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Fraktur tulang merupakan salah satu jenis trauma di bidang ortopedi. 

Trauma ini termasuk dalam kategori permasalahan kesehatan dengan prevalensi 

cukup tinggi di Indonesia. Tulang yang fraktur akan mengalami mekanisme 

proses penyembuhan secara alami melalui lima tahapan, yaitu fase hematoma, 

proliferasi, pembentukan kalus, konsolidasi, dan remodeling. Pada saat fase 

inflamasi, komponen inflamasi seperti sitokin, leukosit terutama neutrofil, dan 

komponen lainnya akan bermigrasi ke area fraktur. Tujuannya adalah 

menstimulasi diferensiasi dan proliferasi mesenchymal stem cells (MSCs) menjadi 

sel osteogenik seperti osteoblas dan osteoklas. Di sisi lain, komponen inflamasi 

ini juga dapat menginduksi peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) di area 

fraktur. Radikal bebas dalam tubuh dihasilkan dari aktivitas fragmen tulang yang 

bereaksi dengan kolagen dan oksigen, serta aktivitas osteoklas dalam 

penyembuhan fraktur. Stres oksidatif bisa terjadi bila jumlah radikal bebas tidak 

diimbangi dengan jumlah antioksidan yang mengurangi radikal bebas tersebut. 

Ketika antioksidan endogen tidak mampu menekan stres oksidatif , perlu adanya 

asupan antioksidan dari luar tubuh yang dapat diperoleh dari flavonoid yang 

terkandung dalam bayam merah. Tingginya kadar flavonoid dalam bayam merah 

berpotensi menjadi sumber terapi antioksidan pada fraktur tulang. Tujuan 

penelitian ini adalah untuk membuktikan bahwa pemberian ekstrak etanol bayam 

merah mampu menurunkan kadar malondialdehida (MDA) sebagai indikator ROS 

pada tikus wistar jantan model fraktur tulang. 

Penelitian ini menggunakan desain true experimental laboratories dengan 

rancangan post test only control group design. Penentuan sampel penelitian 

menggunakan metode Simple Random Sampling dengan jumlah 30 ekor tikus 

Rattus novergicus galur wistar jantan dengan berat 150-200 gram dan umur 2-
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3 bulan. Sampel dibagi menjadi lima kelompok yang terdiri dari kelompok kontrol 

positif, kelompok kontrol negatif, kelompok P1, kelompok P2, dan kelompok P3. 

Pembuatan tikus model fraktur dilakukan dengan pematahan pada bagian corpus 

femoris tulang femur dekstra dengan induksi manual dan diberi perlakuan sesuai 

masing-masing kelompok dengan cara penyondean. Kelompok kontrol positif 

diberi vitamin C 2mg, kelompok kontrol negatif diberi pelarut tween 80 1% 

sebagai pembanding kelompok perlakuan, dan kelompok perlakuan P1 sampai P3 

diberi ekstrak etanol bayam merah dengan dosis berturut-turut 35,4 mg/150gBB, 

70,8 mg/150gBB,  141,6 mg/150gBB. Pasca perlakuan selama satu minggu, 

dilanjutkan dengan terminasi dan pengambilan serum darah untuk mengukur 

kadar malondialdehida.  

Hasil rata-rata dan standar deviasi MDA masing-masing kelompok 

didapatkan untuk kelompok K(-) sebesar 5.96 ± 0.17, kelompok K(+) sebesar 3.65 

± 0.35, kelompok P1 sebesar 4.34 ± 0.18, kelompok P2 sebesar 4.06 ± 0.28, 

kelompok P3 sebesar 3.73 ± 0.11. 

Data hasil rata-rata kadar MDA serum dianalis persebaran data dan 

homogenitasnya menggunakan uji Saphiro-Wilk dan Levene’s test. Hasil kedua 

analisis tersebut menunjukkan bahwa p>0,05. Hal ini menunjukkan data 

terdistribusi normal dan memiliki varian yang sama. Hasil rata-rata kadar MDA 

serum dianalisis dengan One Way Anova untuk mengetahui perbedaan yang 

signifikan antar kelompok dan didapatkan nilai signifikansi p<0,001. Uji lanjutan 

LSD digunakan untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda signifikan. 

Semua kelompok menunjukkan berbeda signifikan terhadap kelompok kontrol 

negatif. Kelompok P2 dengan kelompok P1 tidak menunjukkan perbedaan 

signifikan. Kelompok P3 dengan kontrol positif tidak menunjukkan perbedaan 

signifikan. 

Fraktur tulang pada penelitian ini meningkatkan kadar ROS sehingga terjadi 

stres oksidatif yang ditandai oleh tingginya kadar MDA kelompok kontrol negatif. 

Uji analisis LSD antara K(-) dengan P1 didapatkan hasil yang signifikan berarti 

terdapat perbedaan secara bermakna kadar MDA serum, hal ini disebabkan suplai 

antioksidan yang tinggi dalam ekstrak bayam merah bisa menurunkan kadar MDA 
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serum yang tinggi pada kelompok K(-). Uji analisis LSD antara P1 dengan P2 

didapatkan hasil tidak berbeda signifikan, berarti kemampuan dosis ekstrak bayam 

merah kelompok P2 hampir sama dengan kemampuan dosis ekstrak bayam merah 

kelompok P1 dalam menurunkan kadar MDA serum. Berbeda halnya dengan 

dosis ekstrak bayam merah kelompok P3, uji analisis LSD antara P1 dengan P3 

menunjukkan hasil berbeda signifikan yang berarti kelompok P3 bisa menurunkan 

kadar MDA serum secara signifikan. Hal ini juga menunjukkan semakin besar 

dosis ekstrak etanol bayam merah yang diberikan semakin menurunkan hasil rata-

rata kadar MDA serum tikus wistar jantan model fraktur. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Fraktur tulang merupakan cedera muskuloskeletal dengan angka kejadian 

cukup tinggi. Kecelakaan lalu lintas menjadi penyebab terbanyak fraktur tulang. 

Sekitar 46,2% dari kejadian kecelakaan lalu lintas menyebabkan fraktur tulang 

ekstremitas inferior. Fraktur tulang ekstremitas inferior merupakan jenis fraktur 

yang paling banyak terjadi (Novelandi, 2010). Penyebab lain dari fraktur tulang 

ialah kelainan densitas mineral tulang (DMT). DMT tidak normal diperkirakan 

menimpa sekitar 200 juta orang di berbagai Negara. DMT tidak normal ini 

meliputi osteoporosis dan osteopenia. Prevalensi penderita osteoporosis dan 

osteopenia di Indonesia mencapai 10,3% dan 41,8% (Trihapsari, 2009). 

Pada fraktur tulang, tulang akan mengalami mekanisme penyembuhan 

fraktur secara alami. Mekanisme ini meliputi lima tahapan, yaitu fase hematoma, 

proliferasi sel-sel osteogenik, pembentukan kalus, konsolidasi, dan remodeling 

(Solomon et al, 2010). 

Dalam proses penyembuhan fraktur tersebut terdapat beberapa hal yang 

menghambat, yaitu peningkatan radikal bebas, baik reactive oxygen species 

(ROS) maupun reactive nitrogen species (RNS) pada jaringan tulang yang rusak. 

Kadar ROS yang meningkat pada jaringan tulang yang fraktur dapat menimbulkan 

stres oksidatif. Stres oksidatif ini terjadi akibat jumlah antioksidan yang 

dihasilkan oleh tubuh tidak mampu menekan kadar radikal bebas yang terbentuk 

secara masif. Hal ini akan menyebabkan inhibisi dari proliferasi sel osteoblas, 

supresi fungsi sel osteoklas untuk degenerasi sel yang mati, dan mempengaruhi 

regenerasi sel melalui kerusakan DNA dan membran sel, sehingga, stres oksidatif 

dapat menghambat proses penyembuhan fraktur tulang (Cadenas dan Packer, 

2002). Proses yang berlangsung saat kerusakan akibat ROS terjadi ialah 

peroksidasi lipid (Sheweita dan Khoshhal, 2007). Tingkat peroksidasi lipid 

diketahui dengan mengukur produk yang paling banyak dihasilkan, yaitu 
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malondialdehida (MDA) (Nurmasari, 2013). Oleh karena itu, perubahan kadar 

MDA dapat menunjukkan adanya perubahan aktivitas ROS. 

Stres oksidatif yang terjadi pada fraktur tulang tersebut dapat diatasi dengan 

suplai antioksidan dari luar tubuh, salah satunya dengan antioksidan 

alami.Antioksidan alami dapat diperoleh dari hasil ekstraksi bahan alam yang 

diisolasi dari tumbuhan. Indonesia sebagai Negara yang beriklim tropis kaya akan 

tanaman yang berkhasiat bagi kesehatan manusia. Bayam merah atau Amaranthus 

tricolor L. memiliki kandungan flavonoid yang cukup tinggi. Dalam 100 g bayam 

merah terkandung 0,485 mg flavonoid (Rajalakshmi et al., 2011). Flavonoid 

sebagai antioksdian tidak hanya berperan sebagai radical scavenger, namun juga 

berperan sebagai chelating ion logam sehingga kerusakan sel akibat radikal 

hidroksil yang dihasilkan dari reaksi hidroperoksida (H2O2) dengan ion logam 

dapat diredam (Mc Dowell et al., 2007). Potensi antioksidan bayam merah 

diketahui telah jauh melampaui seledri dan daun rosella (Wiyasihati et al, 2016). 

Bagian dari bayam merah yang paling banyak mengandung flavonoid adalah 

daun. Daun bayam merah diproses lebih lanjut melalui ekstraksi menggunakan 

pelarut etanol yang membuat flavonoid lebih mudah larut di dalamnya.  

Dari hasil penelitian Diyansah (2014), pemberian ekstrak etanol kakao 

berpengaruh terhadap kadar MDA serum maupun tulang saat proses 

penyembuhan fraktur pada tikus wistar jantan model fraktur tulang. Kadar MDA 

serum dan tulang menurun setelah pemberian ekstrak etanol kakao. Sama halnya 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Fridayanti (2014), pemberian ekstrak 

etanol kakao yang mengandung antioksidan polifenol pada tikus wistar jantan 

model fraktur menunjukkan bahwa terdapat penurunan kadar MDA jaringan 

tulang dan peningkatan jumlah osteoblas. Pada penelitian tersebut terdapat 

hubungan yang kuat antara kadar MDA jaringan tulang dengan jumlah osteoblas, 

dimana semakin rendah kadar MDA jaringan tulang, semakin tinggi jumlah 

osteoblas yang terbentuk pada jaringan tulang yang difraktur. 

Hingga saat ini belum ada penelitian tentang potensi efek antioksidan yang 

terkandung dalam ekstrak etanol bayam merah terhadap kadar malondialdehida 

(MDA) saat proses penyembuhan fraktur tulang. Berdasarkan pemaparan diatas 
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peneliti tertarik untuk meneliti tentang pengaruh pemberian ekstrak etanol daun 

bayam merah (Amaranthus tricolor L.) terhadap proses penyembuhan fraktur 

tulang dengan meningkatkan kadar antioksidan dengan mengukur kadar MDA 

pada tikus wistar jantan model fraktur tulang.  

 

1.2Rumusan Masalah 

Rumusan masalah yang didapat yaitu apakah terdapat efek pemberian 

ekstrak etanol bayam merah (Amaranthus Tricolor L.) terhadap kadar 

malondialdehida serum tikus wistar jantan model fraktur? 

 

1.3Tujuan Penelitian 

Tujuan pada penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian ekstrak 

etanol bayam merah (Amaranthus Tricolor L.) terhadap penurunan kadar MDA 

serum pada tikus wistar jantan model fraktur tulang. 

 

1.4 Manfaat Penelitian  

Penelitian ini diharapkan bermanfaat bagi berbagai pihak antara lain: 

a. Sebagai data acuan untuk penelitian lebih lanjut mengenai potensi ekstrak 

etanol bayam merah (Amaranthus Tricolor L.) dalam mempercepat 

penyembuhan fraktur tulang. 

b. Memberikan pengetahuan baru bagi perkembangan penelitian selanjutnya 

terutama dalam bidang ortopedi atau ilmu di bidang lainnya khususnya yang 

berhubungan dengan peran ekstrak etanol bayam merah (Amaranthus 

Tricolor L.) sebagai terapi nutrisi maupun pendukung penyembuhan fraktur 

tulang. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1Fraktur Tulang 

Fraktur merupakan pemecahan suatu bagian, pecah, atau ruptur khususnya 

pada tulang (Dorland, 2008). Secara garis besar, fraktur disebabkan oleh tiga hal, 

yakni cedera, stress yang berulang, dan penyakit seperti menurunnya densitas 

tulang (Solomon et al., 2010).  

Jenis fraktur tulang berdasarkan bentuk patahannya dapat dibedakan 

menjadi fraktur komplit dan inkomplit. Fraktur inkomplit meliputi sebagian 

retakan yang hanya terjadi pada sebelah sisi tulang. Sedangkan fraktur komplit 

memiliki gambaran berupa garis fraktur yang memotong seluruh tulang. 

Berdasarkan lokasinya, frakur tulang dapat terjadi di area proksimal, medial, 

maupun distal tulang (Mahartha, 2013). 

 

2.1.1 Diagnosis Fraktur  

Anamnesis dan pemeriksaan fisik merupakan prosedur vital untuk 

menegakkan diagnosis fraktur tulang. Anamnesis berguna untuk menggali riwayat 

trauma yang dapat menjelaskan mekanisme fraktur, ada atau tidaknya kejadian 

fraktur sebelumnya, riwayat pekerjaan, obat-obatan yang pernah dikonsumsi, dan 

kondisi sosial ekonomi dari pasien (Mahartha, 2013). 

Selain itu, pemeriksaan fisik juga harus dilakukan dengan mengacu pada 

tiga hal penting, yakni inspeksi adanya bengkak dan deformitas (angulasi, rotasi, 

pemendekan, dan pemanjangan). Hal kedua yang penting dilakukan adalah 

palpasi untuk menentukan derajat dan lokasi nyeri tekan dan krepitasi. Palpasi 

juga berguna untuk menguji sensasi dan pulsasi bagian distal dari fraktur. Hal ini 

mengingatkan bahwa struktur di sekitar tulang terdiri dari struktur 

neuromuskulovaskular (Mahartha,2013). 

Pemeriksaan kemampuan gerak menjadi poin penting ketiga untuk menilai 

apakah terdapat keterbatasan gerak sendi yang berdekatan dengan lokasi fraktur 
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(Mahartha,2013). Selain itu, pemeriksaan pergerakan juga untuk menilai adanya 

false movement yang berupa pergerakan antara dua sisi fragmen tulang yang patah 

dan hal ini menjadi ciri khas fraktur. 

Pemeriksaan fisik juga harus melingkupi vaskularitas dari ekstremitas 

termasukwarna, suhu, perfusi, perabaan denyut nadi, capillary return (normalnya 

< 3 detik) danpulse oximetry. Pemeriksaan neurologi yang detail juga harus 

merepresentasikan fungsisensoris dan motoris (Buckley R., 2017). 

 

2.1.2Proses Penyembuhan Fraktur 

Tulang yang fraktur mampu mengalami mekanisme penyambungan secara 

alami. Uraian tersebut antara lain fase hematoma, proliferasi sel-sel osteogenik, 

pembentukan kalus, konsolidasi, dan remodeling (Solomon et al., 2010). 

Pada fase hematoma terjadi perdarahan dan kerusakan jaringan tulang di 

area fraktur. Selanjutnya dalam waktu 8 jam pertama pasca fraktur terjadi reaksi 

inflamasi akut dengan migrasi sel-sel inflamasi. Pada fase inflamasi juga 

berlangsung tahap awal proses proliferasi dan diferensiasi mesenchymal stem cells 

(MSCs) dari periosteum. MSCs selanjutnya berubah menjadi sel-sel osteogenik 

seperti osteoblas dan osteoklas pada awal fase kalus. Sel-sel osteogenik ini mulai 

memformasi tulang baru dan meresorpsi fragmen-fragmen fraktur hingga 

membentuk tulang imatur (woven bone). Dalam waktu beberapa minggu, woven 

bone mengisi celah di area fraktur sehingga tulang kembali menyatu.  

Tahapan dilanjutkan pada fase konsolidasi. Woven bone berubah menjadi 

tulang lamellar sehingga area fraktur semakin menyatu secara rigid. Akhirnya 

pada fase remodeling, tulang yang solid ini diubah mendekati bentuk normal 

kembali melalui keberlanjutan proses resorpsi dan formasi (Solomon et al., 2010). 
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Gambar 2.1 Proses Penyembuhan Tulang (Solomon et al., 2010) 

 

2.1.3 Prinsip Penanganan Fraktur  

Prinsip penanganan pada manajemen fraktur tertutup meliputi prinsip 

reduksi, mempertahankan reduksi (holding reduction), dan latihan.Mekanisme 

reduksi yaitu mengembalikan posisi patahan tulang sebisa mungkin seperti posisi 

semula. Metode reduksi ada dua macam, yaitu reduksi secara tertutup dan terbuka. 

Reduksi tertutup mempunyai tiga macam manuver yaitu penarikan segmen distal 

fraktur hingga sejajar dengan garis normal tulang, disimpaksi, dan menekan 

(pressing) fragmen fraktur ke posisi tereduksi. Selain itu, tipe reduksi terbuka 

dilakukan melalui cara operatif.Metode reduksi terbuka dilaksanakan apabila 

manajemen reduksi tertutup gagal atau terdapat fragmen artikular yang 

membutuhkan pengaturan posisi yang akurat (Solomon et al., 2010). 

Setelah reduksi, penanganan dapat berlanjut pada holding reduction untuk 

mempertahankan posisi reduksi selama waktu penyembuhan. Metode holding 

reduction dapat dilakukan secara tertutup ataupun terbuka melalui cara operasi. 

Teknik ini meliputi traksi, bidai balut, dan fiksasi eksternal maupun internal. 
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Gambar 2.2 Pembidaian cara plaster/ pembalut (Solomon et al., 2010) 

 

Prinsip terakhir ialah latihan atau exercise. Tujuan dari latihan adalah 

mencegah oedema yang hampir tidak bisa terelakkan terjadi setelah fraktur. Selain 

itu, latihan berguna untuk memelihara pergerakan persendian, menjaga kekuatan 

otot, dan memandu pasien agar mampu kembali melakukan aktivitas normal. 

Latihan ini meliputi evaluasi tungkai yang fraktur, latihan aktif, hingga pelatihan 

untuk melakukan aktivitas fungsional seperti berjalan, mandi, berpakaian, dan 

memegang peralatan makanan (Solomon et al., 2010). 

 

2.2 Reactive Oxygen Species (ROS) 

Reactive Oxygen Species(ROS) secara sederhana mengacu pada molekul 

reaktif yang berasal dari oksigen. ROS memiliki beberapa macam bentuk, antara 

lain ion radikal bebas dan non-radikal bebas. Tipe radikal bebas terdiri dari anion 

superoksida dan radikal hidroksil. Sedangkan tipe non-radikal bebas ialah 

hidrogen peroksida (Bolisetty dan Jaimes, 2013). 

Anion superoksida bersifat tidak terlalu merusak, tetapi dapat membentuk 

hidrogen peroksida yang berperan dalam pembentukan radikal hidroksil. Radikal 

hidroksil merupakan ion radikal bebas yang paling reaktif dan bertanggung jawab 

besar dalam efek sitotoksik ROS (Bolisetty dan Jaimes, 2013). Radikal hidroksil 

juga dapat bereaksi dengan hampir seluruh struktur biomolekuler. Hidrogen 

peroksida dapat menjadi sumber pembentuk radikal hidroksil (Nurmasari, 2013). 
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Gambar 2.3 Struktur elektron dan rumus kimia ROS (Nurmasari, 2103) 

 

ROS memiliki peran penting dalm fungsi biologis apabila diproduksi dalam 

jumlah normal. Fungsi ROS antara lain membunuh beberapa jenis bakteri dan 

jamur setelah ROS yang berupa H2O2tersebut dihasilkan oleh leukosit. Fungsi 

lainnya ialah mengatur pertumbuhan sel. Di sisi lain, ROS yang terus bertambah 

di atas normal dapat menimbulkan kerusakan DNA ataupun sel.  

Efek destruktif dari ROS tersebut dikenal sebagai stres oksidatif. Stres 

oksidatif yang terjadi pada DNA bisa menyebabkan perubahan struktur DNA 

sehingga bisa terjadi mutasi dan sitotoksisitas (Daulay, 2011). 

Sedangkan stres oksidatif yang menyerang sel dapat menimbulkan 

kerusakan membran sel. Salah satu cara ROS merusak membran sel ialah 

menginisiasi peroksidasi lipid pada membran sel. Peroksidasi lipid yang terus 

berlangsung secara berantai akan mempengaruhi struktur dan fungsi membran sel 

(Daulay, 2011). 

 

2.2.1 Keterkaitan ROS dalam Fraktur Tulang 

Ketika fraktur tulang terjadi, maka timbul proses mekanisme penyembuhan 

tulang. Saat fase inflamasi, komponen inflamasi seperti sitokin, leukosit terutama 

neutrofil, dan komponen lainnya akan bermigrasi ke area fraktur. Tujuannya 

adalah menstimulasi diferensiasi dan proliferasi mesenchymal stem cells (MSCs) 

menjadi sel osteogenik seperti osteoblas dan osteoklas. Di sisi lain, komponen 
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inflamasi ini juga dapat menginduksi peningkatan ROS di area fraktur. Jika ROS 

meningkat melebihi kemampuan antioksidan dalam menangkalnya, maka kondisi 

ini berpotensi menyebabkan aktivitas sel pembentuk tulang baru menjadi 

terhambat (Corbett, 1999). Hal ini juga dapat berkaitan dengan pengaruh ROS 

yang menjadikan aktivitas osteoklas meningkat (Sheweita dan Khosshal, 2007). 

Stres oksidatif dapat terjadi pada kondisi fraktur. Radikal bebas dalam tubuh 

dihasilkan dari aktivitas fragmen tulang yang bereaksi dengan kolagen dan 

oksigen, serta aktivitas osteoklas dalam penyembuhan fraktur. Stres oksidatif ini 

terjadi bila jumlah radikal bebas tidak diimbangi dengan jumlah antioksidan yang 

mengurangi radikal bebas tersebut (Sheweita dan Khosshal, 2007). 

“Apabila stres oksidatif tidak dapat ditangani, radikal bebas akan 

mempengaruhi mekanisme penyembuhan fraktur tulang dalam tubuh. Radikal 

bebas yang terkandung dalam RNS, memiliki beberapa jenis, salah satunya adalah 

NO yang dalam jumlah normal berperan dalam penyembuhan fraktur karena 

memediasi terjadinya vasodilatasi dan ploriferasi vaskuler dalam pembentukan 

kalus. Selain NO, peningkatan aktivitas dari iNOS menyebabkan peningkatan 

dalam jumlah NO. Hal ini menyebabkan inhibisi dari ploriferasi dan diferensiasi 

osteoblas, menginduksi terjadinya apoptosis osteoblas. Selain itu, iNOS dan 

eNOS juga dapat menyebabkan supresi fungsi osteoklas untuk mendegenerasi sel 

yang mati” (Fridayanti, 2014). 

Sedangkan radikal bebas yang lainnya, yakni senyawa yang terkandung 

dalam ROS dapat mempengaruhi proses penyembuhan fraktur, khususnya dalam 

regenerasi sel. Selain itu, ROS juga memediasi proses peroksidasi lipid, yang 

apabila terjadi ketidakseimbangan dalam proses terminasi, dapat menginisiasi 

terbentuknya senyawa radikal yang reaktif dan toksik. Hal ini akan mengaktifkan 

mediator inflamasi yang dapat menyebabkan kerusakan pada lipoprotein dan 

berakhir pada disfungsi atau kerusakan sel. Oleh karena itu, jumlah ROS yang 

meningkat akan menjadi penghambat dari regenerasi sel dalam proses 

penyembuhan fraktur (Cadenas dan Packer, 2002). 
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Akibat dari peningkatan aktivitas osteoklas ialah gangguan mekanisme 

penyembuhan tulang. Ketidakseimbangan antara penguraian yang lebih intensif 

daripada pembentukan tulang baru ini dapat memperlama waktu penyembuhan. 

 

2.2.2 Malondialdehida (MDA) sebagai Biomarker ROS 

Malondialdehida (MDA) adalah salah satu hasil pemecahan tidak sempurna 

hidroperoksidase selama peroksidasi lemak tidak jenuh melalui reaksi enzimatis. 

Dalam proses peroksidasi lemak, peroksida lipid akan dipecah menjadi epoksida, 

hidrokarbon dan aldehid. Salah satu aldehid yang dihasilkan adalah 

malondialdehida (MDA) (Gurdol, 2008).  

MDA digunakan secara luas sebagai salah satu biomarker radikal bebas. 

Salah satu alasan MDA menjadi indikator radikal bebas sebagai penanda 

terjadinya stres oksidatif pada fraktur adalah proporsi hasil MDA terhadap proses 

peroksidasi lipid relatif konstan sehingga dapat digunakan sebagai indikator 

pengukuran peroksidasi lipid secara in vivo (Nugraheni, 2011).  

Aktivitas osteoklastik yang meningkat saat fraktur tulang dapat 

diinterpretasikan dengan tingkat peroksidasi lipid yang terjadi akibat ROS. Oleh 

karena itu, malondialdehida (MDA) sebagai produk akhir peroksidasi lipid dapat 

digunakan sebagai biomarker level ROS saat terjadi fraktur tulang. Perubahan 

kadar MDA menunjukkan adanya perubahan aktivitas radikal bebas (Sheweita 

dan Khosshal, 2007). Kadar MDA ini meningkat pada hari ke-7 dan hari ke-14 

setelah proses fraktur (Gokturk, 1995). 

 

2.3 Bayam Merah (Amaranthus tricolor L.) 

2.3.1 Karakteristik Bayam 

Bayam merupakan tanaman yang banyak ditemukan di Asia, khususnya 

Asia Selatan dan Asia Tenggara (Grubben dan Denton, 2006). Bayam tersebar 

luas di pulau Jawa dan Pulau Maluku. Bayam Amaranthus tricolor L. Dikenal 

dengan nama yang berbeda-beda di setiap daerah seperti bayam glatik, bayam 

putih, bayam merah (Jakarta), bayam abrit, bayam sekul, bayam siti (Jawa), jawa 

lufife, tona ma gaahu, baya roriha, loda kohori (Maluku). Nama lain dari tanaman 
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ini adalah Amaranthus gangenticus dan Amaranthus tristis. Terdapat tiga varietas 

bayam yang termasuk Amaranthus tricolor L. Yaitu bayam hijau biasa, bayam 

merah (Blitum rubrum) yang memiliki batang dan daun berwarna merah, serta 

bayam putih (Blitum album) yang berwarna hijau keputih-putihan. Bayam ini 

dijual di pasaran dikenal sebagai bayam cabutan atau bayam sekul (Dalimartha, 

2005). 

Dalam taksonomi, bayam ini dapat diklasifikasikan sebagai berikut. 

Kingdom  : Plantae  

Subkingdom  : Tracheobionta  

Super Divisi  : Spermatophyta  

Divisi   : Magnoliophyta  

Kelas   : Magnoliopsida  

Sub Kelas  : Hamamelidae  

Ordo   : Caryphyllales  

Famili   : Amaranthaceae  

Genus   : Amaranthus  

Spesies  : Amaranthus tricolor L. (Saparinto, 2013). 

Bayam merah berasal dari India (Indian spinach). Biasanya tumbuh di 

ladang, pekarangan rumah, pinggir jalan dan tanah tandus. Dapat tumbuh di 

ketinggian 1-700 mdpl (Utami, 2008). Tanaman bayam merah memiliki ciri 

berdaun tunggal, ujungnya meruncing, lunak dan lebar. Batangnya lunak dan 

berwarna putih kemerah-merahan. Buahnya tidak berdaging, tetapi bijinya 

banyak, sangat kecil, bulat, dan mudah pecah. Tanaman ini memilki akar 

tunggang dan berakar samping. Akar sampingnya kuat dan agak dalam. Tanaman 

ini berbentuk perdu atau semak. Bayam merah (Amaranthus tricolor L.) atau yang 

biasa disebut bayam cabut atau bayam sekul ada yang berwarna kemerahan 

(bayam merah) dan ada juga yang berwarna hijau keputih-putihan (bayam putih). 

Bayam ini berbunga pada ketiak daun (Sunarjono, 2013). Adapun gambar bayam 

merah (Amaranthus tricolor L.) dapat dilihat pada Gambar 2.4. 
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Gambar 2.4 Amaranthus tricolor L. (Amornrit & Santiyanont, 2015). 

 

2.3.2 Antioksidan Bayam Merah  

Antioksidan adalah substansi yang penting dalam sistem pertahanan tubuh 

untuk melawan efek merusak dari ROS. Mekanisme antioksidan tubuh 

menetralisir ROS berlebihan tersebut yaitu melalui cara pemindahan elektronnya 

pada molekul ROS (Nurmasari, 2013). Berkaitan dengan proses penyembuhan 

fraktur tulang, keterlibatan ROS dalam jumlah abnormal yang menghambat proses 

penyembuhan juga memerlukan intervensi berupa antioksidan.  

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dikelompokkan menjadi antioksidan 

endogen dan eksogen. Antioksidan endogen dihasilkan oleh tubuh dan bekerja 

secara enzimatis melalui proses metabolisme sel. Contoh antioksidan ini ialah 

superoxide dismutase dan glutathione peroxidise (Nurmasari, 2013).  

Apabila antioksidan endogen tidak dapat mengatasi efek merusak dari ROS, 

maka penyembuhan fraktur tulang berkadar ROS tinggi memerlukan antioksidan 

eksogen. Antioksidan eksogen merupakan antioksidan yang diperoleh dari luar 

tubuh (Nurmasari, 2013). Contoh senyawa antioksidan ini yakni flavonoid. Zat ini 

banyak terkandung pada bayam merah. 

Antioksidan merupakan lini pertama sistem pertahanan tubuh terhadap 

bahaya radikal bebas dengan menyumbangkan elektron dan reduktan. Bayam 

merupakan sayuran berwarna yang tinggi antioksidan sehingga sangat berpotensi 

dalam melawan oksidan terutama radikal bebas yang dapat menurunkan kondisi 
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kesehatan tubuh (Kemenkes, 2014). Senyawa fotokimia pada daun bayam yang 

berfungsi sebagai antioksidan adalah flavonoid, vitamin c, beta karoten, dan 

klorofil. Kadar kandungan antioksidan daun bayam dapat dilihat pada tabel 2.1. 

 
Tabel 2.1 Kadar kandungan antioksidan daun bayam 

Antioksidan Kandungan per 100g 

Flavonoid 485 mg 

Vitamin C 80 mg 

Beta karoten 11,9 µg 

Klorofil 8,8 µg 

Sumber: Rajalakshmi et al. (2011)  

 

Daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) mengandung vitamin A, 

vitamin B6, vitamin C, klorofil, β-karoten, dan riboflavin (Rajalaksmi et al., 

2011). Daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) juga mengandung alkaloid, 

glikosida, flavonoid, tannin, antrakuinon, saponin, minyak volatile, kumarin, 

sterol, dan triterpen (Al-Dosari, 2010). Studi lain menyebutkan bahwa kandungan 

dalam daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) terdapat karbohidrat, 

flavonoid seperti betasianin A dan B, amaranthin, isoamaranthin, quercetin dan 

beberapa senyawa sterol seperti spinasterol, kolesterol, kampesterol, 24-metilen 

kolesterol, stigmasterol, sitosterol, fukosterol, dan isofukosterol (Rahamatullah et 

al., 2013). 

Antioksidan daun bayam merah berperan sebagai penangkap radikal bebas 

(radical scavenger) dengan mendonorkan elektronnya. Flavonoid sebagai 

antioksdian tidak hanya berperan sebagai radical scavenger, namun juga berperan 

sebagai chelating ion logam sehingga kerusakan sel akibat radikal hidroksil yang 

dihasilkan dari reaksi hidroperoksida (H2O2) dengan ion logam dapat diredam. 

Logam transisi seperti Fe dan Cu memiliki elektron yang tidak berpasangan 

sehingga sangat reaktif dalam mengkatalisis reaksi redoks tubuh. Flavonoid juga 

mampu menghambat kerja enzim CYP dalam menghasilkan radikal bebas (Kumar 

dan Pandey, 2013). Vitamin C sebagai radical scavenger mampu 

menyumbangkan dua elektronnya sehingga terbentuk radikal askorbil yang akan 
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teroksidasi dan menghasilkan asam dehidroaskorbat (McDowell et al., 2007). 

Vitamin C dan flavonoid dapat meningkatkan kadar antioksidan endogen seperti 

katalase (CAT), superoksida dismutase (SOD), dan glutation (GSH) (Katose et 

al., 2015). Beta karoten dan klorofil berperan sebagai pemberi pigmen yang kaya 

akan antioksidan sebagai radical scavenger. Beta karoten termasuk dalam vitamin 

antioksidan yang larut dalam lemak sehingga mampu melindungi membran sel 

(Mueller dan Boehm, 2011). Klorofil sebagai antioksidan sama halnya dengan 

flavonoid, tidak hanya berperan sebagai radical scavenger, namun juga berperan 

sebagai chelating ion logam (Hsu et al., 2013). 

Jenis flavonoid yang terdapat pada daun bayam Amaranthus tricolor L. 

adalah kuersetin dan rutin (Noori et al., 2015). Kuersetin khususnya dikenal 

sebagai chelating ion Fe dengan menstabilkan Fe agar tidak berikatan dengan 

H2O2 membentuk OH
-
 yang termasuk dalam radikal bebas yang sangat reaktif. 

Jenis flavonoid lain yang ditemukan pada daun bayam Amaranthus tricolor L. 

adalah katekin (Ghasemzadeh et al., 2012). Katekin dan rutin memiliki sifat 

radical scavenger yang sangat kuat karena cincin B flavonoid mempunyai gugus 

katekol dengan radikal ortho semiquinon yang stabil untuk mengikat radikal bebas 

(Kumar dan Pandey, 2013). 

Berdasarkan penelitian Dyahariesti (2016), ekstrak etanol daun bayam 

merah memiliki nilai IC5043,4 ppm yang dikategorikan ke dalam antioksidan 

sangat kuat begitu juga dengan vitamin C sebagai pembanding dengan nilai 

IC506,47 ppm yang dikategorikan juga dalam antioksidan sangat kuat. Hal ini 

disebabkan oleh kandungan yang terdapat pada tumbuhan daun bayam merah 

yang terdiri dari flavonoid quersetin dan vitamin C sebagai antioksidan. Vitamin 

C merupakan senyawa murni yang memiliki potensi kuat sebagai antioksidan 

sehingga nilai IC50 nya lebih kecil dibandingkan dengan ekstrak etanol daun 

bayam merah, sedangkan ekstrak etanol daun bayam merah merupakan campuran 

dari beberapa macam senyawa. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa 

senyawa aktif yang terkandung dalam daun bayam merah (Amaranthus Tricolor 

L.) dapat sebagai antioksidan kuat, dengan mekanisme menangkap dan 

menetralisir radikal bebas. 
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2.4 Kerangka Konseptual Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.5 Kerangka Konseptual Penelitian 

Keterangan:  

=  memicu 

=  menghambat 

  =  yang diteliti 

 

Tubuh memiliki mekanisme penyembuhan fraktur tulang secara alami untuk 

mengembalikan kondisi tulang yang diskontinu. Proses penyembuhan ini bisa 

dihambat oleh suatu senyawa radikal bebas yang beredar dalam tubuh. Pada kasus 

1. Aktivitas fragmen tulang yang 

bereaksi dengan kolagen dan 

oksigen, serta aktivitas osteoklas  

2. Potensi dari sitokin, leukosit, dan 

neutrofil pada saat fase inflamasi 

proses penyembuhan 

3. ketidakmampuan antioksidan 

tubuh dalam menekan radikal 

bebas 

Peningkatan radikal bebas 

Stres oksidatif 

Peroksidasi lipid 

MDA  

hidroxynonenal 

acrolein 

Resiko keterhambatan Proses 

Penyembuhan Fraktur 

 

Fraktur Tulang 

Ekstrak etanol Bayam Merah 

yang mengandung Flavonoid, 

vitamin C, beta karoten, klorofil 

Bekerja sebagai donor elektron 
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fraktur tulang, radikal bebas dibentuk oleh jaringan tulang yang rusak dan 

aktivitas fragmen tulang yang bereaksi dengan kolagen dan oksigen, serta 

aktivitas osteoklas. Hal ini menyebabkan kadar radikal bebas dalam tubuh 

meningkat secara masif. Peningkatan radikal bebas yang tinggi tidak diimbangi 

dengan peningkatan jumlah antioksidan endogen dalam tubuh berdampak pada 

terjadinya stres oksidatif. Hal ini berpotensi mengganggu mekanisme 

penyembuhan tulang karena sifat radikal bebas yang mampu menghambat kerja 

sel-sel tulang muda untuk membentuk bakal tulang baru (kalus).  

Dalam menangani stres oksidatif, dibutuhkan antioksidan eksogen untuk 

membantu supresi radikal bebas yang beredar dalam tubuh. Antioksidan ini dapat 

berasal dari antioksidan yang terkandung dalam ekstrak etanol bayam merah. 

Flavonoid sebagai antioksdian tidak hanya berperan sebagai penangkap 

radikal bebas (radical scavenger), namun juga berperan sebagai chelating ion 

logam sehingga kerusakan sel akibat radikal hidroksil yang dihasilkan dari reaksi 

hidroperoksida (H2O2) dengan ion logam dapat diredam. Logam transisi seperti Fe 

dan Cu memiliki elektron yang tidak berpasangan sehingga sangat reaktif dalam 

mengkatalisis reaksi redoks tubuh. Flavonoid juga mampu menghambat kerja 

enzim CYP dalam menghasilkan radikal bebas. Vitamin C sebagai radical 

scavenger mampu menyumbangkan dua elektronnya sehingga terbentuk radikal 

askorbil yang akan teroksidasi dan menghasilkan asam dehidroaskorbat. Vitamin 

C dan flavonoid dapat meningkatkan kadar antioksidan endogen seperti katalase 

(CAT), superoksida dismutase (SOD), dan glutation (GSH). Beta karoten dan 

klorofil berperan sebagai pemberi pigmen yang kaya akan antioksidan sebagai 

radical scavenger. Beta karoten termasuk dalam vitamin antioksidan yang larut 

dalam lemak sehingga mampu melindungi membrane sel. Klorofil sebagai 

antioksidan sama halnya dengan flavonoid, tidak hanya berperan sebagai radical 

scavenger, namun juga berperan sebagai chelating ion logam. 

Biomarker yang ditinjau sebagai parameter penilaian tingkat radikal bebas 

adalah MDA. Peningkatan radikal bebas yang menstimulasi peningkatan kadar 

MDA ini yang berpeluang besar menyebabkan hambatan proses penyembuhan 

fraktur. Oleh karena itu, adanya terapi nutrisi yang berbasis ekstrak etanol bayam 
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merah ini diharapkan mampu mensupresi radikal bebas ditinjau dari kadar MDA 

supaya bisa membantu proses penyembuhan fraktur tulang. 

 

2.5Hipotesis Penelitian 

Hipotesis dalam penelitian ini ialah pemberian ekstrak etanol bayam merah 

(Amaranthus tricolor L.) berpengaruh dalam menurunkan kadar MDA serum tikus 

wistar jantan model fraktur tulang. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental murni (true 

experimental laboratories) dan rancangan penelitian yang digunakan adalah post 

test only control group design yaitu dengan melakukan pengukuran sesudah 

perlakuan diberikan dan hasilnya dibandingkan dengan kelompok kontrol 

(Notoatmodjo, 2005). 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di tiga tempat, yaitu di Laboratorium Biomedik 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember unuk pemeliharaan tikus, 

penyondean ekstrak etanol bayam merah, pengambilan sampel darah, dan 

pembedahan tikus. Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi Universitas Jember 

untuk pembuatan ekstrak etanol daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) dan 

Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk 

pemeriksaan MDA serum. Waktu pelaksanaan penelitian ini adalah Desember 

2017. 

 

3.3 Sampel Penelitian 

3.3.1 Kriteria Sampel Penelitian 

Sampel penelitian ini adalah tikus putih galur wistar (Rattus norvegicus) 

jantan dengan kriteria sebagai berikut: 

a. Kriteria inklusi dari sampel penelitian ini adalah tikus jantan, berat badan 150-

200 gram, usia 2-3 bulan, dan sehat. 

b. Kriteria eksklusi dari sampel penelitian ini adalah tikus yang sakit dan mati 

pada saat penelitian. 
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3.3.2 Penentuan Jumlah Sampel Penelitian 

Rumus yang digunakan pada penelitian ini untuk menghitung besar sampel 

minimal adalah : 

 

n = Z
2𝜎2

 

α
2 

 

Keterangan : 

n = besar sampel minimum  

Z = nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu (α) ; jika α = 0,05 maka nilai Z = 

1,96 (2-tailed ) dan Z = 1,64 (1-tailed) 

σ = standar deviasi penelitian sejenis 

α = kesalahan yang masih ditoleransi  

(Higgins, 1985) 

Pada rumus besar sampel minimal nilai σatau standar deviasi penelitian 

sejenis adalah 1,96. Sehingga didapat penghitungan sebagai berikut  

n =  (1,96)
2
(1,96)

2
 

   (0.05)
2 

  
= 5,898  ~ 6 

Berdasarkan rumus tersebut, jumlah sampel minimal adalah 6 sampel tulang 

femur tikus wistar jantan. Maka total sampel yang digunakan pada penelitian ini 

sebanyak 30 sampel tulang femur tikus wistar jantan yang dibagi secara acak 

menjadi 5 kelompok penelitian, yaitu kelompok kontrol negatif,kelompok kontrol 

positif, kelompok perlakuan 1 (P1), kelompokperlakuan 2(P2), dan kelompok 

perlakuan 3 (P3). 
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3.4 Rancangan Penelitian 

 

 

 

    K(+) 

K(-) 

P1 

 

P2 

P3 

 

Keterangan:  

Po  : populasi tikus 

A  : adaptasi tikus 

R  : randomisasi  

K(+)  : kelompok kontrol positif 

K(-)  : kelompok kontrol negatif 

P1  : kelompok perlakuan 1 

P2  : kelompok perlakuan 2 

P3  : kelompok perlakuan 3 

I  : induksi fraktur tulang 

X1  : perlakuan dengan pemberian aquadest peroral  

X2  : perlakuan dengan pemberian aquadest peroral 

X3  : perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol bayam merah (dosis 

35,4 mg/150gBB) peroral  

X4  : perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol bayam merah (dosis 

70,8 mg/150gBB) peroral  

Po A R 

Ro 

Ro 

Ro 

Ro 

Ro 

MDA 

MDA 

MDA 

MDA 

 MDA 

 

I 

I 

I 

I 

X1 

X2 

X3 

X4 

X5 

I 
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X5  : perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol bayam merah (dosis 

141,6 mg/150gBB) peroral  

Ro  : Foto Rontgen 

MDA  : pengukuran malondialdehida serum 

 
Gambar 3.1 Rancangan Penelitian 

 

3.5Variabel Penelitian 

3.5.1  Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol bayam 

merah pada kelompok P1 dengan dosis35,4mg/150gBB, pada kelompok P2 

dengan dosis 70,8mg/150gBB, pada kelompok P3 dengan dosis141,6mg/150gBB. 

 

3.5.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar malondialdehida serum 

tikus wistar jantan. 

 

3.5.3Variabel Terkendali 

Variabel terkendali pada penelitian ini meliputi umur hewan coba, berat 

badan hewan coba, jenis kelamin dan galur hewan coba, waktu dan lama 

perlakuan hewan coba, pemeliharaan dan perlakuan pada hewan coba, dan induksi 

fraktur dan pembidaian tulang pada wistar.  

 

3.6 Definisi Operasional 

a. Bayam merah yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan dari petani 

Dusun Manggis Desa Sukorambi Kecamatan Sukorambi Kabupaten Jember. 

Bayam merah yang dibeli sebanyak 3,2 kg. Bayam merah segar tersebut 

dipisahkan daun dan batangnya. Selanjutnya daun bayam merah dijemur di 

bawah sinar matahari selama 3 hari atau sampai kering, kemudian setelah 

daun bayam merah benar-benar kering dihaluskan menggunakan selep hingga 

menjadi serbuk halus.  Kemudian serbuk daun bayam merah diekstrak 
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menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Maserasi ekstrak 

etanol daun bayam merah dilakukan selama 72 jam, selanjutnya filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dengan disaring menggunakan kertas saring. 

Ampas disimpan dan dapat digunakan ulang maksimal tiga kali . Filtrat 

dievaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 50
o
C sampai pelarut 

etanol 96% menguap dan diperoleh ekstrak semi kental. Ekstrak etanol daun 

bayam merah (Amaranthus tricolor L.)diberikan kepada tikus wistar jantan 

selama 7 hari dengan dosis sebesar 35,4 mg/150gBB ; 70,8 mg/150gBB ; dan 

141,6 mg/150gBB dilarutkan ke 1% tween 80 lalu disondekan secara peroral 

dengan volume sesuai berat badan per tikus.  

Perhitungan dosis dan volume pemberian ekstra etanol daun bayam 

merah (Amaranthus tricolor L.) disesuiakan dengan hasil penelitian 

sebelumnya oleh Wuri (2016) tentang penelitian sejenis yang mengatakan 

bahwa dosis efektif ekstrak daun bayam merah untuk mencit (Mus musculus) 

adalah 6,75 mg/20grBB lalu dikonversikan ke tikus wistar dan disesuaikan 

dengan berat badan tikus dan dengan volume maksimal pemberian per oral 

tikus menurut Suhardjono (1994). Skala pengukuran ekstrak etanol daun 

bayam merah (Amaranthus tricolor L.)termasuk skala nominal. Sebelum 

diekstraksi, bayam merah dilakukan identifikasi tenaman. 

b. Malondialdehida (MDA) merupakan nilai biomarker ROS. MDA diukur dari 

sampel serum darah wistar. Analisis MDA dapat dilakukan dengan uji TBA 

(thiobarbituric acid). Prinsip uji TBA yaitu MDA bereaksi dengan TBA pada 

kondisi asam (pH 2-3) dan suhu 97-100°C, sehingga membentuk kromofor 

merah muda dengan absorbansi maksimal pada panjang gelombang λ 532 nm 

(Permatasari et al, 2012). 

c. Jenis fraktur tulang dalam penelitian ini adalah fraktur tertutup. Induksi 

fraktur tulang dilakukan dengan cara pematahan tulang femur dekstra wistar. 

Pematahan dilakukan setelah diawali dengan proses anestesi wistar dengan 

menggunakan kombinasi ketamin dan xylazine dosis 75-100 mg/kgBB dan 5-

10 mg/kgBB secara intramuskular. Pematahan dilakukan secara terukur 

dengan kompresi manual pada semua sampel penelitian.  
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d. Bidai yang digunakan adalah leukodur. Prosedur pembidaiannya diawali 

dengan membasahi leukodur dengan air, kemudian dilanjutkan dengan 

membalutkannya pada tulang femur tikus wistar jantan. 

 

3.7Alat dan Bahan Penelitian 

3.7.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain kandang tikus, 

tempat makan dan minum tikus, freezer, neraca ohauss, neraca statistik, 

evaporator, klem anatomis, sonde lambung, spuit sonde, gunting, pinset, mortal, 

vorteks, waterbath, sentrifuge, pipet, tip, dan spektrofotometer. 

 

3.7.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain pakan wistar, air, 

sekam, daun bayam merah, larutan hexan, larutan etanol, ketamin, xylazine, gips 

leukodur, plester, tabung darah, mikrotube, pipet, mikropipet, TCA 10%, HCl, 

dan TBA 0,67%. 

 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1  Persiapan Sampel Penelitian 

Pada awal penelitian dilakukan pemilihan tikus putih wistar jantan sebanyak 

30 ekor, lalu disiapkan kandang tikus dengan ukuran 30 cm x 30 cm dengan 

jumlah tikus sebanyak 3 ekor dalam satu kandang, tikus diadaptasi dengan 

diberikan pakan standar dan minum akuades ad libitum selama 7 hari. Berat badan 

tikus ditimbang untuk memantau perkembangan tikus sebelum dilakukan 

penelitian. Setelah dilakukan adaptasi selama7 hari, lalu tikus dilakukan 

penimbangan lagi dan dilakukan randomisasi. 

 

3.8.2  Randomisasi Sampel Penelitian 

Randomisasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah Simple Random 

Sampling. 30 ekor tikus ditambah 6 ekor tikus cadangan dibuatkan nomor undian 

dari 1 sampai 30. Selanjutnya nomor undian tersebut dimasukkan ke dalam kotak 
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lalu dikocok. Kemudian nomor undian diambil satu per satu untuk diberikan ke 

setiap tikus tanpa mengembalikannya ke dalam kotak lagi. Setelah berakhir pada 

nomor 30 maka undian telah selesai. Sesuai dengan kelipatan enam, sampel yang 

didapatkan dibagi menjadi lima kelompok, yaitu kelompok kontrol positif (+), 

kelompok kontrol negatif (-),  kelompok perlakuan 1 (P1), kelompok perlakuan 2 

(P2), dan kelompok perlakuan 3 (P3).  

 

3.8.3  Pembagian Kelompok Hewan Coba 

Ada lima kelompok yang dibagi sesuai perlakuan masing-masing, antara 

lain kelompok kontrol positif dengan pemberian vitamin C dosis 2 mg, kelompok 

kontrol negatif dengan pemberian tween 80 1%, kelompok perlakuan dengan 

pemberian ekstrak etanol bayam merah 35,4 mg/150g BB, kelompok perlakuan 

dengan pemberian ekstrak etanol bayam merah 70,8 mg/150g BB, dan kelompok 

perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol bayam merah 141,6 mg/150g BB. 

 

3.8.4 Induksi Fraktur Tulang dan Teknik Pembidaian 

Proses pematahan diawali dengan anestesi menggunakan kombinasi ketamin 

dan xylazine dosis 75-100 mg/kgBB dan 5-10 mg/kgBB secara intramuskular. 

Proses pematahan dilakukan pada bagian corpus femoris tulang femur dekstra 

wistar dengan cara paha tikus dipasang klem anatomis dahulu di dekat proksimal 

femur. Setelah itu dipatahkan dengan induksi manual menggunakan dua tangan. 

Pengecekan apakah telah terjadi fraktur dengan cara look, feel, and moveserta 

adanya false movement. Pembidaian tulang yang fraktur dilakukan dengan gips 

leukodur.  

  

3.8.5 Pembuatan Ekstrak Etanol Bayam Merah 

Daun bayam merah dijemur di bawah sinar matahari selama 3 hari atau 

sampai kering, kemudian setelah daun bayam merah benar-benar kering 

dihaluskan menggunakan selep hingga menjadi serbuk halus. Kemudian serbuk 

daun bayam merah diekstrak menggunakan metode maserasi dengan pelarut 

etanol 96%. Maserasi ekstrak etanol daun bayam merah dilakukan selama 72 jam, 
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selanjutnya filtrat dipisahkan dengan ampasnya dengan disaring enggunakan 

kertas saring. Ampas disimpan dan dapat digunakan ulang maksimal tiga kali . 

Filtrat dievaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 50
o
C sampai 

pelarut etanol 96% menguap dan diperoleh ekstrak semi kental. 

 

3.8.6 Perlakuan Hewan Coba 

Perlakuan sampel penelitian dimulai setelah tikus diadaptasi selama 7 hari. 

30 tikus yang sudah diadaptasi, kemudian ditimbang berat badannya (150-200 

gram). Kemudian 30 tikus tersebut dibagi menjadi 5 kelompok (K(+), K(-) , P1, 

P2, dan P3). Setelah dilakukan pengelompokan, sampel penelitian diberi tanda 

menggunakan spidoluntuk membedakan tikus pada masing-masing kelompok. 

Setiap tikus pada masing-masing kelompok dihitung berat badannya setiap hari 

sebagai panduan pemberian dosis sediaanekstraketanolbayammerah dan untuk 

membandingkan berat badan antara kelompok kontrol dan perlakuan. Masing-

masing kelompok diberi perlakuan selama 7 hari dengan harapan telah terjadi 

proses remodeling tulang yang ditandai dengan proses resorpsi telah selesai, 

kemudian digantikan dengan proses pembentukan tulang. Pemberian sediaan 

ekstraketanolbayammerah untuk kelompok perlakuan, pemberian vitamin C 2mg  

untuk kelompok kontrol positif, dan pemberian tween 80 1% untuk kelompok 

kontrol negatif, masing-masing diberikan satu kali sehari secara peroral dengan 

sonde lambung agar perlakuan antar kelompok sama.  

 

3.8.7  Prosedur pemeriksaan MDA 

 Seluruh sampel diterminasi pada hari ke 7 dan daimbil darah intrakardial 3 

ml. Selanjutnya darah dimasukkan tabung EDTA dan disimpan dalam ice box. 

Seluruh sampel darah disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. 

Lalu diambil serum 100µ dan ditambahkan TCA 10% sejumlah 200µ. Kemudian 

dimasukkan ke dalam freezer 5 menit, lalu disentrifuge dingin dengan suhu kamar 

selama 5 menit dengan kecepatan 14000 rpm. Setelah itu diambil supernatan 200µ 

dari setiap sampel, ditambahkan TBA 0,67% sejumlah 200µ. Semua larutan 

campuran dari awal ditaruh dalam mikrotube dan direbus selama 60 menit suhu 
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100° C. Kemudian dibaca menggunakan spektrofotometer panjang gelombang 

535nm. Hasil absorbansi dikonversikan ke skala MDA melalui rumus yang 

diperoleh dari kurva standar.  

 

3.9  Analisis Data 

Data hasil penelitian ini dilakukan uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji 

homogenitas Levene’s test. Apabila data yang didapatkan terdistribusi normal dan 

homogen, maka dilanjutkan dengan uji komparatif One-way Anova dan 

dilanjutkan dengan post hoc test yaitu dengan Least Significance Difference 

(LSD). Apabila data yang diperoleh tidak terdistribusi normal dan homogeny, 

dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney. Seluruh teknis 

pengolahan data dianalisis secara komputerisasi dan juga dibantu perangkat lunak 

berupa Software Statistical Product and Service Solution 17 PS (SPSS 17 PS).  
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3.10  Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 3.2 Diagram alur penelitian 

 

3.11Uji Kelayakan Etik 

Pada pelaksanaan penelitian ini sudah mendapatkan sertifikat kelayakan etik 

yang bertujuan untuk menjamin keamanan peneliti dan hewan coba serta 

memperjelas tujuan serta kewajiban peneliti di dalam pelaksanaannya. Penelitian 

Kelompok 

P2 

Kelompok 

P3 

Induksi fraktur tulang femur dekstra 

30 tikus wistar jantan 

Kontrol 

positif (+) 

Kontrol 

negatif (-) 

Kelompok 

P1 

Pembidaian tulang femur dekstra 

Ekstrak 

etanol 

bayam 

merah 35,4 

mg/ 150g 

BB 

Ekstrak 

etanol 

bayam 

merah 70,8 

mg/ 150g 

BB 

Ekstrak 

etanol 

bayam 

merah 

141,6 mg/ 

150g BB 

Terminasi dan Pengambilan sampel darah 

Penilaian MDA serum semua kelompok 

Adaptasi hewan coba selama 7 hari 

Randomisasi dan 

Pembagian kelompok 

Tween 80 

1% 

Vitamin C 

2mg 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data dapat disimpulkan bahwa 

terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol bayam merah terhadap penurunan 

kadar MDA serum tikus wistar jantan model fraktur. 

 

5.2 Saran  

Adapun saran dari penulis sebagai berikut. 

a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak etanol bayam 

merah terhadap akselerasi penyembuhan fraktur tulang dengan masa perlakuan 

yang berbeda-beda pada masing-masing kelompok, yaitu 7 hari, 14 hari, dan 21 

hari dengan indikator kadar MDA serum dan jaringan tulang. 

b. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak etanol bayam 

merah sebagai terapi nutrisi pada fraktur tulang berdasarkan uji klinis. 
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LAMPIRAN 

 

 

 

LAMPIRAN 3.1 PERHITUNGAN DOSIS PERLAKUAN 

 

1. Ekstrak Bayam Merah 

Perhitungan dosis dan volume pemberian ekstra etanol daun bayam merah 

(Amaranthus tricolor L.) disesuaikan dengan hasil penelitian sebelumnya 

oleh Wuri (2016) tentang penelitian sejenis yang mengatakan bahwa dosis 

efektif ekstrak daun bayam merah untuk mencit (Mus musculus) adalah 

6,75 mg/20grBB lalu dikonversikan ke tikus wistar dan disesuaikan 

dengan berat badan tikus dan dengan volume maksimal pemberian per oral 

tikus menurut Suhardjono (1994), yaitu 5 ml. Skala konversi dari mencit 

20gr ke tikus 200gr adalah dikali 7 menurut Ngatidjan (1991).  

6,75 x 7 = 47,25 mg/200grBB  

Dicari dosis untuk 150gr (kriteria inklusi terendah)  

X = 47,25 x ¾ 

    = 35,4 mg/150grBB 

Lalu dikalikan kelipatan 2 untuk dosis kedua dan ketiga, hasilnya 70,8 

mg/150grBB dan 141,6 mg/150grBB. 

Pembuatan tween 80 1% untuk pelarut ekstrak dengan cara 1 ml tween 80 

dilarutkan dalam 100 ml aquades lalu diencerkan menggunakan magnetic 

stirrer selama 10 menit. Sebelum penyondean pada tikus, dosis ekstrak 

setiap kelompok ditimbang terlebih dahulu dikali 6 (jumlah tikus per 

kelompok) lalu dimasukkan ke dalam becker glass. Kemudian 

ditambahkan tween 80 1% sejumlah 1,5 ml (volume penyondean pada 

tikus) dikali 6 (jumlah tikus per kelompok). 

2. Vitamin C 

Kebutuhan vitamin C manusia sehari sebesar 90 mg/hr (AKG, 2012). 

Angka konversi dari manusia ke tikus adalah 0,018. Maka dosis pada tikus 
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adalah 90 mg/hr x 0,018 = 1,62 ~ 2 mg/hr. Vitamin C yang digunakan 

adalah IPI 50mg, satu tablet IPI mengandung vitamin C 50 mg. Jadi, satu 

tablet dilarutkan dalam 25 ml aquades untuk mendapatkan 2 mg vitamin C 

dalam 1 ml aquades. Dosis dan volume penyondean pada tikus sebesar 2 

mg/ml. 
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LAMPIRAN 3.2 TABEL KONVERSI PERHITUNGAN DOSIS 

Sumber: Ngatidjan (1991) 
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LAMPIRAN 3.3 PERSETUJUAN ETIK PENELITIAN 
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LAMPIRAN 4.1 DATA HASIL PEMERIKSAAN MDA  

 
Kelompok Abs Kadar MDA (nmol/ml) 

K(-) A 0.323 5,91 

K(-) B 0.344 6,24 

K(-) C 0.318 5,83 

K(-) D 0.33 6,02 

K(-) E 0.329 6,00 

K(-) F 0.313 5,75 

K(+) A 0.192 3,86 

K(+) B 0.217 4,25 

K(+) C 0.174 3,57 

K(+) D 0.165 3,43 

K(+) E 0.155 3,28 

K(+) F 0.169 3,5 

P1 A 0.219 4,28 

P1 B 0.239 4,59 

P1 C 0.222 4,33 

P1 D 0.209 4,12 

P1 E 0.212 4,17 

P1 F 0.235 4,53 

P2 A 0.189 3,81 

P2 B 0.199 3,97 

P2 C 0.211 4,15 

P2 D 0.228 4,42 

P2 E 0.221 4,31 

P2 F 0.183 3,71 

P3 A 0.189 3,81 

P3 B 0.175 3,59 

P3 C 0.193 3,87 

P3 D 0.188 3,79 

P3 E 0.176 3,60 

P3 F 0.183 3,71 
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LAMPIRAN 4.2 DATA BERAT BADAN HEWAN COBA 

kelompok Sampel berat badan (gram) 

K (+) A 151,5 

 B 157,6 

 C 154 

 D 158,3 

 E 159,6 

 F 153 

K (-) A 160 

 B 152,4 

 C 151,8 

 D 153,7 

 E 157 

 F 156,3 

P1 A 152,8 

 B 161,2 

 C 160,5 

 D 157 

 E 155,3 

 F 150,7 

P2 A 150,3 

 B 151,8 

 C 153,4 

 D 156 

 E 159,1 

 F 152 

P3 A 158 

 B 163,2 

 C 156,3 

 D 154,6 

 E 155 

 F 155,8 
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LAMPIRAN 4.3 HASIL ANALISIS DATA KADAR MDA 

 
Case Processing Summary 

 KELOMPOK Cases 

 Valid Missing Total 

 N Percent N Percent N Percent 

MDA 

NEGATIF 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

POSITIF 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

PERLAKUAN 

1 

6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

PERLAKUAN 

2 

6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

PERLAKUAN 

3 

6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 

 

Tests of Normality 

 KELOMPOK Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

MDA 

NEGATIF .196 6 .200
*
 .961 6 .829 

POSITIF .249 6 .200
*
 .914 6 .462 

PERLAKUAN 

1 

.189 6 .200
*
 .923 6 .524 

PERLAKUAN 

2 

.151 6 .200
*
 .951 6 .751 

PERLAKUAN 

3 

.208 6 .200
*
 .916 6 .474 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

 

Test of Homogeneity of Variances 
MDA   

Levene 

Statistic 

df1 df2 Sig. 

2.311 4 25 .086 
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Descriptives 

 KELOMPOK Statistic Std. Error 

MDA 

NEGATIF 

Mean 5.9634 .06956 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 5.7846  

Upper Bound 6.1422  

5% Trimmed Mean 5.9594  

Median 5.9608  

Variance .029  

Std. Deviation .17038  

Minimum 5.76  

Maximum 6.24  

Range .49  

Interquartile Range .26  

Skewness .675 .845 

Kurtosis .569 1.741 

POSITIF 

Mean 3.6515 .14335 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 3.2830  

Upper Bound 4.0200  

5% Trimmed Mean 3.6387  

Median 3.5392  

Variance .123  

Std. Deviation .35113  

Minimum 3.28  

Maximum 4.25  

Range .97  

Interquartile Range .56  

Skewness 1.118 .845 

Kurtosis .833 1.741 

PERLAKUAN 

1 

Mean 4.3412 .07749 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 4.1420  

Upper Bound 4.5404  

5% Trimmed Mean 4.3388  

Median 4.3072  

Variance .036  

Std. Deviation .18982  

Minimum 4.13  

Maximum 4.60  

Range .47  

Interquartile Range .39  

Skewness .408 .845 

Kurtosis -1.619 1.741 

PERLAKUAN 

2 

Mean 4.0669 .11435 

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.7729  
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Mean Upper Bound 4.3608  

5% Trimmed Mean 4.0663  

Median 4.0643  

Variance .078  

Std. Deviation .28011  

Minimum 3.72  

Maximum 4.42  

Range .71  

Interquartile Range .55  

Skewness .038 .845 

Kurtosis -1.809 1.741 

PERLAKUAN 

3 

Mean 3.7351 .04685 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 3.6147  

Upper Bound 3.8555  

5% Trimmed Mean 3.7351  

Median 3.7586  

Variance .013  

Std. Deviation .11475  

Minimum 3.59  

Maximum 3.88  

Range .28  

Interquartile Range .22  

Skewness -.248 .845 

Kurtosis -1.840 1.741 

 

 

ANOVA 
MDA   

 Sum of 

Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 21.296 4 5.324 95.076 .000 

Within Groups 1.400 25 .056   

Total 22.696 29    
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   MDA   

LSD   

(I) 

KELOMPOK 

(J) 

KELOMPOK 

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

NEGATIF 

POSITIF 2.31191
*
 .13662 .000 2.0305 2.5933 

PERLAKUAN 

1 

1.62226
*
 .13662 .000 1.3409 1.9036 

PERLAKUAN 

2 

1.89655
*
 .13662 .000 1.6152 2.1779 

PERLAKUAN 

3 

2.22832
*
 .13662 .000 1.9469 2.5097 

POSITIF 

NEGATIF -2.31191
*
 .13662 .000 -2.5933 -2.0305 

PERLAKUAN 

1 

-.68966
*
 .13662 .000 -.9710 -.4083 

PERLAKUAN 

2 

-.41536
*
 .13662 .005 -.6967 -.1340 

PERLAKUAN 

3 

-.08359 .13662 .546 -.3650 .1978 

PERLAKUAN 

1 

NEGATIF -1.62226
*
 .13662 .000 -1.9036 -1.3409 

POSITIF .68966
*
 .13662 .000 .4083 .9710 

PERLAKUAN 

2 

.27429 .13662 .056 -.0071 .5557 

PERLAKUAN 

3 

.60606
*
 .13662 .000 .3247 .8874 

PERLAKUAN 

2 

NEGATIF -1.89655
*
 .13662 .000 -2.1779 -1.6152 

POSITIF .41536
*
 .13662 .005 .1340 .6967 

PERLAKUAN 

1 

-.27429 .13662 .056 -.5557 .0071 

PERLAKUAN 

3 

.33177
*
 .13662 .023 .0504 .6131 

PERLAKUAN 

3 

NEGATIF -2.22832
*
 .13662 .000 -2.5097 -1.9469 

POSITIF .08359 .13662 .546 -.1978 .3650 

PERLAKUAN 

1 

-.60606
*
 .13662 .000 -.8874 -.3247 

PERLAKUAN 

2 

-.33177
*
 .13662 .023 -.6131 -.0504 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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LAMPIRAN 4.4 DOKUMENTASI PENELITIAN 

                  

Pembuatan Ekstrak Bayam Merah  Adaptasi hewan coba 

             

Penimbangan BB Hewan Coba  Penyondean perlakuan 

         

Proses pematahan femur   Pembidaian Hewan Coba 
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Pengambilan darah intrakardial  Malondialdehida 

 

       

Pemeriksaan Kadar MDA    Pembacaan absorbansi MDA 
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