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MOTO

Sesungguhnya, sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu telah
selesai (dari sesuatu urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan)
yang lain, dan hanya kepada Rabb-mulah hendaknya kamu berharap.
(terjemahan Surat Al Insyirah 6-8 *)

Nothing is impossible, the word itself says 'I'm possible'. **)

*) Departemen Agama RI. 2006. Al Qur’an dan Terjemahannya. Jakarta:
Pustaka Agung Harapan.
**) Hepburn, Audrey. 2001. Audrey Hepburn's Enchanted Tales. England: New

Millenium Audio.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan dibawabh ini:
Nama : Putri Maura Widyaratri
NIM  :132010101022
Menyatakan sesungguhnya bahwa karya ilmiah yang berjudul “Pengaruh Ekstrak
Alga Cokelat (Sargassum sp.) terhadap Derajat Proteinuria Tikus Wistar yang
Diinduksi Streptozotocin sebagai Prevensi Nefropati Diabetik” adalah benar-
benar hasil karya sendiri, kecuali jika dalam pengutipan substansi disebutkan
sumbernya, dan belum pernah diajukan pada institusi manapun, serta bukan karya
jiplakan. Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isinya sesuai
dengan sikap ilmiah yang harus dijunjung tinggi.
Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya, tanpa adanya
tekanan dan paksaan dari pihak manapun serta bersedia mendapat sangsi

akademik jika ternyata di kemudian hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 6 Desember 2016

Yang menyatakan,

Putri Maura Widyaratri
NIM 132010101022


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

SKRIPSI

PENGARUH EKSTRAK ALGA COKELAT (Sargassum sp.)
TERHADAP DERAJAT PROTEINURIA TIKUS WISTAR
YANG DIINDUKSI STEPTOZOTOCIN SEBAGAI
PREVENSI NEFROPATI DIABETIK

Oleh

Putri Maura Widyaratri
NIM 132010101022

Pembimbing
Dosen Pembimbing Utama  : dr. Elly Nurus Sakinah, M.Si
Dosen Pembimbing Anggota : dr. Yuli Hermansyah, Sp. PD


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

PENGESAHAN

Skripsi berjudul “Pengaruh Ekstrak Alga Cokelat (Sargassum sp.) terhadap
Derajat Proteinuria Tikus Wistar yang Diinduksi Streptozotocin sebagai Prevensi

Nefropati Diabetik” telah diuji dan disahkan pada:

hari/tanggal : Selasa /6 Desember 2016

tempat : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Tim Penguji:

Penguji I Penguji 11

dr. Desie D. Wisudanti, M.Biomed dr. Dwita Aryadina R., M.Kes

NIP. 19821211 200812 2 002 NIP. 19801027 200812 2 002

Penguyji 111 Penguji IV

dr. Elly Nurus Sakinah, M.Si dr. Yuli Hermansyah, Sp.PD

NIP. 19840916 200801 2 003 NIP. 19660711 199601 1 001
Mengesahkan

Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Jember

dr. Enny Suswati, M.Kes
NIP. 19700214199903 2 001

Vi


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

RINGKASAN

Pengaruh Ekstrak Alga Cokelat (Sargassum sp.) terhadap Derajat
Proteinuria Tikus Wistar yang Diinduksi Streptozotocin sebagai Prevensi
Nefropati Diabetik; Putri Maura Widyaratri, 132010101022; 2016; Fakultas

Kedokteran Universitas Jember.

Diabetes merupakan penyakit gangguan metabolik kronis akibat pankreas
yang tidak cukup menghasilkan hormon insulin yang mengatur keseimbangan
kadar glukosa darah atau tubuh tidak dapat menggunakan insulin yang diproduksi
secara efektif. Data WHO menunjukkan angka morbiditas diabetes sebanyak 422
juta jiwa pada 2014 dan menduduki posisi keempat angka mortalitas secara global
sebanyak 1,5 juta jiwa. Penyakit kardiovaskuler memili angka mortalitas
sebanyak 17,5 juta jiwa, kanker sebanyak 8,2 juta jiwa, dan Penyakit Paru
Obstruktif Kronis (PPOK) sebanyak 4 juta jiwa. Nefropati Diabetik (ND)
merupakan komplikasi diabetes pada ginjal yang disebabkan oleh kerusakan
kapiler ginjal akibat hiperglikemia yang ditandai dengan peningkatan derajat
proteinuria, Elevated Urinary Albumin Excretion Rate (UAER), peningkatan
tekanan darah dan penurunan fungsi ginjal. Komplikasi ND salah satunya
diperankan oleh Advanced Glycation End Products (AGEs) dalam peningkatan
stres oksidatif. AGEs yang berikatan dengan reseptornya (RAGE) pada endotel
dan sel mesengial di glomerulus dapat menghambat aktivitas nitrit oksida (NO)
sehingga mengganggu sintesis sel endotel dan menyebabkan berbagai komplikasi
secara vaskuler. AGEs memicu respons inflamasi dan apoptosis sel glomerulus
ginjal, meningkatkan pembentukan Extra Cellular Matrix (ECM), mengubah GF-
B1 dan Vascular Endhothelial Growth Factor dalam sitokin sebagai respons
inflamasi, mengakibatkan penipisan sel podosit, dan meningkatkan permeabilitas
kapiler glomerulus. Peningkatan permeabilitas kapiler intraglomerulus
menyebabkan hiperfiltrasi glomerulus dan menimbulkan  proteinuria yang
didefinisikan sebagai keadaan ditemukannya protein di dalam urin manusia yang
melebihi nilai normalnya yaitu lebih dari 150 mg/24 jam. Proteinuria merupakan
manifestasi besar penyakit ginjal dan merupakan indikator perburukan fungsi
ginjal yang dianggap sebagai faktor prognostik yang bermakna dan
mikroalbuminuria menjadi salah satu tanda tahap awal terjadinya ND. Survei
yang dilakukan oleh Andresdottir menunjukkan tingginya angka kematian ND
meskipun penyandang telah mendapatkan terapi yang lebih baik dengan
antihipertensi dan dialisis sehingga perlu upaya preventif salah satunya
menggunakan antioksidan. Alga cokelat (Sargassum sp.) memiliki kandungan
antioksidan yang cukup tinggi, yakni:sargachromenol yang merupakan salah satu
derivat chromene dari gugus tocotrienol (vitamin E), phlorotannin (golongan
tanin dari senyawa fenolat), dan vitamin C dengan kadar diatas 20%. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak alga cokelat (Sargassum
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sp.) terhadap derajat proteinuria pada tikus wistar yang diinduksi Streptozotocin
sebagai prevensi Nefropati Diabetik.

Desain penelitian yang digunakan adalah eksperimental murni (true
experimental design) secara in vivo dengan rancangan post test only randomized
control group design pada 25 ekor tikus wistar jantan (Rattus novergicus strain
Wistar). Penelitian dilakukan dengan menginduksi streptozotocin dosis
55mg/Kgbb secara intraperitoneal pada tikus putih kemudian dilakukan
pemberian ekstrak Sargassum sp. selama 14 hari. Jumlah kelompok penelitian ada
5, yaitu: kelompok normal, kontrol negatif, kelompok P1 dengan pemberian
ekstrak dosis 150 mg/Kgbb, Kelompok P2 dengan pemberian ekstrak dosis 300
mg/Kgbb, dan kelompok P3 dengan pemberian ekstrak dosis 450 mg/Kgbb. Data
yang diamati berupa kadar gula darah sebagai konfirmasi status diabetes dan
derajat proteinuria yang diukur secara semi kuantitatif menggunakan strip dipstik.
Data yang didapatkan dianalisis dengan uji Kruskal Wallis yang dilanjutkan uji
Mann Whitney dengan perbedaan tiap kelompok dinilai bermakna atau signifikan
apabila p<0,05.

Pada penelitian ini didapatkan kelompok kontrol normal memiliki skor 1
yakni hasil negatif atau kadar proteinuria kurang dari 15 mg/dl. Kelompok kontrol
negatif memiliki skor 3 yakni proteinuria derajat +2 atau sekitar 30-100 mg/dl dan
skor 2 yakni proteinuria derajat +1 atau sekitar 15-30 mg/dl. Kelompok P1 dan P2
memiliki skor 1 yakni hasil negatif atau kadar proteinuria kurang dari 15 mg/dl.
Kelompok P3 memiliki skor 2 yakni derajat +1 atau kadar proteinuria dalam
rentang 15-30 mg/dl. Hasil uji beda Kruskal Wallis skor derajat proteinuria
didapatkan perbedaan signifikan dengan nilai p=0,007. Analisis Post hoc Mann
Whitney didapatkan hasil p<0,05 pada kelompok normal dengan kontrol negatif,
P1, P2, dan P3. Pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) dosis 150
mg/Kgbb, 300mg/Kgbb, dan 450 mg/Kgbb selama 14 hari dapat memberikan efek
preventif terhadap peningkatan derajat proteinuria dalam nefropati diabetik tikus
wistar yang diinduksi streptozotocin ditunjukkan dengan adanya perbedaan
signifikan skor derajat proteinuria tikus pada kelompok P1, P2, dan P3 terhadap
kelompok kontrol negatif. Efek tersebut didapatkan karena Alga cokelat
(Sargassum sp.) mengandung beberapa senyawa kimia yang bersifat antioksidan,
yakni: sargachromenol yang merupakan salah satu derivat chromene dari gugus
tokotrienol (vitamin E), vitamin C, dan phlorotannin yang merupakan golongan
tanin pada metabolisme sekunder senyawa fenolat. Ketiga senyawa ini bekerja
sebagai antioksidan pada mekanisme radical scavenger dengan mendonorkan
elektron atau atom hidrogen sehingga dapat menangkap dan menetralisir radikal
bebas AGEs. Penurunan jumlah radikal bebas AGEs diharapkan dapat seimbang
dengan enzim antioksidan alami tubuh sehingga tidak timbul stres oksidatif.
Akhirnya peningkatan derajat proteinuria dari induksi streptozotocin dapat
dicegah. Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
terdapat pengaruh pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) terhadap
derajat proteinuria tikus wistar yang diinduksi streptozotocin sebagai prevensi
nefropati diabetik.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes Melitus (DM) menjadi penyakit silent killer karena sering tidak
disadari oleh penyandangnya dan saat diketahui sudah terjadi komplikasi yang
cukup berat. Diabetes merupakan penyakit gangguan metabolik kronis akibat
pankreas yang tidak cukup menghasilkan hormon insulin yang mengatur
keseimbangan kadar glukosa darah atau tubuh tidak dapat menggunakan insulin
yang diproduksi secara efektif (Depkes, 2014). Diabetes menjadi satu dari empat
prioritas Penyakit Kronis Non Infeksi atau Non Communicable Disease (NCDs)
yang prevalensinya meningkat dalam tiga dekade terakhir ini. Data WHO
(2016:28) dalam Global Reports menunjukkan angka morbiditas diabetes
sebanyak 422 juta jiwa pada 2014 dan menduduki posisi keempat angka
mortalitas secara global sebanyak 1,5 juta jiwa yang diawali oleh penyakit
kardiovaskuler sebanyak 17,5 juta jiwa, kanker sebanyak 8,2 juta jiwa, dan
Penyakit Paru Obstruktif Kronis (PPOK) sebanyak 4 juta jiwa. Riskesdas oleh
Depkes RI (2014:2) pada tahun 2013 menunjukkan prevalensi diabetes di
Indonesia sebanyak 12 juta jiwa dengan usia diatas 15 tahun. Angka ini dapat
bertambah dengan perkiraan Riskesdas sebanyak lebih dari 8 juta jiwa
penyandang diabetes yang tidak terdiagnosis.

WHO (2016:13) mengemukakan bahwa beberapa komplikasi berat dapat
ditimbulkan diabetes, yakni kerusakan pada ginjal, pembuluh darah, mata, syaraf
dan peningkatan risiko gagal jantung serta stroke. Nefropati Diabetik (ND)
merupakan komplikasi diabetes pada ginjal yang disebabkan oleh kerusakan
kapiler ginjal akibat hiperglikemia (Sudoyo et al., 2009). Komplikasi ND ditandai
dengan peningkatan derajat proteinuria, Elevated Urinary Albumin Excretion Rate
(UAER), peningkatan tekanan darah dan penurunan fungsi ginjal (Okada et al.,
2013). Rata-rata penyandang diabetes dengan komplikasi ND yang tidak
terkontrol memiliki prognosis angka harapan hidup 5-7 tahun (Andresdottir et al.,

2015). ND menjadi penyebab utama gagal ginjal terminal atau End-Stage Renal
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Disease (ESRD) dan banyak menimbulkan kematian pada negara maju
(Mohamed et al., 2014).

Komplikasi ND salah satunya diperankan oleh Advanced Glycation End
Products (AGEs) dalam peningkatan stres oksidatif. Kadar glukosa yang tinggi
dapat mengikat residu amino secara non-enzimatik menjadi bentuk akhir glikasi
yaitu AGEs yang bersifat radikal bebas. AGEs yang berikatan dengan reseptornya
(RAGE) pada endotel dan sel mesengial di glomerulus dapat menghambat
aktivitas nitric oxide (NO) sehingga mengganggu sintesis sel endotel dan
menyebabkan berbagai komplikasi secara vaskuler (Goldin et al., 2006). AGEs
juga berperan dalam ekspresi adhesi molekul seperti penarikan sel-sel
mononuklear, hipertrofi sel, dan sintesis matriks ekstraseluler (Luo et al., 2015).
AGEs yang telah terbentuk memicu respons inflamasi dan apoptosis sel
glomerulus ginjal, meningkatkan pembentukan Extra Cellular Matrix (ECM),
mengubah GF-B1 dan Vascular Endhothelial Growth Factor dalam sitokin
sebagai respons inflamasi, mengakibatkan penipisan sel podosit, dan
meningkatkan permeabilitas kapiler glomerulus. Peningkatan permeabilitas
kapiler intraglomerulus dapat menyebabkan hiperfiltrasi glomerulus dan
menimbulkan proteinuria (Sudoyo et al., 2009).

Proteinuria didefinisikan sebagai keadaan ditemukannya protein di
dalam urin manusia yang melebihi nilai normalnya yaitu lebih dari 150 mg/24
jam. Proteinuria merupakan manifestasi besar penyakit ginjal dan merupakan
indikator perburukan fungsi ginjal yang dianggap sebagai faktor prognostik yang
bermakna dan paling akurat (Sudoyo et al, 2009). Proteinuria sebagai tanda
komplikasi ND menjadi gejala ketiga yang paling banyak ditemukan pada pasien
diabetes di RSCM Jakarta tahun 2011 (Depkes RI, 2014).

Obat antihipertensi golongan Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor
(ACE-I) atau Angiotensin Receptor Blocker (ARB) menjadi salah satu tatalaksana
ND yang bersifat kuratif terhadap proteinuria walaupun tekanan darah pasien
normal (Sudoyo et al., 2009). Survei yang dilakukan oleh Andresdottir et al.
(2014:417) menunjukkan tingginya angka kematian pasien ND akibat jatuh pada
kondisi ESRD meskipun penyandang telah mendapatkan terapi yang lebih baik
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dengan antihipertensi dan dialisis sehingga perlu upaya preventif salah satunya
menggunakan antioksidan. Food and Drug Administration (FDA) atau Badan
Pengawas Obat dan Makanan di Amerika Serikat memberikan persetujuan untuk
beberapa senyawa yang berperan sebagai antioksidan pada pasien diabetes, yakni
Alpha Lipoic Acid (ALA), vitamin E, dan vitamin C (Bhattacharjee et al., 2016).

Chromene sintetik dilaporkan dapat mencegah terbentuknya AGEs melalui
mekanisme adisi nukleofilik prekursor AGEs (Ishii et al., 2000). Sargachromenol
yang merupakan derivat chromene dari gugus tocotrienol (vitamin E) dapat
ditemukan dalam jumlah yang cukup tinggi pada alga cokelat genus Sargassum
(Seo et al., 2007). Kandungan antioksidan lain dalam Sargassum sp., yakni
phlorotannin (golongan tanin dari senyawa fenolat), vitamin C yang berpotensi
tinggi dengan kadar di atas 20% (FDA, 2008). Sargassum sp. dilaporkan memiliki
antioksidan dengan daya penghambatan DPPH yang lebih baik dari kulit manggis
(Siampa et al., 2016). Kandungan zat kimia lainnya berkhasiat sebagai anti
hiperglikemia, anti inflamasi, faktor alfa nekrosis sel tumor, dan interleukin—6
(Iwashima et al., 2005; Namvar et al., 2013; Yende, 2014; Dhasa et al., 2016).

Penelitian oleh Firdaus et al. (2010) membuktikan bahwa ekstrak
Sargassum echinocarpum pada dosis tertentu dapat memperbaiki stres oksidatif
dan mencegah disfungsi sel endotel aorta tikus yang diinduksi streptozotocin.
Streptozotocin merupakan agen diabetogenik yang sering digunakan pada
penelitian dengan hewan coba (Sima, 2005). Motshakeri et al. (2014) juga telah
membuktikan bahwa ekstrak Sargassum polycystum pada dosis 150 mg/Kgbb
dapat mengurangi kerusakan ginjal dan hati tikus hiperglikemia.

Berdasarkan uraian di atas sampai saat ini belum terdapat penelitian yang
membuktikan alga cokelat Sargassum sp. mampu menghambat radikal bebas
dalam pembentukan AGEs. Terdapatnya aktivitas antioksidan pada alga cokelat
(Sargassum sp.) yang telah dibuktikan dari penelitian-penelitian sebelumnya
membuat peneliti bermaksud ingin mengetahui pengaruh ektrak alga cokelat
(Sargassum sp.) terhadap derajat proteinuria tikus wistar yang diinduksi

streptozotocin sebagai prevensi Nefropati Diabetik.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah yang diambil adalah
apakah terdapat pengaruh ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) terhadap derajat
proteinuria pada tikus wistar yang diinduksi streptozotocin sebagai prevensi

Nefropati Diabetik?

1.3 Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah di atas, tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui pengaruh ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) terhadap derajat
proteinuria pada tikus wistar yang diinduksi streptozotocin sebagai prevensi

Nefropati Diabetik.

1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat [Imiah

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah sebagai
acuan untuk penelitian selanjutnya tentang manfaat alga cokelat (Sargassum sp.)

sebagai antioksidan dan upaya prevensi kerusakan ginjal.

1.4.2 Manfaat Praktis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan dan informasi bagi
masyarakat umum tentang salah satu manfaat alga cokelat (Sargassum sp.)

sebagai antioksidan dalam mencegah kerusakan ginjal.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga Cokelat (Sargassum sp.)

Alga cokelat (Sargassum sp.), umumnya dikenal sebagai Japan wireweed,
merupakan alga berwarna cokelat yang tumbuh berumpun membentuk semak-
semak dengan gelembung udara yang khas atau disebut swimming bladders pada
setiap percabangannya dapat dilihat pada Gambar 2.1. Gelembung udara (Gambar
2.2) ini berfungsi untuk menopang cabang talus yang panjangnya dapat mencapai

1-3 meter agar terapung di permukaan air.

e

Gambar 2.1 Semak Alga Cokelat (Sargassum sp.)(Sumber: Thomas, 2002).

2.1.1 Taksonomi Alga Cokelat (Sargassum sp.)

Alga cokelat (Sargassum sp.) dalam taksonomi tumbuhan diklasifikasikan

sebagai berikut.
Domain : Eukaryota
Kerajaan : Chromista
Divisi : Ochrophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum sp.

(Fensholt, 1955)
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2.1.2 Habitat dan Penyebaran

Alga cokelat (Sargassum sp.) yang tumbuh di perairan hangat tropis dan
subtropis berasal dari perairan Jepang, Cina dan Alaska (Thomas, 2002). Alga ini
memiliki tingkat pertumbuhan dan reproduksi yang tinggi serta mampu menyebar
secara vegetatif di perairan Indonesia, Malaysia, dan Filipina hingga perairan
Eropa seperti Inggris, Perancis, Skandinavia, Laut Baltik, Belanda, Irlandia serta
perairan Mediteranea (Frensholt, 1955). Di Indonesia persebaran beberapa jenis
alga cokelat (Sargassum sp.) dapat ditemukan pada perairan yang tenang dan
menempel pada batu karang di pantai Pulau Jawa dimulai dari garis pantai hingga
kedalaman 10 meter (Basmal et al., 2013). Alga cokelat (Sargassum sp.) pada
kehidupan sehari-hari sering dikonsumsi dalam bentuk salad, jeli atau sup. Pada
industri pangan, alga cokelat (Sargassum sp.) dimanfaatkan sebagai bahan
penstabil emulsi es krim, pensuspensi pada susu cokelat dan pengatur kekentalan

yogurt (Basmal ef al.,2013).

2.1.3 Kandungan Antioksidan dalam Alga Cokelat (Sargassum sp.)
Alga cokelat (Sargassum sp.) mengandung Sargachromenol (struktur

kimia pada Gambar 2.3) salah satu derivat chromene dari gugus tokotrienol
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(vitamin E), phlorotannin (golongan tanin pada metabolisme sekunder senyawa
fenolat, struktur kimia pada Gambar 2.4), senyawa fenolat golongan lain dan
vitamin C (struktur kimia pada Gambar 2.5) yang cukup tinggi sebagai
antioksidan. Kategori antioksidan dikatakan cukup tinggi apabila memiliki kadar
20% atau lebih dan cukup baik apabila memiliki kadar diantara 10-19% dari
Recommended Daily Intake (RDI) (FDA, 2008).

HO

Gambar 2.4 Struktur kimia phlorotannin (Sumber: Koivikko, 2008)

HO OH

OH

OH

Gambar 2.5 Struktur kimia vitamin C (Sumber: Gunawardena, 2015)

Alga cokelat (Sargassum sp.) dilaporkan mengandung beberapa zat kimia,
yakni protein, zat besi (Fe II), lemak, zinc (Zn), tembaga (Cu), mangan (Mn), dan
senyawa aktif lainnya, seperti terpenoid, flavonoid, sterol, sulfated

polysaccharides, polifenol, sargaquinoic acids, dan pheophytine yang diiolasi dari
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beberapa spesies yang berbeda (Yende, 2014; Balboa ef al., 2016). Berbagai
senyawa isolat ini menunjukkan aktivitas biologis yang beragam seperti analgetik,
anti-inflamasi, antioksidan, neuroprotektif, anti-mikroba, anti-tumor, fibrinolitik,
immune-modulatory, antikoagulan, anti virus, dan hepatoprotektor (Yende, 2014).
Tabel 2.1 menunjukkan alga cokelat (Sargassum sp.) mengandung senyawa
sargachromenol sebanyak 133 mg dalam 100 gram ekstrak metanol, dan
phlorotannin sebanyak 148,97 mg dalam 100 gram alga kering, dan Vitamin C
sebanyak 33,8% sampai 43,80% dalam 100 gram alga kering.

Tabel 2. 1 Daftar kandungan alga cokelat (Sargassum sp.)

| - Total Kadar

Nama Zat Kimia (mg dalam 100gr)
Sargachromenol* 133,33
Phlorotannin? 148,97
Senyawa fenolat lain' 74,62 — 83,28
Zat Besi (Fe 11)! 63,96 — 86,68
Vitamin C? 33,80 —43,80%
Monounsaturated fatty acid> 22,50 - 36,10%
Polyunsaturated fatty acid? 20,10 —31,80%
Acid insoluble residue? 20,00 —30,00%
Protein? 7,00 — 11,00%
Total lemak? 1,60 — 3,20%
Zinc (Zn)? 1,27 - 4,08
Tembaga (Cu)? 0,80 — 2,30
Mangan (Mn)? 0,48 - 1,21

(Sumber: 'Namvar et al, 2013; 2Balboa et al, 2016; *Montero et al, 2016;).
*Kandungan dalam ekstrak metanol kasar (Seo, 2007)

Phlorotannin merupakan senyawa fenolat utama pada alga cokelat
(Sargassum sp.) yang terbagi menjadi tiga bagian, yakni phlorotannin larut dari
matriks alga atau phlorotannin sitoplasma, phlorotannin yang melekat pada
membran atau dinding sel, dan phlorotannin yang dipancarkan ke air laut
sekitarnya (Namvar et al., 2013).

Ekstrak metanol alga cokelat genus Sargassum sp. memiliki potensi
kandungan antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan genus Lyengaria sp.pada
uji ABTS radical scavenging assay (Butt et al., 2013). Alga cokelat genus
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Sargassum sp. juga memiliki persentase penghambatan DPPH yang lebih tinggi
pada konsentrasi 300-600 ppm dibandingkan kulit manggis yang telah digunakan

pada penelitian proteinuria sebelumnya (Anggraini, 2013; Siampa et al., 2016).

2.2 Antioksidan
2.2.1 Definisi Antioksidan

Antioksidan adalah inhibitor pada proses oksidasi yang walaupun
konsentrasinya sedikit memiliki efek fisiologis yang beragam pada tubuh (Mandal
et al., 2009). Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (electron donor)
atau reduktan dengan berat molekul kecil yang mampu menginaktivasi
berkembangnya reaksi oksidasi dalam mencegah terbentuknya radikal bebas yang

dapat merusak sel (Winarsi, 2007).

2.2.2 Mekanisme Kerja Antioksidan

Sistem antioksidan dalam tubuh manusia secara alami berfungsi untuk
menangkal reaktivitas radikal bebas, yang secara terus menerus dibentuk sendiri
oleh tubuh. Senyawa oksigen reaktif (ROS) pada kondisi yang melebihi jumlah
antioksidan dalam tubuh tidak dapat dihambat oleh antioksidan tubuh sehingga
menyerang komponen lipid, protein, maupun DNA yang mengakibatkan
kerusakan-kerusakan yang disebut stres oksidatif (Winarsi, 2007). Mekanisme
kerja antioksidan menghambat reaktivitas radikal bebas melalui tiga cara berikut.
a. Mencegah atau menghambat pembentukan radikal bebas baru.
b. Menginaktivasi atau menangkap radikal dan memotong propagasi

(pemutusan rantai).

c. Memperbaiki kerusakan oleh radikal.

2.2.3 Jenis Antioksidan
Antioksidan dapat bersifat enzimatis seperti superoksida dismutase (SOD),
katalase (CAT), dan glutation peroksidase), dan non-enzimatis seperti vitamin

(misalnya E, C, A, dan betakaroten), atau senyawa fenolat lain (misalnya tanin,
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glutation, flavonoid, albumin, bilirubin, seruloplasmin dan lain-lain) (Winarsi,
2007).
Antioksidan enzimatis merupakan sistem pertahanan utama terhadap
kondisi stres oksidatif tubuh yang bekerja dengan cara mencegah terbentuknya
senyawa radikal bebas baru (Winarsi 2007). Beberapa enzim bekerja dengan
menguraikan ROS, yakni: SOD, CAT, peroksidase (POX), dan glutation
peroksidase, dan menginaktivasi produk peroksidasi lipid (LP), yakni: glutation S-
transferase, phospholipid-hydroxyperoxide glutathione peroxidase (PHGPX), dan
ascorbate peroxidase (Blokhina et al., 2003).
Antioksidan non-enzimatis yang berupa senyawa nutrisi maupun non-
nutrisi disebut juga sebagai antioksidan sekunder karena dapat diperoleh dari
asupan bahan makanan seperti vitamin C, E, A, dan betakaroten serta golongan
senyawa fenolat seperti tanin, glutation, asam urat, bilirubin, albumin dan
flavonoid. Kelompok antioksidan non-enzimatis ini berfungsi menangkap
senyawa oksidan dan mencegah terjadinya reaksi berantai dalam proses
pembentukan radikal bebas (Winarsi, 2007).
Antioksidan non-enzimatis dibagi dalam dua kelompok, yaitu.

a. Antioksidan larut dalam lemak seperti vitamin E, vitamin A, flavonoid,
quinon dan bilirubin.

b. Antioksidan larut dalam air seperti vitamin C, asam urat, protein pengikat

logam dan protein pengikat heme.

2.2.4 Vitamin E (Tokoferol dan Tokotrienol)

Vitamin E merupakan nama generik untuk dua famili senyawa, tokoferol
dan tokotrienol. Vitamin E terdiri atas empat isomer (alfa, beta, gama dan delta)
yang secara struktural tersusun oleh kelompok inti chromene dan rantai phytyl
(Blokhina et al., 2003). Chromene dari gugus tokotrienol (Sargachromenol)
ditemukan dalam konsentrasi tinggi pada alga cokelat dalam genus Sargassum
(Seo et al., 2007).

Vitamin E berfungsi sebagai antioksidan larut lipid di membran sel dan

penting dalam mempertahankan fluiditas membran sel. Fungsi utama Vitamin E
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sebagai antioksidan pemutus rantai menangkap radikal bebas dengan donor atom
hidrogen pada membran sel dan lipoprotein plasma yang bereaksi dengan radikal
peroksida lipid oleh peroksidasi asam lemak tak jenuh ganda. Produk radikal
tokoferoksil relatif yang dihasilkan tidak bersifat reaktif dan dapat direduksi
kembali menjadi tokoferol oleh vitamin C dari plasma. Radikal mono-
dehidroaskorbat yang terbentuk kemudian mengalami reaksi enzimatik dan non-
enzimatik menghasilkan askorbat dan dehidroaskorbat yang bukan senyawa
radikal. Stabilitas radikal bebas memiliki arti bahwa senyawa ini dapat terus
masuk ke dalam sel dan berpotensi memicu reaksi berantai sehingga memiliki

efek bifasik pro-oksidan terutama pada konsentrasi tinggi (Murray ef al., 2006).

2.2.5 Vitamin C

Vitamin C (asam askorbat) merupakan antioksidan kuat yang paling
banyak diteliti. Vitamin C bereaksi dengan radikal bebas dengan mendonasikan
elektron dalam jumlah yang banyak pada reaksi enzimatis maupun non-enzimatis
sehingga menjadi antioksidan utama yang melawan ROS (Blokhina et al., 2003).

Vitamin C dapat memecah langsung senyawa superoksida, radikal
hidroksil dan oksigen tunggal, mereduksi H202 menjadi air melalui reaksi
peroksidasi askorbat, dan meregenerasi bentuk radikal tokoferoksil (vitamin E
yang berikatan dengan radikal bebas) kembali menjadi Vitamin E sehingga dapat
melindungi membran sel (Murray et al., 2006). Vitamin C memiliki fungsi non-
antioksidan, seperti: pengaturan dalam pembelahan sel, tahapan siklus sel dari

fase G1 hingga fase S (sintesis sel), dan pemanjangan sel (Blokhina ez al., 2003).

2.2.6 Senyawa Fenolat Phlorotannin

Senyawa fenolat (polifenol) merupakan metabolisme sekunder yang
beragam (tanin, flavonoid, ester hidroksinamat, dan lignin) dan banyak ditemukan
pada tumbuhan. Polifenol sebagai antioksidan berperan dalam donor ion hidrogen
atau elektron pada senyawa radikal bebas menjadi bentuk yang lebih stabil
(Blokhina et al., 2003). Phlorotannin, salah satu senyawa fenolat golongan tanin

dari alga cokelat bersifat antioksidan 10-100 kali lebih kuat dan lebih stabil
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dengan waktu paruh hingga 12 jam dalam tubuh dibandingkan waktu paruh
senyawa polifenol lain yang hanya 30-180 menit (Namvar et al., 2013).

2.3 Ginjal (Renal)
2.3.1 Anatomi Ginjal

Menurut Guyton dan Hall (2008:326) dua ginjal terletak pada dinding
posterior abdomen, di luar rongga peritoneum (Gambar 2.6). Setiap ginjal yang
berbentuk kacang pada orang dewasa memiliki berat sekitar 150 gram atau kira-
kira seukuran kepalan tangan. Sisi medial setiap ginjal merupakan daerah lekukan
yang disebut hilum menjadi tempat lewatnya arteri dan vena renalis, cairan
limfatik, suplai saraf, dan ureter yang membawa urin akhir dari ginjal ke kandung
kemi, tempat urin disimpan hingga dikeluarkan. Ginjal dilingkupi oleh selubung
fibrosa yang keras untuk melindungi struktur dalamnya yang rapuh.

Renal
cortex

Renal

Renal medulla

pyramid

Renal
pelvis
:?:;I Ureter

- -
Rgnal T % e 2 Kidney
vein l Iy F
Inferior —L 78 |
vena cava

(b) Longitudinal section of a kidney

Urinary T 0
bladder \ A\ 4

1if

G\é;nbar 2.6‘Anatomi é}injal (Sumber: Sherwood, 2010)

Ginjal yang dipotong secara longitudinal membentuk dua susunan utama
yaitu korteks di bagian luar dan medula di bagian dalam. Medula ginjal terbagi
menjadi beberapa masa jaringan berbentuk kerucut yang disebut piramida ginjal.

Dasar dari setiap piramida dimulai pada perbatasan korteks dan medula serta
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berakhir di papila, yang menonjol ke dalam ruang pelvis ginjal, berupa
sambungan dari ujung ureter bagian atas yang berbentuk corong. Batas luar pelvis
terbagi menjadi kantong-kantong dengan ujung terbuka yang disebut kalises
mayor, yang meluas ke bawah dan terbagi dalam kalises minor, yang
mengumpulkan urin dari tubulus setiap papila (Guyton dan Hall, 2008). Arteri
renalis memasuki ginjal melalui hilum dan kemudian bercabang-cabang secara
progresif membentuk arteri interlobaris, arteri arkuata, arteri interlobaris (juga

disebut arteri radialis), dan arteriol aferen (Guyton dan Hall, 2008).

2.3.2 Histologi Ginjal

Ginjal memiliki unit fungsional secara mikroskopik yang disebut tubulus
uriniferus. Tubulus uriniferus terdiri atas nefron (nephronum) yang merupakan
unit fungsional ginjal terkecil dan duktus koligentes yang menampung curahan
dari nefron (Gambar 2.7). Korteks ginjal mengandung jutaan nefron yang terbagi
lagi menjadi dua komponen, yakni korpuskulum ginjal (corpusculum renale) dan
tubulus ginjal (fubulus renale) (Eroschenko, 2013).

Korpuskulum ginjal terletak di antara stratum parietale dan stratum
viscerale kapsul glomerulus. Setiap korpuskulum ginjal mempunyai polus
vascularis sebagai tempat masuknya arteriol aferen dan keluarnya arteriol eferen
dari korpuskulum serta polus urinarius pada ujung yang berlawanan (Eroschenko,
2013).

Korteks ginjal tersusun oleh jutaan nefron, sebagai unit fungsional terkecil
ginjal. Nefron terdiri atas glomerulus, tubulus kontortus (TC) proksimalis, Loop of
Henle, tubulus kontortus (TC) distalis, dan duktus koligentes. Medula ginjal yang
terletak lebih profundus banyak terdapat duktuli atau saluran kecil yang
mengalirkan hasil ultrafiltrasi berupa urin (Purnomo, 2012).

Korpuskulum ginjal terdiri atas suatu kumpulan kapiler yang disebut
glomerulus dan dikelilingi oleh dua lapis sel epitel yang disebut kapsul
glomerulus (capsula Bowman) (Gambar 2.8). Stratum viscerale atau lapisan
dalam dari kapsul glomerulus terdiri atas sel epitel khusus bercabang disebut

podosit (podocytus). Podosit berbatasan dan membungkus kapiler glomerulus.
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Stratum parietale atau lapisan luar kapsul glomerulus terdiri atas epitel selapis

pipih (Eroschenko, 2013).
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Gambar 2.7 Unit fungsional ginjal (Sumber: Ross, 2011)

Sel khusus lain yang melekat pada kapiler dan juga glomerulus yaitu sel
mesengial (mesangiocytus). Sel mesengial membentuk matriks ekstraselular dan
membentuk penunjang struktural untuk kapiler glomerulus. Sel mesengial
berfungsi sebagai makrofag di daerah intraglomerular dan memfagosit bahan yang
tertimbun di saringan glomerulus, sehingga mencegah penyumbatan oleh debris.
Sel ini juga terlihat kontraktil dan dapat mengatur aliran darah glomerulus akibat

adanya reseptor untuk bahan-bahan vasoaktif (Eroschenko, 2013). Matriks
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ekstraseluler (ECM) terdiri atas cairan jaringan, substansia fundamentalis (ground
substance) tempat terdapatnya berbagai serat protein (kolagen, retikular, dan
elastik), berfungsi untuk mengikat, menambat, dan menyokong berbagai sel,

jaringan, dan organ tubuh (Eroschenko, 2013).
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Gambar 2.8 Struktur Histologis Korpuskulum Ginjal (Sumber: Ross, 2011)

Ross (2011:705) mengatakan bahwa korpuskulum ginjal yang berukuran
200 pm berperan dalam proses filtrasi pembentukan urin karena memiliki barier
filtrasi glomerulus yang terdiri atas 3 komponen, yakni:

a. Endotel kapiler glomerulus yang memiliki pori-pori atau fenestrasi yang lebih
besar (berdiameter 70-90 nm) dibanding kapiler pada organ lain. Sel endotel
pada kapiler glomerulus mengandung pintu air aquaporin-1 (AQP-1) yang
berfungsi untuk mempercepat filtasi air pada epitelnya.

b. Glomerular basement membrane (GBM) berupa basal lamina tebal (300-

370nm) yang merupakan gabungan dari endotel dan sel podosit. GBM terdiri
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atas jaringan kolagen tipe IV, yakni laminin, nidogen atau entactin berupa
golongan proteoglikan seperti agrin dan perlecan, serta multiadhvesive
glycoproteins.

c. Filtration slit diantara foot processes dari sel podosit yang membentuk
stratum viseralis kapsul Bowman. Sel podosit memanjang dan membentuk
tonjolan-tonjolan kaki (foot processes) di sekitar kapiler glomerulus. Sel-sel
podosit pada masa embrionik mengalami pembelahan primer untuk
membentuk tonjolan atau prosesus di sekitar kapiler dan pembelahan
sekunder untuk membentuk pedicles atau foot processes. Filtration slit
merupakan celah selebar 40 nm diantara foot processes di antara sel-sel
podosit yang berdampingan dan memiliki diafragma yang sangat tipis dan

meluas diatas GBM.

2.3.3 Fisiologi Ginjal dalam Pembentukan Urin

Pembentukan urin di ginjal terbagi dalam tiga proses dasar, yakni: filtrasi
glomerulus, reabsorbsi tubulus dan sekresi tubulus (Guyton dan Hall, 2008).
a. Filtrasi Glomerulus

Pembentukan urin dimulai dengan filtrasi sejumlah besar cairan yang
hampir bebas protein dari kapiler glomerulus ke kapsula Bowman. Sebagian besar
zat dalam plasma, kecuali protein, difiltrasi secara bebas sehingga konsentrasinya
pada filtrat glomerulus dalam kapsula Bowman hampir sama dengan plasma.
Ketika cairan yang telah difiltrasi meninggalkan kapsula Bowman dan mengalir
melalui melewati tubulus, cairan ini mengalami perubahan akibat adanya
reabsorbsi air dan zat terlarut spesifik kembali ke dalam darah atau sekresi zat-zat
lain dari kapiler peritubulus ke dalam tubulus (Guyton dan Hall, 2008).
b. Reabsorbsi dan Ekskresi Tubulus

Sebagian besar zat yang harus dibersihkan dari darah, terutama produk
akhir metabolisme seperti urea, kreatinin, asam urat, dan garam-garam asam urat,
hanya sedikit direabsorbsi dan banyak diekskresi dalam urin. Zat asing dan obat-
obatan juga sedikit direabsorbsi tetapi disekresi dari darah ke dalam tubulus

dengan laju ekskresi tinggi. Elektrolit seperti ion natrium, klorida, dan bikarbonat
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direabsorbsi dalam jumlah besar, sehingga hanya sejumlah kecil saja yang tampak
dalam urin. Zat nutrisi tertentu, seperti asam amino dan glukosa, direabsorbsi
secara lengkap dari tubulus dan tidak muncul dalam urin meskipun sejumlah besar
zat tersebut difiltrasi oleh kapiler glomerulus (Guyton dan Hall, 2008).
Pembentukan urin merupakan fungsi ginjal yang paling esensial dalam
mempertahankan homeostatis tubuh. Suplai darah yang mengalir menuju kedua
ginjal normalnya sekitar 22% dari curah jantung, atau 1100 ml/menit (Guyton dan
Hall, 2008). Sebanyak 180 liter cairan tubuh yang difiltrasi oleh glomerulus dan
menghasilkan urin sebanyak 1-2 liter setiap harinya (Purnomo, 2011). Pada
keadaan tertentu aliran darah ke ginjal dapat meningkat hingga 30%,
misalnyasetelah latihan fisik, dan menurun hingga 12% dari curah jantung.

Pemeriksaan urinalisis menunjukkan nilai normal urin pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Nilai normal urinalisis

Parameter Nilai Normal
Berat jenis spesifik 1,001-1,035
Deskripsi Kekuning-kuningan, kuning
pH 4,5-8.5
Protein o-terlacak (Tr); < 0,5 mg/L
Glukosa Negatif
Keton Negatif
Darah Negatif
Sedimen urin RBC, WBC, sel epitel, bakteri
Pewarnaan Gram Negatif

Sumber: Pedoman Interpretasi Data Klinik (Depkes, 2011)

2.3.4 Filtrasi Protein pada Ginjal

Sejumlah besar protein dalam darah melewati kapiler glomerulus tetapi
tidak memasuki urin. Muatan dan selektivitas dinding glomerulus mencegah
transportasi albumin, globulin, dan protein dengan berat molekul besar lainnya
untuk menembus dinding glomerulus. Protein yang lebih kecil (<20 kDal) secara
bebas disaring tetapi direabsorbsi oleh tubulus proksimal. Pada individu normal
ekskresi kurang dari 150 mg/24 jam dari protein total dan albumin hanya sekitar

30 mg/24 jam. Sisa protein pada urin akan dieksresi oleh tubulus (Tamm Horsfall,
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imunoglobulin A, dan urokinase) atau sejumlah kecil B-2 mikroglobulin,
apoprotein, enzim dan hormon peptida (Sudoyo et al., 2009).

Glomerulus endotel pada kondisi normal membentuk sistem barier yang
menghalangi sel maupun partikel lain menembus dindingnya. Membran basalis
glomerulus menangkap protein besar (>100 kDal) sementara foot processes dari
epitel/podosit akan memungkinkan lewatnya air dan zat terlarut kecil untuk
traspor melalui saluran yang sempit (filtration slit). Saluran ini ditutupi oleh anion
glikoprotein yang kaya glutamat, aspartat dan asam silat yang bermuatan negatif
pada pH fisiologis. Muatan negatif akan menghalangi transpor molekul anion

seperti albumin (Sudoyo ef al., 2009).

2.4 Nefropati Diabetik (ND)
2.4.1 Definisi ND

Nefropati Diabetik (ND) didefinisikan sebagai sindrom klinis pada pasien
diabetes melitus yang ditandai dengan albuminuria menetap (>300 mg/24 jam
atau >200 pg/menit) pada minimal dua kali pemeriksaan dalam kurun waktu 3
sampai 6 bulan (Sudoyo et al., 2009). Kerusakan kapiler ginjal secara histologis
menunjukkan gambaran penebalan membran basalis, eskpansi mesangium (berupa
akumulasi matriks ekstra seluler dan penimbunan kolagen tipe IV, laminin dan
fibronektin) yang kemudian akan menimbulkan glomerulosklerosis noduler
dan/atau difus, hyalinosis arteriolar aferen dan eferen, serta fibrosis tubulus
interstisialis (Sudoyo et al., 2009). Nefropati Diabetik ditandai dengan hilangnya
sebagian fungsi ginjal yang berhubungan dengan sindroma nefrotik, terdiri atas
proteinuria, glomerulosklerosis, hipertrofi nefron, hilangnya sel podosit, penurunan

GFR, dan retensi cairan (Kaur et al., 2015).

2.4.2 Patofisiologi ND

Hiperglikemia pada diabetes melitus tipe 1 maupun tipe 2 akan memicu
glukosa untuk membentuk reaksi non-enzimatik dengan residu amino menjadi
basa Schiff glikasi hingga mencapai bentuk yang stabil reversibel disebut produk

amadori. Kondisi hiperglikemia yang tidak terkontrol menyebabkan reaksi non-
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enzimatik ini meningkat dan menghasilkan Advanced Glycation End Products
(AGEs) yang merupakan radikal bebas ireversibel (Sudoyo et al., 2009)

AGEs yang berikatan dengan reseptornya (RAGE) pada endotel dan sel
mesengial di glomerulus dapat menghambat aktivitas Nitric Oxide (NO). Proses
ini akan terus berlanjut sampai terjadi ekspansi mesangium dan pembentukan
nodul serta fibrosis tubulointerstisialis sesuai dengan tahap Mogensen (Tabel 2.3).
AGEs juga berperan dalam ekspresi adhesi molekul seperti penarikan sel-sel
mononuklear, hipertrofi sel, dan sintesis matriks ekstraseluler (Luo ez al., 2015).

AGEs yang telah terbentuk memicu respons inflamasi dan apoptosis sel
glomerulus ginjal, meningkatkan pembentukan ECM, mengubah TGF-f1 dan
Vascular Endhothelial Growth Factor dalam sitokin sebagai respons inflamasi,
mengakibatkan penipisan sel podosit, dan meningkatkan permeabilitas kapiler
glomerulus. Hipertensi yang timbul bersama kerusakan ginjal juga akan
mendorong sklerosis pada ginjal dan meningkatkan permeabilitas kapiler
intraglomerulus. Terjadinya hipertrofi dan hiperfiltrasi akibat peningkatan
permeabilitas pembuluh darah glomerulus dapat meningkatkan ekskresi albumin
dalam urin sehingga menimbulkan peningkatan derajat proteinuria (Sudoyo et al.,
2009). Pada awalnya ND tidak menunjukkan gejala, tetapi dalam prosesnya gejala
yang timbul berupa mudah lelah, anemia, tidak dapat berpikir jernih, dan

gangguan keseimbangan elektrolit yang berbahaya (Germain et al., 2015).

Tabel 2. 3 Tahapan nefropati diabetik Mogensen

Tahap  Kondisi Ginjal AER LFG TD Prognosis
1 Hipertrofi N 1 N Reversibel
Hiperfungsi
2 Kelainan struktur N 1 /N Mungkin
reversibel
3 Mikroalbuminuria  20-200 mg 1/N 1 Mungkin
persisten /menit reversibel
4 Makroalbuminuria > 200 mg Rendah Hipertensi Mungkin bisa
Proteinuria /menit stabilisasi
5 Uremia Tinggi/Rendah <10 ml Hipertensi Kesintasan 2
/menit tahun +50%

AER = Albumin Excretion Rate, LFG = Laju Filtrasi Glomerulus (GFR),
N = Normal, TD = Tekanan Darah (Sumber: Sudoyo et al., 2009).
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2.4.3 Proteinuria
a. Definisi Proteinuria

Proteinuria adalah adanya protein di dalam urin manusia yang melebihi
nilai normalnya yaitu lebih dari 150 mg/24 jam atau pada anak-anak lebih dari
140 mg/m? (Sudoyo et al., 2009). Kadar proteinuria normal pada urin sewaktu
berada pada konsentrasi 1-14 mg/dl (Burtis dan Ashwood, 1994). Ekskresi
proteinuria yang berlebih dari nilai normal menjadi tanda awal untuk penyakit
ginjal yang serius, salah satunya nefropati diabetik. Sudoyo et al. (2009:956)
menjelaskan proteinuria persisten sebagai proteinuria yang menetap selama tiga
bulan atau lebih walaupun jumlahnya hanya sedikit di atas nilai normal. Kadar
proteinuria yang melebihi 3500 mg/24 jam disebut proteinuria masif dengan
kandungan mayoritas albumin.

Pada kondisi normal, walaupun terdapat sejumlah protein yang cukup
besar atau beberapa gram protein plasma yang melewati nefron setiap hari, hanya
sedikit yang muncul di urin. Hal ini disebabkan dua faktor utama yang berperan,
yaitu filtrasi glomerulus dan reabsorbsi protein tubulus (Sudoyo et al., 2009).

b. Penyebab Proteinuria

Empat mekanisme patofisiologis proteinuria yang meningkat dijelaskan
oleh Sudoyo et al. (2009:956) dengan cara sebagai berikut:

1) Perubahan permeabilitas glomerulus yang mengikuti peningkatan filtrasi dari
protein plasma normal terutama albumin.

2) Kegagalan tubulus mereabsorbsi protein normal yang difitiltrasi.

3) Filtrasi glomerulus dari sirkulasi abnormal, Low Molecular Weigth Protein
(LMWP) dalam jumlah melebihi kapasitas reabsorbsi tubulus.

4) Sekresi yang meningkat dari makuloprotein uroepitel dan sekresi IgA
(Imunoglobulin A) dalam respons untuk inflamasi.

c. Metode Pemeriksaan Proteinuria

Metode yang digunakan untuk mengukur kadar proteinuria sangat
beragam. Metode dipstik atau carik celup merupakan salah satu metode
pengukuran proteinuria yang praktis dan efisien karena hanya membutuhkan 1-2

ml sampel urin dan menunjukkan hasil dalam 60 detik. Dipstik sangat sensitif
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terhadap albumin dan kurang sensitif terhadap hemoglobulin, globulin, dan
mukoprotein (Henry et al., 2001). Kelemahan metode dipstik ialah dapat
memberikan hasil positif palsu bila pH>7,0,urin yang sangat pekat atau
terkontaminasi darah. Urin yang sangat encer atau proteinuria yang tidak
mengandung albumin dalam jumlah yang cukup banyak menutupi proteinuria
dengan hasil negatif palsu. Beberapa penyakit ginjal dilaporkan dapat
menunjukkan hasil proteinuria negatif palsu, yakni: protein Bence Jones pada
pasien multipel mieloma, penyakit ginjal polikistik, penyakit ginjal obstruksi,
penyakit ginjal akibat obat-obatan analgesik, dan kelainan kongenital kista
(Sudoyo et al., 2009).

Pengukuran proteinuria menggunakan dipstik atau carik celup
menunjukkan angka spesifisitas dan sensitivitas yang beragam dari berbagai
sumber. Adapun penelitian Chotayaporn, et al. (2011:17) mengatakan sensitivitas
pemeriksaan proteinuria metode carik celup berada pada rentang 56-80% dengan
spesifisitas 67-92%. Schollum et al., (2013) menyebutkan tingginya spesifisitas
dipstik (97-100%) dalam mengukur proteinuria, tetapi memiliki sensitivitas yang
rendah (32—46%) sehingga individu dengan diagnosis penyakit ginjal memerlukan
metode yang lebih sensitif seperti Albumin Creatinin Ratio (ACR). Metode
dipstik atau carik celup dapat mendeteksi sebagian besar albumin dan sangat
sensitif terhadap mikroalbuminuria (30-300 mg/24 jam) yang merupakan pertanda
awal dari penyakit glomerulus yang terlihat untuk memprediksi jejas glomerulus
pada awal Nefropati Diabetik (Sudoyo et al., 2009).

Reaksi yang dihasilkan dalam pengukuran derajat proteinuria dengan
metode dipstik dikenal sebagai protein error dari indikator pH dimana indikator
yang mengalami buffer akan berubah warna sesuai dengan kandungan protein
ketika indikator melepas ion hidrogen untuk berikatan dengan protein. Warna
hijau yang dihasilkan menunjukkan kadar proteinuria pada pH yang stabil.
Perubahan warna dari kuning hingga kuning-hijau menunjukkan hasil negatif, dan
hijau menjadi hijau-biru sebagai hasil positif. Perubahan warna yang melebihi
warna trace pada dipstik (kandungan protein sekitar 15 mg/dl) menunjukkan

proteinuria yang signifikan sehingga perlu untuk pemeriksaan klinis untuk
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mengevaluasi signifikansi dari trace. Dipstik dengan merk Verify dapat mengukur
proteinuria pada kadar terendah 7,5-15 mg/dL (Henry et al., 2001).

Metode untuk mengukur kadar proteinuria secara kuantitatif dapat
menggunakan presipitasi dengan asam sulfosalisilat atau asam trikloroasetat.
Metode presipitasi atau yang dikenal sebagai metode Esbach memerlukan sampel
urin 24 jam yang kurang praktis. Sebanyak 10 ml dari urin sampel 24 jam yang
telah diaduk diambil pada tabung Esbach hingga tanda “U”, dicampur dengan 20
ml reagen Esbach hingga tanda “R” kemudian ditutup dan dibolak balik agar
tercampur sempurna kemudian dibiarkan pada suhu ruang selama 24 jam
selanjutnya dibaca endapan yang dihasilkan dalam satuan gram per liter. Metode
Esbach dinilai kurang akurat pada proteinuria derajat ringan karena hasil yang
ditunjukkan berada dalam rentang setengah hingga dua kali jumlah proteinuria
yang sebenarnya (Rosenfeld, 1999).

d. Interpretasi Klinik Derajat Proteinuria

Kadar proteinuria sebanyak 150 mg/24 jam atau sekitar 1-14 mg/dl dapat
diekskresi oleh ginjal yang normal (Burtis dan Ashwood, 1994; Sudoyo et al.,
2009). Proteinuria dalam kandungan normal urin terdiri atas protein yang
diekskresi oleh tubulus (7amm Horsfall, Imunoglobulin A dan Urokinase) atau
sejumlah kecil -2 mikroglobulin, apoprotein, enzim, dan hormon peptida.
Proteinuria fisiologis ini bersifat sementara pada keadaan demam tinggi, gagal
jantung, latihan fisik yang kuat (terutama lari maraton dapat mencapai 1 gram/24
jam), pasien dalam keadaan transfusi darah/plasma, pasien yang kedinginan,
pasien hematuria dengan proteinuria masif (bukan karena kebocoran protein dari
glomerulus tetapi karena banyaknya protein dari eritrosit yang pecah dalam urin).
Proteinuria fisiologis dapat terjadi pada remaja dan juga ortostatik proteinuria
dapat timbul karena terlalu lama berdiri (Sudoyo et al., 2009).

Derajat proteinuria diklasifikasikan oleh Kidney Dialysis Foundation
(KDF) dalam beberapa tingkatan dalam Tabel 2.4 berikut.
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Tabel 2. 4 Derajat proteinuria

Derajat Proteinuria Kadar (mg/24 jam)
Mikroalbuminuria 30-150
Proteinuria ringan 150-500
Proteinuria sedang 500-1.000
Proteinuria berat >1.000

(Sumber: Kidney Dialysis Foundation, 2010)

KDF menjelaskan beberapa kondisi klinis yang menyebabkan proteinuria,
yakni: (1) penyakit ginjal primer yang disebut nefritis oleh berbagai sebab, (2)
penyakit ginjal sekunder karena diabetes, hipertensi, kanker, kehamilan, dan obat-
obatan, dan (3) penyebab lain sepeti berlebihnya berat badan, dan gagal jantung.
Proteinuria masif dengan total kadar proteinuria di atas 3 gram/24 jam dapat
menyebabkan sindrom nefrotik (hipoalbuminemia, hiperlipidemia, dan edema)
yang menunjukkan gejala pembengkakan kaki, distensi perut dan susah bernapas
pada saat berbaring (KDF, 2010).

Kondisi mikroalbuminuria (kadar proteinuria 30-300 mg/24 jam) biasanya
terdapat pada pasien diabetes melitus (DM) dengan hipertensi dan beberapa
penyakit glomerulonefritis (seperti glomerulonefritis proliferatif mesengial difus).
Mikroalbuminuria merupakan tanda untuk proteinuria klinis yang disertai
penurunan GFR dan penyakit kardiovaskular sistemik serta target keberhasilan
pengobatan. Mikroalbuminuria berperan penting pada diagnosis awal dan
pencegahan penyakit ginjal dan kardiovaskuler. Pasien diabetes melitus tipe I
maupun tipe II penting untuk selalu kontrol ketat gula darah, tekanan darah, dan
mikroalbuminuria (Sudoyo et al., 2009).

Protenuria terisolasi merupakan sejumlah protein yang ditemukan dalam
urin tanpa gejala pada pasien sehat yang tidak mengalami gangguan fungsi ginjal
atau penyakit sistemik. Proteinuria terisolasi hampir selalu ditemukan secara
kebetulan dengan sedimen urin normal yang bersifat menetap/persisten maupun
sementara yang mungkin disebabkan oleh posisi lordotik tubuh pasien
(proteinuria ortostatik). Pemeriksaan pencitraan ginjal tidak ditemukan gangguan

abnormal ginjal atau saluran kemih dan tidak terdapat riwayat gangguan ginjal
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sebelumnya. Total ekskresi proteinuria pada proteinuria terisolasi dapat mencapai
kurang dari 2 gram/24 jam. Proteinuria terisolasi dibagi dalam 2 kategori: 1).
Jinak; fungsional, idiopatik, transien/tidak menetap, ortostatik, dan intermiten; 2).
Yang mungkin tidak ortostatik dan timbul secara persisten (Sudoyo et al., 2009)
Schollum (2013:17) menjelaskan beberapa kondisi yang dapat

dipertimbangkan pada hasil positif pemeriksaan derajat proteinuria menggunakan
metode dipstik sebagai berikut.
a. Umum ditemukan pada layanan kesehatan primer:

- Diabetes,

- Hipertensi,

- Obesitas, dan

- Obat-obatan seperti NSAID.
b. Kondisi sementara/transien:

- Kontaminasi sekret vagina,

- Infeksi saluran kemih,

- Proteinuria ortostatik,

- Latihan fisik berat, dan

- Demam.
c. Diagnosis banding:

- Gagal jantung kongestif,

- Glomerulonefritis,

- Sindrom nefrotik,

- Kerusakan tubulus akut, dan

- Pre-eklamsia.
d. Kondisi yang dapat dipertimbangkan:

- Penyakit tubulus kongenital, seperti penyakit ginjal polikistik,

- Multipel myeloma,

- Systemic Lupus Evythematosus (SLE),

- Mioglobinuria,

- Hemoglobinuria, dan

- Amiloidosis.
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2.5 Model Hewan Coba Nefropati Diabetik

Streptozotocin (STZ) dan Aloksan merupakan dua senyawa yang secara
luas digunakan untuk menginduksi diabetes pada hewan coba. Aloksan dengan
struktur pirimidin yang mirip dengan asam urat dan glukosa dapat menginduksi
diabetes pada kelinci, tikus, anjing, kucing, kambing, monyet, burung dara dan
mencit. Aloksan memiliki efek sitotoksik yang kurang spesifik terhadap sel beta
pankreas dan dilaporkan memiliki perubahan induksi yang reversibel pada
beberapa organ seperti ginjal dan medula adrenalis ketika dosis yang digunakan
lebih tinggi dari seharusnya untuk menginduksi diabetes. Streptozotocin
merupakan senyawa sitotoksik yang lebih spesifik terhadap sel beta pankreas dan
dilaporkan dapat menginduksi diabetes pada tikus, mencit, anjing, babi, dan
monyet. Streptozotocin dinilai sebagai agen penginduksi diabetes yang lebih
efektif dibandingkan dengan aloksan (Sima, 2005).

Perubahan metabolisme awal yang diakibatkan oleh Streptozotocin berupa
hiperglikemia dengan kadar serum keton dan asam lemak bebas dalam plasma
tetap normal dibandingkan dengan aloksan yang meningkatkan semua parameter
metabolik. Thopson dan Mikhailidis mengatakan bahwa tikus yang diinduksi
hiperglikemia oleh streptozotocin menunjukkan beberapa persamaan dengan
diabetes melitus pada manusia sehingga dinilai dapat bermanfaat dalam penelitian
untuk menemukan terapi diabetes melitus (Sima, 2005:135).

Injeksi streptozotocin secara single dose yang dilakukan pada hewan coba
yang telah berpuasa dapat menginduksi diabetes yang dapat dikontrol tanpa
insulin hingga dua tahun. Angka kematian hewan coba dapat meningkat hingga
75% karena kejang dan koma yang ditimbulkan hipoglikemia berat akibat
kerusakan sel beta pankreas dalam 48 jam pertama setelah induksi sehingga perlu
kontrol glukosa darah dengan pemberian dekstrosa 5% yang dapat menurunkan
angka kematian menjadi 23% (Wellman dan Bajada dalam Sima, 2005).
Streptozotocin pada dosis 55 mg/kgBB dapat menginduksi Nefropati Diabetik
(ND) pada tikus wistar dalam waktu tiga minggu setelah induksi yang ditandai
dengan timbulnya peningkatan albuminuria dan serum kreatinin serta kerusakan

secara histologis pada ginjal (Tesch dan Allen, 2007).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

26

2.6 Kerangka Konsep
Kerangka konsep pada penelitian ini ditunjukkan pada Gambar 2.9.

Streptozotocin

Alga cokelat ] a
(Sargassum sp.)

T T
I Sargachromenol 1 Vit.C | Phlorotannin y !

"N B \ \[ A . v W N* |

i TECM dan penipisan sel podosit |

i 1Permeabilitas kapiler intraglomerulus |

1 Derajat Proteinuria

Keterangan:
— : Memicu

—| : Menghambat
1 . piteliti

\___ 1 : Tidak diteliti

Gambar 2.9 Kerangka konsep penelitian
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Kerangka konsep penelitian pada Gambar 2.9 menjelaskan bahwa
streptozotocin yang diinjeksikan intraperitoneal akan diserap masuk ke sistem
peredaran darah dan menuju sel B pankreas melalui GLUT 2. Streptozotocin yang
merupakan analog N-acetylglucosamine (GIcNAc) menghambat enzim O-
GlcNAcase yang bertugas untuk melepas O-GIcNAc dari protein. Hal ini
menyebabkan terjadinya O-glycosylation pada protein intrasel secara ireversibel
dan apoptosis sel B pankreas. Rusaknya sel f pankreas menginduksi timbulnya
hiperglikemia yang tidak terkontrol sehingga menimbulkan reaksi non enzimatik
antara glukosa dengan zat sisa dalam tubuh seperti sisa protein maupun lemak.
Senyawa hasil reaksi non enzimatik ini membentuk Advanced Glycation End
Products (AGEs) yang merupakan salah satu bentuk radikal bebas. AGEs yang
berikatan dengan reseptornya (RAGE) pada endotel dan sel mesengial glomerulus
dapat menghambat aktivitas Nitric Oxide (NO) sehingga mengganggu sintesis sel
endotel. AGEs dapat mengaktivasi NF-kB sehingga menimbulkan inflamasi pada
ginjal yang berakibat pada penipisan sel podosit. Selain itu, AGEs juga mengubah
GF-B1 dan Endotel Vaskuler Growth Factor yang dapat meningkatkan Extra
Cellular Matrix (ECM). Penipisan sel podosit dan peningkatan ECM
meningkatkan permeabilitas kapiler intra glomerulus yang menimbulkan
hiperfiltrasi glomerulus dan menyebabkan peningkatan derajat proteinuria sebagai
salah satu komplikasi Nefropati Diabetik.

Alga cokelat (Sargassum sp.) mengandung beberapa senyawa antioksidan,
yakni sargachromenol yang merupakan salah satu derivat vitamin E, vitamin C,
dan phlorotannin yang merupakan senyawa fenolat golongan tanin. Ketiga
senyawa ini berperan sebagai antioksidan dengan mendonorkan atom hidrogen
maupun elektron dalam menstabilkan radikal bebas termasuk AGEs sehingga

peningkatan derajat proteinuria dalam Nefropati Diabetik dapat dicegah.
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2.7 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat pengaruh ekstrak alga cokelat
(Sargassum sp.) terhadap derajat proteinuria pada tikus wistar yang diinduksi

streptozotocin sebagai prevensi nefropati diabetik.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental murni (true
experimental design) secara in vivo dengan perlakuan randomisasi dalam
pengelompokan sampel. Jenis penelitian ini menggunakan rancangan Post Test

Only Control Group Design.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian akan ditunjukkan pada Gambar 3.1 berikut.

K (N) I1 D1 El H1
K(-) 2 D2 E2 H2
Po ™ S QR [P I3 D3 E3 H3
P2 14 D4 E4 H4
P3 15 D5 E5 HS5
Adaptasi Induksi Pengukuran Pengukuran
hari ke 1-7  Streptozotocin GDP status proteinuria
Ket hari ke-8 diabetes hari ke 30
eterangan : 2y
Po : Populasi dari hewan coba harijee-15
S : Sampel dari hewan coba
R : Proses randomisasi

K(N) :Kelompok normal dengan pemberian NaCMC
K(-)  :Kelompok kontrol negatif (diabetes) dengan pemberian streptozotocin dan Na

CMC
P1 : Kelompok perlakuan 1 dengan pemberian Streptozotocin dan ekstrak alga
cokelat (Sargassum sp.) dosis 150mg/kgBB
P2 : Kelompok perlakuan 2 dengan pemberian Streptozotocin dan ekstrak alga
cokelat (Sargassum sp.) dosis 300 mg/kgBB
P3 : Kelompok perlakuan 3 dengan pemberian Streptozotocin dan ekstrak alga

cokelat (Sargassum sp.) dosis 450 mg/kgBB
11 : Induksi kelompok normal dengan aquadest pada hari ke-8
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I3
14
I5
D1
D2
D3
D4
D5
El
E2
E3

E4

E5

H1-5

30

: Induksi kontrol negatif dengan pemberian streptozotocin pada hari ke-8

: Induksi kelompok perlakuan 1 dengan pemberian streptozotocin pada hari ke-8

: Induksi kelompok perlakuan 2 dengan pemberian streptozotocin pada hari ke-8

: Induksi kelompok perlakuan 3 dengan pemberian streptozotocin pada hari ke-8

: Data glukosa darah puasa kelompok normal setelah induksi hari ke-15

: Data glukosa darah puasa kontrol negatif setelah induksi hari ke-15

: Data glukosa darah puasa kelompok perlakuan 1 setelah induksi pada hari ke-15

: Data glukosa darah puasa kelompok perlakuan 2 setelah induksi pada hari ke-15

: Data glukosa darah puasa kelompok perlakuan 3 setelah induksi pada hari ke-15

: Diberikan perlakuan dengan pemberian NaCMC per oral selama 14 hari

: Diberikan perlakuan dengan pemberian NaCMC per oral selama 14 hari

: Diberikan perlakuan dengan pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
dosis 150 mg/kgBB per oral selama 14 hari

: Diberikan perlakuan dengan pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
dosis 300 mg/kgBB per oral selama 14 hari

: Diberikan perlakuan dengan pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
dosis 450 mg/kgBB per oral selama 14 hari

: Pengambilan sampel urin pada hari ke-30 untuk dicek derajat proteinuria

Gambar 3.1 Rancangan penelitian

3.3 Penentuan Populasi dan Sampel

3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian ini adalah tikus wistar jantan yang diperoleh dari

peternakan hewan di Malang, Jawa Timur.

3.3.2 Sampel Penelitian

Sampel pada penelitian ini diseleksi menurut kriteria inklusi dan eksklusi

agar didapatkan sampel yang homogen. Kriteria inklusi sampel penelitian sebagai

berikut.

Tikus putih galur wistar jantan (Rattus novergicus strain Wistar).

Tikus wistar berbulu putih dan sehat (bergerak aktif) dan tidak memiliki

kelainan anatomi.

Umur 6-8 minggu.

Berat 150-200 gram.

Kriteria eksklusi pada sampel penelitian adalah tikus wistar yang tidak

mau makan, diare dan mati sebelum proses randomisasi.
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3.3.3 Besar Sampel Penelitian
Sampel dipilih dengan menggunakan teknik simple random sampling yang
kemudian dibagi menjadi 5 kelompok. Besar sampel tiap kelompok dalam
penelitian ini dihitung menggunakan rumus Federer, yaitu (n-1) (p-1)>15.
Jikap=5,maka(n-1)(5-1)>15
4n—-4 >15
4n > 19
n >4,75

Keterangan:
n : jumlah sampel,
p : jumlah perlakuan.

Hasil penghitungan dengan rumus di atas didapatkan n > 4,75 sehingga
jumlah sampel tiap perlakuan kurang lebih 5 ekor tikus wistar. Jadi, dalam
penelitian ini jumlah sampel keseluruhan yang digunakan adalah 25 ekor tikus

wistar dalam 5 kelompok.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Lab. Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember untuk perawatan, pemberian ekstrak per oral dan
pengumpulan sampel urin dengan kandang metabolik, Lab. Biologi Molekular
Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pengukuran derajat proteinuria dan
glukosa darah puasa hewan coba. Pembuatan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
dilakukan di Lab. Biomol Fakultas Kedokteran dan Laboratorium Central for
Development of Advanced Sciences and Technology (CDAST) Universitas
Jember. Penelitian dilaksanakan pada bulan April sampai Oktober 2016.

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
a. Alat untuk pemeliharaan tikus wistar adalah bak plastik, penutup kawat, botol

air minum, tempat makan, label, dan timbangan.
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b. Alat untuk pembuatan ekstrak alga cokelat adalah tampah, tali, blender,
ayakan 30 mesh, timbangan, pengaduk, tabung 1 liter, kertas saring, labu
Erlenmeyer, labu ukur dan rotary evaporator.

c. Alat untuk menyonde ekstrak alga cokelat adalah sarung tangan, masker,
beaker glass, pengaduk, dan spuit sonde.

d. Alat untuk menginduksi streptozotocin adalah sarung tangan, masker, beker
glass, timbangan, pengaduk, dan spuit 1ml.

f.  Alat untuk pengambilan sampel proteinuria adalah sarung tangan, masker,
dan kandang metabolik.

g. Alat untuk pengamatan hasil proteinuria adalah sarung tangan, masker,
bengkok, tabung Urinalysis Verify, tisu kering, stopwatch, kertas dan alat
tulis.

3.5.2 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini sebagai berikut.

a. Bahan untuk pemeliharaan mencit adalah makanan standar, minuman, dan
sekam.

b. Bahan untuk pembuatan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) adalah alga
cokelat (Sargassum sp.) segar, air, dan metanol80%.

c. Bahan untuk induksi diabetes adalah streptozotocin, buffer sitrat 0,1 M
dengan pH 4,5 dan infus D5%.

d. Bahan untuk perlakuan sonde per oral adalah ekstrak alga cokelat (Sargassum
sp.) dan NaCMC.

d. Bahan untuk mengukur pemeriksaan proteinuria adalah sampel urin, tisu

kering, dan strip dipstik.

3.6 Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak alga cokelat

(Sargassum sp.).
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3.6.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah derajat proteinuria dalam urin

tikus wistar.

3.6.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
a. jenis tikus wistar (Rattus novergicus strain Wistar);
b. berat badan tikus 150-200 gram;
c. usia tikus 6-8 minggu;
d. jenis kelamin tikus jantan;
e. pemeliharaan tikus dengan pakan dan minum ad libitum;

f. dosis pemberian streptozotocin 55 mg/Kgbb;

3.7 Definisi Operasional
3.7.1 Ektrak Alga Cokelat (Sargassum sp.)

Ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) adalah hasil dari ekstraksi alga
cokelat dengan metode maserasi dengan metanol 80% pada perbandingan 1:5.
Alga cokelat segar didapatkan dari pantai Pulau Merah Kabupaten Banyuwangi
yang diidentifikasi sebagai Sargassum sp. dengan mencocokkan gambaran
morfologi sampel dengan buku American Journal of Botany (Fensholt,1955),
Encyclopedia of Medicinal Plants (Chevallier,1996), dan Journal of Algaebase
(Guiry et al., 2016). Dosis ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) yang digunakan
yaitu 150 mg/kgBB, 300 mg/KgBB dan 450 mg/KgBB yang dilarutkan dalam 1ml
NaCMC 0,5 % dan diberikan sekali setiap hari selama 14 hari (Lampiran 3.1).

3.7.2 Derajat Proteinuria

Derajat proteinuria adalah kadar proteinuria hewan coba yang diukur
menggunakan dipstik yang dicelupkan dalam urin sewaktu selama 1-3 detik
kemudian mengeringkan bagian bawah strip pada tisu kering, selanjutnya
dilakukan pembacaan dengan mencocokkan perubahan warna reagen yang

dihasilkan pada tabung Urinalysis Dipstik Verify dalam waktu 60 detik.
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Derajat proteinuria ditunjukkan sebagai data semikuantitatif dimulai dari hasil
negatif, +1, +2, +3, +4 dan +5. Skor kadar pada derajat proteinuria dengan strip
dipstik adalah sebagai berikut.

1 : Negatif atau kadar proteinuria < 15 mg/dl
: Derajat +1 atau kadar proteinuria dalam rentang 15-30 mg/dl
: Derajat +2 atau kadar proteinuria dalam rentang 30-100 mg/dl
: Derajat +3 atau kadar proteinuria dalam rentang 100-300 mg/dl

: Derajat +4 atau kadar proteinuria dalam rentang 300-2.000 mg/dl

AN DN R~ WD

: Derajat +5 atau kadar proteinuria > 2.000 mg/dl

3.7.3 Dosis Streptozotocin

Dosis streptozotocin adalah dosis yang digunakan untuk menginduksi
diabetes dan mampu menimbulkan komplikasi Nefropati Diabetik (ND) pada
ginjal tikus. Dosis streptozotocin 55 mg/Kgbb pada tikus wistar dilaporkan dapat
menimbulkan diabetes dalam waktu satu minggu. Streptozotocin diberikan single
dose pada hari ke-8 secara intraperitoneal yang dilarutkan terlebih dahulu dalam
buffer sitrat 0,1 M pH 4,5 dengan konsentrasi 22,5 mg/ml buffer. Streptozotocin
menimbulkan komplikasi ND dalam tiga minggu sehingga pengukuran derajat

proteinuria dilakukan pada hari ke-30 (Tesch dan Allen, 2007).

3.7.4 Hewan Coba

Hewan coba pada penelitian ini adalah tikus wistar (Rattus novergicus
strain Wistar) yang bergerak aktif, tidak tampak sakit maupun cacat secara
anatomi, berbulu putih, berjenis kelamin jantan dengan usia 6-8 minggu, dan berat
150-200 gram. Kriteria eksklusi hewan coba pada penelitian ini tikus yang sakit

dan mati.

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1 Pemilihan Hewan Coba
Sampel tiap kelompok perlakuan disesuaikan dengan kriteria inklusi dan

eksklusi dari penelitian ini. Kriteria inklusi adalah tikus putih (Rattus novergicus

strain Wistar) yang bergerak aktif, tidak tampak sakit maupun cacat secara
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anatomi, berbulu putih, berjenis kelamin jantan dengan usia 6-8 minggu, dan berat
badan 150-200 gram. Kriteria eksklusi hewan coba pada penelitian ini adalah

tikus yang sakit dan mati sebelum proses randomisasi.

3.8.2 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba diadaptasikan dalam kandang selama satu minggu dimulai
pada hari ke 1-7 agar tidak stres terhadap lingkungan baru. Hewan coba diberikan
pakan standar, minuman dan pembersihan tempat pakan dari sisa pakan maupun
minum setiap hari. Pembersihan kandang, alas kandang, dan kotoran dilakukan
setiap dua hari untuk menghindari timbulnya penyakit. Lingkungan tempat tinggal

dibuat tenang dan terhindar dari sinar matahari langsung.

3.8.3 Pembagian Tiap Kelompok

Sampel penelitian 25 hewan coba dibagi dalam 5 kelompok dengan
metode random sampling, tiap kelompok terdiri atas 5 ekor tikus sesuai
perhitungan dengan rumus Federer. Pembagian kelompok pada penelitian ini

dapat dilihat pada Tabel 3.1 berikut.

Tabel 3.1 Pembagian kelompok penelitian

Kelompok Bentuk Perlakuan

K(N) Pemberian NaCMC per oral

K@) Pemberian streptozotocin dan NaCMC per oral

P1 Pemberian streptozotocin dan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
150 mg/kgBB per oral

P2 Pemberian streptozotocin dan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
300 mg/kgBB per oral

P3 Pemberian streptozotocin dan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)
450 mg/kgBB per oral

3.8.4 Pembuatan Ekstrak Alga Cokelat (Sargassum sp.)

Alga cokelat (Sargassum sp.) dicuci dengan air bersih yang mengalir
untuk membersihkan sisa pasir dan kotoran kemudian diangin-anginkan dengan
cara digantung pada tali dalam suhu ruang. Alga cokelat yang telah kering
dihaluskan dengan blender hingga menjadi serbuk. Selanjutnya diayak

menggunakan ayakan 30 mesh agar didapatkan serbuk halus dan ditimbang.
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Serbuk alga cokelat halus dimaserasi selama 48 jam dengan pelarut metanol 80%
dalam tabung satu liter dengan perbandingan 1:5 kemudian diulang selama 3 kali.
Ekstrak metanol kemudian ditampung di labu Erlenmeyer untuk diuapkan dengan
Rotary Vacuum Evaporator pada suhu 50°C hingga menghasilkan ekstrak kental
(pekat) dengan berat konstan (Motshakeri et al., 2014).

3.8.5 Pengukuran Glukosa Darah Puasa

Pengukuran glukosa darah puasa (selama 8 jam) dilakukan pada hari ke 15
dengan kriteria diagnostik diabetes diatas 126 mg/dl (WHO, 2016). Pengukuran
dilakukan dengan alat cek darah portabel Glucometer melalui sampel darah ekor
tikus yang dilukai dengan pisau bedah dan diteteskan pada sensor yang terdapat
pada strip tes. Setelah itu, kadar glukosa dalam darah akan terhitung secara

kuantitatif pada monitor alat tersebut.

3.8.6 Penginduksian Streptozotocin

Penginduksian Streptozotocin untuk menginduksi diabetes dilakukan pada
hari ke-8 pada kelompok K(-), P1, P2 dan P3. Tikus dipuasakan selama 8 jam lalu
diinjeksi streptozotocin intraperitonial single dose pada dosis 55mg/kgBB dalam
buffer sitrat 0,1 M pH 4,5. Tempat minum hewan coba diganti dengan D5%
selama 48 jam pertama setelah injeksi untuk menghindari kematian akibat
hipoglikemia dari peningkatan pelepasan insulin kerusakan sel pankreas akut

sebagai efek sitotoksik streptozotocin (Tesch dan Allen, 2007).

3.8.7 Perlakuan terhadap Hewan Coba

Sampel hewan coba sebanyak 25 ekor tikus yang dibagi dalam 5
kelompok perlakuan seperti pada rancangan penelitian, dilakukan adaptasi terlebih
dahulu selama 7 hari agar tikus mampu menyesuaikan lingkungan yang baru.
Pada hari ke-8 dilakukan pengukuran kadar gula darah puasa yang dilanjutkan
dengan penginduksian diabetes dengan streptozotocin pada kelompok K(-),
kelompok P1, P> dan P3. Pada hari ke-15 dilakukan pengukuran kadar glukosa

darah puasa untuk mengkonfirmasi status diabetes hewan coba yakni diatas 140
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mg/dl (Zulkarnain, 2013). Hewan coba dalam kelompok Pi, kelompok P2 dan
kelompok P3 yang dinyatakan diabetes diberikan ekstrak alga cokelat (Sargassum
sp.) pada dosis 150 mg/kgBB, 300mg/kgBB, dan 450 mg/kgBB yang dilarutkan
dalam 1 ml NaCMC selama 14 hari secara per oral. Sedangkan untuk kelompok
normal dan kontrol negatif diberikan 1 ml NaCMC selama 14 hari secara per oral.
Pengumpulan sampel urin sewaktu menggunakan urin pagi. Pada malam hari ke-
29 dilakukan pemindahan hewan coba ke dalam kandang metabolik yang telah
dibersihkan. Makanan dan minuman dalam kandang metabolik dijaga untuk tidak
jatuh ke dalam tabung penampung urin dengan mempersempit saluran tampung
urin dan membedakan jalur kotoran dari jalur urin. Pengamatan dan pengukuran
derajat proteinuria dilakukan pada pagi hari ke-30 untuk membuktikan pengaruh
ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) terhadap derajat proteinuria dengan
membandingkan derajat proteinuria pada kelompok normal dan kontrol negatif

dengan kelompok perlakuan P1,P2, dan Ps.

3.8.8 Pengukuran Derajat Proteinuria

Pengukuran derajat proteinuria dilakukan menggunakan dipstik pada urin
sewaktu di pagi hari ke-30 sehingga didapatkan hasil semi kuantitatif. Pengukuran
ini dilakukan dengan cara mencelupkan strip dipstik ke dalam sampel urin selama
1-3 detik kemudian mengeringkan bagian bawah strip pada tisu kering selanjutnya
dilakukan pembacaan dengan mencocokkan perubahan warna reagen yang
dihasilkan pada tabung Urinalysis dipstik dalam waktu 60 detik.

Skor kadar proteinuria pada pengukuran derajat proteinuria urin tikus
wistar dengan strip dipstik adalah sebagai berikut.

1 : Hasil negatif atau kadar proteinuria <15 mg/dl

: Derajat+1 atau kadar proteinuriadalam rentang 15-30 mg/dl
: Derajat +2 atau kadar proteinuria dalam rentang 30-100 mg/dl
: Derajat +3 atau kadar proteinuria dalam rentang 100-300 mg/dl

: Derajat +4 atau kadar proteinuria dalam rentang 300-2.000 mg/dl

AN W R~ WD

: Derajat +5 atau kadar proteinuria >2.000 mg/dl
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3.9 Analisis Data

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan antar kelompok
dengan jumlah lebih dari dua kelompok dan data semikuantitatif sehingga analisis
statistik yang digunakan adalah uji Kruskal Wallis. Jika terdapat perbedaan
bermakna (p<0,05), maka dilakukan uji Mann Whitney untuk mengetahui

perbedaan antar kelompok.

3.10 Uji Kelayakan Etik

Penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Jember pada tanggal 17 Oktober 2016 (Lampiran 3.3).
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3.11 Alur Penelitian
Alur penelitian dijelaskan pada Gambar 3.2 berikut.

Determinasi Bahan
|

Pengumpulan bahan, pengeringan, pembuatan ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.)

I I I | |
Randomisasi Tikus Wistar (Rattus novergicus strain Wistar)

K (N) K () P1 P2 P3

Adaptasi pada hari ke-1 sampai hari ke-7
[ [ I [ [

Pengukuran kadar glukosa darah puasa sebelum induksi streptozotocin

I I I | I
Aquadest Injeksi Streptozotocin hari ke-8

| | | | |
Pengukuran kadar glukosa darah puasa setelah induksi streptozotocin hari ke-15

Pemberian
NaCMC
(14 hari)

Pemberian
NaCMC
(14 hari)

Pemberian ekstrak
alga cokelat
(Sargassum sp.)
150 mg/kgBB
(14 hari)

Pemberian ekstrak
alga cokelat
(Sargassum sp.)
300 mg/kgBB
(14 hari)

Pemberian ekstrak
alga cokelat
(Sargassum sp.)
450 mg/kgBB
(14 hari)

Pemindahan ke dalam kandang metabolik pada malam hari di hari ke-29

| | ] [ [
Pengamatan dan pengukuran derajat proteinuria pada pagi di hari ke-30

[
Analisis data

Gambar 3.2 Skema alur penelitian
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BAB. 5§ KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
terdapat pengaruh pemberian ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) terhadap
derajat proteinuria tikus wistar yang diinduksi streptozotocin sebagai prevensi

nefropati diabetik.

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan oleh peneliti dari penelitian ini adalah sebagai
berikut.

1. Penelitian lebih lanjut dengan menggunakan senyawa sargachromenol atau
phlorotannin dari ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) sebagai prevensi
maupun terapi nefropati diabetik.

2. Penelitian lebih lanjut menggunakan parameter oksidan AGEs untuk

memastikan peran antioksidan dalam nefropati diabetik.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Perhitungan dan Pemberian Dosis Streptozotocin (STZ)

1. Dosis Streptozotocin pada tikus Wistar 55 mg/kgBB

2. Kebutuhan Streptozotocin untuk 1 Ekor Tikus BB 180 gram

_ (180 grx 55 mg/kgBB)
1000 gr/kgBB

9,9 mg

Kebutuhan streptozotocin untuk 20 ekor =20 x 9,9 mg= 198 mg

3. Konsentrasi Streptozotocin dalam Buffer Sitrat 22 mg/ml

99 mg

x 1 ml buffer = 0,44 ml/ekor
22,5mg

Volume buffer sitrat untuk 20 ekor = 20 x 0,44 ml = 8,8 ml

4. Pembuatan Buffer Sitrat 0,1 M pH 4,5 sebagai pelarut STZ
Larutan Asam Sitrat (A) = 21,01 gr As. Sitrat dalam 1 L Aquades
Larutan Natrium Sitrat (B) =29,41 gr Na. Sitrat dalam 1 L Aquades
Buffer Sitrat =28 ml Lar. A + 22 ml Lar. B + Aquades hingga
volume 100 ml menghasilkan pH 4,5.
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Lampiran 3.2 Perhitungan Dosis Ekstrak Alga Cokelat (Sargassum Sp.)

1. Dosis ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) 150 mg/kgBB

mg
kgBB
1000 gr/kg

Dosis ekstrak dilarutkan dalam 1 ml NaCMC 0,5% pada setiap ekor

150 x 180 gr

x1ekor x 1 hari = 27 mg

Dosis 5 ekor tikus:
= tikus x dosis ekstrak x banyaknya pemberian
=5 x27mgx 1
= 135 mg yang dilarutkan dalam 5 ml NaCMC 0,5%
Jadi 1 ekor tikus dosis peroral yang diberikan 27 mg dalam 1 ml NaCMC 0,5%

2. Dosis ekstrak alga cokelat (Sargassum sp.) 300 mg/kgBB

mg
kgBB
1000 gr/kg

Dosis ekstrak dilarutkan dalam 1 ml NaCMC 0,5% pada setiap ekor

300 x 180 gr

x 1 ekor x 1 hari = 54 mg

Dosis 5 ekor tikus:
=Y tikus x dosis ekstrak x banyaknya pemberian
=5 x54mgx1
=270 mg yang dilarutkan dalam 5 ml NaCMC 0,5%
Jadi 1 ekor tikus dosis peroral yang diberikan 54 mg dalam 1 ml NaCMC 0,5%

3. Dosis ekstrak 450 mg/kgBB

mg
450kgBBx 180 gr

=———————x1ekorx1hari =81mg
1000 gr/kg

Dosis 5 ekor tikus
=Y tikus x dosis ekstrak x banyaknya pemberian
=5 x8lmgx1
=405 mg yang dilarutkan dalam 5 ml NaCMC 0,5%
Jadi 1 ekor tikus dosis peroral yang diberikan 81 mg dalam 1 ml NaCMC 0,5%
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4. Tabel Konversi Dosis Hewan Coba (mg/kgBB) ke Manusia (mg/kgBB)

60

Spesies Berat Badan (kg) Koefisien perkalian untuk dosis Manusia (60kg)

Mencit 0,02 0,081
Hamster 0,08 0,135
Tikus 0,15 0,162
Musang 0,30 0,189
Babi 0,40 0,216
Kelinci 1,8 0,324
Anjing 10 0,541
Kera 3 0,324

Sumber: (Nair dan Jacob, 2016)

a. Konversi dosis tikus (BB 150 g) 150 mg/kgBB
Dosis manusia =150x 0,162 = 24,3 mg/kgBB
BB manusia 60 kg = 60 x 24,3 = 1.458 mg = 1,5 gr ekstrak alga cokelat

b. Konversi dosis tikus (BB 150 g) 300 mg/kgBB
Dosis manusia =300 x 0,162 = 48,6 mg/kgBB
BB manusia 60 kg =60 x 48,6 =2.916 mg = 2,9 gr ekstrak alga cokelat

c. Konversi dosis tikus (BB 150 g) 450 mg/kgBB
Dosis manusia ~ =450x 0,162 = 72,9 mg/kgBB
BB manusia 60 kg =60 x 72,9 = 4,374 mg = 4,4 gr ekstrak alga cokelat
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Lampiran 3.3 Lembar Persetujuan Etik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

KOMISI ETIK PENELITIAN
J1. KaThiantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor : 9489 /H25.1.11/KE/2016

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
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Lampiran 4.1 Hasil Kadar Gula Darah Puasa Sebelum Dan Setelah Induksi

Streptozotocin
Kelompok Kadar Glukosa Rata-rata Kadar Glukosa Rata-rata
Perlakuan Darah sebelum (mg/dl) Darah setelah (mg/dl)
Induksi STZ (mg/dl) Induksi STZ (mg/dl)
Kontrol 68,6 694
Normal 96 75
59 67
83 64
52 82
53 59
Kontrol 64,8 254
Negatif 56 140
89 310
49 316
82 324
48 181
Dosis 150 66,8 336,2
mg/kgBB
(P1) 89 488
81 463
53 311
45 257
66 162
Dosis 300 66,2 250
mg/kgBB
(P2) 81 140
81 361
75 297
45 145
49 312
Dosis 450 77,6 272
mg/kgBB
(P3) 53 330
75 140
94 310
81 324
85 257
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Lampiran 4.2 Hasil Pengukuran Derajat Proteinuria

Kelompok Skor  Derajat Rentang Skor Rentang Kadar
Perlakuan Proteinuria Kadar Terbanyak Terbanyak
Kontrol Normal 1 < 15 mg/dl
(KN) 1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
Kontrol Negatif 3 30-100 mg/dl
K- 2 +1 15-30 mg/dl
3 +2 30-100 mg/dl
3 +2 30-100 mg/dl
3 +2 30-100 mg/dl
2 +1 15-30 mg/dl
Dosis 150 1 <15 mg/dl
mg/kgBB (P 1) 1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
2 +1 15-30 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
Dosis 300 1 <15 mg/dl
mg/kgBB (P 2) 1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
2 +1 15-30 mg/dl
2 +1 15-30 mg/dl
Dosis 450 ) 15-30 mg/dl
mg/kgBB
(K 5) 2 +1 15-30 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
2) +1 15-30 mg/dl
1 Negatif <15 mg/dl
2 +1 15-30 mg/dl
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Lampiran 4.3 Analisis Data

1. Kruskal-Wallis Test

Ranks

Kelompok N Mean Rank
Derajat_Proteinuria K1 5 7,50

K2 5 21,80

K3 o) 9,70

K4 5 11,90

K5 5 14,10

Total 25

Test Statistics™”

Derajat_Proteinuria

Chi-Square 14,118
df 4
Asymp. Sig. ,007

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

2. Post Hoc Mann-Whitney TestK1 dan K2

65

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K1 5 3,00 15,00
Kelompok K2 5 8,00 40,00
Total 10

Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

,000
15,000
-2,835

,005

,008°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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3. Post Hoc Mann-Whitney Test K1 dan K3

66

Ranks

Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K1 5 5,00 25,00

Kelompok K3 5 6,00 30,00

Total 10

Test Statistics®
Derajat Proteinuria

Mann-Whitney U 10,000
Wilcoxon W 25,000
z -1,000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,690°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for

ties.

4. Post Hoc Mann-Whitney Test K1 dan K4

Ranks

Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K1 5 4,50 22,50

Kelompok K4 5 6,50 32,50

Total 10

Test Statistics®
Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U 7,500
Wilcoxon W 22,500
z -1,500
Asymp. Sig. (2-tailed) ,134
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,310°
a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for

ties.
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5. Post Hoc Mann-Whitney Test K1 dan K5
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Ranks

Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K1 5 4,00 20,00

Kelompok K5 5 7,00 35,00

Total 10

Test Statistics®
Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U 5,000
Wilcoxon W 20,000
z -1,964
Asymp. Sig. (2-tailed) ,050
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,151°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

6. Post Hoc Mann-Whitney Test K2 dan K3

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K2 5 7,80 39,00
Kelompok K3 5 3,20 16,00
Total 10
Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

1,000
16,000
-2,545

011

,016°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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7. Post Hoc Mann-Whitney Test K2 dan K4
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Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K2 5 7,60 38,00
Kelompok K4 5 3,40 17,00
Total 10

Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

2,000
17,000
-2,324
,020
,032°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

8. Post Hoc Mann-Whitney Test K2 dan K5

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K2 ) 7,40 37,00
Kelompok K5 5 3,60 18,00
Total 10

Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

3,000
18,000
-2,154
,031
,056°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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9. Post Hoc Mann-Whitney Test K3 dan K4

69

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K3 5 5,00 25,00
Kelompok K4 5 6,00 30,00
Total 10
Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

10,000
25,000
-,655
513
,690°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for

ties.

10.Post Hoc Mann-Whitney Test K3 dan K5

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K3 ) 4,50 22,50
Kelompok K5 5 6,50 32,50
Total 10
Test Statistics®

Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig_;. [2*(1-tailed Sig.)]

7,500
22,500
-1,225
221
,310°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for

ties.
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11.Post Hoc Mann-Whitney Test K4 dan K5
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Ranks

Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Derajat_Proteinuria Kelompok K4 5 5,00 25,00

Kelompok K5 5 6,00 30,00

Total 10

Test Statistics®
Derajat_Proteinuria

Mann-Whitney U 10,000
Wilcoxon W 25,000
z -,600
Asymp. Sig. (2-tailed) ,549
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,690°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Lampiran 4.4 Dokumentasi Penelitian

1. Pembuatan Ekstrak Alga Cokelat (Sargassum sp.)

s W
R i \

Alga cokelat yang telah kering Serbuk alga kering setelah dihaluskan

Alga dimaserasi dan disaring Penguapan dengan Rotary Evaporator
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Hasil ekstrak metanol alga cokelat Pembuatan pelarut NaCMC 0,5%

2. Perlakuan Terhadap Hewan Coba

A0 Diﬁﬂﬂlllﬂm"-"\m: ‘-

Pemberian makan minum serta
penggantian sekam

Injeksi intraperitoneal streptozotocin

Pemberian D5% setelah injeksi STZ

[
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Pengukuran gula darah puasa Penyondean ekstrak Alga cokelat
setelah injeksi STZ

e il

Pengumpulan sampel urin pada Wadah tampung urin pada kandang
kandang metabolik metabolik

Tempat minum diatas wadah pakan Dipstik merk Verify digunakan
untuk meminimalisir kontaminasi dengan stopwatch
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Sampel urin sewaktu dikumpulkan

Pengukuran derajat proteinuria

pada pagi hari menggunakan dipstik
s283 [aEe
e es = " 5 gu aSmm s
00 TK©
K" .&' tid
Kelompok Normal Kontrol Negatif Kelompok dosis 150
(K1) (K2) (K3)
= & & L Y . e .
‘ 5 .
= s m = 3 == as
k‘ 2,00 K,.(f:p)
Kelompok dosis 300 Kelompok dosis 450
(K4) (K5)
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