

dengan periode inkubasi bakteri asam laktat 

(Widyantara, 2020).  

Penggunaan fermentasi buah berenuk belum 

diketahui tingkat keamanannya.  Oleh karena itu 
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harus dilakukan pengujian toksisitas untuk 

mengetahui derajat toksisitas yang diakibatkan 

oleh fermentasi buah berenuk (Mulyani1, 2020). 

Uji toksisitas akut merupakan tata cara 

tertentu yang  di  rancang  untuk  mendeteksi 

toksisitas bawaan suatu zat dan mendapatkan 

informasi tentang nilai LD50. LD50 ialah 

pengujian dosis yang dapat menyebabkan 50% 

kematian pada hewan uji dalam waktu singkat 

(BPOM, 2014). Toksisitas adalah sifat relatif dari 

suatu zat yang dapat menyebabkan kerusakan 

pada struktur atau fungsi bahkan bisa 

menyebabkan kematian (Frank, 1995). Pengujian 

toksisitas akut bertujuan untuk mengidentifikasi 

dampak pemberian dosis tunggal suatu senyawa 

pada hewan coba. Senyawa yang diuji diberikan 

kepada hewan coba dengan variasi dosis yang 

berbeda, kemudian dilakukan pengamatan selama 

14 hari (BPOM, 2014).  

Toksisitas dapat menimbulkan  pengaruh  

pada eritrosit dan leukosit. Dampak toksisitas 

pada eritrosit berupa sindroma saluran 

pencernaan, anemia, konsekuensi 

pathophysiologis, gangguan pada sistem saraf  

pusat dan perubahan tingkah laku (Ardillah, 

2016). Hal tersebut karena toksisitas dapat 

mengakibatkan penurunan  masa hidup eritrosit 

dan meningkatkan kerapuhan membran eritrosit. 

Sehingga, terjadi penurunan konsentrasi 

hemoglobin dalam sirkulasi darah (Patrick, 

2006). Dampak toksisitas pada leukosit seperti  

leukositosis, leukopenia, dan degenerasi. 

Dampak pada leukosit terjadi karena timbulnya 

abnormalitas pada pembentukan leukosit  dan 

juga sistem imun. Hal ini  menyebabkan 

peningkatan yang signifikan pada leukosit (Shah 

et al., 2007).  Jika dilakukan uji toksisitas pada 

suatu senyawa maka dapat diperoleh data 

toksisitas. Data yang diperoleh dari hasil uji 

toksisitas dapat memberikan informasi tentang 

potensi bahaya dan membantu dalam  

mengidentifikasi kemungkinan efek samping 

yang disebabkan oleh senyawa uji pada pasien 

(Hodgson dan Levi, 2000). Berdasarkan hal 

tersebut, maka perlu dilakukan uji toksisitas akut 

terhadap profil eritrosit dan leukosit pasca 

pemberian fermentasi buah berenuk pada tikus 

Sprague Dawley 

 

MATERI DAN METODE 

Penelitian ini dilakukan di laboratorium 

Farmakologi Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Wijaya Kusuma Surabaya. Penelitian 

dilakukan pada Januari hingga Februari  2024. 

 

Alat dan Bahan Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah kandang hewan coba, tempat makan 

dan minum, timbangan,  pipet eritrosit, kamar 

hitung,  aspirator, pipet leukosit, cover glass, 

mikroskop, tabung EDTA. 

Bahan-bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah fermentasi buah berenuk, 

tikus Sprague Dawley jantan, pakan hewan coba, 

air mineral, reagen Hayem, reagen Turk, gloves, 

spuit, tisu, sampel darah, 400 gram buah berenuk. 

 

Metode Penelitian  

Penelitian ini bersifat eksperimental 

laboratorik dengan desain penelitian post test 

menggunakan complete random sampling 

(CRD). Tikus Sprague Dawley dipilih secara 

random lalu dibagi menjadi 4 kelompok 

perlakuan dan 5 ulangan. Rata -rata perhitungan 

ulangan menggunakan rumus Federer yaitu : (n-

1) k > 16. Ket : n = jumlah ulangan, k = jumlah 

kelompok. Hasil perhitungan Rumus Federer 

sebagai berikut : (n–1) ≥ 16 =  4 (n‒1) ≥ 16 = 4n-

4 ≥ 16 = 4n ≥ 16 + 4 = 20 → n = 5 (ulangan). 

Penelitian ini menggunakan 3 variabel, yaitu 

variabel terikat yang meliputi  profil eritrosit dan 

leukosit. Variabel bebas meliputi umur, berat 

tikus, dan jenis kelamin tikus. Variabel kontrol 

meliputi fermentasi buah berenuk dan dosis. 

 

Prosedur Penelitian 

Pengambilan sampel dalam penelitian ini 

pada akhir periode riset (Post Test). Masing-

masing tikus putih Sprague Dawley diambil dan 

dipilih secara acak kemudian dilakukan anastesi 

menggunakan ketamin 50 mg/kg BB. 

Pengambilan darah menggunakan 

mikrohematokrit dan dijaga agar tidak terjadi 

hemolisis. Darah diambil dari vena opthalmica 

(pleksus retro-orbitalis) pada mata. Darah 
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disimpan dalam tabung EDTA. Tabung disimpan 

dalam lemari es suhu 40C. 

Pembuatan fermentasi buah berenuk yaitu 

buah dicuci dengan air mengalir lalu dikupas. 

Daging buah dipotong kecil – kecil dan 

dihaluskan kemudian difermentasi dengan 

komposisi sebagai berikut : air : buah : gula : 

pektinase (Pectinex® Ultra AFP, Novozymes, 

London, UK) dengan perbandingan berat 1.000 : 

400 : 40 : 40. Campuran disimpan dalam botol 

pada suhu 25°C selama 30 hari. Kain kasa 

digunakan sebagai penutup mulut botol. 

Campuran tersebut diaduk secara manual setiap 

24 jam Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus 

Sprague Dawley jantan yang berumur 6 bulan 

dengan berat 300 gram yang dibagi ke dalam 4 

kelompok perlakuan, masing-masig kelompok 

terdiri dari 5 ekor. Hewan tersebut diadaptasikan 

terlebih dahulu selama 7 hari agar dapat 

menyesuaikan diri dengan lingkungan dan selama 

proses adaptasi dilakukan pengamatan kondisi 

umum. Hewan uji diberikan pakan tanpa batas 

(ad litium) dan air putih. Sebelum perlakuan, 

tikus dipuasakan terlebih dahulu sebelum 

diberikan bahan uji. 

Dosis uji pada uji toksisitas akut terdapat 

dalam beberapa tingkatan dosis yang akan 

diberikan pada beberapa kelompok hewan uji 

dengan satu dosis per kelompok. Dosis yang 

diberikan antara lain : 5 mg/kg BB , 50 mg/kg BB 

dan 5000 mg/kg BB. Kelompok perlakuan dalam 

penelitian ini yaitu KI = control, K2 = dosis 

fermentasi buah berenuk 5 mg/kg BB, K3= dosis 

fermentasi buah berenuk 50 mg/kg BB, dan K4 = 

dosis fermentasi buah berenuk 5000 mg/kg BB. 

Tikus Sparague Dawley dipuasakan sebelum 

diberikan perlakuan. Tikus ditimbang dan 

diberikan sediaan uji. Sediaan uji diberikan dalam 

dosis tunggal dengan menggunakan metode 

sonde oral. Senyawa uji diberikan 1 kali 1 hari 

sesuai dosis selama 14 hari kemudian dilakukan 

pengambilan sampel darah untuk dilakukan 

pemeriksaan pada hari ke 15. 

Darah diambil ke dalam pipet eritrosit hingga 

tanda 0,5 kemudian tambahkan larutan hayem 

dengan cara dihisap hingga tanda 101. Tutup 

kedua ujung pipet menggunakan ibu jari dan jari 

tengah, kemudian dihomogenkan dengan cara 

kocok membentuk angka 8 sekitar 2 menit. 

Larutan Hayem yang terdapat di bagian kapiler 

dibuang dengan cara ditetesken sebanyak 3 tetes. 

Larutan darah dimasukkan ke dalam kamar 

hitung dengan menempelkan ujung pipet pada 

cover glass. Kamar hitung yang sudah terisi 

diletakkan di bawah mikroskop dengan 

perbesaran 40x lalu hitung jumlah eritrosit. Hasil 

perhitungan dikalikan 10.000 (Fadilah et al., 

2022). 

Sampel darah dihisap ke dalam pipet leukosit 

sampai tanda 0,5 tambahkan larutan Turk dengan 

cara dihisap sampai tanda 11. Tutup kedua ujung 

pipet dengan ibu jari dan jari tengah, lalu 

dihomogenkan dengan cara kocok membentuk 

angka 8 selam kurang lebih 2 menit. Larutan Turk 

yang terdapat di bagian kapiler dibuang dengan 

cara ditetesken sebanyak 3 tetes. Larutan darah 

dimasukkan ke dalam kamar hitung dengan 

menempelkan ujung pipet pada cover glass. 

Kamar hitung yang sudah terisi diletakkan di 

bawah mikroskop dengan perbesaran 10x lalu 

hitung jumlah leukosit. Hasil perhitungan 

dikalikan 50 (Fadiah et al., 2022). 

Data yang diperoleh dari hasil pemeriksaan 

jumlah eritrosit dan leukosit pada tikus Sprague 

Dawley dianalisis menggunakan uji ANOVA.  

Taraf signifikasi 5%.  Uji statistik dilakukan 

dengan software SPSS versi 26 

 

HASIL  

 

Hasil pengujian toksisitas akut fermentasi 

buah berenuk dengan beberapa dosis perlakuan 

terhadap jumlah eritrosit dan leukosit tikus 

Sprague dawley memperlihatkan rerata eritrosit 

pada P1 = 6,48, P2 = 6,47, P3 = 6,55, P4 = 6,51. 

Rerata leukosit pada P1 = 7,04, P2 = 7,14, P3= 

7,04, P4 = 7,18. Hasil tersebut selanjutnya diuji 

dengan uji Anova sehingga didapatkan  bahwa 

tidak terdapat pengaruh pemberian fermentasi 

buah berenuk terhadap jumlah eritrosit dan 

leukosit tikus Sprague Dawley (p > 0,05) (Tabel 

4.1). Tidak adanya perbedaan yang signifikan 

ditunjukan oleh nilai signifikasi eritrosit dan 

leukosit berturut-turut 0,75 dan 0,87. (Tabel 4.1) 
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Tabel 4.1 Hasil uji Anova uji toksisitas akut 

fermentasi buah berenuk terhadap jumlah eritrosit 

dan leukosit pada tikus Sprague Dawley  

 

 

PEMBAHASAN 

Uji toksisitas akut adalah metode untuk 

mengidentifikasi dampak toksik yang timbul 

dalam waktu singkat setelah pemberian suatu zat 

dalam dosis tunggal atau dosis berulang yang 

dilakukan dalam rentang waktu kurang dari 24 

jam (BPOM, 2014). Penelitian toksisitas akut 

dilakukan dengan memeriksa gejala klinis dan 

dampak toksik yang ditimbulkan oleh fermentasi 

buah berenuk terhadap jumlah eritrosit dan 

leukosit yang dinilai berdasarkan nilai LD50. 

LD50 merupakan dosis yang pada tingkat 

statistik dapat menyebabkan kematian pada 50% 

hewan coba. Penentuan LD50 dilakukan dengan 

memberikan dosis obat yang bervariasi kepada 

sekelompok hewan coba dimana setiap hewan 

diberikan dosis tunggal (Sulastra et al., 2020). 

Hasil pengujian toksisitas akut menunjukan 

bahwa pemberian fermentasi buah berenuk dalam 

beberapa dosis tidak mempengaruhi jumlah 

eritrosit dan leukosit pada tikus Sprague dawley.  

Fermentasi merupakan proses pemecahan 

gula menjadi alkohol dan asam laktat dengan 

bantuan mikroorganisme (Nurkholis, 2019). 

Proses fermentasi pada buah umumnya 

mengakibatkan penurunan kandungan nutrisi dan 

senyawa biokimia namun dapat meningkatkan 

konsentrasi vitamin dan lemak serta 

mempertahankan stabilitas nutrisi tersebut dan 

dan memperpanjang masa simpan (Samtiya, 

2021). Fermentasi juga cenderung menurunkan 

tingkat pH dan mengurangi jumlah logam berat 

dalam buah-buahan dan mencegah oksidasi 

beberapa nutrisi (Wilujeng et al., 2023). Proses 

fermentasi buah berenuk melibatkan senyawa 

berupa asam organik, serat, vitamin, mineral dan 

antioksidan. Selama proses ini mikroorganisme 

seperti ragi atau bakteri mengubah komponen-

komponen tersebut menjadi bentuk baru yang 

mencakup asam organik, alkohol, dan senyawa 

lainnya (Nurkholis, 2019). Mekanisme toksisitas 

terhadap profil eritrosit dan leukosit dapat 

bervariasi tergantung pada senyawa yang 

terbentuk selama fermentasi. Kadar alkohol yang 

tinggi dalam produk fermentasi dapat memiliki 

efek toksik pada sel darah yang menyebabkan 

kerusakan pada membran sel. Tingkat asam 

organik yang tinggi dapat menyebabkan 

perubahan bentuk sel, penurunan fungsi 

oksigenasi dan lisis eritrosit dan juga dapat 

mengganggu fungsi kekebalan tubuh sehingga 

mempengaruhi kemampuan leukosit untuk 

melawan infeksi. Selain itu beberapa senyawa 

metabolit yang dihasilkan selama fermentasi 

dapat merusak DNA dan mengganggu jalur 

metabolisme sel yang dapat mempengaruhi 

Kesehatan eritrosit dan leukosit (Nurdin, 2015). 

Fermentasi pada buah berenuk belum diketahui 

keamanannya, sehingga dilakukan pengujian 

toksisitas untuk mengetahui derajat toksisitas 

yang diakibatkan oleh fermentasi buah berenuk 

(Mulyani, 2020). 

Buah berenuk mengandung beragam nutrisi 

yang berperan penting seperti flavonoid, saponin, 

tannin, hidrogen sianida, fenol, kardenolida, asam 

tartarat, pitosterol, dan kolin (Wilujeng et al., 

2023). Senyawa tersebut membantu menjaga 

kesehatan serta fungsi eritrosit dan leukosit. 

Kandungan zat besi dalam buah berenuk dapat 

membantu dalam pembentukan hemoglobin yang 

meningkatkan jumlah eritrosit dan mencegah 

terjadinya anemia (Kusudaryati dan 

Prananingrum, 2018). Vitamin B12, vitamin C  

dan folat juga memiliki peran penting dalam 

menjaga kesehatan dan ukuran normal eritrosit 

(Hapsari, 2023). Antioksidan seperti flavonoid 

dapat membantu melindungi eritrosit dari 

kerusakan akibat radikal bebas (Auliana, 2016). 

Nutrisi seperti vitamin C dan flavonoid pada 

leukosit dapat meningkatkan fungsi kekebalan 

tubuh dan mendukung aktivitas leukosit dalam 

melawan infeksi (Ahmed, 2021). Sementara itu, 

folat dan vitamin B12 dibutuhkan untuk 

pembentukan dan pematangan berbagai jenis 

leukosit termasuk limfosit dan neutrofhil 

(Meliala, 2020).  

Fermentasi buah berenuk tidak 

mempengaruhi profil eritrosit dan leukosit karena 

Parameter                                 

Kelompok 

P 

P1 P2 P3 P4  

Eritrosit 6.48  

+  

0.50 

6.47 

+ 

0.46 

6.55  

+  

0.42 

6.51  

+ 

0.48 

0.75 

 

Leukosit  7.04  

+  

0,65 

7.14 

+ 

0.61 

7.04  

+ 

0.43 

7.18  

+ 

0.55 

0.87 
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proses fermentasi tersebut tidak menghasilkan 

zat-zat yang secara langsung mempengaruhi sel 

darah (Ronaldi, 2022). Selain itu pada saat proses 

fermentasi kandungan senyawa yang dihasilkan 

seperti asam organik atau alkohol tidak 

mengalami peningkatan (Nairfana, 2021). 

Fermentasi buah berenuk yang diduga tidak 

terkontaminasi mikroba berbahaya (Krisna, 

2022). Proses fermentasi berlangsung dengan 

baik sehingga menghasilkan produk yang aman 

dan tidak memiliki efek langsung pada profil 

eritrosit dan leukosit 

 

KESIMPULAN 

 

Kesimpulan penelitian ini adalah : 

a. Tidak terdapat toksisitas akut fermentasi 

buah berenuk terhadap profil eritrosit pada 

tikus Sprague dawley 

b. Tidak terdapat toksisitas akut fermentasi 

buah berenuk terhadap profil leukosit pada 

tikus Sprague dawley 
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