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MOTTO
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Tuhanmulah hendaknya engkau berharap”.
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RINGKASAN

Efek Pemberian Ekstrak Daun Seledri (Apium graveolens L.) Terhadap
Kadar Kreatinin dan Ureum Serum Tikus (Rattus norvegicus) yang
Diinduksi Etilen Glikol; Firiansah Hinggarse Audi, 161810401043; 2020; 40
halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam.

Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai tanaman obat tradisional
adalah tanaman seledri (Apium graveolens L.) Senyawa fitokimia yang
terkandung dalam seledri antara lain flavonoid yang bersifat diuretik sehingga
diduga mampu mengobati gangguan fungsi ginjal antara lain batu ginjal. Sekitar
80% batu ginjal terbentuk dari kalsium, yang berikatan dengan oksalat
membentuk batu kalsium oksalat. Akumulasi kalsium oksalat pada ginjal
menyebabkan kerusakan ginjal yang ditandai dengan penurunan laju filtrasi
glomerulus. Penurunan laju filtrasi glomerulus menyebabkan zat sisa metabolisme
seperti kreatinin dan ureum meningkat kadarnya dalam darah. Dengan demikian
perlu adanya penghambatan pada kreatinin dan ureum yang meningkat, dengan
pemberian senyawa fitokimia yang berasal dari tanaman seledri. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui bagaimana efek ekstrak daun seledri (A. graveolens)
terhadap kadar kreatinin dan ureum serum tikus (R. norvegicus) yang diinduksi
etilen glikol 0,75% dan ammonium klorida 2%.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Zoologi, Laboratorium Botani
dan Laboratorium Bioteknologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam Universitas Negeri Jember. Pada penelitian ini digunakan tikus
(Rattus norvegicus) strain Wistar yang dibagi menjadi 3 perlakuan yaitu, kontrol
positif (tikus induksi EG 0,75% dan AK 2%, tanpa pemberian ekstrak seledri),
dosis 1 (tikus induksi EG 0,75% dan AK 2%, diberi ekstrak seledri dosis 100
mg/kg BB) dan dosis 2 (tikus induksi EG 0,75% dan AK 2%, diberi ekstrak
seledri dosis 100 mg/kg BB). Pemberian ekstrak seledri dilakukan pada hari ke-8
sampai hari ke-21. Pengambilan darah tikus dilakukan pada hari ke 0, 8, dan 22
dengan menggunakan mikrohematokrit melalui vena orbitalis. Setelah
pengambilan darah dilakukan pengukuran kadar kreatinin dan ureum

menggunakan alat Biolyzer® 100. Data penelitian dianalisis T-test, analisis one
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way ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% dilanjutkan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT), analisis General Linear Model (GLM) — Repeated Measures
dan Multivariate menggunakan software SPSS versi 16.0.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak seledri selama
hari ke-8 sampai hari ke-21 dengan dosis 100 mg/kg BB dan 200 mg/kg BB tidak
mengakibatkan penurunan kreatinin secara nyata, meskipun demikian rata-rata
kadar kreatinin cenderung menunjukkan penurunan. Sedangkan pada dosis 100
mg/kg BB dan 200 BB dapat menyebabkan penurunan rata-rata kadar ureum
serum tikus yang diinduksi etilen glikol 0,75% dan ammonium klorida 2%. Dapat
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak seledri selama hari ke-8 sampai hari ke-21
dosis 100 mg/kg BB dan 200 mg/kg BB tidak berpengaruh nyata terhadap
penurunan kadar Kreatinin serum tikus dan berpengaruh nyata terhadap penurunan

kadar ureum serum tikus.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kekayaan hayati di Indonesia terhitung sekitar 9.600 spesies tumbuhan
berkhasiat sebagai tanaman obat dan kira-kira 300 spesies tumbuhan digunakan
sebagai bahan ramuan obat tradisional (DepKes RI, 2007). Salah satu tanaman
yang berpotensi sebagai tanaman obat tradisional adalah tanaman seledri (Apium
graveolens L.) (Kolarovic et al., 2010). Seledri merupakan tanaman yang
termasuk famili Apiaceae. Senyawa fitokimia yang terkandung dalam seledri
antara lain flavonoid (Kooti dan Daraei, 2017). Senyawa flavonoid bersifat
diuretik yang dapat meningkatkan laju ekskresi urin sehingga diduga mampu
mengobati gangguan fungsi ginjal antara lain batu ginjal (Nurihardiyanti et al.,
2015).

Batu ginjal merupakan salah satu masalah urologi yang serius, yang
menempati urutan ketiga setelah infeksi saluran kemih dan kelainan prostat
(Bahdarsyam, 2003). Batu ginjal (nefrolitiasis) merupakan gangguan pada kaliks
atau pelvis ginjal yang berpotensi menyumbat saluran urin (Fikriani dan
Wardhana, 2018). Pembentukan batu ginjal dapat dipengaruhi oleh faktor intrinsik
dan faktor ekstrinsik. Faktor intrinsik yaitu jenis kelamin dan umur. Jenis kelamin
berpengaruh terhadap pembentukan batu ginjal berkaitan dengan peranan hormon
seks. Menurut Lee et al. (1996) hormon testosteron dapat meningkatkan
pembentukan kristal kalsium oksalat di ginjal, sedangkan hormon estrogen dapat
menghambat. Hormon testosteron dapat meningkatkan aktivitas glycolic acid
oxidase (GAO) yaitu enzim yang mengubah glisin menjadi oksalat, sehingga
mempengaruhi pembentukan oksalat (Lee et al., 1996; Zhao et al., 2013).
Sedangkan hormon estrogen dapat menghambat aktivitas GAO (Zhao et al.,
2013). Umur juga berperan dalam pembentukan batu ginjal disebabkan karena
terjadi penurunan fungsi ginjal pada usia lanjut. Penurunan fungsi ginjal
berpengaruh pada proses filtrasi sehingga ginjal tidak dapat bekerja secara
maksimal untuk membuang zat-zat sisa metabolisme (Riani et al., 2019). Faktor

ekstrinsik yaitu pola makan dan zat yang terkandung dalam urin, dapat memicu
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sedimentasi urin dalam ginjal (Fauzi dan Putra, 2016). Sedimentasi urin terbentuk
akibat terjadinya supersaturasi urin (Ankur et al., 2010). Supersaturasi urin akan
mendorong pembentukan kristal di ginjal (kristalisasi) (Tsujihata, 2007). Agregat
kristal tumbuh dan akhirnya sebuah batu ginjal terbentuk (Tsujihata, 2007; Ankur
et al., 2010). Menurut Coe et al. (2005) sekitar 80% batu ginjal terbentuk dari
kalsium, yang berikatan dengan oksalat membentuk batu kalsium oksalat.

Akumulasi kalsium oksalat pada ginjal menyebabkan kerusakan ginjal
yang mengakibatkan oliguria dan anuria serta gagal ginjal akut (Brent, 2001).
Gangguan fungsi ditandai dengan penurunan laju filtrasi glomerulus. Penurunan
laju filtrasi glomerulus menyebabkan zat sisa metabolisme seperti kreatinin dan
ureum meningkat kadarnya dalam darah (Sudarsana et al., 2013). Silva et al.
(2008) menyatakan bahwa kreatinin merupakan hasil produk akhir dari
metabolisme fosfokreatin sedangkan Loho et al. (2016) menyebutkan bahwa
ureum adalah produk akhir hasil katabolisme protein dan asam amino yang
diproduksi oleh hepar.

Kreatinin dan ureum yang meningkat dapat dihambat dengan adanya
senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid dapat meningkatkan laju filtrasi
glomerulus sehingga kadar kreatinin dan ureum menurun dalam darah (Rumondor
et al., 2019). Selain itu senyawa flavonoid dapat memutus ikatan antara kalsium
dan oksalat dengan cara berikatan dengan kalsium sehingga kristal kalsium
oksalat tidak terbentuk (Triyasmono dan Suhartono, 2015).

Etilen glikol digunakan sebagai cairan anti pembekuan, cairan pendingin
dan larutan pewarna. Cairan etilen glikol apabila tidak sengaja tertelan hingga
100-200 ml akan dimetabolisme dalam tubuh dan menghasilkan asam oksalat.
Asam oksalat dapat berikatan dengan kalsium dalam darah yang membentuk
kristal kalsium oksalat dan mengendap di ginjal yang dapat menyebabkan
kegagalan ginjal akut (Brent, 2001). Disebutkan oleh Nainggolan et al. (2018)
etilen glikol digunakan sebagai model untuk induksi pembentukan batu ginjal,
sedangkan ammonium klorida berfungsi untuk mempercepat proses pembentukan

batu ginjal. Disebutkan oleh Arifin et al. (2014) untuk mempercepat pembentukan
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batu ginjal dilakukan dengan memberikan 0,75% etilen glikol dan ammonium
klorida 2% selama 7 hari.

Berdasarkan penelitian Tandi et al. (2017), disebutkan bahwa ekstrak
etanol daun gondola merah (Basella alba L.) yang mengandung flavonoid dengan
dosis 200 mg/kg dapat menurunkan kadar kreatinin dan ureum tikus (Rattus
novergicus) diabetes yang diinduksi streptozotocin. Penelitian lain oleh Azizah et
al. (2019), menyebutkan bahwa ekstrak etanol daun afrika (Vernonia amygdalina
Delile) yang mengandung flavonoid dengan dosis 500 mg/kg BB efektif
menurunkan kadar ureum tikus putih jantan (R. novergicus) yang terinduksi
gentamisin. Penelitian Rakanita et al. (2017) menyebutkan bahwa pemberian
ekstrak etanol daun seledri (A. graveolens) dengan dosis 50 mg/kg BB efektif
dapat menurunkan kadar asam urat darah tikus (R. novergicus) yang diinduksi
kalium oksonat.

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, perlu dilakukan penelitian
tentang efek ekstrak daun seledri terhadap kadar kreatinin dan ureum serum tikus

(R. norvegicus) yang diinduksi etilen glikol.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana efek ekstrak
daun seledri (A. graveolens) terhadap kadar kreatinin dan ureum serum darah

tikus (R. norvegicus) yang diinduksi etilen glikol dan ammonium klorida 2%.

1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain:
1. Tikus yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus jantan Strain Wistar.
2. Daun seledri (A. graveolens) diperoleh dari kebun Kalisat, Desa
Sukowono, Kecamatan Sumberjambe, Jember, Jawa Timur.

3. Dilakukan induksi etilen glikol 0,75% dan ammonium klorida 2%.
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1.4 Tujuan

Tujuan dalam penelitian ini adalah untuk mengetahui bagaimana efek
ekstrak daun seledri (A. graveolens) terhadap kadar kreatinin dan ureum serum
darah tikus (R. norvegicus) yang diinduksi etilen glikol 0,75% dan ammonium
klorida 2%.

1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
pemanfaatan ekstrak daun seledri (A. graveolens) yang berpotensi diuretik

sehingga mampu mengobati gangguan fungsi ginjal seperti batu ginjal.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Potensi Tanaman Seledri (Apium graveolens L.) sebagai Herbal

Seledri (A. graveolens) merupakan tanaman yang termasuk famili
Apiaceae dan memiliki ciri morfologi batang dengan tinggi 60-90 cm, daun
tumbuh pada tangkai yang bercabang, pertulangan daun menyirip, bunga kecil
berwarna putih seperti yang terlihat pada Gambar 2.1 (Malhotra, 2006; Kooti dan
Daraei, 2017). Seledri dapat tumbuh di daerah tropis maupun subtropis seperti
Afrika dan Asia (Kooti dan Daraei, 2017). Tanaman seledri di Indonesia
dimanfaatkan sebagai penyedap masakan (Pratiwi et al.,, 2019). Selain
dimanfaatkan sebagai penyedap masakan, seledri juga berpotensi dimanfaatkan
sebagai ramuan obat tradisional (Kolarovic et al., 2010).

Penelitian Anggraeni et al. (2016) menyebutkan bahwa pemberian ekstrak
etanol seledri (A. graveolens) pada tikus (R. norvegicus) dengan dosis 125 mg/kg
BB dan dosis 250 mg/kg BB efektif menurunkan kadar kolesterol yang diinduksi
hyperlipidemia. Penelitian Syarifahnur et al. (2018), menyebutkan bahwa
pemberian infusa daun seledri (A. graveolens) dengan konsentrasi 15% selama 14
hari menurunkan kadar glukosa darah tikus (R. norvegicus) yang diinduksi

aloksan.

Seledri sebagai tanaman obat mengandung senyawa fitokimia diantaranya
flavonoid, alkaloid dan steroid (Kooti dan Daraei, 2017). Senyawa flavonoid
paling banyak terdapat pada bagian daun seledri dibandingkan pada bagian batang
dan bunga (Kusumadewi dan Yuli, 2010). Menurut Nurihardiyanti et al. (2015)
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senyawa flavonoid bersifat diuretik yang dapat meningkatkan laju ekskresi urin
sehingga diduga mampu mengobati gangguan fungsi ginjal karena adanya batu
didalam ginjal. Flavonoid merupakan senyawa yang sering ditemukan dalam

bentuk glikosilasi atau diesterifikasi seperti yang terlihat pada Gambar 2.2

Gambar 2.2 Struktur Flavonoid (Wang et al., 2018).

2.2 Mekanisme Pembentukan Batu Ginjal

Batu ginjal (nefrolitiasis) merupakan salah satu penyakit pada organ ginjal
bagian kaliks dan pelvis ginjal. Pembentukan batu ginjal dapat dipengaruhi oleh
faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor intrinsik yaitu jenis kelamin dan umur,
sedangkan faktor ekstrinsik yaitu pola makan dan zat yang terkandung dalam urin,
yang dapat memicu sedimentasi urin dalam ginjal (Fauzi dan Putra, 2016).
Sedimentasi urin terbentuk apabila terjadi supersaturasi urin (Ankur et al., 2010).

Supersaturasi urin akan mendorong kristalisasi atau pembentukan kristal di
ginjal (Tsujihata, 2007). Tahapan proses kristalisasi disebut nukleasi, proses
nukleasi terjadi ketika kalsium dan oksalat berikatan membentuk inti kristal
(nukleasi heterogen) (Tsujihata, 2007; Ankur et al., 2010). Pertumbuhan inti
kristal terjadi seiring meningkatnya konsentrasi garam yang terlarut, namun
pertumbuhannya sangat lambat sehingga tidak dapat membentuk ukuran yang
cukup besar yang dapat menyumbat tubulus ginjal (Tsujihata, 2007). Selanjutnya,
inti kristal saling mengikat untuk membentuk ukuran yang lebih besar, yang
merupakan sebuah proses yang dikenal sebagai agregasi. Agregat kristal tumbuh
dan akhirnya terbentuk sebuah batu ginjal (Tsujihata, 2007; Ankur et al., 2010).
Tahapan pembentukan batu ginjal seperti yang terlihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Tahapan pembentukan batu ginjal (Tsujihata, 2007).

Disebutkan oleh Coe et al. (2005) bahwa sekitar 80% batu ginjal terbentuk
dari kalsium, yang berikatan dengan oksalat membentuk batu kalsium oksalat.
Akumulasi kalsium oksalat pada ginjal menyebabkan kerusakan ginjal yang
mengakibatkan oliguria dan anuria serta gagal ginjal akut (Brent, 2001). Hasil
penelitian Krisna (2011) menyebutkan bahwa, kelebihan kalsium dan oksalat
dapat mempengaruhi terjadinya pembentukan batu ginjal. Hasil pengamatan
Madyastuti et al. (2015) dengan menggunakan mikroskop polarisasi menunjukkan
bahwa adanya kristalisasi pada daerah duktus kolektivus pada ginjal tikus yang
diinduksi etilen glikol 0,75% dan ammonium Klorida 2%. Pemberian infusum
daun alpukat dengan konsentrasi 10% selama 10 hari dapat memperkecil ukuran
kristal kalsium oksalat. Selain itu, pemberian infusum daun alpukat dapat
menghambat kenaikan kadar kreatinin dan ureum dalam darah.

2.3 Kreatinin dan Ureum sebagai Hasil Ekskresi Ginjal

Ginjal merupakan organ yang berperan penting dalam pengeluaran zat-zat
toksik atau racun serta mempertahankan keseimbangan air dan elektrolit dalam
tubuh (Aditya et al., 2018). Bahan nefrotoksik dapat merusak sel-sel epitel ginjal
yang mengakibatkan terjadinya vasokontriksi dan iskemia. Vasokontriksi akan

mengubah transpor ion pada permukaan luminal dan menurunkan absorpsi
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natrium sehingga konsentrasi natrium di tubulus distal meningkat, sehingga
menstimulasi renin angiotensin yang berdampak pada vasokontriksi dan
penurunan laju aliran darah. Terjadinya vasokontriksi dan penurunan laju aliran
darah merupakan faktor penurunan laju filtrasi glomerulus (Madyastuti et al.,
2015).

Penurunan laju filtrasi glomerulus menyebabkan zat sisa metabolisme
seperti kreatinin dan ureum meningkat kadarnya dalam darah (Sudarsana et al.,
2013). Silva et al. (2008) menyatakan bahwa kreatinin merupakan hasil produk
akhir dari metabolisme fosfokreatin sedangkan Loho et al. (2016) menyebutkan
bahwa ureum adalah produk akhir hasil katabolisme protein dan asam amino yang
diproduksi oleh hepar.

Reaksi pembentukan kreatin membutuhkan tiga asam amino, arginin,
glisin, dan metionin. Reaksi pertama adalah amino dari arginin ditransfer ke
kelompok amino glisin, menghasilkan ornitin dan asam guanidinoasetat (GAA)
yang dikatalisis oleh enzim L-arginin-glisin amidinotransferase (AGAT). GAA
kemudian dimetilasi oleh S-adenosilmetionin (SAM) sebagai penambahan
metionin. Reaksi ini menghasilkan kreatin dan S-adenosilhomosistein (SAH) yang
dikatalisis oleh enzim guanidinoasetat metiltransferase (GAMT) (Silva et al.,
2008). Kreatin mendapatkan gugus fosfat dari pelepasan Adenosintriphospat ATP
dalam mitokondria, sehingga membentuk fosfatkreatin (Ganong, 2005).
Fosfatkreatin melalui proses dehidrasi non-enzimatik membentuk kreatin yang
kemudian diekskresikan melalui urin (Silva et al., 2008). Jalur biosintesis

kreatinin seperti yang terlihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Jalur Biosintesis Kreatinin (Kramer et al., 2004).

Reaksi pembentukan ureum diawali ketika ammonia dikonversi menjadi
karbamoil fosfat, yang bereaksi dengan ornitin untuk menghasilkan sitrulin.
Enzim yang terlibat adalah ornitin carbamoyltransferase. Sitrulin melalui
serangkaian reaksi menghasilkan arginin, yang selanjutnya dipecah menjadi urea
dan ornitin. Ureum akan diekskresikan ke dalam urin melalui ginjal sedangkan
ornitin diulang kembali dalam siklus (Ganong, 1995). Jalur biosintesis ureum

seperti yang terlihat pada Gambar 2.5.

+#C0 +NH
2 3

Ornitin =~ -H.0 Sitrulin

+MH; -H,0

+H.0

Arginin — 3 Ureum
Gambar 2.5 Jalur Biosintesis Ureum (Guyton, 1994).

Hasil penelitian Putri et al. (2019), menyebutkan bahwa ekstrak etanol
daun kemangi (Ocimum basilicum) yang mengandung flavonoid dengan dosis 700
mg/kg selama 14 hari dapat menurunkan kadar ureum tikus (R. norvegicus) yang
diinduksi monosodium glutamate (MSG). Hasil penelitian lain oleh Rumondor et
al. (2019), menyebutkan bahwa ekstrak etanol daun leilem (Clerodendrum

minahasae) yang mengandung flavonoid dengan dosis 150 mg/kg BB selama 14
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hari efektif menurunkan kadar kreatinin, ureum dan asam urat tikus putih jantan

(R. norvegicus) yang terinduksi etilen glikol.

2.4 Etilen Glikol sebagai Model Pembentukan Batu Ginjal pada Hewan Uji

Etilen glikol adalah senyawa yang memiliki rumus kimia C,HgO, dan
berat molekul 62,07 g/mol. Cairan etilen glikol rasanya manis, kental, tidak
mudah menguap, tidak berwarna dan sangat higroskopis. Etilen glikol paling
banyak digunakan sebagai cairan anti pembekuan, cairan pendingin dan larutan
pewarna. Senyawa ini juga digunakan dalam pembuatan bahan peledak, plastik
dan serat sintesis (Brent, 2001).

Etilen glikol bersifat toksik dan apabila tidak sengaja tertelan akan
dimetabolisme dalam tubuh setelah 1 hingga 4 jam. Tahapan pertama etilen glikol
mengalami oksidasi menjadi glikoaldehid oleh enzim alkohol dehidrogenase.
Kemudian glikoaldehid diubah menjadi asam glikolat oleh enzim aldehid
dehidrogenase. Asam glikolat dioksidasi menjadi asam glioksalat dan akhirnya
menjadi asam oksalat oleh enzim asam glikolat dehidrogenase. Asam oksalat
dapat berikatan dengan kalsium dalam darah membentuk kristal kalsium oksalat
dan mengendap di ginjal yang dapat menyebabkan kegagalan ginjal akut (Brent,
2001). Jalur metabolisme etilen glikol seperti yang terlihat pada Gambar 2.6.

Ethylene glycol

MNAD
Alcohol dehydrogenase

NADH
4

-|
Glycoaldehyde

MNAD
Aldehyde dehydrogenase

NADH
A

,

Oz
@co lic acid oxidase
Ha0O

v
- - Glycolic acid
Glyow@ dehydrogenase
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ketoadipic acid
Glycolic acid oxidase
Glycine and  Pyridoxine 4 HaO
benzoic acid 2
v

CaZ+

v
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Gambar 2.6 Jalur metabolisme etilen glikol (Brent, 2001).
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Disebutkan oleh Nainggolan et al. (2018) bahwa etilen glikol dapat
digunakan sebagai model untuk induksi pembentukan batu ginjal, sedangkan
ammonium Klorida berfungsi untuk mempercepat proses pembentukan kalsium
oksalat. Arifin et al. (2014) menyebutkan bahwa untuk mempercepat
pembentukan batu ginjal dapat dilakukan dengan pemberian 0,75% etilen glikol

dan ammonium klorida 2% selama 7 hari.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu pelaksanaan penelitian dimulai pada bulan Februari 2020 sampai
dengan April 2020. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Zoologi,
Laboratorium Botani dan Laboratorium Bioteknologi Jurusan Biologi Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Jember.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan untuk pembuatan ekstrak daun seledri yaitu oven,
timbangan, blender, saringan tepung 60 mesh, beaker glass 2000 ml, gelas ukur
100 ml, botol spout 900 ml, corong plastik, kertas saring, spatula, cawan porselin,
waterbath, dan rotary evaporator. Alat yang digunakan untuk induksi etilen glikol
adalah sonde, micropipet dan beaker glass 150 ml. Alat yang digunakan pada
penelitian ini meliputi alat untuk pengukuran kadar kreatinin dan ureum yaitu
Biolyzer® 100, vacuum tube merah, sentrifuge, mikrohematokrit, microtube.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian adalah tikus (R. novergicus) jantan
strain Wistar umur 2 bulan, berat badan 180 - 200 gram, sehat, tidak cacat dan
bergerak aktif. Sekam padi, serbuk gergaji kayu, akuades, pakan pelet (BR1)
produksi PT. Charoen Pokphand Indonesia Animal Feedmill Co. Ltd Jakarta.
Ekstrak daun seledri (A. graveolens), akuades, corn oil, etilen glikol 0,75%,
amonium klorida 2%, etanol 96%, H,SO,, kit reagen kreatinin dan kit reagen

ureum.

3.3 Rancangan Penelitian

Kelompok kontrol dibagi 2 yaitu kelompok kontrol negatif dan kelompok
kontrol positif. Kelompok kontrol negatif (0) yaitu tikus tanpa diinduksi etilen
glikol 0,75% dan amonium Kklorida 2%, serta tanpa pemberian ekstrak daun
seledri di hari ke-0. Kelompok kontrol positif (1) yaitu tikus yang diinduksi etilen

glikol 0,75% dan amonium klorida 2%, tanpa pemberian ekstrak daun seledri.
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Kelompok kontrol negatif digunakan sebagai standar (base line) bahwa induksi
etilen glikol 0,75% dan amonium klorida 2% telah menyebabkan ekskresi
kreatinin dan ureum tikus meningkat.

Kelompok perlakuan ada dua, pertama yaitu kelompok tikus diinduksi etilen
glikol 0,75% dan amonium klorida 2%, dengan pemberian ekstrak daun seledri
dosis 100 mg/kg BB setiap hari, mulai hari ke-8 sampai hari ke-21. Kelompok
perlakuan kedua yaitu kelompok tikus diinduksi etilen glikol 0,75% dan amonium
klorida 2%, dengan pemberian ekstrak daun seledri dosis 200 mg/kg BB setiap
hari, mulai hari ke-8 sampai hari ke-21.

Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 3 perlakuan dan 6-7 kali pengulangan. Variabel
bebas pada penelitian ini adalah dosis perlakuan pemberian ekstrak daun seledri
(A. graveolens). Variabel terikatnya adalah kadar kreatinin dan ureum tikus pada
darah. Objek penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus jantan (R. norvegicus)
strain Wistar umur 2 bulan dengan berat rata-rata 180-200 gram. Berikut

pembagian kelompok uji dan alur penelitian (Gambar 3.1)
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3.4 Tahapan Penelitian
3.4.1 Persiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah 20 ekor tikus jantan umur 2 bulan
dengan berat 180-200 gram. Hewan dipelihara dan diadaptasikan pada kandang
terbuat dari bak plastik dan penutup ram kawat berukuran 34 cm x 25 cm x 12 cm
diberi alas sekam dan serbuk gergaji kayu. Selama pemeliharaan, tikus diberi
pakan pellet (BR1) sebanyak 20 gram dan diberi minum akuades secara ad

libitum.

3.4.2 Pembuatan ekstrak daun seledri.

Tahap pertama adalah daun seledri (A. graveolens) sebanyak 5 kg dioven
pada suhu 50°C selama 20 jam. Serbuk simplisia kering dihaluskan dengan
blender dan diayak menggunakan ayakan berukuran 60 mesh dan diperoleh total
simplisia halus sebanyak 395 gram. Serbuk simplisia halus ditimbang 100gram
kemudian dimaserasi dalam etanol 96% selama 24 jam. Hasil maserasi kemudian
disaring dan ditampung. Residu dari hasil maserasi dikumpulkan kemudian
dilakukan remaserasi menggunakan etanol 96% seperti maserasi sebelumnya.
Filtrat hasil maserasi di evaporasi pada suhu 60°C selama 1 jam menggunakan
rotary evaporator dan dihasilkan ekstrak kental daun seledri (Majidah et al.,
2014).

3.4.3 Pembuatan Larutan Etilen Glikol 0,75% dan Amonium Klorida 2%

Untuk pembuatan etilen glikol 0,75% diperlukan etilen glikol sebanyak
7,5 mL kemudian dilarutkan dalam akuades sebanyak 1000 mL sehingga
didapatkan konsentrasi 0,75% demikian juga untuk pembuatan amonium klorida
2% diperlukan amonium klorida sebanyak 20gram kemudian dilarutkan dalam
akuades sebanyak 1000 mL sehingga didapatkan konsentrasi 2% (Santi et al.,
2018).
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3.4.4 Pengambilan Sampel Darah Tikus melalui Vena Orbitalis

Pengambilan darah tikus dilakukan pada hari ke 0, 8, dan 22 dengan
menggunakan mikrohematokrit melalui vena orbitalis (Atmani et al., 2009).
Darah ditampung pada microtube dan didiamkan selama 15 menit. Setelah
didiamkan selama 15 menit, diambil cairan pada bagian atas menggunakan
mikropipet. Cairan dipindahkan pada microtube yang steril kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit dan diambil
supernatan (serum) (Akrom dan Prasetyawan, 2016). Serum disimpan dalam deep
freezer dengan suhu -20°C untuk dilakukan pemeriksaan kadar kreatinin dan

ureum.

3.4.5 Pengukuran Kadar Kreatinin dan Ureum

Alat yang digunakan untuk pengukuran kadar kreatinin dan ureum yaitu
Biolyzer® 100. Untuk pengukuran kadar kreatinin pada serum digunakan kit
reagen kreatinin. Kit reagen kreatinin terdiri atas dua reagen yaitu Reagen 1 (R1)
dan Reagen 2 (R2). Kemudian kedua reagen dimasukkan kedalam microtube
dengan komposisi R1 500 pl, R2 500 ul dan selanjutnya ditambahkan serum 100
ul. Setelah itu, tabung selang pada Biolyzer® 100 dicelupkan pada microtube dan
diaspirasikan. Hasil pengukuran nilai kadar kreatinin akan ditampilkan dalam
bentuk grafik.

Untuk pengukuran kadar ureum pada serum digunakan kit reagen ureum.
Kit reagen ureum terdiri atas dua reagen yaitu Reagen 1 (R1) dan Reagen 2 (R2).
Kemudian kedua reagen dimasukkan kedalam microtube dengan komposisi R1
500 pl dan R2 100 pl dan dihomogenkan. Setelah homogen, diambil 100 pl
larutan dan dibuang. Kemudian sisa larutan 500 pl ditambahkan serum 5 pl.
Setelah itu, tabung selang pada Biolyzer® 100 dicelupkan pada microtube dan
diaspirasikan. Hasil pengukuran nilai kadar uruem akan ditampilkan dalam bentuk

grafik.

3.5 Parameter Penelitian
Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah kadar kreatinin dan kadar

ureum di dalam serum darah tikus.
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3.6 Analisis Statistik

Data berupa kadar kreatinin dan ureum yang diperoleh dari hasil
penelitian, dianalisis menggunakan analisis perbandingan rata-rata, oneway
anova, analisis general linear model repeated, dan multivariate dengan
menggunakan software SPSS versi 16.0. Perbedaan kreatinin dan ureum plasma
tikus normal (kontrol negatif) dan tikus yang telah diberi amonium klorida dan
etilen glikol diuji dengan uji T. Pengaruh ekstrak etanol daun seledri terhadap
kadar kreatinin dan ureum serum darah tikus secara sendiri-sendiri dilakukan uji
oneway ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% nilai sig o = 0,05. Selanjutnya,
untuk mengetahui beda nyata antar kelompok uji dilakukan analisis Duncan
Multiple Range Test (DMRT). Analisis uji lanjut untuk melihat pengaruh ekstrak
etanol daun seledri terhadap kadar kreatinin dan ureum serum darah tikus secara
bersamaan menggunakan General Linear Model (GLM) — Repeated Measures

dan Multivariate dengan taraf kepercayaan 95% nilai sig a. = 0,05.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan:

1. Pemberian ekstrak etanol daun seledri (Apium graveolens L.) tidak
berpengaruh nyata terhadap penurunan kadar kreatinin serum tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) galur wistar yang diinduksi etilen glikol 0,75%
dan ammonium klorida 2%.

2. Pemberian ekstrak etanol daun seledri (Apium graveolens L.) berpengaruh
nyata terhadap penurunan kadar ureum serum tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur wistar yang diinduksi etilen glikol 0,75% dan
ammonium Klorida 2%.

3. Perlakuan dengan dosis 100 mg/kg BB dan 200 mg/kg BB berpengaruh
nyata dalam menurunkan kadar ureum serum tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur wistar yang diinduksi etilen glikol 0,75% dan

ammonium klorida 2%.

5.2 Saran
Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan dengan pengukuran kadar kreatinin
dan kadar ureum serum darah dan urine, serta perlakuan pemberian ekstrak daun

seledri dengan dosis yang lebih tinggi dan lama perlakuan yang bervariasi.
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LAMPIRAN

A. Hasil Uji Statistik T-test Perbedaan Kreatinin dan Ureum Tikus Normal
(Kontrol Negatif) dan Tikus Yang Telah Diberi Etilen Glikol Dan
Amonium Kilorida (Kontrol Positif)

Paired Samples Correlations

14l Carrelation Sig.
Pair1 H-0&H+8 20 A61 010
Pair2  Ureal & Uread 20 AN 583

B. Hasil Uji Statistik One Way Anova Pengaruh Ekstrak Etanol Daun

Seledri terhadap Kadar Kreatinin Serum Darah Tikus (Rattus

norvegicus)
Hari ke-8
Tests of Normality
Kaolmogorov-Smirnoy Shapiro-Wilk
Perlakuan Sledr Statistic df Siig. Statistic df Sig.
H+2 2 163 3] 200 G349 f B54
3 U136 T 200 66 T 8649
4 a0 v 200 H63 7 8448
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptives
H+&
95% Confidence Interval far
Mean
[+ hean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Lpper Bound Minimum | Maximum
2 B 355800 5045 26922 28570 4242 243 426
3 7 34271 3458 234985 28403 40140 241 423
4 7 37043 AE010 24571 31030 43055 2.0 471
Total 200 35610 23092 135951 3.2690 3.8530 741 471
Test of Homogeneity of Variances
H+&
Levene
Statistic df1 dfd Sig.
009 2 17 H51
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ANOVA

H+g
Surm of
Souares of hWean Sguare F Sig.
Between Groups 270 2 135 3322 729
Within Groups 7126 17 4149
Total 73496 19
H+8
Eﬁarﬁ' Subset for
alpha=0.04
Sledr b
i [+ 1
Duncan® 3 7 34271
2 B 3.8500
4 37043
Sig. AT
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmanic Mean Sample Size = 6,632,
Hari ke-22
Tests of Hormality
kalmogaroy-Simirnons Shapira-ilk
Perlakuan Sledr Statistic df Sig, Statistic df Sig.
H+22 2 211 f 200 849 fi F35
3 300 7 056 BET 7 JFa
4 165 200 833 &80
a. Lilliefars Significance Correction
Descriptives
H+22
95% Confidence Interval for
Mean
I+ Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Lpper Bound Minirrum | Maximum
2 B 31917 28513 11640 2.8924 3.4909 2.81 355
3 7 31214 47912 A6219 2.7246 35183 2.27 3.60
4 7 3.0843 2942 11120 28122 3.3664 256 3.40
Total 20 3.1295 329597 07378 2.9751 3.2839 2.27 3.60
Test of Homogeneity of Variances
H+22
Levene
Statistic df1 df Sig.
086 i 17 4148
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ANOVA
H+z2
Surm of
Sguares of Mean Sguare F Sig.
Between Groups 038 2 0149 R 854
Within Groups 203 17 114
Total 2.064 14
H+22
Efafﬁ' Subset for
alpha=0.05
Sledr .
i | 1
Cuncan® 4 7 3.0843
3 7 31214
2 fi 31817
Sig. 00

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. lses Harmaonic Mean Sample Size = 6,632

C. Hasil Uji Statistik One Way Anova Pengaruh Ekstrak Etanol Daun
Seledri terhadap Kadar Ureum Serum Darah Tikus (Rattus norvegicus)
Hari ke-8

Tests of Hormality
kalmagaray-Smirnoy® Shapiro-Yilk
Perlakuan Sledr Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lreas 2 26T i 200 829 G 06
3 RELEK T 003 7a8 T 016
4 210 T 200 8448 T 322
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptives
read
95% Confidence Interval for
Wean
[+l hean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound pper Bound Winimurm | Maximum
2 3] 85.23450 1297417 5.29668 T1.6194 98.8506 73.86 104.36
3 7 955714 26.334490 9.95366 71.2157 119.9271 52.41 119.29
4 7 [1.0261EZ2 21.90661 B.27992 823455 1228659 61.20 125.93
Total 20 094.9325 21.58612 4.82904 84.8252 105.03598 52.41 125.93

Test of Homogeneity of Variances

Lregd

Levene
Statistic o df? Sig.

1.685 2 17 214
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ANOWA,

Lread
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 979254 2 4839 627 1.0586 aro
Within Groups TaaRz.202 17 463.659
Total a861.456 19
Ureas
Eﬁarlr? Subset for
alpha=0.05%
Sledr b
i il 1
Duncan® 2 f a35.23a0
2 T 954714
4 102.60487
Sig. 181
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmaonic Mean Sample Size = 6,632,
Hari ke-22
Tests of Normality
kolmogorov-Smirnoy Shapiro-Wilk
Perlakuan Sledi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ureazi 2 298 04 BE3 1498
3 288 .08z .Fa0 032
4 178 200 823 4491
a. Lilliefars Significance Correction
Descriptives
Lregd
95% Confidence Interval for
Mean
I+ flean Std. Deviation | Std. Error Lowwer Bound Upper Bound fdinimum | Maximum
2 B | 73.9633 2221256 | 9.06824 506527 97.2740 34 44 0668
3 7| 473329 11.33104 | 4.28273 36,8534 57.8123 3840 .46
4 7| 427086 1613423 | G.09817 27 8763 87.7202 13.49 G047
Total 20 | 537350 2099336 | 4 RGARD 43.9070 fid.AR30 13.49 0F. G2
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Test of Homogeneity of Variances

Uregdd
Levene
Statistic df1 df Sig.
371 2 17 E36
ANOVA
Lireg gy
Sum of
Sguares df Mean Sguare F Sig.
Betaween Groups 3879263 2 1789632 f.334 .oog
Within Groups 479G 2245 17 282307
Total a3ra.488 14
Urea22
Perla Subset for alpha = 0.05
kuan
gl i 1 2
Duncan® 4 7 42,7986
g T 4733249
2 B 739633
Sig. 6249 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. lses Harmonic Mean Sample Size = 6,632,

a. R Sguared = 018 {Adjusted R Sguared = -,097)

b R Sguared= 427 (Adjusted R Squared = 360)

40

D. Hasil Uji Statistik GLM - Multivariate Pengaruh Ekstrak Etanol Daun
Seledri terhadap Kadar Kreatinin dan Ureum Serum Darah Tikus
(Rattus norvegicus)

Tests of Between-Subjects Effects

Depen Type Il Sum Partial Eta
SOuE dent of Sguares dr Mean Sguare F Sig. Squared
Corrected Model  H+22 ikl 2 019 159 854 o1

Lrea22 3570.263" 2 1789.532 £.339 .0ng 427
Intercept H+22 185213 1 195213 | 1B34E3 .ono 880

Urea22 59523.043 1 59523.043 | 210.845 000 825
Groups H+22 038 2 0149 169 854 n1s

Urea22 3579.263 2 1789.632 £.339 009 427
Error H+22 2031 17 A19

Urea2l 4799.225 17 282,307
Total H+22 197 544 20

Ureal2 GE127.493 20
Corrected Total H+22 2.069 19

Urea2? 8378.488 19
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