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RINGKASAN

Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Kelor (Moringa oleifera Lamk.)
terhadap Kadar AST dan ALT pada Embrio Ayam yang Diinduksi Alkohol;
Fais Dina Artika; 152010101027; 2015; 34 Halaman; Fakultas Kedokteran
Universtas Jember.

Pada tahun 2010 angka kematian sirosis hati mencapai 1,5 juta orang di
dunia dengan 1 juta diantaranya mempunyai riwayat hepatitis dan kanker hati. Di
Indonesia, faktor risiko sirosis yaitu konsumsi alkohol masih kurang mendapat
perhatian. Pada tahun 2007 tercatat remaja Indonesia yang mengkonsumsi alkohol
sebanyak 4,9% dan meningkat pada tahun 2014 menjadi 14,4%. Alkohol
menyebabkan kerusakan hati dengan memproduksi ROS. ROS menyebabkan
kerusakan hati dengan berbagai mekanisme. Kerusakan ini kemudian akan
ditandai salah satunya kenaikan kadar AST dan ALT di ekstrasel. AST dan ALT
merupakan enzim yang terlibat metabolisme di sel hati. Daun kelor merupakan
tanaman potensial sumber antioksidan. Kandungan flavonoid dan asam askorbat
diduga menjadi penyebab aktivitas antioksidannya. Embrio ayam merupakan
model yang baik untuk bidang toksikologi dan embriologi. Embrio ayam
merupakan model yang murah dan mudah dimanipulasi.

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak daun kelor dalam mencegah kerusakan yang diinduksi alkohol melalui
pengamatan kadar AST dan ALT. Penelitian ini merupakan penelitian true
experimental dengan design penelitian postest only control group design yang
dilaksanakan di Laboraturium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember.
Daun kelor diesktraksi menggunakan teknik maserasi dengan etanol 96% selama
24 jam. Esktrak kemudian dievaporasi hingga kental dan disimpan pada lemari
pendingin. Sampel penelitian merupakan telur berembrio usia tujuh hari yang
didapatkan dari UPT Peternakan Politeknik Negeri Jember sebanyak 25 butir.
Pemilihan dan pengelompokan telur dilakukan dengan simple random sampling.
Telur dikelompokkan menjadi 5 kelompok yaitu KN, KP, P1, P2, dan P3. Telur
diinkubasi  pada suhu 37,5°C dengan kelembapan 70-80%. Pada hari ke-12
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melalui kantung udara telur KN diinjeksi 250 pl normal saline, KP, P1, P2, dan
P3 dinjeksi 250 pl etanol 10%. Pada hari ke-13, diinjeksi masing-masing 100 pl
normal saline pada KP, ekstrak daun kelor 0,5 pg/ml pada P1; ekstrak daun kelor
5 pg/ml pada P2; dan ekstrak daun kelor 50 pg/ml pada P3. Pada hari ke-15 telur
dipecahkan dan diambil amnionnya untuk diukur kadar AST dan ALT.

Data yang diperoleh diuji menggunakan One way ANOVA dan Post hoc
LSD. Uji One way ANOVA menunjukkan perbedaan antar kelompok yang
signifikan pada AST (p=0,001) dan ALT (p=0,002). Sehingga dapat disimpulkan
bahwa pemberian ekstrak daun kelor berpengaruh terhadap kadar AST dan ALT
embrio ayam yang diinduksi alkohol.

Ekstrak daun kelor dapat menurunkan kadar AST dan ALT embrio ayam
yang diinduksi alkohol. Ekstrak daun kelor memiliki berbagai kandungan yang
memiliki aktivitas sebagai antioksidan seperti asam galat, flavonoid,  quercetin,
vitamin B2, vitamin C dan vitamin E. Kandungan ekstrak daun kelor dapat
berperan menjadi donor elektron pada ROS yang dihasilkan oleh metabolisme
alkohol pada embrio ayam yang ditandai engan adanya penurunan kadar AST dan

ALT embrio ayam.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kerusakan hati masih menjadi masalah global yang signifikan. Pada tahun
2010 angka kematian sirosis hati mencapai 1,5 juta orang di dunia. Satu juta
diantaranya disebabkan oleh kanker hati dan hepatitis (Mokdad et al, 2014). Di
Indonesia, hepatitis masih mendapat perhatian utama sebagai penyebab sirosis
hepatis. Padahal selain hepatitis, konsumsi alkohol merupakan faktor risiko
sirosis hati dan hepatoma (Patasik et al, 2015). Data riset kesehatan dasar
menunjukkan prevalensi nasional peminum alkohol mencapai 4,6% pada tahun
2007 sedangkan, riset oleh Gerakan Nasional Anti Miras tahun 2014
menunjukkan 23% dari 14,4 juta remaja Indonesia mengkonsumsi alkohol dan
angka kematian akibat konsumsi alkohol mencapai 50 orang perhari. Angka ini
meningkat dibanding hasil riset kesehatan dasar tahun 2007 untuk remaja yang
mengkonsumsi alkohol, yakni 4,9% (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
2008; Setyawan, 2015; Hendri dan Setyawati, 2017).

Alkohol menyebabkan kerusakan hati dengan memproduksi reactive oxygen
species (ROS). Produksi ROS dalam jumlah yang besar akan menyebabkan
kerusakan sel hati dengan berbagai macam mekanisme seperti mengaktifasi sel
kupfer untuk memproduksi sitokin menyebabkan inflamasi jangka panjang hati
dan berinteraksi dengan membran sel menyebabkan gangguan fungsi membran sel
(Muriel, 2009). Kerusakan ini kemudian ditandai oleh salah satunya kenaikan
aspartate transaminase (AST) dan alanine transaminase (ALT) di ekstrasel.
AST dan ALT merupakan enzim transaminase yang terlibat dalam metabolisme
asam amino sel hati dan pemeriksaan yang umum dilakukan untuk mengetahui
kerusakan hati (Kwo et al, 2017).

Beberapa tahun terakhir kandungan alami tumbuhan seperti flavonoid,
terpenoid dan steroid mendapat perhatian khusus oleh peneliti karena aktivitas
antioksidan (Das et al, 2018). Kelor (Moringa oleifera Lamk.) merupakan
tanaman yang sangat sering dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia seperti

sebagai bahan makanan, pakan ternak, dan hiasan taman. (Isnan dan Muin, 2017).
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Kelor merupakan tanaman potensial sumber antikoksidan karena memiliki
kandungan asam askorbat dan flavonoid (Stohs dan Hartman, 2015). Hal ini
ditunjang beberapa studi seperti studi oleh Pari dan Kumar (2002) yang
menunjukkan bahwa ekstrak daun kelor dapat melindungi hati tikus dari obat
antitubercular, dan studi olen El-bakry et al. (2016) yang menunjukkan efek
hepatoprotektif daun kelor terhadap karbon tetraklorida pada mencit. Studi oleh
Saalu et al. (2012) ekstrak daun kelor mampu melindungi hati tikus wistar yang
induksi alkohol.

Dari uraian diatas, peneliti tertarik untuk meneliti efek pemberian ekstrak
daun kelor terhadap kerusakan akibat alkohol dengan model penelitian
menggunakan embrio ayam. Embrio ayam merupakan model yang baik untuk
digunakan pada penelitian bidang embriologi dan toksikologi. Embrio ayam
dijadikan sebagai salah satu model nonklinis dalam pengembangan obat-obatan
sebagai skrining awal pengembangan obat baru. Embrio ayam dinilai memberikan
model yang sensitif untuk mengevaluasi efek toksin terhadap berat badan,
perkembangan organ dan kerusakan oksidatif (Kurantowicz et al, 2017).
Penelitian tentang sifat protektif tumbuhan gelang biasa melawan kerusakan yang
diinduksi sisplastin oleh Sudhakar et al. (2010) telah dilakukan di embrio ayam
dengan salah satu parameternya adalah AST dan ALT. Selain itu embrio ayam
merupakan model penelitian yang murah, efisien, dan mudah dimanipulasi
(Yokouchi, 2005). Dari uraian diatas peneliti ingin melakukan penelitian untuk
mengetahui pengaruh pemberian ektrak daun kelor terhadap kadar AST dan ALT

pada embrio ayam yang diinduksi alkohol.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian diatas, maka permasalahan yang dapat dirumuskan
yaitu apakah pemberian ekstrak daun kelor berpengaruh terhadap kadar AST dan
ALT embrio ayam yang diinduksi alkohol?
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak daun kelor dalam menghambat kerusakan yang diinduksi alkohol melalui
pengamatan kadar AST dan ALT.

1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan Kkhusus penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak daun kelor terhadap kadar AST dan ALT pada embrio ayam yang
diinduksi alkohol.

1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat Teoritis

Penelitian ini diharapkan menambah rujukan informasi ilmiah tentang
potensi ekstrak daun kelor dalam menghambat kenaikan AST dan ALT embrio

ayam.

1.4.2 Manfaat Aplikatif
Penelitian ini diharapkan mampu menjadi informasi dalam pemanfaatan

ekstrak daun kelor dalam menghambat kenaikan AST dan ALT
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 AST dan ALT
2.1.1 AST dan ALT sebagai Penanda Kerusakan.

AST merupakan enzim yang memiliki aktifitas tertinggi di mitokondria dan
sitosol sel hati. AST berperan sebagai pengkatalis konversi aspartat dan
alfaketoglutarat menjadi oxaloasetat dan glutamat. AST tidak hanya diproduksi di
sel hati, tetapi juga dihasilkan sel lain seperti sel otot, dan jantung. Meskipun tidak
spesifik pada sel hati pengukuran kadar AST di ekstrasel menjadi penilaian yang
baik untuk melihat proses nekrosis yang terjadi pada sel hati. Pada sirkulasi AST
dapat bertahan 2-3 hari (Engelking, 2011).

ALT merupakan enzim yang berada di sitosol sel hati. Berfungsi sebagai
enzim yang mengkatalisis proses transfer gugus amino alanin ke alfaketoglutarat
untuk membentuk piruvat dan glutarat. Meskipun pada dasarnya ALT juga
diproduksi sel lain, ALT merupakan penanda spesifik kerusakan hati dan proses
hepatotoksisitas. ALT memiliki waktu paruh 2-4 jam (Engelking, 2011; Araghi
et al, 2016).

Kadar AST dipengaruhi oleh umur, ras, obesitas, penggunaan obat-obatan
dan kondisi hati, sistem bilier, otot serta jantung. Sedangkan kadar ALT
dipengaruhi oleh umur, ras, obesitas, penggunaan obat-obatan dan kondisi hati
serta sistem bilier (Conigrave et al, 2003). Pada kerusakan hati yang akut seperti
Hepatitis, AST akan lebih tinggi dari pada ALT, namun setelah 24-48 jam
kerusakan hati, AST akan turun sehingga konsetrasinya lebih rendah dari pada
ALT. Pada keadaan kronis, AST lebih rendah dari pada ALT. Ketika terjadi
fibrosis ALT biasanya menurun, kemudian rasio AST ke ALT secara bertahap
meningkat. Pada sirosis AST seringkali lebih tinggi dari ALT (Kim et al, 2008).

Pada embrio ayam, kedua enzim transaminase sudah dihasilkan sebelum
hari kedelapan, hal ini dibuktikan oleh percobaan yang dilakukan oleh Sheid dan
Hischburg (1967) untuk mendeteksi keberadaan enzim tersebut dengan
mengisolasi hati embrio ayam. Kadar AST hati pada usia embrio 15 hari
mencapai 4-5 U/L sedangkan kadar ALT mencapai 1-2 U/L. Pengukuran kadar
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AST dan ALT embrio ayam pun digunakan untuk mengetahui kerusakan hati
embrio seperti pada penelitian Araghi et al. (2016) yang meneliti tentang
hepatotoksisitas sulfadiazine pada embrio ayam. Dalam penelitian ini terjadi
peningkatan AST dan ALT disertai perubahan morfologi dari hati embrio ayam.
Pada penelitian lain, AST dan ALT juga digunakan sebagai parameter toksisitas
peptisida pada embrio ayam (Gado et al, 2016).

2.1.2 Pengukuran Kadar AST dan ALT

Terdapat beberapa metode untuk mengukur kadar enzim AST dan ALT
seperti metode Reitman-Frankel yang digunakan untuk mengukur kadar AST dan
ALT dan metode kinetik enzimatik sesuai International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC). Dibandingkan dengan IFCC metode
Reitman-Frankel membutuhkan waktu yang lebih lama (Reitman dan Frankel,
1957). Metode IFCC ini mengukur aktivitas enzim yang diinginkan melalui
absorbansi cahaya yang dilewatkan melalui spektrofotometer pada panjang
gelombang 340 nm. Reagen yang digunakan dalam pengukuran AST dan ALT
dengan metode ini masing-masing terdiri dari dua macam reagen. Reagen satu
untuk AST terdiri dari TRIS pH 7.65, L-aspartat, malate dehidrogenase (MDH),
dan laktat dehirogenase, serta reagen dua terdiri dari 2-oxoglutarate dan NADH.
Sedangkan reagen satu untuk ALT terdiri dari TRIS pH 7,15 L-alanine, dan laktat
dehirogenase, serta reagen keduanya yaitu 2-oxoglutarat dan NADH. Adapun
prinsip metode ini adalah sebagai berikut :

AST

L-Aspartat + 2-Oxoglutarat o = N L-Glutamat + Oxaloasetat

Oxaloasetat + NADH + H* ~ __MPT | L-Malat + NAD*

L-Alanin + 2-Oxoglutarat AT L-Glutamat + Piruvat
Piruvat + NADH + H* PN D-Laktat + NAD*

Pada beberapa kasus penambahan piridoksal fosfat diperlukan dalam reaksi

sebagai kofaktor dan menyetabilkan reaksi yang terjadi (Triyati, 1985; Sardini
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2007). Metode IFCC juga diterapkan pada spesimen bukan serum seperti cairan
amnion. Satu studi oleh khosravi et al. (2018) menggunakan kit komersial yang
biasa digunakan untuk cek rutin laboraturium untuk mengukur AST dan ALT

pada embrio ayam.

2. 2 Embrio Ayam sebagai Hewan Coba Induksi Alkohol
2.2.1 Klasifikasi Hewan Coba

Hewan coba merupakan hewan yang diigunakan sebagai sarana untuk
mempelajari dan mengembangankan ilmu pengetahuan melalui penelitian.
Penelitian mengenai kandidat obat-obatan baru memerlukan studi nonklinis
berupa uji toksikologi dan farmakologi sebagai skrining awal untuk dilanjutkan
pada studi selanjutnya. Skrining awal dalam fase eksplorasi pengembangan obat
baru membutuhkan model yang efisien dan murah yang cocok serta penanda
biokimia, dan morfologi yang dapat dinilai. Ini akan meningkatkan kemungkinan
obat yang berhasil dalam fase selanjutnya dari studi nonklinis. Salah satu model
potensial dalam hal ini adalah embrio ayam. Selain itu, embrio ayam memberikan
gambaran perkembangan yang cukup lengkap, masa inkubasinya pendek, dan
dapat dimanipulasi serta dikateterisasi (Bjgrnstad et al, 2018). Ayam jawa super
merupakan hasil perkawinan silang ayam kampung dengan ayam ras petelur dan
termasuk dalam spesies ayam kampung (Gallus gallus domesticus). Ketersediaan
ayam varietas ini cukup banyak dan mudah didapat (International Labour
Organization, 2013). Adapun klasifikasi ayam kampung menurut Wikipedia
adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Kelas : Aves
Ordo : Galliformes
Famili : Phasianidae
Genus : Gallus
Spesies : Gallus gallus

Subspesies : G. g. domesticus
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2.2.2 Perkembangan Hati Embrio Ayam

Hati embrio ayam mulai terbentuk dari hari kedua atau ketiga dan diinduksi
oleh faktor pertumbuhan yang diproduksi oleh mesoderm yaitu fibroblast growth
factor 1 (FGF1), FGF 2 dan FGF 8 (Suksaweang et al, 2004). Hati embrio ayam
dibentuk dari mesoderm splankhnik dari mesenterika ventral dengan endoderm
yang membentuk divertikula usus di regio kardiohepatik. Divertikula primer
endoderm tersebut akan terbagi menjadi dua divertikulum sekunder yaitu anterior
dan posterior. Pembagian tersebut disebabkan penggabungan divertikula primer
dengan mesoderm (Bellairs dan Osmond, 2014).

Mesoderm tersebut kemudian menjadi septum transversum dan endoderm
yang menjadi prekursor hepatosit (hepatoblas) membentuk korda hepatik. Selain
hepatosit, sel kupfer dan sel hemopoietik juga berasal dari diferensiasi endoderm.
Pada akhir hari kedua, korda mulai dipenuhi hepatoblas yang tersusun tidak
teratur. Pada hari kelima, bersamaan dengan pembentukan lobus kedua, hati
dilingkupi oleh sel endotel berbentuk spindel. Hal ini menyebabkan hepatosit
yang awalnya tidak teratur membentuk asinus-asinus. Pada hari keenam hati
mulai memproduksi sel darah. Pada hari ke tujuh hati membentuk lobus ketiga.
Hingga fase ini sel hati masih berbentuk kuboid tinggi. Hati terus membesar dan
semakin terisi oleh hepatosit. Hari kedelapan, mulai terlihat vesikel glikogen
berada di sekitar badan golgi dan terdapat droplet lipid di sitoplasma. Hari
kesembilan sel hati sudah berbentuk piramid. Hati juga telah membentuk
sambungan dengan saluran empedu. Sambungan ini disebut sebagai sambungan
apikolateral dan segera menyekresikan getah empedu. Dari hari kedelapan hingga
hari ke -14 ukuran hati relatif konstan, hal ini terjadi karena fase pertumbuhan sel
hati. hati mengalami peningkatan ukuran kembali hingga hari ke-20 sebagai fase
peningkatan sintesis dan volume hati (Wong dan Cavey, 1992; Doaa et al, 2013).
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Gambar 2.1 Perkembangan hati embrio ayam (Suksaweang et al, 2004)

2.2.3 Induksi Alkohol pada Embrio Ayam

Induksi alkohol berupa etanol telah dilakukan pada embrio ayam. Dari
pemberian 5%, 10% dan 15%, pemberian etanol 15% menyebabkan kematian
embrio ayam mencapai 43.2%, sedangkan pemberian 5% dan 10% tidak
didapatkan kematian embrio ayam (Chaudhuri, 2006). Pada penelitian lain
paparan etanol pada jam ke 72 sebesar 1%, 3% tidak menyebabkan kerusakan
signifikan pada pembuluh darah sedangkan pemberian etanol sebesar 10%
menunjukkan adanya inhibisi pembentukan pembuluh darah, dan paparan etanol
sebesar 13% dan 15% menunjukkan penghambatan pembentukan pembuluh darah
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yang lebih berat dari pada etanol 10%. Pada studi lain pemberian etanol 5-10%
menyebabkan terjadi malformasi pada kepala ayam (Laghari et al, 2015; Flentke
dan smith, 2018).

Terdapat banyak rute pemberian paparan pada embrio ayam, salah satunya
melalui kantung udara telur. Alkohol yang dipaparkan melalui kantung udara telur
akan diserap melalui pori-pori membran dalam embrio oleh pembuluh darah
allantois embrio yang terbentuk sempurna pada usia 10 hari (Lihat gambar 2.2
dan 2.4). Alkohol akan diangkut oleh vena allantois menuju ke embrio. Pada
embrio, vena allantois akan diteruskan menjadi vena cava. Kemudian alkohol
dibawa ke jantung dan diedarkan keseluruh jaringan embrio (Brauer et al, 1963,
Nowak-Sliwinska et al, 2014).

"ductus venosus”

I\
anterior vena co\;%},‘ N\

vein

Gambar 2.2 Anatomi suplai darah embrio ayam (Brauer et al, 1963)

Pada berbagai organ alkohol dimetabolisme melalui dua jalur vyaitu
oksidatif, dan jalur nonoksidatif. Metabolisme alkohol dalam jalur oksidatif
menggunakan enzim alkoholdehidrogenase (ADH), sitokrom P450 (CYP450),
dan katalase. ADH memberikan peranan utama dalam metabolisme oksidatif
alkohol, ADH hati embrio ayam dihasilkan mulai hari kesembilan . Sedangkan
CYP450 dan katalase terjadi di daerah dengan aktivitas ADH yang rendah dan
beberapa sel lain seperti otak. Alkohol akan diubah menjadi asetaldehida oleh
ketiga enzim tersebut. Asetaldehida kemudian segera dioksidasi lagi oleh aldehid
dehidrogenase (ALDH) di sitoplasma dan mitokondria membentuk asetat. Asetat
masuk ke aliran darah dan teroksidasi menjadi CO, di otot, jantung dan otak

(Barnett et al, 2009; Kent, 2012). Alkohol juga dimetabolisme secara nonoksidatif
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dalam jumlah yang sedikit. Terdapat dua jalur metabolisme alkohol secara
nonoksidatif yaitu reaksi alkohol dengan asam lemak yang menghasilkan asam
lemak etil ester dan menggunakan enzim fosfolipase D menghasilkan fosfatidil
etanol yang menyebabkan penurunan asam fosfatidil yang berperan dalam

persinyalan sel (Zakhari, 2006).

Peroxlsomes
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Result:
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Gambar 2.3 Metabolisme alkohol di hati (Zakhari, 2006)

ROS merupakan molekul yang sifatnya reaktif karena mengandung elektron
yang tidak berpasang. ROS akan berinteraksi dengan berbagai struktur dan
molekul yang ada pada sel seperti DNA, protein dan lipid untuk mengambil atom
hidrogen untuk dipasangkan dengan elektron bebasnya agar membentuk molekul
stabil atau ROS akan bergabung dengan molekul stabil dan membentuk radikal
bebas yang lain (Zakhari, 2006). Peroksidasi lipid merupakan efek mayor yang
dihasilkan oleh ROS. Hal ini dapat menyebabkan kerusakan berbagai struktur sel
terutama yang mengandung lipid seperti membran sel, retikulum endoplasma, dan
mitokrondria (Muriel, 2009). ROS juga akan menyebabkan aktifasi sel makrofag
seperti sel kupfer yang kemudian akan menyebabkan inflamasi, selain itu aktifasi
sel kupfer akan menyebabkan peningkatan penggunaan oksigen oleh sel kupfer,
sehingga banyak sel hati akan mengalami hipoksia karena kekurangan oksigen
kemudian akan mati (Zakhari, 2006). Kematian dan kerusakan sel ini akan
menyebabkan peningkatan kadar enzim seperti AST dan ALT di ekstraseluler
(McGill, 2016).
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2.2.4 Cairan Amnion Embrio Ayam

Cairan amnion atau biasa disebut air ketuban merupakan cairan jernih yang
ada disekitar embrio dibatasi oleh kantung amnion. Cairan amnion berfungsi
sebagai pelindung janin dari trauma, melindungi dari infeksi, tempat penyimpanan
nutrisi dan cairan embrio serta menjadi faktor pendukung yang penting untuk
pertumbuhan dan perkembangan sistem pernafasan dan gastrointestinal (Ross et
al, 2007). Amnion tidak mengandung vaskularisasi dan terbentuk dari awal masa
embrio. Semua kandungan dalam cairan amnion berasal langsung dari jaringan
embrio (Tong, 2013). Hal ini dijadikan dasar penggunaan cairan amnion sebagai
indeks kesehatan embrio dan spesimen cairan untuk diagnosis klinis terutama
untuk pengujian terhadap protein dan faktor pertumbuhan. Beberapa penelitian
menggunakan cairan amnion embrio ayam pada penelitian untuk analisis biokimia
seperti kadar AST dan ALT (Mastan et al, 2007; Hitesh, 2015).

Amniotic sac

Egg white

Yolk sac

Allantoic sac

Chorioallantoic
membrane

Gambar 2.4 Anatomi telur (Da Silva et al, 2018)

2.3 Candling

Candling merupakan suatu cara penilaian terhadap perkembangan embrio
didalam telur ayam dan kemampuannya dalam menetas. Pada suatu peternakan
perlu adanya proses candling untuk mengetahui adanya infertilitas telur karena
rendahnya kualitas perkawinan induk ayam atau kematian telur pada awal
perkembangan selama inkubasi. Kematian tersebut bisa disebabkan oleh

kesalahan dari faktor pendukung inkubasi seperti kelembapan, suhu, dan
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kontaminasi mikroorganisme. Candling juga dapat menunjukkan adanya
keretakan pada kerabang telur yang tidak terlihat oleh mata. Pada telur ayam
candling dilakukan setelah hari ke 5-7 inkubasi dengan cara melewatkan sinar
pada suatu ruangan gelap. Hasil candling dapat berupa gambaran gelap dengan
pembuluh darah, cicin pembuluh darah, dan terang tanpa terlihat pembuluh darah.
Gambaran gelap dengan pembuluh darah menunjukkan adanya embrio yang
berkembang dalam telur, gambaran cincin pembuluh darah menunjukkan adanya
embrio yang mati pada awal perkembangan, dan gambaran terang tanpa pembuluh
darah menunjukkan infertilitas telur (Widodo, 1999; Ernst et al, 2004).

(A) Gambaran gelap dengan pembuluh darah; (B) Gambaran cincin pembuluh darah;
(C) Gambaran terang tanpa pembuluh darah.

Gambar 2.5 Hasil candling (Ernst et al, 2004)

2.4 Kelor
2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Kelor
Menurut Integrated Taxonomic Information System (ITIS), Kklasifikasi
tanaman kelor yaitu sebagai berikut
Kingdom: Plantae
Divisi : Trachaeophyta
Kelas : Magnoliopsida
Famili : Moringaceae
Genus : Moringa
Spesies: Moringa oleifera Lamk.
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Tanaman kelor merupakan tanaman tropis dan subtropis yang berasal dari
daerah di sebelah barat laut kaki Pegunungan Himalaya. Kelor memiliki banyak
nama di dunia, begitupun di Indonesia ada berbagai macam nama kelor, dalam
bahasa Jawa, Sunda, Bali, Lampung disebut kelor. Dalam bahasa Madura
maronggih, Flores disebut moltong, Bahasa Bugis disebut keloro, Bahasa Bima
disebut ongge, dalam Bahasa Sumatra disebut murong atau barunggai, dan dalam
Bahasa Timor disebut hau fo (Aminah, et al 2015).

Kelor berbentuk perdu dan digolongkan sebagai komoditas hutan bukan
kayu. Tanaman kelor mampu mencapai tinggi 7-11 meter pada dataran rendah.
Kelor merupakan kayu berjenis lunak, dan kualitasnya rendah sehingga tidak
dapat digunakan untuk bagunan. Berakar lunak, dan berwarna kuning pucat, kulit
akarnya beraroma tajam dan pedas. Kelor berberdaun majemuk, tulang daunnya
menyirip tidak sempurna sehingga berbentuk seperti bundar telur, berwarna hijau
sampai hijau kecokelatan, panjang 1-3 cm, lebar 4 mm sampai 1 cm, ujung daun

tumpul, pangkal daun membulat, tepi daun rata (Isnan dan Muin, 2017).

> ~.,_474 ; g, v( w‘-

Gambar 2.6 Tanaman kelor (https://wikipedia.org)

Warna bunganya bervariasi dari merah, putih, dan putih kekuning-kuningan
tergantung jenisnya dengan tudung pelepah bunganya berwarna hijau. Di
indonesia lebih banyak yang berwarna putih kekuningan. Buahnya memanjang
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dapat mencapai 20-60 cm, dengan warna buah hijau saat muda dan coklat saat tua.
Dalam buah terdapat biji yang berbentuk bundar berwarna hijau saat muda dan
coklat kehitaman saat matang dan mengering. Seratus biji kelor beratnya

mencapai 18-36 gram (Isnan dan Muin, 2017).

2.4.2 Kandungan Tanaman Kelor

Kelor sudah dikenal dari zaman dahulu, dengan berbagai macam manfaat.
Kelor mendapat julukan mother best friend, miracle tree, dan tree of life karena
kandungan dari semua bagiannya. Daun kelor seberat 100 gram memiliki
kandungan kalsium setara dengan segelas susu, zat besi setara dengan 200 gram
daging sapi, dan protein sama dengan sebutir telur (Amzu, 2015). Kandungan
pada kelor lebih rinci disajikan dalam tabel 2.1 dan 2.2.

Dalam bidang pengobatan tradisional kelor dipakai sebagai antiinflamasi.
Suatu studi menunjukkan potensi antiinflamasi ekstrak daun kelor terhadap
inflamasi yang diinduksi oleh karagenan pada mencit albino (Mittal et al, 2017).
Ekstrak kelor juga dilaporkan memiliki aktivitas sebagai canal calcium blocker,
sehingga memiliki potensi sebagai antihipertensi (Dangi et al, 2002). Ekstrak
daun dan biji kelor juga dilaporkan memiliki efek antifungi melawan dermofita
seperti Microsporum canis (Chuang et al, 2007).

Tabel 2.1 Kandungan Kelor

Nutrisi Bunga Buah Biji
Kalori (Kkal/100g) 6.2 50.73 15.96
Kadar air (%) 93.02 90.86 3.11
Protein (g) 24.5 12.36 32.19
Lemak(qg) 6.01 0.98 32.40
Serat(g) 5.07 22.57 15.87
Mineral(g) 58.08 13.40 5.58

Sumber : Amina et al. (2015)
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Nutrisi Daun segar Daun kering
Kalori (Kal) 92 329
Protein (g) 6.7 29.4
Lemak (g) 1.7 5.2
Karbohidrat (g) 125 41.2
Serat (g) 0.9 125
Kalsium (mg) 440 2185
Magnesium (mg) 42 448
Fosfor (mg) 70 225
Kalium (mg) 259 1236
Tembaga (mg) 0.07 0.49
Besi (mQ) 0.85 25.6
Vitamin B1(mg) 0.06 2.02
Vitamin B2 (mg) 0.05 21.3
Vitamin B3 (mg) 0.8 7.6
Vitamin C (mg) 220 15.8
Vitamin E (mQ) 448 10.8
Myrectin (mg) 5.8
Quercetin (mg) 0.207
Kaempferol (mg) 7.57
Gallic acid (mg) 1.034
Chlorogenic acid (mg) 0.018-0.489
Caffeic acid (mg) 0.409
Alkaloid
Tannin (g/kg) 13.2-20.6
Saponin (g/kg) 64-81

Isnan dan Muin (2017); Vergara-Jimenez et al. (2017)
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2.4.3 Fitokimia Daun Kelor

Quercetin  (3,3",4",5,7-Pentahydroxyflavone)  merupakan  flavonoid
golongan flavonol yang berbentuk aglikon. Quercetin berwarna kuning, mudah
larut dalam alkohol dan lemak. Quercetin tidak diproduksi dalam tubuh dan
banyak terkandung dalam buah, sayur, teh, coklat dan anggur merah (Wu et al,
2017). Quercetin melawan toksisitas etanol merupakan gabungan efek antioksidan
dan antiinflamasi quercetin. Quercetin meningkatkan aktifitas antioksidan di hati
seperti menginduksi dan meningkatkan heme oksigenase-1 yang merupakan
enzim antioksidan sehingga menurunkan stres oksidatif sel, meningkatkan
penangkapan radikal bebas, dan menurunkan peroksidasi lipid. Aktivitas quercetin
juga menurunkan sitokin inflamasi (Miltonprabu et al, 2017; Vidhya dan Indira,
2009). Quercetin juga memiliki efek antiproliferasi terhadap sel kanker melalui
stabilisasi gen P53, menghambat jalur PI3K-Akt/PKB, dan memodulasi ekspresi
gen Ras-p21 sehingga menginduksi apoptosis dan cek poin sel (Liu et al, 2010).
Sebagai antioksidan quercetin bertindak sebagai donor elektron pada oksidan
(Zheng et al, 2017).

Kaemferol (3,40 ,5,7-tetrahydroxyflavone) merupakan golongan flavonoid
yang larut dalam alkohol panas, eter, zat-zat yang bersifat alkali, golongan
benzena dan air. Banyak terdistribusi pada tumbuhan untuk pengobatan
tradisional, sayur dan buah. Kaemferol dapat menghambat CYP450 yang
mengkatalisis metabolisme alkohol sehingga menghambat kerusakan jaringan
hati. kaemferol juga dapat melindung hati dari jejas akibat isoniazid dan
rifampicin. Kaemferol memiliki cicin fenolik dan hidroksil yang cenderung
menjadi donor elektron atau hidrogen pada radikal bebas (Wang et al, 2015; Shih
et al, 2015; National Center for Biotechnology Information, 2019).

Asam galat (3,4,5-trihydroxybenzoicacid) merupakan senyawa fenol yang
larut dalam lemak. Asam galat dapat meningkatkan aktifitas CYP450-dependen
monooksigenase dan meningkatkan hidrolasi epoksida. Pada kerusakan yang
induksi parasetamol asam galat dapat menurunkan mediator inflamasi TNFa
(Rasool et al, 2010).
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Riboflavin (vitamin B2) merupakan vitamin yang larut dalam air.
Riboflavin memiliki aktivitas hepatoprotektif terhadap ROS dengan bertindak
sebagai antioksidan. Riboflavin dapat meregenerasi penyimpanan gluthatione
(GSH) yang merupakan antioksidan endogen dihati. Riboflavin juga memiliki
efek antiinflamasi dengan menurunkan regulasi TNF a, IL-6 dan NO (Sanches et
al, 2014).

Vitamin E merupakan vitamin larut lemak. Vitamin E dapat menurunkan
tingkat peroksidasi lipid dan cenderung mendonorkan atom hidrogen pada radikal
bebas sehingga dapat memutus rantai radikal bebas. Bahkan vitamin E dapat
memperbaiki kerusakan hati yang disebabkan oleh heksaklorobenzena (Chalouati
et al, 2018).

Asam askorbat (vitamin C) merupakan vitamin yang larut air. Asam
askorbat memiliki enam gugus karbon. Asam askorbat memiliki efek
hepatoprotektif dengan meningkatkan GSH, dan menjaga integritas sel hati
melawan berbagai zat yang bersifat hepatotoksik seperti cypermethrin. Efek
hepatoprotektor asam askorbat bersifat sinergis dengan vitamin E melawan etanol,
organofosfat, dan zat-zat lain yang bersifat hepatotoksik (Adikwu dan Deo,
2013).

2.6 Ekstraksi

Ekstrak merupakan sediaan kental yang diperoleh dari ekstraksi senyawa
aktif simplisia nabati atau hewani. Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan
dari campurannya dengan pelarut yang sesuai (Hariyati, 2005). Terdapat banyak
metode dalam ekstraksi salah satunya yang banyak digunakan adalah teknik
maserasi. Metode ini dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut
dalam sebuah wadah tertutup pada suhu kamar. teknik ini menyebabkan
kerusakan pada dinding sel kemudian bahan zat yang akan diambil akan terlarut
oleh pelarut. Kekurangan metode ini adalah menggunakan pelarut yang cukup
banyak sedangkan keuntungannya menghindari kerusakan senyawa-senyawa yang
bersifat termolabil (Azwanida 2015; Susanty dan Bachmid, 2016).
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2.7 Kerangka Konseptual

Alkohol vyang dipaparkan pada embrio ayam akan menyebabkan
metabolisme oksidatif dan non oksidatif alkohol pada embrio ayam. Metabolisme
alkohol dalam jalur oksidatif menggunakan enzim alkoholdehidrogenase ADH,
CYP450, dan katalase. Pada jalur ini alkohol diubah menjadi asetaldehid
kemudian menjadi asetat. Kemudian asetat akan keluar melalui darah. Selama
metabolisme ini akan terbentuk ROS yang dapat menyebabkan kerusakan sel
dengan meningkatkan stress oksidatif, mengaktifasi makrofag dan menyebabkan
inflamas serta berinteraksi dengan berbagai molekul. Kerusakan sel yang terjadi
akan menyebabkan rilisnya enzim-enzim seperti AST dan ALT pada hati. Ekstrak
daun kelor yang mengandung berbagai zat yang memiliki efek hepatoprotektif
seperti quercetin, kaemferol, asam galat, vitamin B2, vitamin E, dan vitamin C.
Efek hepatoprotektif ekstrak daun kelor diharapkan mampu menghambat ROS
dengan bertindak sebagai donor elektron yang dihasilkan dari proses metabolisme
alkohol jalur oksidatif di hati embrio ayam. Penghambatan ini akan menyebabkan
pemutusan rantai radikal bebas, penurunan jumlah ROS sehingga tidak terjadi
stres oksidatif dan mencegah terjadi reaksi inflamasi. Kedua hal ini akan
mencegah atau menghambat kerusakan sel hati yang disebabkan oleh
metabolisme alkohol di hati embrio ayam yang ditandai dengan perubahan kadar
AST dan ALT.
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2.8 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini adalah  pemberian ekstrak daun kelor

berpengaruh terhadap kadar AST dan ALT embrio ayam yang diinduksi alkohol.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang akan digunakan dalam penelitan ini yaitu true

experimental design.

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah posttest

only control group design. Dengan skema sebagai berikut

KN ——  Normal saline

KP  —— Alkohol 10% Normal saline

N Pl ——  Alkohol 10% Ekstrak kelor 0,5 pg/ml
P2 ——  Alkohol 10% Ekstrak kelor 5 pg/ml
P3 ——  Alkohol 10% Ekstrak kelor 50 pg/mi

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian

Keterangan

N: Sampel

KN: kelompok kontrol negatif
KP: kelompok konrol positif
P1: kelompok perlakuan 1
P2: kelompok perlakuan 2
P3: kelompok perlakuan 3.

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboraturium Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas Jember. Waktu pelaksanaan penelitian yaitu bulan Desember 2018 -
Januari 20109.
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3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah seluruh telur ayam jawa super yang
dihasilkan hari yang sama yang diperoleh dari Unit Pelaksana Teknis (UPT)

Peternakan Politeknik Negeri Jember.

3.4.2 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah telur ayam berembrio
berusia tujuh hari. Pengelompokan sampel dilakukan secara simple random
sampling.

3.4.3 Jumlah Sampel
Jumlah sampel yang dibutuhkan menurut rumus Federer adalah
t1) (r-1) > 15
(5-1) (r-1) 15
4 (r-1) 15
r-1 3,75
4,75

v v

Y]

r

Vv

Dengan
t: jumlah kelompok
r: jumlah sampel
Berdasarkan hasil perhitungan diatas, jumlah sampel minimal tiap

kelompok adalah 5 sehingga total sample yang digunakan sebanyak 25 butir telur.

3.4.4 Kriteria Inklusi dan Eksklusi
a. Kriteria Inklusi
1. Telur ayam varietas ayam jawa super yang berusia tujuh hari.
2. Candling hari ketujuh menunjukkan gambaran gelap dan bayangan
pembuluh darah
3. Telur memiliki berat 0,45 gram-0,55 gram.
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b. Kriteria Eksklusi
1. Kerabang rusak
2. Embrio tidak tumbuh pada hari ketujuh dengan hasil candling telur terlihat

gambaran terang atau cincin pembuluh darah.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak daun kelor.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar AST dan ALT embrio

ayam usia 15 hari.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah fertilisasi telur ayam, tempat

penyimpanan telur, dan suhu inkubator.
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3.6 Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional
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Variabel

Definisi operasional

Satuan

Skala

Ekstrak daun

kelor

Kadar
ASTdan ALT

Embrio ayam

Induksi

alkohol

Daun kelor didapatkan dari kawasan
Perhutani Kecamatan Rambipuji. Daun
yang diambil daun yang berwarna hijau tua.
Ekstraksi dilakukan menggunakan teknik
maserasi dengan pelarut etanol 96% dengan
perbandingan 1 kg bubuk daun kelor
dimaserasi dengan 4 L etanol selama 24
jam. Ekstrak diberikan satu kali dengan
dosis 50 pg/ml, 5 pg/ml dan 0,5 pg/mi
sebanyak 250 ml melalui kantung udara
telur.

Pengukuran AST dan ALT dilakukan
menggunakan metode Kkinetik enzimatik
IFCC dengan cairan amnion sebagai
sample.

Embrio ayam merupakan varietas ayam
jawa super yang didapatkan dari UPT
Peternakan Politeknik  Negeri  Jember
dengan hasil candling telur pada hari
ketujuh menunjukkan ada bagian berwarna
gelap, dan terlihat bayangan pembuluh
darah.

Induksi alkohol menggunakan etanol 10%
sebanyak 100 pl. Induksi dilakukan dengan
menginjeksikan melalui kantung udara

telur.

pg/ml

u/L

Butir

ml

Rasio

Rasio

Nominal

Rasio
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3.7 Alat dan Bahan
3.7.1 Alat

Penelitian ini menggunakan alat-alat berupa inkubator untuk tempat
inkubasi telur ayam, lemari pendingin untuk menyimpan ekstrak dan reagen,
spuite untuk mengambil cairan amnion dan injeksi perlakuan, plester bening
untuk menutup lubang yang dibuat, waterbath untuk menguapkan pelarut pada
pembuatan ekstrak daun kelor, senter untuk candling telur, automatic
biochemistry analyzer untuk mengukur kadar AST dan ALT, minidrill untuk
melubangi telur, kertas saring, vortex, magnetic stirer, disposable tube, cawan
petri, sentrifus, gunting, botol kaca, corong, ayakan, spidol, blender, gelas kimia,

gelas ukur, mikropipet, mikrotip, gunting, pinset, tabung reaksi, dan timbangan.

3.7.2 Bahan

Penelitian ini menggunakan bahan-bahan berupa telur ayam fertil, akuades
steril, ekstrak daun kelor, etanol, normal saline, serta reagen pemeriksaan AST
dan ALT.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Pembuatan Ekstrak Daun Kelor

Pembuatan ekstrak daun kelor dilakukan berdasarkan dengan sedikit
modifikasi penelitian sebelumnya menggunakan teknik maserasi dengan pelarut
etanol 96% (Indahsari et al, 2016). Daun kelor dicuci bersih dengan air, kemudian
diangin-anginkan tanpa terkena sinar matahari langsung hingga kering. Daun
kelor yang sudah kering di blender. Bubuk daun kelor diayak untuk memisahkan
bagian daun yang masih kasar. Bubuk halus daun kelor kemudian dimaserasi
dengan perbandingan satu kilogram bubuk daun kelor dalam etanol 96% sebanyak
empat liter kemudian didiamkan selama 24 jam. Hasil maserasi di saring
menggunakan kertas penyaring. Kemudian filtrat dievaporasi menggunakan

waterbath pada suhu 60°C hingga membentuk sediaan kental (Lampiran 3.1).
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3.8.2 Pengenceran Ekstrak Etanol Daun Kelor

Dosis ekstrak daun kelor yang digunakan dalam penelitian ini mengacu
pada penelitian oleh N’nanle et al. (2017). Untuk membentuk dosis 500 pg/ml
(larutan A), 20 ml normal saline ditambah dengan 10 mg ekstrak daun kelor
kemudian dihomogenisasi. Untuk membentuk dosis 50 pug/ml (larutan B), larutan
A diambil sebanyak 1 ml kemudian ditambah normal saline 9 ml dalam tabung
reaksi lalu dihomogenisasi. Untuk menghasilkan dosis 5 pg/ml (larutan C), larutan
B diambil sebanyak 1 ml kemudian ditambah normal saline sebanyak 9 ml dalam
tabung reaksi lalu dihomogenisasi. Untuk menghasilkan dosis 0.5 pg/ml, larutan
C diambil sebanyak 1 ml kemudian ditambah normal saline sebanyak 9 ml dalam

tabung reaksi lalu dihomogenisasi (Lampiran 3.2).

3.8.3 Tahap Perlakuan terhadap Telur Ayam

Telur usia satu hari dicuci dengan akuades dan dilap dengan alkohol 70%.
Telur diinkubasi hingga hari ketujuh pada temperatur 37.5°C dan kelembapan 70-
80%. Pada hari ketujuh dilakukan candling telur untuk seleksi sesuai dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. Kemudian telur yang sesuai dengan kriteria eksklusi
dan inklusi dirandomisasi dan dikelompokkan sesuai dengan hasil randomisasi.
Telur diinkubasi kembali hingga hari ke-12.

Pada hari ke-12 Setiap telur dilubangi sebanyak dua lubang menggunakan
minidrill di atas kantung udara telur dengan jarak antar lubang +0,5 cm. Lubang
digunakan untuk tempat injeksi. Pada hari ke-12, setiap telur pada kelompok KP,
P1, P2, dan P3 diinjeksi 250 pl etanol 10% kedalam kantung udara telur
sedangkan telur pada kelompok KN diinjeksi normal saline sebanyak 250 pl.
Lubang tempat injeksi pada telur ditutup dengan plester. Telur diinkubasi kembali
selama 24 jam. Setelah 24 jam, telur diinjeksi masing-masing 100 pl perlakuan
sesuai dengan kelompok masing-masing pada lubang yang sama, normal saline
untuk KP, ekstrak daun kelor 50 pg/ml untuk kelompok P1,5 pg/ml untuk
kelompok P2, dan 0,5 pg/ml untuk kelompok P3. Tempat injeksi ditutup dengan
plester kembali dan telur diinkubasi hingga hari ke-15 (Lampiran 3.3).
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3.8.4 Tahap Pengambilan Cairan Amnion Sampel

Telur berusia 15 hari dipecahkan dengan hati-hati dari bagian yang tempat
kantung udara telur dan diletakkan pada cawan petri dengan hati-hati tanpa
merusak telur. Letak cairan amnion diidentifikasi lalu cairan amnion diserap
menggunakan spuit sebanyak 1 ml. Cairan amnion disetrifus pada 3000 rpm
selama 10 menit. Supernatan diambil untuk diukur kadar AST dan ALT
(Lampiran 3.4).

3.8.5 Tahap Pengukuran Kadar AST dan ALT Sampel
a. Pemeriksaan AST

Sebelum melakukan pengukuran kadar AST, reagen 1 AST yang terdiri dari
TRIS, L-aspartat, dan MDH dicampur dengan reagen 2 AST yang terdiri dari 2-
oxoglutarat dan NADH dengan perbandingan reagen 1 dengan reagen 2 yaitu 4:1.
Kemudian reagen dikalibrasi menggunakan serum manusia. 100 pl serum di
masukkan kedalam 1000 pl campuran reagen 1 dan 2 AST dalam tabung reaksi
kemudian dihomogenkan. Lalu diukur kadar AST menggunakan automatic
biochemistry analyzer, apabila sesuai dengan rentang kadar AST normal manusia
maka reagen dan alat bisa digunakan.

Pengukuran kadar AST sampel dilakukan dengan mencampur 100 pl
supernatan dan 1000 pl campuran reagen 1 dan 2 AST kedalam tabung tabung
reaksi. Cairan dalam tabung dihomogenkan. Kadar AST diukur dengan
menggunakan automatic biochemistry analyzer dengan panjang gelombang 340

nm (Lampiran 3.4).

b. Pemeriksaan ALT

Sebelum melakukan pemeriksaan ALT, reagen 1 ALT yang terdiri dari
TRIS, L-alanin, dan LDH dicampur dengan reagen 2 ALT yang terdiri dari 2-
oxoglutarat dan NADH dengan perbandingan reagen 1 dengan reagen 2 vyaitu 4:1.
Kemudian reagen dikalibrasi menggunakan serum manusia. 100 pl serum di
masukkan kedalam 1000 pl campuran reagen 1 dan 2 ALT dalam tabung reaksi

kemudian dihomogenkan dan diinkubasi satu menit. Lalu diukur kadar ALT
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menggunakan automatic biochemistry analyzer, apabila sesuai dengan rentang
kadar ALT normal manusia maka reagen dan alat bisa digunakan.

Pengukuran kadar ALT sampel dilakukan dengan mencampur 100 pl
supernatan dan 1000 ul campuran reagenl dan 2 ALT kedalam tabung tabung
reaksi. Cairan dalam tabung dihomogenkan. Kadar ALT diukur dengan
menggunakan automatic biochemistry analyzer dengan panjang gelombang
340nm (Lampiran 3.4).

3.9 Analisis Data

Data yang di ambil adalah kadar AST dan ALT amnion embrio ayam.
Normalitas distribusi data diuji dengan Saphiro wilk dan homogenitas data diuji
dengan Levene. Apabila data normal dan homogen maka analisis data yang
digunakan adalah Oneway ANOVA (p>0.05). Kemudian untuk melihat rata-rata
antar dua kelompok uji statistik dilanjutkan dengan Post hoc LSD.
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5. PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian ekstrak daun kelor berpengaruh terhadap kadar AST dan ALT embrio

ayam yang diinduksi alkohol.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian yang diperoleh, masih perlu dilakukan pengkajian dan
pengembangan lebih lanjut mengenai :
a. Kemampuan ekstrak daun kelor dalam menurunkan kadar AST dan ALT
pada hewan coba yang lebih tinggi seperti mencit;
b. Fraksi ekstrak daun kelor yang mampu menurunkan kadar AST dan ALT,;
c. Dosis efektif ekstrak daun kelor dalam menurunkan kadar AST dan ALT
embrio ayam; dan
d. Perubahan yang terjadi pada parameter lain atau secara histopatologi pada
organ embrio ayam yang diinduksi alkohol dan pemberian ekstrak daun

kelor.
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Lampiran 3.1 Skema Alur Ekstraksi Daun Kelor

Daun kelor dikeringkan

Dihaluskan dengan blender

Diayak

Bubuk halus dimaserasi 1 kg
bubuk daun kelor dalam 4 L
ethanol 96% selama 24 jam

Disaring dengan kertas saring

Dievaporasi dengan waterbath
pada suhu 60°C

Ekstrak kental
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Lampiran 3.2 Skema Pengenceran Ekstrak Daun Kelor

LARUTAN A (500 pg/ml) LARUTAN B (50 pg/ml)
+ 20 ml normal saline = | «1ml Larutan A

+ 10 mg ekstrak daun kelor +9 ml normal saline
LARUTAN D (5 pg/ml) LARUTAN C (0,5 pg/ml)
*1 ml larutan C = | *1mllarutan B

*9 ml normal saline «9 ml normal saline
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Lampiran 3.3 Skema Alur Perlakuan

Telur usia satu hari dicuci dan dilap dengan alkohol 70%

Seleksi telur sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi pada
hari ketujuh dengan candling

Bukan sampel sampel

Randomisasi

Inkubasi hingga hari ke-12

Telur dilubangi sebanyak dua lubang

Injeksi 250 pl etanol 10% pada kelompok KP, P1, P2,
dan P3 serta 250 ul normal saline pada kelompok KN

Inkubasi 24 jam

Injeksi 100 pl ekstrak daun kelor 0,5 pg/ml pada P1; 5 pg/ml
pada P2; 50 pg/ml pada P3; dan 100 pl normal saline pada
KP

Inkubasi hingga pengambilan cairan
amnion sample hari ke-15
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Lampiran 3.4 Tahapan Pengukuran AST dan ALT Sampel

Cairan amnion telur

Setrifus 3000 rpm
selama 10 menit

Supernatan

|

Kalibrasi reagen dan alat

100 pl supernatan + 1000 pl
reagen AST

100 pl supernatan + 1000 pl
reagen SGPT

Homogenkan Homogenkan

Pengukuran dengan automatic
biochemistry analyzer dengan
panjang gelombang 340nm

"Pengukuran dengan automatic

biochemistry analyzer dengan
panjang gelombang 340 nm
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Lampiran 3. 5 Skema Jadwal Perlakuan

Hari / Usia telur

© 00 N o o b~ w N e

el i o e
O A W N kB O

Perlakuan
Telur dicuci

Candling dan randomisasi

Injeksi alkohol
Injeksi esktrak daun kelor

Pemeriksaan kadar AST dan ALT embrio ayam
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Lampiran 4.1 Keterangan Persetujuan Etik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

KOMISI ETIK PENELITIAN
JI. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember
68121 — Email : fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor : (276 /H25.1.11/KE/2018

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK DAUN KELOR (Moringa aleifera Lamk.)

TERHADAP KADAR AST DAN ALT PADA EMBRIO AYAM YANG DIINDUKSI
ALKOHOL

Nama Peneliti Utama : Fais Dina Artika.
Name of the principal investigator

NIM : 152010101027

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember
Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

[gﬁ‘,_’ﬁiryli}}{iyanli, Sp.PK
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan

telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)
Review Proposal

I. Mohon diperhatikan, jenis telur yang akan digunakan agar hasil penelitian tidak bias.

2. Mohon diperhatikan , kontrol kualitas telur yang digunakan dalam penelitian meliputi

Jenis telur, kondisi telur, berat telur, ukuran telur, usia telur, serta warna, untuk

mengurangi bias penelitian

Mohon diperhatikan dan dicantumkan dalam protokol penelitian alat yang digunakan

untuk candling.

4. Mohon diperhatikan kontrol kualitas dari sampel amnion yang digunakan untuk
pengukuran kadar AST dan ALT.

5. Mohon diperhatikan untuk pengukuran kadar AST dan ALT harus dilakukan oleh tenaga
kompeten dilaboratorium yang sesuai agar tidak terjadi bias penelitian.

6. Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari
lingkungan.

()

_-Mengetahui Jember, 15 Januari 2019
~ ?;_ﬁgyﬁminisi Etik Penelitian Reviewer
2N

o

dr. Ayu Munawaroh Aziz, M.Biomed

&
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Lampiran 4.2 Hasil Pengukuran Kadar AST dan ALT

50

Kelompok Subyek AST (U/L) ALT (U/L)
KN 1 2,34 2,30
2 0,17 0,42
3 0,77 0,46
4 1,23 1,20
5 1,27 1,90
KP 1 9,88 4,71
2 6,27 2,48
3 11,55 8,96
4 4,21 4,38
9 5,78 4,81
P1 1 9,68 8,79
2 1,39 4,95
3 1,08 3,16
4 3,96 4,08
5 4,19 5,14
P2 1 0,95 1,71
2 4,21 3,80
3 2,91 3,01
4 1,36 1,91
) 1,67 2,25
P3 1 0,69 2,52
2 0,64 2,24
3 0,49 1,95
4 2,66 3,45
5 2,30 3,67
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Lampiran 4.3 Data Statistika
Diagram antar perlakuan
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Uji Normalitas

Tests of Normality

52

Shapiro-Wilk
KELOMPOK Statistic df Sig.
AST KN ,961 5 ,816
KP ,922 5 ,542
P1 ,858 5 221
P2 ,910 5 470
P3 ,790 5 ,067
ALT KN ,898 5 ,399
KP ,864 5 ,243
P1 ,870 5 ,267
P2 ,919 5 ,525
P3 ,900 5 411
Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
AST Based on Mean 2,746 4 20 ,057
Based on Median 1,462 4 20 ,251
Based on Median and 1,462 4 11,320 277
with adjusted df
Based on trimmed mean 2,661 4 20 ,063
ALT Based on Mean 1,030 4 20 416
Based on Median ,614 4 20 ,658
Based on Median and ,614 4 9,723 ,663
with adjusted df
Based on trimmed mean ,861 4 20 ,504
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One Way ANOVA
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
AST  Between 140,374 4 35,093 7,096 ,001
Groups
Within 98,906 20 4,945
Groups
Total 239,280 24
ALT  Between 59,249 4 14,812 6,047 ,002
Groups
Within 48,988 20 2,449
Groups
Total 108,237 24
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Uji Post hoc LSD

Multiple Comparisons
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LSD
95% Confidence
Mean Interval
Dependent Difference Std. Lower Upper
Variable (1) kel (J) kel (1-J) Error Sig. Bound Bound
AST KN KP -6,38200" 1,40646 ,000 -9,3158 -3,4482
P1 -2,90400 1,40646 ,052  -5,8378 ,0298
P2 -1,06400 1,40646 458  -3,9978  1,8698
P3 -,20000 1,40646 ,888 -3,1338  2,7338
KP KN 6,38200° 1,40646 ,000 3,4482  9,3158
P1 3,47800° 1,40646 ,022 5442  6,4118
P2 5,31800" 1,40646 ,001  2,3842  8,2518
P3 6,18200" 1,40646 ,000 3,2482  9,1158
P1 KN 2,90400 1,40646 ,052 -,0298  5,8378
KP -3,47800" 1,40646 022 -6,4118 -,5442
P2 1,84000 1,40646 206 -1,0938  4,7738
P3 2,70400 1,40646 ,069 -,2298  5,6378
P2 KN 1,06400 1,40646 458 -1,8698  3,9978
KP -5,31800" 1,40646 ,001  -8,2518 -2,3842
P1 -1,84000 1,40646 206 -4,7738  1,0938
P3 ,86400 1,40646 546  -2,0698  3,7978
P3 KN ,20000 1,40646 ,888 -2,7338  3,1338
KP -6,18200" 1,40646 ,000 -9,1158 -3,2482
P1 -2,70400 1,40646 ,069 -5,6378 ,2298
P2 -,86400 1,40646 546  -3,7978  2,0698
ALT KN KP -3,81200°  ,98982 ,001  -58767 -1,7473
P1 -3,96800°  ,98982 ,001  -6,0327 -1,9033
P2 -1,28000  ,98982 211 -3,3447 , 71847
P3 -1,51000 ,98982 143 -3,5747 ,5547
KP KN 3,81200°  ,98982 ,001 17473  5,8767
P1 -, 15600 ,98982 876 -2,2207  1,9087
P2 2,53200° ,98982 ,019 4673 4,5967
P3 2,30200°  ,98982 ,031 2373 4,3667
P1 KN 3,96800°  ,98982 ,001 19033  6,0327
KP ,15600  ,98982 876 -1,9087  2,2207
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P2

P3

P2
P3
KN
KP
P1
P3
KN
KP
P1
P2

2,68800°
2,45800"
1,28000
-2,53200"
-2,68800"
-,23000
1,51000
-2,30200"
-2,45800"
23000

,98982
,98982
,98982
,98982
,98982
,98982
,98982
,98982
,98982
,98982

,013
,022
211
,019
,013
,819
,143
,031
,022
,819

6233
3933
- 7847
-4,5967
-4,7527
-2,2947
- 5547
-4,3667
-4,5227
-1,8347
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4,7527
4,5227
3,3447
-,4673
-,6233
1,8347
3,5747
-,2373
-,3933
2,2947
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Lampiran 4.4 Rekomendasi Bebas Plagiasi

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGIDAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKtERAN

JI. Kalimantan 1/37 Kampus Tegal Boto. Telp. (0331) 337877, Fax (0331) 324446
Jember 68121,

REKOMENDASI BEBAS PLAGIASI

Nomor : 52 /H25.1.11/KBSI/2019

Komisi bimbingan Skripsi dan Ilmiah, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya
peningkatan kualitas dan originalitas karya tulis ilmiah mahasiswa berupa skripsi, telah
melakukan pemeriksaan plagiasi atas skripsi yang berjudul :

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK DAUN KELOR (Moringa oleifera Lamk.)
TERHADAP KADAR AST DAN ALT PADA EMBRIO AYAM YANG DIINDUKSI

ALKOHOL

Nama Penulis : Fais Dina Artika

NIM. : 152010101027

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Telah menyetujui dan dinyatakan “BEBAS PLAGIASI”

Surat Rekomendasi ini dapat digunakan sebagaimana mestinya.

! 23 Januari 2019
wShBimbingan Skripsi & Ilmiah

- ———
KNMIS! BIMBINGAN
w | SKRIFS) AN ILMiAN | o
e ——

IP. 19740604 200112 2 002
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Lampiran 4.5 Dokumentasi

Pengeringan daun kelor Penimbangan bubuk daun kelor

Maserasi bubuk daun kelor Penyaringan hasil maserasi

Evaporasi hasil maserasi Penimbangan ekstrak
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Homogenisasi larutan A Candling telur dengan gambaran gelap
dan bayangan pembuluh darah

Inkubasi telur Injeksi etanol 10%

Melubangi telur dengan minidrill Pemecahan telur
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Injeksi ekstrak kelor Reagen ALT

Reagen AST

(A) Cairan Allantois, (B) Cairan Amnion, (C)
Embrio, (D) Albumin, (E) membran korioalantois,
(F) Yolk sak.

Telur beremberio usia hari ke 15

Sentrifugasi amnion sampel
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Pengukuran kadar AST dan ALT

Ekstrak semi kental daun kelor
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