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RINGKASAN

Aktivitas Hepatoprotektor Tepung Kedelai (Glycine max L.) terhadap
Peningkatan Kadar MDA Hati Tikus Wistar Jantan yang Diinduksi
Diazinon; Sofi Aliyatul Himah, 142010101037; 2017; 61 halaman; Program Studi
Pendidikan Dokter Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Indonesia merupakan negara agraris yang kehidupan sehari-harinya tidak
lepas dari kegiatan bercocok tanam. Sayuran dan buah-buahan sebagai produk
andalan negara agraris ini sering dikaitkan dengan penggunaan pestisida untuk
meningkatkan kualitas dan kuantitas produknya. Pada tahun 2014 tercatat sekitar
1.790 formulasi dan 602 bahan aktif pestisida telah didaftarkan untuk
mengendalikan hama di berbagai bidang komoditi. Senyawa organofosfat adalah
kelompok insektisida yang paling banyak digunakan di dunia. Diazinon
merupakan golongan organofosfat yang paling sering digunakan sebagai
agricultural pest control. Diazinon dimetabolisme di hati dengan menggunakan
beberapa jalur metabolisme untuk menguraikan diazinon menjadi diazoxon.
Diazoxon merupakan metabolit aktif yang merupakan radikal bebas bagi tubuh.
Diazoxon akan menyebabkan stress oksidatif dan menginduksi terjadinya
peroksidasi lipid.

Peroksidasi lipid merupakan reaksi antara radikal bebas maupun oksidan
yang menyerang lipid yang mengandung ikatan karbon ganda yaitu PUFA.
Peroksidasi lipid melibatkan pemisahan hidrogen dari rantai karbon yang
digantikan oleh oksigen menjadi lipid peroxyl radicals dan lipid hidroperoksida.
PUFA didegradasi oleh radikal-radikal bebas sehingga menghasilkan produk
samping yang disebut dengan malondialdehid (MDA). Malondialdehid dapat
digunakan untuk mengetahui derajat kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh
peroksidasi lipid.

Penggunaan pestisida khususnya jenis diazinon yang bersifat hepatotoksik
ini membutuhkan suatu hepatoprotektor untuk mengontrol kerusakan hati.
Hepatoprotektor dapat ditemukan secara alami pada tumbuhan yang mengandung
senyawa antioksidan. Kedelai merupakan bahan penghasil antioksidan alami,
salah satu komponen terpenting dalam kedelai dan bertindak sebagai antioksidan
adalah isoflavon. Kedelai sebagai salah satu produk unggulan Universitas Jember
ini dapat diproses menjadi beberapa produk olahan seperti susu, tahu, tempe, dan
tepung sehingga lebih aplikatif dan mudah dikonsumsi oleh berbagai lapisan
masyarakat. Tepung kedelai ternyata memiliki kandungan isoflavon yang lebih
tinggi dibandingkan produk olahan kedelai lainnya, yaitu dengan kandungan rata-
rata daidzein sebesar 67,69%, genistein 89,42%, dan glicitein 20,02%. Kandungan
genistein dan daidzein dalam tepung kedelai bekerja sebagai antioksidan dalam
mencegah peningkatan kadar MDA tikus melalui mekanisme donor atom
hidrogen dan elektron.

Jenis penelitian ini adalah penelitian true experimental laboratories
dengan rancangan penelitian posttest only control group design, bertujuan untuk
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mengetahui pengaruh tepung kedelai terhadap peningkatan kadar MDA hati pada
tikus yang diinduksi diazinon. Penelitian dilakukan di laboratorium Fisiologi dan
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Jumlah sampel yang
digunakan sebanyak 25 ekor tikus jantan berat 150-300 gram yang diambil secara
simple random sampling. Sampel dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok
kontrol normal (Kn), kelompok kontrol positif (K(-)), kelompok perlakuan 1 (K1),
kelompok perlakuan 2 (K2), dan kelompok perlakuan 3 (K3). Kelompok normal
(Kn) diberikan normal salin. Kelompok kontrol negatif (K(-)) disondekan
diazinon yang dilarutkan dalam corn oil dengan dosis 40 mg/kgBB per oral pada
hari ke-36 sampai hari ke-40 selama 5 hari. Kelompok perlakuan K1, K2, dan K3
disondekan tepung kedelai 10%, 15%, dan 20% per oral pada hari ke-8 selama 28
hari, kemudian disondekan diazinon yang dilarutkan dalam corn oil dengan dosis
40 mg/kgBB pada hari ke-29 selama 5 hari. Setelah semua kelompok diberi
perlakuan selama 33 hari dilakukan pengukuran kadar MDA dari jaringan hati
dengan metode TBARS. Pembuatan tepung kedelai (Gycine max L.) dilakukan
dengan menggunakan metode penepungan basah. Kedelai didapat di pasar
Tanjung, Kabupaten Jember kemudian dilakukan perendaman selama 3 jam.

Data yang didapat berupa kadar MDA dengan satuan pg/mL. Hasil
pengukuran rata-rata kadar MDA dan standar deviasi tiap kelompok perlakuan
adalah Kn 6,35%0,75; K(-) 9,22+1,35; K1 8,84+0,33; K2 7,88+0,61; K3
7,03+£0,58. Hasil pengukuran kadar MDA Hati dianalisis dengan menggunakan
One Way ANOVA dan dilanjutkan uji Post Hoc multiple comparisons dengan tes
LSD (Least Significant Difference). Hasil penelitian menunjukkan bahwa tepung
kedelai (Glycine max L.) dapat mencegah peningkatan kadar MDA hati tikus yang
diinduksi  diazinon (p<0,05). Hasil analisis data kelompok perlakuan
menggunakan uji Korelasi Pearson menunjukkan angka koefisien korelasi
Pearson sebesar -0,750, artinya besar korelasi antara kedua variabel tersebut
adalah 0,750 atau negatif kuat dan korelasi kedua variabel bersifat terbalik, yaitu
semakin tinggi konsentrasi tepung kedelai yang diberikan akan semakin rendah
kadar MDA hati.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Indonesia merupakan negara agraris yang kehidupan sehari-harinya tidak
lepas dari kegiatan bercocok tanam. Sayuran dan buah-buahan sebagai produk
andalan negara agraris ini sering dikaitkan dengan penggunaan pestisida untuk
meningkatkan kualitas dan kuantitas produknya. Pada tahun 2014 tercatat sekitar
1.790 formulasi dan 602 bahan aktif pestisida telah didaftarkan untuk
mengendalikan hama di berbagai bidang komoditi (Komisi Pestisida, 2014).

Pestisida dibagi menjadi 4 golongan, yaitu organoklorin, organofosfat,
karbamat, dan piretroid (Hudayya dan Jayanti, 2012). Senyawa organofosfat
adalah kelompok pestisida yang paling banyak digunakan di dunia. Berdasarkan
studi pendahuluan yang dilakukan oleh Aribowo et al. (2016), di Desa Umbulsari
Kecamatan Umbulsari Kabupaten Jember pada bulan April 2015 ditemukan 73
petani melakukan perawatan tanaman jeruk menggunakan pestisida jenis
organofosfat.

Golongan organofosfat yang paling sering digunakan yaitu diazinon.
Diazinon umumnya digunakan pada tanaman buah, padi, tebu, jagung, tembakau
dan tanaman hortikultura karena sangat efektif memberantas dan membasmi
hama-hama tanaman seperti kutu daun, lalat, wereng, kumbang penggerek padi,
dan sebagainya (Agustina, 2016). Hal ini terbukti pada penelitian Asmita (2010)
bahwa telah ditemukan residu pestisida diazinon pada bawang merah di Alahan
Panjang dan Sungai Nanam Kecamatan Lembah Gumati Padang melebihi nilai
Batas Maksimum Residu (BMR) yaitu 2,006 mg/kg dan 1,764 mg/kg.

Organofosfat umumnya cepat didekomposisi di lingkungan dan tidak
bersifat bioakumulatif, namun memiliki daya racun dan toksisitas yang besar
(Aribowo et al., 2016). Berdasarkan hasil penelitian Aribowo et al., (2016) di desa
Umbulsari, Kecamatan Umbulsari, Kabupaten Jember didapatkan 27,27% dari
seluruh responden petani jeruk penyemprot pestisida golongan organofosfat
mengalami gejala keracunan akut seperti pusing, mata berair, dan mual-mual.

Sekitar 80% kasus keracunan pestisida dilaporkan terjadi di negara-negara
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berkembang (Komisi Pestisida, 2014). Organisasi kesehatan dunia (WHO)
memperkirakan setiap tahun, terjadi 1-5 juta kasus keracunan pestisida pada
pekerja pertanian dengan tingkat kematian mencapai 220.000 korban jiwa.

Beberapa penelitian menunjukkan diazinon bersifat hepatotoksik. Diazinon
dapat meningkatkan kadar serum alkalin fosfatase, alanin transaminase, aspartat
trasaminase, gamma glutamyl transferase, bilirubin total, kreatinin, dan
malondialdehid (Al-Attar et al., 2016). Diazinon mengandung radikal bebas yang
dapat menyebabkan stres oksidatif dan menginduksi terjadinya peroksidasi lipid
(Oksay, 2012). Peroksidasi lipid merupakan reaksi antara radikal bebas dan
oksidan yang menyerang lipid yang mengandung ikatan karbon ganda (PUFA).
Peroksidasi lipid melibatkan pemisahan hidrogen dari rantai karbon yang
digantikan oleh oksigen menjadi lipid peroxyl radicals dan lipid hidroperoksida
(Ayala et al., 2014). PUFA didegradasi oleh radikal-radikal bebas sehingga
menghasilkan produk samping yang disebut dengan malondialdehid (MDA).
Malondialdehid dapat digunakan untuk mengetahui derajat kerusakan oksidatif
yang disebabkan oleh peroksidasi lipid (Retno et al., 2012).

Penggunaan pestisida khususnya jenis diazinon yang bersifat hepatotoksik
ini membutuhkan suatu hepatoprotektor untuk mengontrol kerusakan hati.
Hepatoprotektor bekerja dengan mencegah adanya ikatan hidroksil yang
diakibatkan oleh radikal bebas. Hepatoprotektor dapat ditemukan secara alami
pada tumbuhan yang mengandung senyawa antioksidan (Al-Attar et al., 2016).
Senyawa antioksidan ini diyakini dapat menetralkan efek negatif radikal bebas
pada sel-sel tubuh. Senyawa fenolik adalah salah satu senyawa yang memiliki
sifat antioksidan dan mampu mencegah serangan penyakit degeneratif terkait
Reactive Oxygen Species (ROS) (Ozcan et al., 2014). Senyawa fenolik seperti
flavonoid, eugenol, dan saponin merupakan antioksidan yang dapat berperan
sebagai hepatoprotektor karena mencegah ikatan radikal bebas yang belum stabil
pada membran hati. Kedelai merupakan bahan penghasil antioksidan alami, salah
satu komponen terpenting dalam kedelai dan bertindak sebagai antioksidan adalah
isoflavon. Isoflavon merupakan salah satu senyawa yang termasuk golongan

flavonoid dan merupakan bagian terbesar dalam golongan tersebut. Isoflavon
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dalam kedelai berupa genistein, daidzein, dan glicitein (Evans et al., 2011).
Isoflavon mampu merangsang ekspresi Cu-Zn Sod yang dapat melindungi sel dari
serangan stres oksidatif sehingga tidak terbentuk produk peroksidasi lipid yang
berkepanjangan (Retno, 2012). Isoflavon bekerja melalui beberapa mekanisme,
yang pertama sebagai hidrogen atom transfer (HAT) yaitu dengan mendonorkan
atom hidrogen, dan single electron transfer (SET) dengan mentransfer elektron
untuk mereduksi metal ion, radikal, dan carbonyls. Mekanisme transfer hidrogen
dapat mencegah tahap inisiasi peroksidasi lipid dengan bereaksi dengan lipid
radikal atau secara langsung menghambat tahap propagasi peroksidasi lipid
dengan bereaksi dengan peroxyl radikal atau radikal akoxyl (Aytul, 2010).

Kedelai merupakan salah satu produk unggulan Universitas Jember
diantara 7 produk lainnya yaitu tebu, kopi, dan singkong. Kedelai dapat diproses
menjadi beberapa produk olahan seperti susu, tahu, tempe, dan tepung sehingga
lebih aplikatif dan mudah dikonsumsi oleh berbagai lapisan masyarakat. Tepung
kedelai ternyata memiliki kandungan isoflavon yang lebih tinggi dibandingkan
produk olahan kedelai lainnya, yaitu dengan kandungan rata-rata daidzein sebesar
67,69%, genistein 89,42%, dan glicitein 20,02% (Bhagwat et al., 2008).
Berdasarkan hasil penelitian Khan (2012), pemberian terapi profilaksis dengan
diet tepung kedelai dapat mengurangi risiko kerusakan hati akut pada tikus wistar
jantan yang diinduksi CCl, dengan cara meningkatkan antioksidan intraseluler
seperti GSH, menurunkan level pembentukan MDA, menurunkan level SGOT,
dan SGPT hati.

Sampai saat ini, belum ada penelitian tentang pengaruh pemberian terapi
profilaksis dengan diet tepung kedelai terhadap kadar MDA pada tikus wistar
jantan yang diinduksi diazinon. Oleh karena itu, peneliti akan menguji pengaruh
tepung kedelai sebagai hepatoprotektor terhadap peningkatan kadar MDA pada

tikus wistar jantan yang diinduksi diazinon.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah pada penelitian ini
adalah apakah pemberian tepung kedelai (Glycine max L.) dapat mencegah
peningkatan kadar malondialdehid (MDA) pada tikus wistar jantan yang diinduksi

diazinon?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
tepung kedelai (Glycine max L.) sebagai hepatoprotektor terhadap peningkatan
kadar malondialdehid (MDA) pada tikus wistar jantan yang diinduksi diazinon.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Keilmuan

Penelitian ini dapat dijadikan landasan teori dan sebagai dasar
pengembangan penelitian selanjutnya khususnya dalam bidang kedokteran dan

toksikologi.

1.4.2 Manfaat Aplikatif

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan dan informasi bagi
masyarakat luas, khususnya masyarakat agroindustri yang menggunakan diazinon
sebagai pestisida tentang manfaat tepung kedelai (Glycine max L.) sebagali
hepatoprotektor.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pestisida
2.1.1 Definisi Pestisida

Pestisida adalah zat kimia yang digunakan untuk membasmi organisme
yang tidak diinginkan atau tidak dikehendaki keberadaannya, termasuk pembasmi
serangga (insektisida), pembasmi rumput liar (herbisida), pembasmi jamur, dan
pembasmi binatang penggerat (rodentisida). Pestisida merupakan senyawa-
senyawa kimia buatan manusia yang digunakan di sekitar rumah untuk
mengendalikan tanaman dan hama, serangga, rayap, hewan pengerat, dan jamur.
Pestisida dijual dalam bentuk semprot, batang, bubuk, kristal, bola, kabut, bom,
dan cairan. Selain menyerang hama yang menjadi sasaran secara aktif, pestisida
juga mengandung agen pembawa inaktif yang tidak beracun bagi hama yang
menjadi sasaran, tetapi dapat beracun bagi manusia. Kata sida berarti untuk
membunuh. Ketika dipergunakan di luar ruangan, pestisida sering akan

mengontaminasi udara, tanah, dan persediaan air (Sudarmo, 2005).

2.1.2 Penggolongan Pestisida

Menurut Hudayya dan Jayanti (2012), berdasarkan cara kerjanya (mode of
action), yaitu menurut sifat kimianya, pestisida dibagi menjadi empat 4 golongan
besar, yaitu:

a. Organoklorin merupakan insektisida sintetik yang paling tua yang sering
disebut hidrokarbon klor. Secara umum diketahui bahwa keracunan pada
serangga ditandai dengan terjadinya gangguan pada sistem saraf pusat yang
mengakibatkan terjadinya hiperaktivitas, gemetar, kemudian kejang hingga
akhirnya terjadi kerusakan pada saraf dan otot yang menimbulkan kematian.
Organoklorin bersifat stabil di lapangan, sehingga residunya sangat sulit
terurai. Beberapa contoh jenis pestisida organoklorin antara lain DDT, lindane,
endosulfan, aldrin, dieldrin, dan chlordane (Zacharia, 2012).

b. Organofosfat merupakan insektisida yang bekerja dengan menghambat enzim

asetilkolinesterase, sehingga terjadi penumpukan asetilkolin yang berakibat
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pada terjadinya kekacauan pada sistem pengantar impuls saraf ke sel-sel otot.
Keadaan ini menyebabkan impuls tidak dapat diteruskan, otot menjadi kejang,
dan akhirnya terjadi kelumpuhan (paralisis) dan akhirnya serangga mati.
Beberapa insektisida organofosfat yang banyak digunakan termasuk parathion,
malathion, diazinon, dan glyphosate (Zacharia, 2012).

c. Karbamat merupakan insektisida yang berspektrum luas. Cara kerja karbamat
mematikan serangga sama dengan insektisida organofosfat yaitu melalui
penghambatan aktivitas enzim asetilkolinesterase pada sistem saraf.
Perbedaannya adalah pada karbamat penghambatan enzim bersifat bolak-balik
(reversibel) yaitu penghambatan enzim bisa dipulihkan lagi. Karbamat bersifat
cepat terurai. Beberapa insektisida yang banyak digunakan dalam golongan
karbamat termasuk carbaryl, karbofuran, dan aminocarb (Zacharia, 2012).

d. Piretroid merupakan piretrum sintetis, yang mempunyai sifat stabil bila terkena
sinar matahari dan relatif murah serta efektif untuk mengendalikan sebagian
besar serangga hama. Piretroid mempunyai efek sebagai racun kontak yang
kuat, serta mempengaruhi sistem saraf serangga pada periferal (sekeliling) dan
sentral (pusat). Peretroid awalnya menstimulasi sel saraf untuk berproduksi
secara berlebih dan akhirnya menyebabkan paralisis dan kematian. Beberapa
piretroid sintesis yang paling banyak digunakan termasuk permethrin,

cypermethrin, dan deltamethrin (Zacharia, 2012).

2.2 Diazinon
2.2.1 Definisi Diazinon

Menurut Christensen et al. (2009), diazinon pertama kali terdaftar di
Amerika Serikat pada tahun 1956 sebagai insektisida organofosfat, akarisida, dan
nematisida. Diazinon umumnya digunakan pada tanaman buah, padi, tebu, jagung,
tembakau, dan tanaman hortikultura karena sangat efektif memberantas dan
membasmi hama-hama tanaman seperti kutu daun, lalat, wereng, kumbang
penggerek padi, dan sebagainya (Agustina, 2016). Nama dan struktur kimia
diazinon dapat dilihat pada Gambar 2.1 dan Tabel 2.1.
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Gambar 2.1 Struktur kimia diazinon (The National Regulation Authority, 2002)

Tabel 2.1 Nama dan struktur molekul diazinon

Nama IUPAC Diethoxy-[(2-isopropyl-6-methyl-4-
pyrimidinyl)oxy]-thioxophosphorane

Nama lain 0,0-Diethyl-O-(2-isopropyl-6-methyl-pyrimidine-4-
yl)phosphorothioate

Molecular formula C12H21N,05PS

Molar mass 304,35 g/mol

Appearance Colorless to dark brown liquid

Data ini didapatkan pada kondisi standar (suhu 25 °C, dengan 100 kPa)
Sumber: Sumansyah et al. (2013)

2.2.2 Sifat Fisik dan Kimia Diazinon

Sifat fisik dan kimia diazinon yaitu tidak mempunyai warna, mempunyai
tekanan uap 8,25 x 10-5 mmHg pada suhu 25 °C, memiliki rumus molekul
C12H21N203PS dengan berat molekul 304,36 g/mol, tingkat kelarutan dalam air
40 mg/L pada suhu 25 °C dan memiliki koefisien penyerapan tanah (KOC) sebesar
2,28 (Christensen et al., 2009). Diazinon mempunyai nama dagang Diazinon,
Spectracide, dan Basudin.

Diazinon merupakan senyawa organofosfat yang tidak persisten di dalam
tanah. Diazinon yang diaplikasikan akan hilang dari tanah melalui degradasi
secara kimiawi dan biologi. Sekitar 46% dari diazinon yang ditambahkan ke tanah
akan hilang dalam 2 minggu. Jika diazinon diaplikasikan ke dalam tanah, tidak
akan terikat secara kuat dengan tanah (Christensen et al., 2009).

Menurut Christensen et al. (2009), hidrolisis diazinon menjadi lebih
lambat pada pH > 6, tetapi cukup signifikan di tanah. Produk utama dari hidrolisis

diazinon adalah 2-isopropyl-4-methyl-6-hydroxypyrimidine. Namun, jika tidak
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cukup air pada kondisi asam, produk utamanya adalah tetraetil dithio dan
thiopirofosfat yang keduanya lebih toksik.

2.2.3 Toksisitas Diazinon

Residu insektisida golongan organofosfat ditemukan pada jenis sayuran
cabai dan wortel dengan kandungan profenofos 0,11 mg/kg, deltametrin 7,73
mg/kg, klorpirifos 2,18 mg/kg, tulubenzuron 2,89 mg/kg, dan permetrin 1,80
mg/kg (Soemirat, 2003). Residu pestisida diazinon pada bawang merah dari
Alahan Panjang dan Sungai Nanam Kecamatan Lembah Gumati Padang telah
melewati nilai BMR yaitu 2,006 mg/kg dan 1,764 mg/kg (Asmita, 2010).

Diazinon merupakan komponen organofosfat yang paling banyak
digunakan. Efek sistemik yang timbul pada manusia ataupun pada binatang
percobaan yang terpapar, baik secara inhalasi, oral, ataupun melalui Kkulit,
terutama disebabkan oleh penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE) oleh
diazoxon, senyawa metabolit aktif dari diazinon (Sumansyah et al., 2013).
Berdasarkan hasil penelitian Aribowo et al. (2016), di desa Umbulsari, Kecamatan
Umbulsari, Kabupaten Jember didapatkan 27,27% dari seluruh responden petani
jeruk penyemprot pestisida mengalami gejala keracunan akut seperti pusing, mata
berair, dan mual-mual.

Penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE) terjadi pada hubungan
antara saraf dan otot, serta pada ganglion sinaps. Asetilkolin merupakan suatu
neurotransmiter dari impuls saraf pada post-ganglionik, serabut saraf
parasimpatik, saraf somatomotorik pada otot bergaris, serat saraf pre-ganglionik
baik parasimpatis dan simpatis serta sinaps-sinaps tertentu pada susunan saraf.
Secara normal, asetilkolin dilepaskan melalui perangsangan pada saraf, yang
kemudian akan diteruskan dari motor neuron ke otot volunter, misalkan pada
bronkus atau jantung. Asetilkolin yang dilepaskan tersebut kemudian akan
dihidrolisis menjadi kolin dan asam asetat oleh enzim asetilkolinesterase
(Sumansyah et al., 2013).

Sebagai antikolinesterase organofosfat, diazinon menghambat AChE dengan

membentuk kompleks fosforilasi yang stabil, sehingga tidak mampu memecah
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asetilkolin pada hubungan antara saraf dan otot, serta pada ganglion sinaps,

sehingga terjadi penumpukan asetilkolin pada reseptor asetilkolin, yang

menyebabkan terjadinya stimulasi yang berlebihan dan berkelanjutan pada serat-

serta kolinergik pada parasimpatis post-ganglionik, hubungan neuromuskular pada

otot skeletal, hiperpolarisasi dan desensitisasi sel-sel pada sistem saraf pusat
(Sumansyah et al., 2013).

Menurut Sumansyah et al. (2013), reaksi-reaksi yang terjadi dapat

digolongkan menjadi:

a.

Perangsangan terhadap parasimpatis post-ganglionik, yang berefek pada
beberapa organ, antara lain konstriksi pada pupil (miosis), perangsangan
terhadap kelenjar (salivasi, lakrimasi, dan rhinitis), nausea, inkontinensia urin,
muntah, nyeri perut, diare, bronkokonstriksi, bronkospasme, peningkatan
sekresi bronkus, vasodilatasi, bradikardia, dan hipotensi.

Efek nikotinik, terjadi akibat penimbunan asetilkolin pada hubungan otot
skeletal dan simpatis pre-ganglionik. Gejala-gejala yang muncul seperti
muscular fasciculations, kelemahan, midriasis, takikardia, dan hipertensi.

Efek pada sistem saraf pusat terjadi akibat penimbunan asetilkolin pada
tingkat kortikal, subkortikal, dan spinal, terutama pada korteks serebral,
hipokampus, dan sistem motorik ekstrapiramidal. Gejala-gejalanya seperti
depresi pernafasan, cemas, insomnia, nyeri kepala, lemas, gangguan mental,
gangguan konsentrasi, apatis, mengantuk, ataksia, tremor, konvulsi, dan koma.
Hambatan aktivitas AChE berhubungan dengan stres oksidatif pada sel darah.
Jika antioksidan dalam tubuh tidak mampu menangani radikal bebas yang
terbentuk akibat terhambatnya AChE, radikal bebas ini akan merusak sel-sel,
dan menyebabkan terjadinya stres oksidatif.

Efek toksik diazinon juga terjadi pada sel hati, dimana diazinon juga
meningkatkan pelepasan glukosa ke darah dengan jalan mengaktifkan
glikogenolisis dan glukoneogenesis, sehingga menjadi predisposisi terjadinya

diabetes mellitus.
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2.2.4 Patomekanisme Hepatotoksik Diazinon

Diazinon diubah menjadi metabolit aktif yaitu diazoxon dalam mikrosom
hati tikus dengan bantuan katalis oksidator CYP1Al (Ellison et al., 2012).
Diazinon meningkatkan kadar serum alkalin fosfatase, alanin transaminase,
aspartat transaminase, gamma glutamyl transferase, bilirubin total, kreatinin, dan
malondialdehid (Al-Attar et al., 2016).

Diazinon mengandung radikal bebas yang dapat menyebabkan stres
oksidatif dan menginduksi terjadinya peroksidasi lipid (Oksay, 2012). Peroksidasi
lipid merupakan reaksi antara radikal bebas maupun oksidan yang menyerang
lipid yang mengandung ikatan karbon ganda terutama pada PUFA. Peroksidasi
lipid melibatkan pemisahan hidrogen dari rantai karbon yang digantikan oleh
oksigen untuk menjadikan lipid peroxyl radicals dan lipid hidroperoksida (Ayala
et al., 2014). PUFA didegradasi oleh radikal-radikal bebas sehingga menghasilkan
produk samping yang disebut dengan malondialdehid (MDA). Malondialdehid
dapat digunakan untuk mengetahui derajat kerusakan oksidatif yang disebabkan
oleh peroksidasi lipid (Retno et al., 2012).

Pada tikus, pemberian diazinon 40, 50, dan 60 mg/KgBB selama 5 hari
terbukti menyebabkan kongesti, piknosis, dan nekrosis hati (Ngabekti dan Isnaeni,
2000). Berdasarkan penelitian Fatima et al. (2006), didapatkan kerusakan yang
cukup signifikan pada sel hati dan metabolisme glukosa pada hati setelah

diberikan diazinon secara oral.

2.3 Anatomi dan Fisiologi Hati

Hati merupakan organ yang paling besar yang ada di tubuh, dengan berat
sekitar 1200-1500 gram. Beratnya seperlima puluh dari berat tubuh manusia
dewasa sedangkan pada bayi beratnya sekitar seperdelapan belas. Hati paling
banyak berada pada kuadran kiri. Hati dilindungi oleh costae pada bagian atasnya.
Hati memiliki dua lobus anatomi yaitu lobus Kiri dan kanan. Lobus kanan
memiliki berat 6 kali lebih berat daripada lobus Kiri. Kedua lobus ini pada bagian

anterior dipisahkan oleh lipatan dari peritoneum yang disebut ligamentum
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falsiformis sedangkan celah posterior dipisahkan oleh dari ligamentum venosus
dan pada celah inferior oleh dari ligamentum teres (Sherlock dan Dolley, 2002).

Hati memiliki dua suplai aliran darah. Vena portal membawa darah vena dari
usus dan limpa sedangkan arteri hepatika berasal arteri koeliaka untuk mensuplai
darah yang kaya oksigen untuk hati. Pembuluh darah ini masuk melalui celah
yaitu porta hepatis yang berada di belakang permukaan inferior dari lobus dekstra.
Vena porta dan arteri hepatika terbagi menjadi dua cabang untuk lobus dekstra
dan sinistra. Hati dipersarafi oleh pleksus hepatika yang merupakan ganglia
simpatis dari T7-T10 yang bersinaps di pleksus koeliaka (Sherlock dan Dolley,
2002). Gambaran histologi hati dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Histologi hati (Sherlock dan Dolley, 2002)

Secara fisiologi, hati memiliki 3 zona yaitu zona 1, 2, dan 3. Zona 1
memiliki kemampuan untuk glukoneogenesis sedangkan zona 3 memiliki fungsi
glikolisis. GSH pada zona 1 lebih banyak daripada zona 3 sehingga zona 3 lebih
mudah mengalami kerusakan. Sitokrom P450 lebih banyak pada zona 3 karena
sebagai tempat untuk detoksifikasi beberapa obat seperti fenobarbital. Oksigenasi
pada zona 1 lebih banyak daripada zona 3 (Sherlock dan Dolley, 2002).
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Enzim-enzim hati dikenal kemampuannya dalam mendetoksifikasi atau
mengekskresi ke dalam empedu berbagai obat-obatan meliputi sulfonamid,
penisilin, ampisilin, dan eritromisin ke dalam empedu (Guyton dan Hall, 2014).
Hati memiliki fungsi lain yang lebih kompleks. Hati tidak hanya berperan dalam
sistem pencernaan dengan kemampuannya untuk mensekresi garam empedu yang
membantu penyerapan lemak namun juga dapat berfungsi lain seperti
mendetoksifikasi atau menguraikan zat sisa atau obat yang ada dalam tubuh,
membentuk protein plasma, menyimpan glikogen dan zat besi, mengaktifkan
vitamin D bersama-sama dengan ginjal, merusak sel darah tua yang sudah tidak
berfungsi, dan menguraikan sel darah menjadi bilirubin (Sherwood, 2011).

2.4 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid adalah senyawa dialdehid yang merupakan produk akhir
peroksidasi lipid di dalam tubuh. Senyawa ini memiliki tiga rantai karbon, dengan
rumus molekul C3H40, (Tsikas et al., 2015). Lipid hidroperoksida akan dipecah
menjadi gugus aldehid. Malondialdehid merupakan produk oksidasi asam lemak
tidak jenuh oleh radikal bebas sehingga secara luas banyak digunakan sebagai
indikator stres oksidatif yang dapat ditentukan secara spesifik maupun non-
spesifik dalam suatu pengukuran menggunakan asam (Repetto et al., 2012).
Struktur kimia MDA ditunjukkan pada Gambar 2.3.

H H 5 H‘c' P i
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Gambar 2.3 Struktur kimia MDA (Tsikas et al., 2015)

Malondialdehid dihasilkan oleh radikal bebas melalui proses peroksidasi
lipid. Peroksidasi lipid merupakan reaksi antara radikal bebas maupun oksidan
yang menyerang lipid yang mengandung ikatan karbon ganda yaitu PUFA.

Peroksidasi lipid melibatkan pemisahan hidrogen dari rantai karbon yang
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digantikan oleh oksigen menjadi lipid peroxyl radicals dan lipid hidroperoksida.
Radikal hidroksil merupakan radikal bebas paling reaktif yang dengan mudah
menempel pada membran sel karena pada membran sel terdapat PUFA yang dapat
menginduksi reaksi peroksidasi lipid (Ayala et al., 2014).

Selain MDA, ada hasil lain dari proses peroksidasi lipid yang juga
membahayakan bagi sel yaitu propanal, hexanal, dan 4-hydroxynoneal (4HNE). 4-
hydroxynoneal merupakan sitotoksik pada mikrosomal lipid. Lipid peroksida akan
menempel pada free fatty acid, triasilgliserol, fosfolipid, dan sterol pada membran
sel (Ayala et al., 2014). Malondialdehid merupakan senyawa yang mutagenik bagi
tubuh dan bisa berikatan lagi dengan PUFA melalui omega-6 dari PUFA sehingga
menyebabkan fragmentasi dan membran sel yang terkena menjadi rapuh
(Niedernhofer et al., 2003).

Malondialdehid dalam jaringan merupakan senyawa yang dapat
menggambarkan aktivitas radikal bebas di dalam sel sehingga dijadikan sebagai
salah satu petunjuk terjadinya stres oksidatif akibat radikal bebas dan bersifat
lebih spesifik. Semakin tinggi kadar stres oksidatif, maka dapat meningkatkan
kadar MDA. Malondialdehid serum digunakan sebagai indikator stres oksidatif
seiring meningkatnya radikal bebas dalam darah (Eze et al., 2008).

Keunggulan pemeriksaan MDA dibandingkan produk peroksidasi lipid
yang lain adalah signifikan, lebih akurat, stabil daripada senyawa lainnya dan
sangat cocok sebagai biomarker untuk stres oksidatif karena beberapa alasan yaitu
pembentukan MDA sesuai dengan peningkatan stres oksidatif, kadarnya dapat
diukur secara akurat dengan berbagai metode yang telah tersedia, bersifat stabil
dalam sampel cairan tubuh yang diisolasi, pengukurannya tidak dipengaruhi oleh
variasi diurnal dan tidak dipengaruhi oleh kandungan lemak dalam diet,
merupakan produk spesifik dari peroksidasi lemak, dan terdapat dalam jumlah
yang dapat dideteksi pada semua jaringan tubuh dan cairan biologis (Swastika,
2013).
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2.5 Kedelai
2.5.1 Definisi Kedelai

Kedelai dikenal dengan beberapa nama botani, yaitu Glycine soja dan Soja
max. Namun pada tahun 1948 telah disepakati bahwa nama botani yang dapat
diterima dalam istilah ilmiah, yaitu Glycine max (L.) Merill. Klasifikasi tanaman
kedelai sebagai berikut (Gozalli, 2015):

Divisio : Spermatophyta

Classis : Dicotyledonae

Ordo : Rosales

Familia  : Papilionaceae

Genus : Glycine

Species  : Glycine max (L.) Merill.

-

Gambar 2.4 Kedelai (Irwan, 2006)

2.5.2 Kandungan Kedelai

Kedelai merupakan sumber protein, dan lemak, serta sebagai sumber
vitamin A, E, K, dan beberapa jenis vitamin B dan mineral K, Fe, Zn, dan P.
Kadar protein kacang-kacangan berkisar antara 20-25%, sedangkan pada kedelai
mencapai 40%. Kadar protein dalam produk kedelai bervariasi misalnya, tepung
kedelai 50%, konsentrat protein kedelai 70%, dan isolat protein kedelai 90%
(Winarsi, 2010).

Kandungan protein kedelai cukup tinggi sehingga kedelai termasuk ke

dalam lima bahan makanan yang berprotein tinggi. Kedelai mengandung air 9%,
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protein 40 %, lemak 18 %, serat 3,5 %, gula 7 %, dan sekitar 18% zat lainnya.
Selain itu, kandungan vitamin E Kkedelai sebelum pengolahan cukup tinggi.
Vitamin E merupakan vitamin larut lemak atau minyak. Kebutuhan protein
kedelai sebesar 55 g per hari dapat dipenuhi dengan makanan yang berasal dari
157,14 g kedelai. Protein kedelai memiliki kandungan asam amino sulfur yang
rendah. Metionin, sistein, dan treonin merupakan asam amino sulfur dalam protein
kedelai dengan jumlah terbatas (Winarsi, 2010). Komposisi zat gizi dalam 100
gram kedelai ditunjukkan pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Komposisi zat gizi dalam 100 gram kedelai

Kandungan Gizi Jumlah
Karbohidrat kompleks (g) 21,00
Karbohidrat sederhana (g) 9,00
Stakiosa (g) 3,30
Rafinosa (g) 1,60
Protein (Q) 36,00
Lemak total (g) 19,00
Lemak jenuh (g) 2,88
Monounsaturated 4,40
Polyunsaturated 11,20
Kalsium (mg) 276,00
Fosfor (mg) 704,00
Kalium (mg) 1797,00
Magnesium (mg) 280,00
Seng (mg) 4,80
Zat besi (mg) 16,00
Serat tidak larut (g) 10,00
Serat larut (g) 7,00

Sumber: Aparicio et al. (2008)

2.5.3 Antioksidan pada Kedelai

Kedelai mengandung senyawa antinutrien yang dapat menimbulkan efek
toksik dan isoflavon yang memiliki efek menguntungkan pada kesehatan. Selain
itu, kedelai mengandung protein, lemak, karbohidrat, vitamin, mineral, dan serat.
Senyawa antinutrien yang ada dalam kedelai diantaranya lektin, goitrogen, dan
beberapa enzim penghambat pencernaan (Fehily, 2003), sedangkan isoflavon
dalam kedelai berupa genistein, daidzein, dan glicitein (Evans et al., 2011).
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Kedelai mengandung isoflavon yang merupakan salah satu senyawa
fitokimia (Muchtadi, 2000). Kedelai (Glycine max L.) mengandung 4 bentuk
senyawa isoflavon yaitu glucosides (daidzingenistin dan glycitin); acetylglucoides
(acetyldaidzin,  acetylgenistin, dan  acetylglycitin);  malonylglucoides
(malonyldaidzin, malonylgenistin, dan malonylglycitin); dan aglycone tak
terkonjugasi (daidzein, genistein, dan glycitein) (Wagas et al., 2015). Kandungan
isoflavon pada kedelai berkisar 2-4 mg/g kedelai. Genistein dan daidzein
merupakan bentuk isoflavon dalam kedelai dan bentuk glikosidanya adalah
genistin dan daidzein. Bentuk glikosida dari isoflavon ini akan terlepas setelah
proses hidrolisis oleh enzim usus yaitu glukosidase yang kemudian dimetabolisme
lebih lanjut menjadi berbagai jenis metabolit spesifik (Winarti, 2010).

Kedelai merupakan bahan penghasil antioksidan alami, salah satu
komponen terpenting dalam kedelai dan bertindak sebagai antioksidan adalah
isoflavon. Isoflavon mampu merangsang ekspresi Cu-Zn Sod yang dapat
melindungi sel dari serangan stres oksidatif sehingga tidak terbentuk produk

peroksidasi lipid yang berkepanjangan (Retno, 2012).

2.6 Tepung Kedelai
2.6.1 Definisi Tepung Kedelai
Tepung kedelai adalah produk setengah jadi yang merupakan bahan dasar
industri pangan. Tepung kedelai cukup banyak digunakan sebagai bahan makanan
campuran (BMC) dalam formulasi suatu bentuk makanan seperti roti, kue kering,
cake, sosis, meat loaves, donat, dan produk olahan pangan lainnya. Tepung
kedelai dapat meningkatkan nilai gizi pada suatu produk pangan (Santoso, 2005).
Tepung kedelai merupakan partikel-partikel kedelai berukuran kecil.
Tepung kedelai memiliki banyak kegunaan, di antaranya untuk membuat biskuit,
makanan bayi, dan susu kedelai. Terkadang tepung kedelai dikemas sebagai
minuman kesehatan yang sering disebut kedelai instan (Warisno dan Dahana,
2010).
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2.6.2 Kandungan Tepung Kedelai

Makanan olahan yang terbuat dari kedelai seperti tahu, susu kedelali,
tepung kedelai, dan kedelai utuh mengandung isoflavon sebanyak 130-380
mg/gram. Akan tetapi, kecap dan minyak kedelai tidak mengandung isoflavon.
Konsentrat kedelai yang biasanya digunakan sebagai bahan tambahan pangan
mengandung jumlah isoflavon yang berbeda tergantung pada proses
pengolahannya. Bhagwat et al. (2008) dalam jurnalnya “USDA Database for the
Isoflavone Content of Selected Foods” menjelaskan bahwa total kandungan
isoflavon pada kedelai yang diproses menjadi tepung ternyata lebih tinggi yaitu
172,55 dibandingkan kedelai mentah (belum diproses) dengan total kandungan
isoflavon yaitu 131,53. Berikut ini kadar isoflavon berbagai produk olahan pangan
ditunjukkan pada Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Kadar isoflavon total dalam berbagai produk olahan kedelai

No Produk Olahan Kedelai Kadar Isoflavon (mg/100 g bdd)
1 Soybean 131,53
2 Soymilk 2,56

3 Sufu 13,75
4 Tempeh 60,61
5 Tofu 16,30
6 Soy flour, full fat, roasted 172,55
7 Crackers 0,01

8 Soy yogurt 33,17
9 Soy sauce 1,18
10 Soy cheese 6,87

Sumber: Bhagwat et al. (2008)

Komposisi kimia tepung kedelai dapat dilihat pada Tabel 2.4.
Tabel 2.4 Komposisi kimia tepung kedelai dalam 100g

Komposisi Kandungan
Air % 4,87
Protein % 34,39

N terlarut % 4,60

N amino % 0,05
Lemak % 25,53

Gula reduksi % 0,12

Abu % 3,72

Nilai cerna protein 75,49

Sumber: Widodo (2001)


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

18

Polifenol merupakan senyawa organik dengan satu atau lebih gugus
hidroksil dalam cincin aromatiknya. Senyawa fenolik diklasifikasikan menjadi
asam fenolik, flavonoid, dan tannin. Asam fenolik terdiri dari dua grup
hydroxycbezoid acid dan hydroxycinnamic acids. Sedangkan flavonoid
merupakan fenolik yang paling banyak diteliti. Strukturnya memiliki beberapa
gugus hidroksil dengan dua cincin karbon. Secara umum flavonoid memiliki
struktur karbon yang memiliki dua cincin benzena yang dihubungkan dengan
oksigen heterosiklik (Aytul, 2010).

Flavonoid dibagi menjadi dua yaitu antosianin dan antoxantin. Antoxantin
lebih tidak berwarna sedangkan antosianin lebih memiliki pigmen warna seperti
merah, biru, maupun ungu. Flavonoid memiliki beberapa subgrup yaitu flavon
(apigenin, luteolin), flavonol (quercetin, kaempferol dan myrecetin), dan isoflavon
(genistein, daidzein). Tanin memiliki dua klasifikasi utama yaitu hydzolysable
tannins yang memiliki pusat polyhidrilic alcohol seperti glukosa dan gugus
hidroksil contohnya gallic acid (gallotannins) atau ellagic acid (ellagitannins).
Condensed tannins merupakan turunan dari flavonol seperti katekin dan
epikatekin (Aytul, 2010).

Eugenol, karvakol, sequesterene, apigenin, isothymusin, rosameric acid,
cirsilineol, orietin, dan viscenin merupakan senyawa fenolik yang memiliki
kemampuan sebagai antioksidan. Senyawa ini bekerja melalui beberapa
mekanisme, yang pertama sebagai hidrogen atom transfer (HAT) yaitu dengan
mendonorkan atom hidrogen, dan single electron transfer (SET) dengan
mentransfer elektron untuk mereduksi metal ion, radikal, dan carbonyls.
Mekanisme transfer hidrogen dapat mencegah tahap inisiasi peroksidasi lipid
dengan bereaksi dengan lipid radikal atau secara langsung menghambat tahap
propagasi peroksidasi lipid dengan bereaksi dengan peroxyl radikal atau radikal
akoxyl (Aytul, 2010). Tahapan reaksi peroksidasi lipid dan antioksidan
ditunjukkan pada Tabel 2.5.
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Tabel 2.5 Tahapan peroksidasi lipid dan antioksidan

Tahapan Reaksi Reaksi oleh antioksidan
Inisiasi LH+ Re —»Le+RH L+ AH— LH + A« (SET)
Propagasi Le+0O2— LOOs LOOe + A« — LOOA (HAT)

LOO++ LH— L+ LOOH LOO« + AH — A<+ LOOH

(SET)

Terminasi LOs<+ LO* — produk non -

radikal

LOO+ + LOO* — produk non

radikal

LO+ + LOOs — produk non

radikal

Sumber: (Aytul, 2010)

Antioksidan dapat digunakan untuk mencegah terjadinya proses oksidasi
yang dapat menyebabkan kerusakan, seperti ketengikan, perubahan warna dan
aroma, serta kerusakan fisik lainnya (Tamat et al., 2007). Antioksidan sangat
penting sebagai inhibitor peroksidasi lipid sehingga bisa digunakan untuk
mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada bahan pangan. Peroksidasi lipid
merupakan reaksi kimia yang sering terjadi pada bahan pangan yang
memproduksi asam, aroma tak sedap dan toksik selama proses pengolahan dan
penyimpanan sehingga mempengaruhi mutu dan keamanan produk pangan (Heo
etal., 2010).

2.6.3 Metode Penepungan

Penepungan adalah suatu proses penghancuran bahan pangan yang
didahului proses pengeringan menjadi butiran-butiran yang sangat halus, kering
dan tahan lama serta fleksibel (Asmarajati, 1999). Tepung merupakan salah satu
bentuk alternatif produk setengah jadi yang dianjurkan, karena lebih tahan simpan,
mudah dicampur (sebagai bahan kompoit), dan lebih cepat dimasak sesuai
tuntutan kehidupan modern yang serba praktis (Damarjati et al., 2000).

Dalam pembuatan tepung kedelai, proses pemanasan (perebusan,
pengukusan atau penyangraian) merupakan tahap yang penting. Pemanasan ini
berakibat antitripsin dan enzim lipoksigenase menjadi tidak aktif, hingga
tepungnya bergizi tinggi dan tidak berbau langu (Koswara, 2009).
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Secara umum terdapat dua jenis metode penepungan yang Ssering
diterapkan dalam produksi tepung yaitu metode basah dan kering. Pada metode
basah proses penepungan dilakukan tahap perendaman bahan terlebih dahulu
sebelum ditepungkan, sedangkan pada metode kering tidak dilakukan tahap
perendaman (Suardi et al., 2002). Diantara dua metode tersebut metode basah
merupakan metode yang lebih aplikatif di masyarakat sedangkan metode kering
lebih sering digunakan dalam pembuatan tepung skala besar (Suprapto, 1998).

Pembuatan tepung kedelai menurut Gozalli (2015), hal yang dilakukan
yaitu:

a. Penyortiran biji kedelai yang akan digunakan pada pembuatan tepung kedelai.
Proses ini untuk mendapatkan biji kedelai baik sehingga tepung yang
dihasilkan akan memiliki kualitas yang baik pula.

b. Perendaman minimum selama 3 jam. Selama perendaman untuk 200 g biji
kedelai direndam dalam 600 mL air bersih. Setiap 1 - 1,5 jam sekali air diganti,
lalu ditiriskan kedelai. Perendaman dilakukan untuk memudahkan
pengelupasan biji.

c. Pencucian biji kedelai sambil diremas-remas agar kulit bijinya terlepas.

d. Setelah itu, dilakukan perebusan selama 5 menit.

e. Biji kedelai dijemur hingga kering selama 2-3 hari pada panas matahari penuh.
Selama penjemuran biji kedelai sering dibolak-balik agar kering sempurna.
Pengeringan juga dapat dilakukan dengan menggunakan panas matahari selama
4 jam dan pengovenan pada suhu 50 °C selama 24 jam.

f. Penggilingan biji kedelai hingga halus.

g. Pengayakan menggunakan saringan 80 mesh dengan pengulangan dua kali agar
diperoleh tepung kedelai yang lebih optimal. Hasil penyaringan berupa tepung
kedelai yang siap digunakan dan kemas tepung kedelai agar tidak menyerap
uap air.

Secara umum pembuatan tepung kedelai dimulai dengan cara merendam
biji kedelai yang telah kering dalam air tanpa pemanasan. Biji kedelai yang telah
direndam kemudian ditiriskan dan digiling halus sampai menjadi tepung kedelai,
kemudian dikeringkan hingga diperoleh kadar air yang rendah (Ngantung, 2003).
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2.7 Kerangka Konseptual Penelitian
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Diazinon merupakan pestisida golongan organofosfat. Diazinon akan
diubah menjadi metabolit aktif yaitu diazoxon dalam mikrosom hati tikus dengan
bantuan katalis oksidator CYP1ALl. Diazoxon merupakan bahan toksik yang ada
di hati dan dapat menyebabkan reaksi stres oksidatif sehingga menginduksi
terjadinya proses peroksidasi lipid.

Peroksidasi lipid adalah reaksi yang terjadi akibat radikal bebas menyerang
lipid yang mengandung ikatan karbon ganda (PUFA). Proses ini akan
menghasilkan suatu senyawa yaitu malondialdehid (MDA) yang berbahaya bagi
sel jika tidak dimetabolisme menjadi zat yang tidak berbahaya bagi tubuh. PUFA
akan mengalami fragmentasi sehingga membran sel hati menjadi hancur.
Isoflavon yang ada dalam tepung kedelai merupakan antioksidan yang dapat
mencegah terjadinya peroksidasi lipid yang terjadi pada membran sel hati dengan
cara mendonorkan elektron dan hidrogen sehingga mencegah terjadinya
peningkatan kadar MDA dalam hati.

2.8 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah maka hipotesis penelitian ini adalah
pemberian tepung kedelai (Glycine max L.) dapat mencegah peningkatan kadar

MDA sel hati tikus yang diinduksi diazinon.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental
sebenarnya (true experimental laboratories) dengan rancangan penelitian post test
only control group design.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah penelitian post test only
control group design. Penilaian hanya dilakukan pada posttest yaitu setelah
mendapat perlakuan berupa pemberian tepung kedelai. Hasil penelitian
dibandingkan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan. Secara

sistematis rancangan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

» Kn | 5 Dn
P |—™|A|— |R » K(-) L D()
» K1 +—— D1
» K2 L p2
:K3—>D3

Gambar 3.1 Rancangan penelitian
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Keterangan :

P . Populasi

A Adaptasi hewan coba selama 7 hari
R : Randomisasi

Kn : Kelompok kontrol normal

K(-):

K1 :
K2 :
K3 :
Dn :
D(-):
D1 :
D2 :
D3 :

Kelompok kontrol negatif; Induksi diazinon 40 mg/kgBB pada hari ke-36 selama
5 hari.

Kelompok perlakuan; Pemberian tepung kedelai 10% dan diazinon 40 mg/kgBB
Kelompok perlakuan; Pemberian tepung kedelai 15% dan diazinon 40 mg/kgBB
Kelompok perlakuan; Pemberian tepung kedelai 20% dan diazinon 40 mg/kgBB
Kadar MDA hati Kn

Kadar MDA hati K(-)

Kadar MDA hati K1

Kadar MDA hati K2

Kadar MDA hati K3

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah tikus wistar jantan (Rattus norvegicus)

yang diperoleh dari peternak tikus yang ada di Malang. Terdapat kriteria inklusi

dan ekslusi yang bertujuan untuk menentukan dapat tidaknya sampel tersebut

digunakan. Kriteria inklusi sampel penelitian meliputi:

1.
2.
3.

Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus);

Tikus sehat (bergerak aktif);

Usia * 3 bulan dengan berat 150-300 g.

Sedangkan kriteria eksklusi meliputi:

Tikus yang sakit terutama dengan gejala hepatitis (mual, muntah, dan tidak
mau makan);

Tikus mati.

Sampel yang digunakan pada penelitian ini diambil dengan teknik random

sederhana (simple random sampling) dari populasi tikus yang kemudian akan

dibagi menjadi 5 kelompok. Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini

ditentukan berdasarkan rumus Federer, yaitu:
(t-1) (r-1)> 15

(t-1) (r-1) > 15

(5-1) (r-1) > 15

4(r-1)>15

r>475=5
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Pada rumus tersebut, t adalah jumlah perlakuan dan r adalah banyaknya
replikasi setiap kelompok perlakuan. Jadi sampel yang digunakan pada penelitian
ini adalah 5 ekor tikus untuk 5 kelompok sehingga jumlah sampel yang digunakan
adalah 25 ekor tikus.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di tiga tempat, yaitu di Laboratorium Fisiologi
dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeliharaan
tikus, Laboratorium Rekayasa Proses Hasil Penelitian Fakultas Teknik Pertanian
Universitas Jember untuk pembuatan tepung kedelai, dan Laboratorium Biokimia
Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeriksaan MDA tikus. Waktu

pelaksanaan adalah bulan September-November 2017.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi tepung kedelai

(Glycine max L.) pada tikus.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar malondialdehid (MDA)
hati tikus.

3.5.3 Variabel Terkendali:
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:
1. Usia hewan coba
2. Jenis kelamin tikus
Berat badan tikus

3
4. Pemeliharaan dan perlakuan tikus
5. Waktu dan lama perlakuan tikus
6

Dosis dan frekuensi pemberian diazinon
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3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Tepung Kedelai (Glycine max L.)

Tepung kedelai adalah hasil pengolahan kedelai yang dikeringkan dan
diproses hingga menjadi bentuk tepung yang diperoleh dari Fakultas Teknologi
Pertanian Universitas Jember. Kedelai yang digunakan adalah jenis kedelai lokal
(Glycine max L.) yang diperoleh dari Pasar Tanjung, Jember. Metode yang
digunakan dalam pembuatan tepung kedelai yaitu penyortiran biji kedelai,
perendaman, perebusan, pengeringan, kemudian dilanjutkan penggilingan dan
pengayakan. Tepung kedelai yang diberikan kepada tikus setiap hari selama 28
hari dengan konsentrasi 10%, 15%, dan 20%. Tepung kedelai akan dilarutkan ke
dalam akuades dan diberikan pada tikus secara peroral (force feeding) dengan

teknik sonde.

3.6.2 Kadar MDA hati

Produk akhir dari peroksidasi lipid terutama asam lemak tidak jenuh pada
membran hepatosit yang dihasilkan melalui oksidasi oleh radikal bebas yaitu
diazoxon akibat induksi diazinon. MDA yang diukur adalah MDA organ hati
karena hasilnya yang lebih spesifik dibandingkan kadar MDA di serum. Kadar
MDA diukur dengan metode TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substance)
untuk mengukur peroksidasi yang terjadi pada membran lipid dengan

spektrofotometer dan dinyatakan melalui nmol/dL.

3.6.3 Diazinon

Diazinon adalah golongan insektisida jenis organofosfat yang digunakan
untuk membunuh hama yang mengganggu pertumbuhan tanaman. Dosis diazinon
yang digunakan pada penelitian ini adalah 40 mg/kgBB pada tikus secara peroral
dan diberikan satu kali sehari selama 5 hari. Diazinon yang digunakan dalam
bentuk cairan 600 g/L yang diproduksi oleh PT. Petrokimia Kayaku Gresik dan
didapatkan di toko pertanian Pasar Tanjung, Jember. Diazinon dilarutkan dalam

corn oil untuk mendapatkan dosis yang diinginkan.
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3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah

a. Alat untuk pemeliharaan tikus adalah bak plastik, penutup kawat,
tempat makan, botol minum, dan label.

b. Alat untuk pembuatan tepung kedelai adalah ayakan 80 mesh,
timbangan, oven, ember plastik, mesin penepung, kantong plastik,
dan loyang persegi.

c. Alat untuk pemberian tepung kedelai adalah beaker glass, pengaduk,
spuit sonde, dan handscoon.

d. Alat untuk pemberian diazinon adalah beaker glass, pengaduk, spuit
sonde, dan handscoon.

e. Alat untuk mengambil hati tikus adalah papan fiksasi, scalpel, pisau
bedah, dan handscoon.

f. Alat untuk mengukur kadar MDA hati adalah spektofotometer,
tabung reaksi, vortex, rak, mikropipet, eppendorf, kuvet, sentrifuge,

blue tip, dan yellow tip.

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah

a. Bahan untuk pemeliharaan tikus adalah makanan pelet, air, dan sekam.

b. Bahan untuk tepung kedelai adalah kedelai lokal.

¢. Bahan untuk menyonde adalah diazinon, tepung kedelai, akuades, corn
oil, dan normal salin.

d. Bahan untuk mengukur kadar MDA hati adalah larutan PBS, NaCl
0,9% , TCA 100%, HCI 1 N, Na Thio dan hati tikus.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Uji Kelayakan Etik
Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus yang dalam

pelaksanaannya harus mendapat sertifikat kelayakan etik, sehingga perlu diajukan
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ke komisi etik kedokteran, prosedur ini diharapkan akan menjamin keamanan bagi
peneliti maupun hewan coba, melindungi hewan coba, serta memperjelas tujuan

dan kewajiban peneliti.

3.8.2 Pemilihan Hewan Coba
Jumlah hewan coba adalah 25 ekor tikus wistar (Rattus norvegicus) dibagi
menjadi 5 kelompok secara randomisasi dengan Kriteria tikus wistar jantan, tikus

sehat (bergerak aktif), dan usia + 3 bulan dengan berat badan 150-300 gram.

3.8.3 Adaptasi Hewan Coba

Sebelum penelitian dimulai, tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama 7
hari di Laboratorium Fisiologi dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Jember untuk menyesuaikan dengan lingkungan baru. Makanan pelet dan air
yang diberikan secara ad libitum pada semua kandang.

3.8.4 Pembagian Kelompok Perlakuan

Jumlah kelompok pada penelitian ini adalah 5 kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri dari 5 tikus. Pembagian kelompok tikus dapat dilihat
pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Pembagian kelompok perlakuan

Nama Kelompok  Perlakuan yang Diberikan

Kelompok Kn Pemberian normal salin pada hewan coba

Kelompok K(-) Induksi diazinon 40 mg/kgBB per oral pada hari ke-36 selama 5 hari

Kelompok K1 Pemberian tepung kedelai 10% per oral pada hari ke-8 selama 28
hari, dan induksi diazinon 40 mg/kgBB pada hari ke-36 selama 5
hari

Kelompok K2 Pemberian tepung kedelai 15% per oral pada hari ke-8 selama 28
hari, dan induksi diazinon 40 mg/kgBB pada hari ke-36 selama 5
hari

Kelompok K3 Pemberian tepung kedelai 20% per oral pada hari ke-8 selama 28
hari, dan induksi diazinon 40 mg/kgBB pada hari ke-36 selama 5
hari

3.8.5 Pembuatan Tepung Kedelai (Glycine max L.)
Pembuatan tepung kedelai dilakukan dengan penyortiran biji kedelai yang

akan digunakan pada pembuatan tepung kedelai. Penyortiran ini untuk
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mendapatkan biji kedelai baik, sehingga tepung yang dihasilkan akan memiliki
kualitas yang baik pula. Setelah proses penyortiran dilanjutkan dengan
perendaman minimum selama 3 jam. Selama perendaman untuk 200 g biji kedelai
direndam dalam 600 mL air bersih. Setiap 1 - 1,5 jam sekali air diganti, lalu
kedelai ditiriskan. Kemudian dilanjutkan pengeringan menggunakan panas
matahari selama 4 jam dan pengovenan pada suhu 50 °C selama 24 jam. Setelah
diperoleh kedelai yang kering, dilakukan penggilingan dan diayak menggunakan
ayakan 80 mesh dengan pengulangan dua kali agar diperoleh tepung kedelai yang
lebih optimal (Gozalli, 2015). Skema pembuatan tepung kedelai dapat dilihat pada
Gambar 3.2.
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Gambar 3.2 Skema pembuatan tepung kedelai
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3.8.6 Pemberian Tepung Kedelai (Glycine max L.)

Pada penelitian ini diberikan konsentrasi tepung kedelai sebanyak 10%,
15%, dan 20% melalui sonde lambung setelah adaptasi selama 7 hari pada
masing-masing kelompok perlakuan. Tepung kedelai diberikan selama 28 hari
(Ebuehi dan Okafor, 2015). Tepung kedelai dilarutkan ke dalam akuades dan
diberikan pada kelompok perlakuan 1, 2, dan 3. Tepung kedelai yang diberikan
adalah 10 cc dengan konsentrasi yang diberikan yaitu 10%, 15%, dan 20%, karena
kapasitas maksimal lambung tikus adalah 5 cc, sehingga tepung kedelai diberikan

2 kali dalam sehari yaitu pagi dan sore.

3.8.7 Penginduksian Diazinon

Pada penelitian Ngabekti dan Isnaeni (2000) pemberian diazinon 40, 50,
dan 60 mg/KgBB pada tikus selama 5 hari terbukti menyebabkan kongesti,
piknosis, dan nekrosis. Diazinon dilarutkan dalam corn oil untuk mendapatkan
dosis yang diinginkan. Menurut penelitian Moshiri (2013), diazinon memiliki
kelarutan yang tinggi dalam lemak dan kelarutannya rendah dalam air, sehingga

perlu dilarutkan dalam corn oil untuk mendapatkan dosis induksi yang diinginkan.

3.8.8 Terminasi Hewan Coba

Setelah perlakuan selesai dilakukan selama 33 hari, tikus diterminasi
sesuai dengan cara yang diatur dalam kode etik penggunaan hewan coba yaitu
dianastesi dengan menggunakan eter. Setelah itu, tikus dibedah dan diambil organ

hatinya (Husnayain, 2014).

3.8.9 Pemeriksaan Kadar MDA Hati

Pengukuran kadar MDA pada hati tikus dilakukan menggunakan pereaksi
TBA yang akan membentuk produk MDA-TBA berwarna merah muda dan diukur
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Organ hati diambil dan dipotong
kecil-kecil lalu dicuci dengan menggunakan PBS. Organ hati yang sudah bersih
ditimbang sebanyak 1 gram dan digerus dalam mortar di atas balok es kemudian

ditambahkan NaCl 0,9% dingin. Dari masing-masing kelompok setelah dilakukan
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pembuatan homogenat, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama
20 menit, supernatan diambil, dan dipindahkan dalam microtube (Shofia, 2015).

Sebanyak 100 pL supernatan hati ditambahkan 550 pL akuades steril, 100
puL TCA, 250 puL HCI 1 M, dan 100 pL Na-Thiobarbiturat. Pada setiap
penambahan 2 pereaksi, dihomogenkan menggunakan vortex. Homogenat
dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 100 °C selama 20 menit, diangkat, dan
dibiarkan dingin pada suhu ruang. Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 500 rpm selama 10 menit. Supernatan diambil, dan dipindahkan dalam
microtube baru. Sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum 533 nm (Shofia, 2015).

Pembuatan kurva standar dengan menggunakan MDA stok kit dengan
konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8 pg/ mL yang ditambahkan 550 pL akuades
steril, 100 uL TCA, 250 pL HCI 1 M, dan 100 pL Na-Thiobarbiturat. Pada setiap
penambahan 2 pereaksi, dihomogenkan menggunakan vortex. Homogenat
dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 100 °C selama 20 menit, diangkat, dan
dibiarkan dingin pada suhu ruang. Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 500 rpm selama 10 menit. Supernatan diambil, dan dipindahkan dalam
microtube baru. Sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum 533 nm (Shofia, 2015). Nilai hasil absorbansi sampel akan
dimasukkan ke dalam formula kurva standar dan dihasilkan nilai akhir MDA

dalam satuan nmol/dL.

3.9 Analisis Data

Setelah penelitian didapatkan kelompok data, seluruh data dilakukan
komparasi kemudian dianalisis secara komputerisasi dan dibantu dengan
perangkat lunak berupa program statistik. Sebelum dilakukan uji tersebut,
dilakukan uji normalitas data dengan menggunakan uji Shapiro Wilk karena
jumlah sampel <50 dan uji Lavene untuk mengetahui homogenitas. Apabila data
yang didapatkan terdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji
One Way Annova (p<0,05), namun jika data yang didapatkan terdistribusi tidak

normal dan tidak homogen, maka dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis (p>0,05).
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Jika hasilnya signifikan (p<0,05) dilanjutkan dengan uji Post-Hoc untuk
mengetahui kelompok yang berbeda signifikan.
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3.10 Alur Penelitian
Skema perlakuan terhadap hewan coba pada penelitian ini ditunjukkan

34

pada Gambar 3.3.
H 1-7 Adaptasi tikus
H8 Randomisasi 25 ekor tikus
Kn K(-) K1 Kz KS
H 8-35 Normal Normal Tepung Tepung Tepung
(28 salin salin kedelai kedelai kedelai
hari) 10% 15% 20%
H 36-40 diinduksi diinduksi diinduksi diinduksi
(5 hari) diazinon diazinon diazinon diazinon
40 40 40 40
mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB
per oral per oral per oral per oral
Pembedahan dan pengambilan hati
H 41

Pengukuran kadar MDA hati

Analisis statistik

Gambar 3.3 Skema perlakuan terhadap hewan coba
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah pemberian tepung kedelai
dapat mencegah peningkatan kadar MDA hati tikus wistar jantan yang diinduksi

diazinon.

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan oleh peneliti dari penelitian ini adalah sebagai
berikut.
1. Perlu adanya penelitian mengenai pemanfaatan potensi proteksi tepung
kedelai terhadap organ hati dengan induksi agen hepatotoksik lainnya.
2. Perlu adanya penelitian dengan durasi yang lebih lama untuk mengetahui efek
tepung kedelai pada paparan diazinon kronis.
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Lampiran 3.1 Tabel daftar volume maksimal larutan sediaan uji yang dapat
diberikan pada berbagai hewan

Volume Maksimal (mL) sesuai Jalur Pemberian

Jenis Hewan
Uji
V. i.m. i.p. s.C. p.o.
Mencit (20-30
0,5 0,5 1,0 0,5-10 1,0
ar)
Tikus (100 gr) 1,0 0,1 2-5 2-5 5,0
Hamster (50 gr) - 0,1 1-2 2,5 2,5
Marmot (250
- 0,25 2-5 5,0 10,0
ar)
Merpati (300
2,0 0,5 2,0 2,0 10,0
ar)
Kelinci (2,5 kg) 5-10 0,5 10-20 5-10 20,0
Kucing (3 kg) 5-10 1,0 10-20 5-10 50,0
Anjing (5 kg) 10-20 5,0 20-50 10,0 100,0
Keterangan:
V. : intravena
i.m.  :intramuscular
I.p.  :intraperitoneal
s.C. : subcutan
p.o. :peroral

(Suhardjono D. 1995.Percobaan Hewan Laboratorium. Yogyakarta: Gadjah
Mada University Press, hal. 207)
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Lampiran 3.2 Tabel Konversi Perhitungan Dosis Untuk Berbagai Jenis
(Spesies) Hewan Uji

Mencit Tikus Marmut Kelinci Kucing Kera Anjing Manusia
20 g 200g 400g¢ 15kg 2kg 4kg 12kg 70Kkg

Mencit 1,0 7,0 1325 278 29,7 64,1 1242 3979
209

Tikus 0,14 1,0 1,74 3,9 4,2 92 178 56,0
200 g

Marmut 0,08 057 1,0 225 24 52 102 315
400 g

Kelinci 0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 24 45 14,2
1,5kg

Kucing 0,03 0,23 041 0,92 1,0 22 41 13,0
2 kg

Kera 0,016 0,12 0,19 0,42 0,45 10 19 6,1
4 kg

Anjing 0,008 0,06 0,1 0,22 0,24 052 1,0 31
12 kg

Manusia 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0
70 kg

(Laurence and Bacharach, 1964, Evaluation of Drug Activities Pharmacometrics,
cit: Ngatidjan, 1990, Metode Laboratorium dalam Toksikologi, reviewer: Hakim,
L., Pusat Antar Universitas Bioteknologi Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta)
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Lampiran 3.3 Tabel Dosis Diazinon
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Kelompok Nomor Berat badan  Dosis diazinon dis\éﬁ!jue?:nyggg m
perlakuan ) 40 mg/kgBB corn oil (mL)
K(-) 1 247 ¢ 9,88 mg 0,24 mL
2 232 ¢ 9,28 mg 0,23 mL
3 206 g 8,24 mg 0,21 mL
4 203 ¢ 8,12 mg 0,20 mL
5 300 ¢ 12 mg 0,3mL
K1 1 194 g 7,76 mg 0,19 mL
2 226 g 9,04 mg 0,22 mL
3 258 g 10,3 mg 0,25 mL
4 211 g 8,44 mg 0,21 mL
5 2219 8,84 mg 0,22 mL
K2 1 214 g 8,56 mg 0,21 mL
2 232 ¢ 9,28 mg 0,22 mL
3 262 g 10,48 mg 0,26 mL
4 160 g 6,4 mg 0,16 mL
5 154 g 6,16 mg 0,15 mL
K3 1 238 ¢ 9,52 mg 0,23 mL
2 215¢ 8,6 mg 0,21 mL
3 202 g 8,08 mg 0,20 mL
4 228 g 9,12 mg 0,23 mL
5 175¢ 7 mg 0,17 mL
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Lampiran 3.4 Determinasi Tanaman Kedelai

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER FAKULTAS PERTANIAN
JURUSAN BUDIDAYA PERTANIAN

JI. Kalimantan Kampus Tegalboto, Jember 68121;
Telp.: (0331) 334054, Fax.: (0331) 338422, e-mail: soedradiad faperta@unej.ac.id
0 www.unej.ac.id

Nomor : 053/UN25.1.3/BP/PS.8/2017 18 September 2017
Lampiran : 2 (lembar) lembar
Hal : Hasil Identifikasi Tumbuhan

Yth. : Pembantu DEKAN I
Fakultas Kedokteran
Universitas Jember

Menindaklanjuti surat saudara Nomor: 1549/UN25.1.11/LT/2017, tanggal 4 September 2017
tentang Permohonan ljin Penelitian untuk identifikasi tanaman, maka bersama ini kami
sampaian hasil identifikasi morfologis 1 (satu) set contoh tanaman lengkap yang terdiri
dari daun, batang, akar, dan buah beserta isinya (terlampir) dalam rangka penyusunan
skripsi, atas nama:

Nama : Sofi Aliyatul Himah
NIM : 142010101037

Atas kepercayaannya disampaikan terimakasih.

oedradjad, M.T.
P. 195707181984031001

Tembusan:
1. Dekan Fakultas Pertanian UNEJ (sebagai Laporan)
2. Mahasiswa yang bersangkutan
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1. | MORFOLOGI DAUN
a. Bangun Daun Lanset (lanceolatus)
b. Tepi Daun ¢! Rata (integer)
c. Pangkal Daun tumpul (obtusus)
d. Ujung Daun Meruncing (acuminatus)
e. Tulang Daun Menyirip (Penninervis)
f. Warna Ibu Tulang Daun Hijau
g. Permukaan Atas Berbulu halus (Villosus)
h. Permukaan Bawah Berbulu halus (Villosus)
i. Warna Daun Hijau Tua (bagian atas) dan Hijau Muda (bagian bawah)
j. Duduk Daun Berhadapan (folia opposita)
k. Rumus Daun -
I. Jenis Daun Majemuk bertangkai tiga (trifoliate leaves)
2. | MORFOLOGI BATANG
a. Bentuk Batang Bulat
b. Tipe Pertumbuhan BAtang Terbatas (determinate)
c. Permukaan Batang Berbulu Halus
d. Arah Tumbuh Ke atas
e. Percabangan 5 -6 cabang
3. | MORFOLOGI AKAR
Sistem perakaran Tunggang dan bercabang
4. | MORFOLOGI BUNGA Tanaman sudah berbuah (polong)
5. | MORFOLOGI BUAH Berbentuk polong berwarna hijau dan berbulu
6. | MORFOLOGI BiJI Berbentuk bulat telur berwarna hijau
7. | MODIFIKASI ORGAN
a. Jenis Modifikasi Tidak ada
b. Lain-Lain Tidak ada
Catatan:

1. Tumbuhan yang diidentifikasi berupa tanaman lengkap dan sudah membentuk polong.
2. Berdasar ciri morfologis, khususnya pada karakter akar, batang, daun, dan bunga dapat
disimpulkan bahwa tumbuhan adalah Kedelai (Glycine max L. Merr) var Lokal/Baluran.

Jember, 18 September 2017
Pelaksana Identifikasi
PLP Laborgtorium Agronomi,

" Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Lampiran 3.5 Etik Penelitian

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

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

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor: 1.t5% /H25.1.11/KE/2017

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

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

POTENSI TEPUNG KEDELAI (Glycine max L) SEBAGAI HEPATOPROTEKTOR
TERHADAP KADAR MDA HATI TIKUS WISTAR JANTAN YANG DIINDUKSI

DIAZINON

Nama Peneliti Utama : Sofi Aliyatul Himah.

Name of the principal investigator

NIM : 142010101037

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution

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

Jember, oa Qreaber 201

T “..,m[ 3
Z1s Kendt
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

» Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu pada
buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip 3R :
Reduced, Reused, Redefined)

> Mohon diperhatikan kalibrasi alat dan kontrol kualitas reagen pada pemeriksaan MDA.

» Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari

lingkungan

Jember, 25 September 2017
Reviewer

A ’
dr. Desie Dwi Wisudanti, M.Biomed
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Absorbansi
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Lampiran 4.1 Kurva Standar Malondialdehid

Kurva Standar MDA

0,7
y =0,0696x - 0,0229 ,

0,6 R2 = 0,9796/

y /

0,4

/ e abs

0.3 / —— Linear (abs)
0,2 /

0,1

Konsentrasi standar

Persamaan kurva:

y = 0,069x — 0,022

Keterangan: y = nilai absorbansi sample
x = konsentrasi malondialdehid sampel (ug/mL)
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Lampiran 4.2 Data Kadar MDA Hati
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Kelompok Nomor Absorbansi  Kadar MDA Rata-rata
Kn 1 0,413 6,304 6,3534
2 0,471 7,144
3 0,336 5,188
4 0,453 6,884
5 0,409 6,246
K() 1 0,474 7,188 9,226
2 0,715 10,681
3 0,574 8,637
4 0,661 9,898
5 0,649 9,724
K1 1 0,573 8,623 8,8464
2 0,567 8,536
3 0,609 9,144
4 0,617 9,260
5 0,576 8,667
K2 1 0,452 6,869 7,8836
2 0,547 8,246
3 0,533 8,043
4 0,517 7,811
5 0,561 8,449
K3 1 0,423 6,449 7,0374
2 0,457 6,942
3 0,51 7,710
4 0,427 6,507
5 0,501 7,579
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Lampiran 4.3 Hasil Analisis Statistik

Uji Normalitas

Tests of Normality

57

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statisti Statisti
Kelompok c Df Sig. c df Sig.
Kadar_ Kelompok x
MDA normal ,244 5| ,200 ,928 5 ,582
KelggEd« 244 5| 2007 042 5| 683
negatif
Kelompok A ,306 5 ,141 ,840 5 ,166
Kelompok B ,253 5| ,200" ,883 5 ,323
Kelompok C 222 5| ,2007| 870 5| 267
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Varians Data
Test of Homogeneity of VVariances
MDA
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
2.428 20 .082
Uji One Way Anova
ANOVA
MDA
Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 28.923 4 7.231| 11.186 .000
Groups
Within Groups 12.928 20 .646
Total 41.851 24
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Uji Post Hoc LSD

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kadar_ MDA

58

LSD
95% Confidence
Mean Interval
()] J) Differenc | Std. Lower | Upper
Kelompok  Kelompok e (I-J) Error Sig. Bound | Bound
Kelompok  Kelompok | , o7046*| s0849|  000| -3.9332| -1.8118
normal negatif
Kelompok A | -2,49275"| 50849 ,000| -3,5534| -1,4321
Kelompok B -1,53043" | 50849 ,007| -2,5911| -,4697
Kelompok C | -68406( ,50849 ,194| -1,7448| ,3766
Kelompok — Kelompok | ) 070 /6*|  50849| 000 1.8118| 39332
negatif normal
Kelompok A 37971 ,50849 4641 -,6810| 1,4404
Kelompok B 1,34203"| 50849 ,016 ,2813| 2,4027
Kelompok C 2,18841"| 50849 ,0001 1,1277| 3,2491
Kelompok A Kelompok | > yoo75*|  s0849|  000| 1.4321| 35534
normal
Kelompok
i -,37971| ,50849 464 -1,4404 ,6810
negatif
Kelompok B ,96232( ,50849 ,073|1 -,0984| 2,0230
Kelompok C 1,80870° | ,50849 ,002 ,1480| 2,8694
Kelompok B Kelompok | ) pap/a sogae|  007| 4697| 25011
normal
Kelompok *
: -1,34203 | ,50849 ,016| -2,4027| -,2813
negatif
Kelompok A -,96232| ,50849 ,073| -2,0230 ,0984
Kelompok C ,84638| ,50849 112 -,2143( 1,9071
KelompSHEmiSELOMPoK 68406| 50849 104 -3766| 1,7448
normal
Kelompok x
. -2,18841 ,50849 ,000| -3,2491| -1,1277
negatif
Kelompok A -1,80870"| ,50849 ,002| -2,8694| -,7480
Kelompok B -,84638| ,50849 1121 -1,9071 ,2143

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Uji Korelasi Pearson

Correlations

kadar_MD
kelompok A
kelompok Pearson_ 1 750
Correlation
Sig. (2-tailed) ,000
N 20 20
kadar_ MD Pearson ok
A Correlation e 1
Sig. (2-tailed) ,000
N 20 20

**_ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 4.4 Dokumentasi Penelitian

Bentuk tepung kedelai Melarutkan tepung kedelai dalam aquades

Penyondean pada hewan coba Adaptasi hewan coba

Penggerusan hati dan NaCl 0,9% Terminasi hewan coba dan
dingin pengambilan hati tikus
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. Homogenat i i
Supernatan homogenat divortex g YL sentritoce

setelah ditambahkan aquades, TCA
100%, Na Thio, dan HCI 1 N

Sampel setelah di inkubasi dan
siap di baca absorbansinya
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