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(QS. Al-Bagarah: 286)*

* Departemen Agama RI. 2010. Al-Qur’an dan Terjemah. Bandung : Penerbit
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RINGKASAN

Hubungan Kadar Insulin Pankreas dan Kadar Glukosa Darah pada Model
Tikus Wistar Jantan Setelah Diinduksi Bisphenol-A Mala Hayati,
151610101012; 2019: 53 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Indonesia menempati urutan ke-dua setelah China sebagai negara
penghasil sampah terbesar di dunia. Jumlah penduduk Indonesia sebanyak 259
juta jiwa dan dapat menghasilkan sampah mencapai 187 juta ton pertahun (Jenna
et al., 2015). Komposisi sampah di Indonesia menunjukkan kandungan plastik
sebanyak 29%. Data tersebut menunjukkan bahwa masyarakat Indonesia masih
banyak menggunakan plastik dalam kehidupan sehari-hari.

Salah satu bahan kimia yang digunakan sebagai monomer dalam produksi
plastik polikarbonat (PC) dan resin epoksi yakni Bisphenol-A (BPA). BPA dapat
berpindah dari kemasan berbahan polikarbonat ke makanan atau minuman dengan
dipengaruhi oleh lamanya waktu kontak dengan makanan, temperatur mulai 20°C
dan pH makanan atau minuman yang basa atau lebih dari 7.

Bisphenol-A juga merupakan salah satu bentuk Endocrine Disrupting
Chemical (EDCs) yang memiliki dampak yang berbahaya bagi lingkungan dan
kesehatan tubuh karena bersifat sebagai pengganggu fungsi endokrin. BPA
memiliki sifat menyerupai hormon estrogen sehingga dapat secara langsung
berinteraksi dengan estrogen reseptor. BPA memiliki sifat estrogenik, sehingga
diduga dapat mempengaruhi peningkatan kadar insulin pankreas.

Insulin sangat dibutuhkan dalam metobolisme tubuh karena insulin
memilik efek pada hati terutama pada glikogenesis, menghambat ketogenesis dan
glukoneogenesis. Insulin juga memiliki efek pada otot dan lemak yakni membantu
sintesis protein dan glikogen serta penyimpanan trigliserida. Fungsi utama insulin
yakni menurunkan konsentrasi gukosa darah. Glukosa merupakan sumber energi
utama dalam tubuh. Glukosa juga memiliki fungsi sebagai bahan bakar utama
otak dan sel darah merah. Glukosa juga merupakan prekursor untuk sintesis

semua karbohidrat dalam tubuh.
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Sampel yang digunakan tiap kelompok sebanyak 6 ekor dan total sampel
yang digunakan adalah 12 ekor. Dua kelompok sampel tersebut yakni terdiri dari
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Kelompok kontrol diberi sondase
aquadest sebanyak 3ml selama 28 hari dan didekapitasi pada hari ke-29.
Kelompok perlakuan diberi sondase BPA dengan dosis yakni 20 mg/kg/hari,
setiap hari selama 28 hari dan dilakukan dekapitasi pada hari ke-29. Sebelum
dilakukan dekapitasi tikus terlebih dahulu diukur kadar glukosa darahnya.
Selanjutnya, kadar insulin diuji menggunakan ELISA sandwich.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat peningkatan kadar insulin pankreas
tikus yang telah diinduksi BPA dengan dosis 20 mg/kg/hari selama 28 hari. Rata-
rata kadar insulin pankreas pada kelompok perlakuan lebih tinggi dari kelompok
kontrol. Peningkatan tersebut disebabkan akibat efek induksi BPA yang telah
diberikan selama 28 hari. BPA merupakan salah satu dari EDC (Endocrine
Distrupting Chemicals) yang menunjukkan sifat estrogenik dan memiliki efek
yang sama dengan hormon 17p-estradiol (E2), sehingga dapat secara spesifik
mengikat dan mengaktivasi reseptor estrogen. E> memiliki dua isoform yakni ER-
o dan ER- B yang terdapat pada sel B pankreas. Aktivasi pada ER-o akan
menyebabkan proliferasi sel p pankreas dan aktivasi ER- B akan meningkatkan
sekresi insulin.

Rata-rata kadar glukosa darah pada kelompok perlakuan juga lebih tinggi
dari kelompok kontrol. Hal tersebut diduga karena adanya aktivasi ERB oleh BPA
yang akan mengakibatkan ekspresi GLUT4 mengalami penurunan sehingga
insulin akan sulit masuk ke dalam sel dan glukosa juga tidak dapat digunakan
dengan maksimal. Glukosa yang tidak dapat digunakan serta diubah menjadi
ATP, akan menumpuk di pembuluh darah dan disebut dengan hiperglikemia.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi
yang kuat serta hubungan yang positif antara kadar insulin pankreas dan kadar
glukosa darah yakni, semakin meningkatnya kadar insulin pankreas maka kadar
glukosa darah juga akan meningkat pada tikus yang telah diinduksi BPA dengan
dosis 20 mg/kg/hari selama 28 hari.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia menempati urutan ke-dua setelah China sebagai negara
penghasil sampah terbesar di dunia. Jumlah penduduk Indonesia sebanyak 259
juta jiwa dan dapat menghasilkan sampah mencapai 187 juta ton pertahun (Jenna
et al., 2015). Jumlah sampah yang dihasilkan akan terus meningkat tiap tahunnya
sesuai dengan bertambahnya penduduk Indonesia. Komposisi sampah di
Indonesia menunjukkan kandungan plastik sebanyak 29% (Acharya, 2018). Data
tersebut menunjukkan bahwa masyarakat Indonesia masih banyak menggunakan
plastik dalam kehidupan sehari-hari.

Salah satu bahan kimia yang digunakan sebagai monomer dalam produksi
plastik polikarbonat (PC) dan resin epoksi yakni Bisphenol-A (BPA). BPA
banyak ditemukan di kedihupan sehari-hari, seperti pada botol susu bayi,
peralatan makan, botol air, pipa air, termasuk pada kedokteran gigi dapat
ditemukan pada akrilik, komposit dan lainnya. BPA dapat berpindah dari kemasan
berbahan polikarbonat ke makanan atau minuman dengan dipengaruhi oleh
lamanya waktu kontak, temperatur mulai 20°C dan pH makanan atau minuman
yang basa atau lebih dari 7 (Hoekstra dan Simoneau, 2013).

Bisphenol-A juga merupakan salah satu bentuk Endocrine Disrupting
Chemical (EDCs) yang memiliki dampak yang berbahaya bagi lingkungan dan
kesehatan tubuh karena bersifat sebagai pengganggu fungsi endokrin (Perdana et
al., 2016). BPA memiliki sifat menyerupai hormon estrogen sehingga dapat
secara langsung berinteraksi dengan estrogen reseptor (Vandenberg et al., 2009).
BPA juga dapat menyebabkan kemungkinan lebih tinggi menderita penyakit
jantung koroner, diabetes, gangguan kekebalan tubuh dan ketidaknormalan enzim
pada hati (Miller dan Spoolman, 2011). BPA memiliki sifat estrogenik, sehingga
diduga dapat secara langsung mempengaruhi peningkatan kadar insulin pankreas

yang nantinya juga akan berdampak pada kadar glukosa darah.
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Insulin sangat dibutuhkan dalam metobolisme tubuh karena insulin
memilik efek pada hati terutama pada glikogenesis, menghambat ketogenesis dan
glukoneogenesis. Insulin juga memiliki efek pada otot dan lemak yakni membantu
sintesis protein dan glikogen serta penyimpanan trigliserida. Fungsi utama insulin
yakni menurunkan konsentrasi glukosa darah (Haviz, 2012).

Glukosa merupakan sumber energi utama dalam tubuh. Glukosa juga
memiliki fungsi sebagai bahan bakar utama otak dan sel darah merah. Glukosa
juga merupakan prekursor untuk sintesis semua karbohidrat dalam tubuh (Joyce,
2013). Insulin dan glukosa memiliki peran yang sangat penting bagi tubuh.
Jumlah kadar insulin dan glukosa juga sangat berpengaruh terhadap metabolisme
serta kesehatan tubuh.

Penelitian tentang dampak BPA terhadap kesehatan masih terus
dikembangkan sampai saat ini. Seperti penelitian yang dilakukan Mirmira dan
Carmella (2014) menunjukkan adanya hubungan positif antara tingkat BPA urin
dan penyakit metabolik diabetes. Pada penelitian Jensen et al., (2016) meneliti
tentang hubungan BPA terhadap DMT?2 yang ditinjau dari toleransi glukosa.

Penelitian yang mempelajari hubungan kadar insulin pankreas dan kadar
glukosa darah setelah diinduksi BPA masih belum jelas mengenai mekanismenya.
Berdasarkan dari penjelasan di atas, peneliti ingin mengaji tentang hubungan
kadar insulin pankreas dan kadar glukosa darah setelah diinduksi BPA dengan

menggunakan dosis 20 mg/kg/BB (Indumathi et al., 2013).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas dirumuskan masalah sebagai berikut :
Apakah terdapat hubungan kadar insulin pankreas dan kadar glukosa darah

pada model tikus wistar jantan setelah diinduksi Bisphenol-A?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan kadar insulin
pankreas dan kadar glukosa darah pada model tikus wistar jantan setelah diinduksi
Bisphenol-A.


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

1.4 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan manfaat untuk:

1.4.1 Masyarakat

Penelitian ini  diharapkan dapat memberi pengetahuan kepada
masyarakat, tentang pentingnya menjaga kesehatan dan pencegahan terhadap
penyakit khususnya diabetes melitus yang jumlah penderitanya meningkat tiap
tahunnya, menginformasikan bahwa penggunaan BPA memiliki dampak yang
buruk bagi kesehatan serta agar mengurangi penggunaan BPA dalam kehidupan

sehari - hari.

1.4.2 Pemerintah/Produsen

Penelitian ini, diharapkan dapat memberi masukan kepada pemerintah
untuk menetapkan kebijakan penggunaan bahan BPA dalam kehidupan sehari hari
serta mengatur dan meregulasi pembuangan BPA, sehingga dapat mengurangi
dampak buruk yang ditimbulkan. Pemerintah juga dapat memberikan sosialisasi
tentang bahaya dan dampak yang dapat ditimbulkan oleh BPA. Penelitian ini juga
diharapkan dapat memotivasi produsen untuk membuat wadah makanan dan
minuman yang digunakan sehari — hari dengan bahan yang lebih ramah

lingkungan serta tidak memberi efek yang buruk untuk kesehatan.

1.4.3 Peneliti lain
Penelitian ini diharapkan dapat memberi ide atau gambaran tentang
pengaruh BPA terhadap peningkatan kadar insulin pankreas sehingga peneliti lain

dapat melanjutkan untuk melihat pengaruh BPA terhadap berbagai penyakit.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bisphenol - A

Bisphenol — A (BPA) merupakan suatu senyawa sintesis yang digunakan
terutama sebagai monomer dalam produksi plastik polikarbonat (PC), dan resin
epoksi (Guergana et al., 2014). BPA juga merupakan salah satu bahan kimia yang
paling sering menyebabkan gangguan endokrin serta estrogen sintetis pertama
tanpa struktur steroid. BPA juga memiliki kegunaan sebagai resin poliester,
polisulfon dan poliakrilat, memiliki struktur formula berupa CisH1602 dan nama
IUPAC (2,2- bis (4-hydroxyphenyl) propane (Geens et al., 2012).

HaC CHs

Gambar 2.1 Struktur kimia BPA (Geens et al., 2012)

Bisphenol-A dapat ditemukan dalam bahan yang berkontak dengan
makanan ataupun minuman seperti botol susu bayi, peralatan makan, microwave
ovenware, wadah makanan, botol air, pipa air, termasuk pada kedokteran gigi
dapat ditemukan pada akrilik, komposit dan lainnya. Resin epoksi digunakan
sebagai lapisan pelindung untuk berbagai kaleng makanan dan minuman serta
sebagai pelapisan pada tutup logam untuk botol kaca, termasuk wadah yang
digunakan untuk susu formula. Hal ini merupakan hasil dari konsumen yang

terkena paparan BPA melalui makanan tiap harinya (Alonso et al., 2010).
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Bisphenol-A dapat terlepas dari rantai polikarbonat dalam bentuk uap air
dan secara langsung akan berkontak dengan makanan ataupun minuman melalui
dua proses, yakni hidrolisis dan difusi polimer. Hidrolisis BPA terjadi pada
makanan basah yang mengandung banyak cairan. Polimer polikarbonat yang
berkontak dengan makanan basah yang memiliki banyak cairan akan dikatalisasi
oleh senyawa hidroksida, bersama dengan stimulan yang lain maka dapat terjadi
proses hidrolisis yang menyebabkan rantai polimer lepas dan BPA menjadi bebas.
Sedangkan proses difusi BPA terjadi pada makanan kering yang diproduksi oleh
pabrik. Pelepasan BPA tersebut juga dapat dipengaruhi oleh tiga hal, yakni waktu
kontak, temperature dan juga tipe makanan atau pH yang basa (Hoekstra dan
Simoneau, 2013).

Pada penelitian Jensen et al., (2016) meneliti tentang hubungan BPA
terhadap DMT2 yang ditinjau dari toleransi glukosa serta pada penelitian Huang
et al., (2017) yang melihat konsentrasi BPA pada urine dan hasilnya, lebih dari
90% orang-orang di Amerika Serikat dan Kanada ditemukan kandungan BPA
pada urine. Paparan BPA juga dilaporkan berkaitan dengan DMT2. BPA dapat
menyebabkan gangguan pada metabolisme yang berhubungan dengan glukosa
sehingga dapat menjadi faktor resiko terjadinya diabetes melitus (Alonso et al.,
2010). Hal ini membuktikan manusia sangat mudah terkena paparan BPA dan
sangat merugikan kesehatan.

Bisphenol-A merupakan salah satu dari EDC (Endocrine Distrupting
Chemicals) yang merupakan toksin estrogenik yang berasal dari bahan baku
plastik. BPA menunjukkan sifat estrogenik dan memiliki efek yang sama dengan
hormon 17B-estradiol (E2) sehingga dapat secara spesifik mengikat dan
mengaktivasi reseptor estrogen. E> memiliki dua isoform yakni ER-a dan ER- 3
yang terdapat pada sel B pankreas. Aktivasi pada ER-o akan menyebabkan
proliferasi sel B pankreas dan aktivasi ER-  akan meningkatkan sekresi insulin.
BPA akan berinteraksi dengan kedua isoform tersebut (Nadal et al., 2011).
Produksi insulin yang berlebihan dapat menyebabkan gangguan pada sel beta
pankreas akibat stress oksidatif pada retikulum endoplasma dan dapat memicu

apoptosis pada sel beta pankreas (Makaji et al., 2011).
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Hipersekresi insulin dapat memicu apoptosis pada sel B pankreas melalui
aktivasi jalur mitokondria oleh Bcl-2 dan caspase. Bcl-2 merupakan gen yang
mengatur pro-apoptosis dan anti-apoptosis sebagai pengatur jalur apoptosis
mitokondria, caspase merupakan kelompok cysteine protease, setelah diproses
menjadi bentuk aktif akan memicu apoptosis melalui transduksi sinyal
apoptosis. Peningkatan permeabilitas membran mitokondria dan pemicu sekresi
faktor apoptogenik mitokondria diinduksi oleh bax yang merupakan protein pro-
apoptosis. Pengeluaran cytochrome-c ke sitosol dan caspase-3 serta caspase-9
juga dapat diaktifkan oleh BPA sehingga dapat meningkatkan kemampuan
katabolitik yang mengakibatkan apoptosis. GLUT-2 berfungsi untuk mentranspor
glukosa pada sel B, fosforilasi oleh gck (glucokinase) dan diubah menjadi piruvat
melalui mekanisme glikolisis. Piruvat memasuki siklus trisiklo asetat dan
mengaktivasi pembentukan adenosine triphosphate (ATP) didalam mitokondria,
yang dapat memicu penutupan kanal Kalium-ATP dan mendepolarisasi
membran plasma yang berakhir pada sekresi insulin (Henquin, 2009). BPA
juga dapat menyebabkan gangguan glucose stimulation insulin secretion (GSIS).

GSIS terjadi disebabkan oleh paparan BPA terhadap downregulation gck
(glucokinase) dan GLUT-2 pada sel P pankreas. Adanya downregulation ogdh
(oxoglutarate dehydrogenase) dan gen Ucp2 di mitokondria dapat menurunkan
sensitivitas insulin terhadap stimulasi glukosa dan juga menurunkan efisiensi
metabolik produksi ATP di mitokondria sel B pankreas (Hock, 2009). Adanya
paparan BPA juga dapat mengakibatkan berkurangnya ekspresi Tfam pada sel,
sehingga dapat mengalami gangguan fungsi mitokondria sel p pankreas (Lin et
al., 2013).
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Gambar 2.2 Proses BPA memicu disfungsi sel § ( Lin et al., 2013)

2.2 Pankreas

Pankreas memiliki fungsi ganda yakni sebagai kelenjar eksokrin dan
endokrin. Pankreas sebagai kelenjar eksokrin membantu dalam sistem pencernaan
dengan mensekresikan enzim-enzim pankreas seperti amilase, lipase dan tripsin.
Pankreas sebagai kelenjar endokrin mensekresi hormon lain, yakni insulin dan
glukagon yang sangat penting untuk pengaturan metabolisme glukosa, lipid, dan
protein secara normal. Pankreas juga mensekresi berbagai hormon seperti amylin,
somatostatin, dan polipeptida pankreas. Pankreas terdiri atas dua jenis jaringan
utama, yaitu

a. Asini, yang mensekresi getah pencernaan ke dalam duodenum
b. Pulau Langerhans, yang langsung mensekresi insulin dan glucagon

kedalam darah serta hormon yang lain (Guyton, 2015).

Fungsi endokrin pankreas dilaksanakan oleh pulau Langerhans. Pankreas
manusia mengandung 1-2 juta pulau Langerhans. Pulau langerhans ini merupakan
kumpulan sel berbentuk ovoid berukuran 76 x 175 mm tersebar di seluruh
pankreas, walaupun lebih banyak ditemukan di kauda (ekor) daripada kaput
(kepala) dan korpus (badan) pankreas. Pulau — pulau ini menyusun 1- 2 % berat

pankreas (Sembulingam dan Sembulingam, 2013).
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Gambar 2.3 Anatomi pankreas (Longnecker, 2014)

Sel pada pulau Langerhans terdiri dari empat tipe: Sel A atau sel o yang
mensekresi glucagon, kira — kira mencakup 25 % dari sleuruh sel. Sel B atau sel 8
yang mensekresi insulin, kira — kira mencakup 60% dari semua sel pada pulau
langerhans, terutama dibagian tengah dari setiap pulau. Sel D atau sel 6 yang
mensekresi somatostatin, kira — kira mencakup 10% dari seluruh sel. Serta sel F
atau sel PP yang mensekresi polipeptida pankreas, hanya terdapat dalam jumlah
yang kecil pada pulau Langerhans (Sembulingam dan Sembulingam, 2013;
Guyton et al., 2015).

2.3 Insulin

Insulin adalah suatu polipeptida dengan 51 asam amino, hormon ini yang
mengandung dua rantai asam amino, yang dihubungkan oleh ikatan sulfida. Dua
rantai asam amino tersebut dinamakan rantai o yang mengandung 21 asam amino
dan rantai B yang mengandung 30 asam amino (Sembulingam dan Sembulingan,
2013).

Insulin sangat berpengaruh terhadap metabolisme karbohidrat sehingga
banyak dihubungkan dengan gula darah. Hal ini dikarenakan insulin merupakan
hormon yang berhubungan dengan limpahan energi. Bila terdapat sejumlah besar
makanan yang memiliki energi tinggi dalam diet, terutama kelebihan jumlah
karbohidrat, maka insulin akan disekresikan dalam jumlah besar. Selanjutnya,
insulin akan memainkan perananan penting dalam penyimpanan kelebihan energi.
Jika terdapat kelebihan karbohidrat makan insulin tersebut dapat menyebabkan

karbohidrat tersimpan sebagai glikogen terutama di hati dan juga otot. Apabila
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masih terdapat kelebihan karbohidrat yang tidak dapat disimpan sebagai glikogen
makan insulin akan mengubahnya menjadi lemak dan disimpan dijaringan adipose
(Guyton et al., 2015).

2.3.1 Sintesis Insulin

Insulin merupakan hormon yang terdiri dari rangkaian asam amino,
dihasilkan oleh sel beta kelenjar pankreas. Pada saat keadaan normal, bila ada
rangsangan pada sel beta pankreas, insulin disintesis dan kemudian disekresikan
kedalam darah sesuai kebutuhan tubuh untuk keperluan regulasi glukosa darah.
Secara fisiologis, regulasi glukosa darah yang baik diatur bersama dengan hormon
glukagon yang disekresikan oleh sel alfa kelenjar pankreas.

Insulin di sintesis oleh sel beta pankreas dengan cara yang mirip dengan
sintesis protein, yakni diawali dengan tranlasi RNA insulin oleh ribosom yang
melekat pada retikulum endoplasma untuk membentuk praprohormon insulin.
Selanjutnya praprohormon insulin akan dipecah menjadi proinsulin (precursor
hormon insulin) pada retikulum endoplasma sel beta pankreas dengan bantuan
enzim peptidase, kemudian dihimpun dalam gelembung-gelembung (secretory
vesicles) dalam sel tersebut. Proinsulin selanjutnya diurai menjadi insulin dan
peptida-C (C-peptide) dengan bantuan enzim peptidase, yang keduanya sudah siap

untuk disekresikan secara bersamaan melalui membran sel (Guyton et al., 2015).

2.3.2 Pengaturan Sekresi Insulin
Kadar asam amino dalam darah serta glukosa sangat berperan penting
dalam pengaturan sekresi insulin. Pada kadar normal glukosa darah waktu puasa
sebesar 80-90 mg/100 ml, kecepatan sekresi insulin akan minimum yakni 25
mg/menit/kg berat badan, suatu kadar glukosa darah yang hanya mempunyai
aktivitas fisiologis yang kecil. Namun apabila konsentrasi glukosa dalam darah
meningkat secara tiba-tiba dua sampai tiga kali kadar normal, dan dipertahankan
pada nilai ini, maka sekresi insulin akan meningkat dan berlangsung dalam dua
tahap, yakni :
a. Selama 3-5 menit sesudah terjadi peningkatan segera kadar glukosa darah,

kadar insulin plasma meningkat hingga 10 kali lipat. Hal ini disebabkan oleh
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pengeluaran insulin yang sudah terbentuk lebih dulu oleh sel-sel B pulau
langerhans. Kecepatan sekresi awal yang tinggi tidak dapat dipertahankan,
sebaliknya dalam waktu 5-10 menit kemudian kecepatan sekresi insulin akan
berkurang sampai kira — kira setengah dari kadar normalnya.

b. 15 menit kemudian, sekresi kembali meningkat untuk kedua kalinya.
Biasanya pada saat ini kecepatan sekresi akan lebih besar daripada kecepatan
pada tahap awal.

Sekresi insulin akibat stimulus glukosa dapat menyebabkan kecepatan dan
nilai sekresinya meningkat secara cepat. Penghentian sekresi insulin hampir sama
cepatnya, terjadi dalam waktu 3-5 menit setelah pengurangan konsentrasi glukosa
kembali ke kadar puasa. Peningkatan glukosa darah yang cepat ini juga akan
meningkatkan sekresi insulin, dan insulin selanjutnya meningkatkan transport
glukosa dalam hati, otot, dan sel lain sehingga mengurangi konsentrasi glukosa
darah hingga ke nilai normal. Ketika terjadi suatu kelainan pada respon jaringan
terhadap insulin atau kerusakan sel B pankreas penghasil insulin, kadar glukosa
akan terus menumpuk dalam darah tanpa bisa ditransport menuju jaringan yang
lain. Pada DMT2, kerusakan terjadi pada sensitivitas jaringan terhadap insulin,
akibat tingginya glukosa dalam darah, sel B pankreas juga akan meningkatkan
sekresi insulin yang menyebabkan menumpuknya insulin dalam darah (Guyton et
al., 2015).

2.4 Glukosa

Glukosa, suatu gula monosakarida, merupakan salah satu karbohidrat
yang dapat langsung diserap oleh tubuh dan dikonversi menjadi sumber energy
bagi tubuh (Wang dan Copeland, 2015). Hormon yang dapat mempengaruhi kadar
glukosa yakni hormon insulin dan glukagon. Hormon tersebut dihasilkan oleh
pankreas. Hormon insulin dibutuhkan sebagai transportasi glukosa ke dalam sel
dan untuk permeabilitas membran sel terhadap glukosa (Joyce, 2013).

Kadar glukosa darah atau tingkat glukosa di dalam darah ditentukan oleh
keseimbangan antara jumlah glukosa yang masuk ke dalam pembuluh darah dan

yang meninggalkan pembuluh darah. 30-40% glukosa yang dikonsumsi oleh
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tubuh akan dimetabolisme di dalam otot dan jaringan lain dan 5% dari glukosa
yang dikonsumsi tubuh akan diubah menjadi glikogen didalam hati (Wulandari,
2016).

2.5 Hewan Model Tikus

Tikus digunakan sebagai hewan model untuk analisis biomedis contohnya
penyakit kardiovaskular, metabolik, neurologik, perilaku, kanker, dan ginjal.
Tikus wistar (Rattus norvegicus) merupakan hewan yang paling sering digunakan
sebagai hewan model karena memiliki sistem faal yang mirip dengan manusia
(Sengupta, 2013). Selain itu, kemampuan metabolik relatif cepat sehingga lebih
sensitif apabila digunakan dalam penelitian yang berhubungan dengan metabolik
tubuh (Johnson, 2012). Tikus wistar memiliki ciri yakni kepala yang lebar, telinga
panjang, dan memiliki panjang ekor yang kurang dari panjang tubuhnya. Tikus
wistar lebih aktif (agresif) jika dibandingkan dengan jenis yang lain seperti tikus

Sprague-Dawley.
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2.6 Kerangka Konseptual

Bisphenol - A

(Kompetitif ikatan Estrogen Reseptor)

Estrogen + Estrogen Reseptor |————— Sel B pankreas

A 4

Bisphenol-A + Estrogen Reseptor

Y A\ 4
Estrogen Reseptor a Estrogen Reseptor 3
(Proliferasi sel B 1) (Sekresi insulin 1)

| |
|

Kadar insulin pankreas meningkat

Menekan ekspresi GLUT 4

Kadar glukosa darah meningkat

Gambar 2.4 Kerangka konsep

Keterangan kerangka konsep :

Proses BPA dalam meningkatkan produksi insulin pankreas. BPA
mimiliki sifat estrogenik dan mempunyai efek yang sama dengan hormon 17p-
estradiol (E2), sehingga dapat secara spesifik mengikat dan mengaktivasi reseptor
estrogen. E; memiliki dua isoform yakni ERa dan ERf yang terdapat pada sel B
pankreas. Aktivasi pada ERo akan menyebabkan proliferasi sel B pankreas
sedangkan aktivasi ERP akan meningkatkan sekresi insulin. BPA diketahui akan
berikatan 3 kali lebih kuat dengan ERf dibandingkan dengan ERa. lkatan BPA
dan ERP akan menyebabkan ikatan estrogen reseptor lebih banyak. Hal tersebut
meningkatkan jumlah produksi insulin dalam pankreas sehingga terjadi
hiperinsulin. Ikatan ER dengan BPA juga mengakibatkan ekpresi GLUT4

tertekan, GLUT4 memiliki fungsi sebagai transporter glukosa ke jaringan adiposa.
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Ekpresi GLUT4 yang tertekan mengakibatkan glukosa tidak dapat digunakan
dengan maksimal dan menyebabkan terjadinya penumpukan glukosa dalam darah

(hiperglikemia).

2.7 Hipotesis

Terdapat hubungan antara kadar insulin pankreas dan kadar glukosa darah
pada model tikus wistar jantan setelah diinduksi Bisphenol-A.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah Randomized separate postest control group
design (Hamzah, 2015).

3.2 Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomedik dan Laboratorium

Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

3.3 Waktu Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan pada bulan Maret — April 2019

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi Penelitian

Pada penelitian ini akan menggunakan tikus putih galur wistar (Rattus
norvegicus) jantan, umur 3-4 bulan, dengan berat 200-250 gram. Sengupta (2013)
dalam penelitiannya menyebutkan umur hidup tikus 2-3,5 tahun sedangkan
manusia £ 80 tahun. Umur 6 bulan atau 0,5 tahun pada tikus sama dengan usia 18
tahun pada manusia. Sehingga, 1 bulan umur tikus sama dengan 3 tahun usia

manusia dan 1 minggu umur tikus sama dengan 0,75 tahun usia manusia.

3.4.2 Sampel Penelitian

Besar sampel penelitian ditentukan menggunakan Rumus Frederer :

t(n-1)>15

t = jumlah kelompok percobaan

n = jumlah sampel tiap kelompok
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Sampel yang digunakan tiap kelompok sebanyak 6 ekor. Penelitian ini

menggunakan 2 kelompok yaitu kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Jadi

total sampel yang digunakan adalah 12 ekor.

3.5 Kiriteria Inklusi dan Eksklusi
a. Kiriteria Inklusi

1)
2)
3)

Tikus wistar yang sehat
Umur 3-4 bulan dengan berat 200-250 gram

Berjenis kelamin jantan

b. Kriteria Eksklusi

1)

2)
3)

Sakit. Misalnya terdapat penampakan seperti bulu kusam, rontok atau
botak, menjadi kurang aktif, keluarnya eksudat tidak normal dari mata,
mulut, anus, atau gential.

Penurunan berat lebih dari 10% setelah masa adaptasi

Mati selama masa adaptasi

3.6 Variabel Penelitian

3.6.1

3.6.2

3.6.3

o &

o

Variabel terdiri dari dua variabel yaitu :

Variabel Bebas
Bisphenol-A (BPA)

Variabel Terikat

Kadar insulin pankreas dan kadar glukosa darah

Variabel Terkendali

Minuman dan makanan tikus

Teknik pemeriksaan kadar insulin dalam Pankreas tikus
Waktu pemeriksaan kadar insulin

Dosis pemberian BPA

Umur tikus
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f. Dberat tikus

3.7 Definisi Operasional

3.7.1 Bisphenol A merupakan bahan kimia yang digunakan sebagai monomer
plastik dalam bentuk bubuk kemudian dilarutkan dengan minyak jagung.
BPA diberikan secara sondase dengan dosis 20 mg/kg/hari, selanjutnya

dilihat perubahan kadar insulin pankreas.

3.7.2 Kadar insulin pankreas merupakan kadar insulin dalam pankreas tikus
yang telah diinduksi BPA dan dihitung menggunakan uji ELISA teknik

sandwich dengan panjang gelombang 450 nm.

3.7.3 Kadar glukosa darah merupakan kadar glukosa dalam darah tikus yang

telah diinduksi BPA dan dihitung menggunakan glukometer.

3.8 Alat dan Bahan Penelitian
3.8.1 Alat

Alat yang dibutuhkan pada penelitian sebagai berikut :

Kandang tikus
Timbangan digital SF-400

Syringe 5 cc merk one med dan sonde lambung

O -

o o

Gunting bedah, scalpel dan wadah untuk membius tikus
Tabung urine untuk wadah organ tikus setelah dibedah
Centrifuge merk hettich

Glukometer merk Easy Touch GCHb

Micropipet merek Nichipet dan pipet

> @ oo

i. Blue tip, yellow tip, white tip
j.  Tabung eppendorf
k. Tabung reaksi merk iwaki dan rak tabung reaksi

I.  Vortex merk gemmy, incubator merk memmert, shaker stuart
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m. ELISA reader merk r-bioparm
n. Mortar dan pestle
0. pH meter merk ecotestr

p. Aluminium foil, box container

3.8.2 Bahan

Bahan yang dibutuhkan pada penelitian sebagai berikut :

a. BPA

b. Makanan tikus berupa pellet standart
c. Aquadest

d. Aquabidest

e. Chloroform

f. ELISA Kit merk BT Lab

g. PBS

h. Minyak jagung

3.9 Prosedur Penelitian
3.9.1 Persiapan Penelitian
Persiapan penelitian sebagai berikut :
a. Perhitungan Berat Badan Tikus
Saat pertama datang tikus ditimbang berat badannya menggunakan

timbangan digital untuk dijadikan dasar dalam menentukan tikus tersebut masuk
Kriteria inklusi atau tidak.
b. Aklimatisasi Tikus

Tikus diaklimatisasi selama 7 hari, semua tikus diletakkan dalam kandang
secara terpisah sesuai kelompoknya, kandang plastik berbentuk kotak dengan
tutup kawat yang mudah dibuka tutup. Kandang dialasi dengan sekam dan harus
diganti setiap hari agar kondisi kandang tetap kering. Makanan dan minuman
standart yang diberikan secara ad libitum (tidak terbatas), serta penimbangan berat

badan dilakukan setiap hari dan pencucian kandang dilakukan dua hari sekali.
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3.9.2 Pembuatan Sediaan Bisphenol - A

Bisphenol-A dilarutkan dengan minyak jagung sesuai hasil perhitungan,
kemudian disimpan sampai akan digunakan. Dosis yang digunakan dihitung
sesuai dengan berat badan tikus pada hari terakhir aklimatisasi. Menurut hasil
penelitian Jay (Indumathi et al., 2013; Shankar et al., 2013) dosis yang digunakan
yakni 20 mg/kg/hari. BPA diberikan satu kali sehari pada pukul 09.00 selama 28

hari.

3.9.3 Prosedur Perlakuan
Untuk pemberian perlakuan dilakukan berdasarkan kelompok:

a. Kelompok Kontrol : diberi sondase aquadest sebanyak 3ml. Tikus diberi
makan dan minum standar ad libitum selama 28 hari dan didekapitasi pada
hari ke-29 serta dilakukan pengukuran glukosa darah sebelum dilakukan
dekapitasi.

b. Kelompok Perlakuan : diberi sondase BPA dengan dosis yakni 20 mg/kg/hari,
setiap hari selama 28 hari, diberi makan dan minum standar ad libitum serta
dilakukan dekapitasi pada hari ke-29 serta dilakukan pengukuran glukosa

darah sebelum dilakukan dekapitasi.

3.9.4 Prosedur Dekapitasi

Tikus pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan didekapitasi pada
hari ke-29. Setelah diberi perlakuan selama 28 hari, tikus terlebih dahulu
dipuasakan selama 12 jam, selanjutnya dilakukan dekapitasi dengan dibius
menggunakan chloroform secara inhalasi dan ditunggu beberapa saat sampai tikus
tidak sadar. Kemudian melakukan pembedahan dengan menggunakan scalpel dan

juga gunting bedah pada daerah abdomen tikus.

3.9.5 Prosedur Pembuatan Homogenat Pankreas
Mengambil atau memotong jaringan pankreas lalu dibilas dengan PBS pH
7,4 kemudian ditempatkan pada tube. Selanjutnya menggerus organ diatas dry

ice dan memberi PBS pH 7,4 sebanyak 10% dari berat pankreas. Sentrifuge
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dengan kecepatan 3000 rpm selama 20 menit. Ambil supernatan pindahkan ke

eppendorf kosong dan simpan pada suhu -20°C sampai dilakukan uji ELISA.

3.9.6 Prosedur Pengukuran Kadar Insulin Menggunakan ELISA Kit

Prosedur pengukuran kadar insulin dilakukan menggunakan ELISA Kit

sesuai dengan aturan pabrik.

Prosedur pengukuran kadar insulin dilakukan sesuai dengan User Instruction Rat

Insulin ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory (BT Lab) yaitu sebagai
berikut:

a.

Menyiapkan semua reagen, larutan standar dan sampel. Semua reagen
harus ada pada suhu ruang sebelum digunakan.

Menentukan jumlah strip yang digunakan untuk uji. Masukkan strip pada
keranga untuk digunakan. Strip yang tidak digunakan harus disimpan pada
suhu 2-8°C.

Masukkan 50 ul standar pada standard well tanpa menambahkan antibody
Tambahkan 40 pl sampel pada sample well dan kemudian tambahkan 10
pl anti-INS antibody pada sample well, kemudian tambahkan 50 pl
streptavidin-HRP pada sample well dan standard well (tidak pada control
well yang kosong). Campur well menggunakan shaker kemudian tutup
plate menggunakan sealer yang telah disediakan. Inkubasi selama 60
menit pada suhu 37°C.

Lepas sealer dan cuci plate 5 kali dengan wash buffer. Rendam plaste
dengan sedikitnya 0,35 ml wash buffer selama 30 detik sampai 1 menit
pada setiap kali mencuci.

Tambahkan 50 pl larutan substrat A pada setiap well dan kemudian
tambahkan 50 pl larutan substrat B pada setiap well. Inkubasi well yang
telah ditutup dengan sealer yang baru selama 10 menit pada suhu 37°C
dalam ruangan gelap.

Tambahkan 50 pl larutan stop pada setiap well, sehingga warna biru

berubah menjadi kuning.
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h. Menentukan Optical Density (OD value) pada setiap well dengan segera
menggunakan microplate reader, atur menjadi 450 nm dalam waktu 10
menit setelah menambahkan larutan stop dan baca hasil arpsorbansi yang
tertera di layar.

3.10 Rancangan Analisis Data

Analisis data penelitian dilakukan menggunakan uji normalitas dengan
menggunakan Shafiro-Wilk dan uji homogenitas dengan menggunakan Levene’s
test. Pada kedua uji tersebut data terdistribusi normal dan homogen (P > 0,05)
maka dilanjutkan uji statistik korelasi Pearson (P < 0,05).
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3.11 Alur Penelitian

Tikus wistar jantan, umur 3-4 bulan, berat 200-
250 gr dan diaklimatisasi selama 7 hari

Kelompok Kontrol
(non BPA)

n=6

Kelompok
Perlakuan BPA

n=6

Setelah 28 hari dan
dipuasakan 12 jam

Dilakukan pengukuran kadar glukosa

darah dan didekapitasi

|

Pembedahan dan pengambilan
pankreas

|

Proses pembuatan homogenat
pankreas

\ 4

Homogenat diletakkan ke dalam microwell plate

’

Pengukuran kadar insulin dengan uji ELISA (sandwich)

\ 4
Analisis data

\4

Kesimpulan

Gambar 3.1 Bagan Alur Penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi
yang kuat serta hubungan yang positif antara kadar insulin pankreas dan kadar
glukosa darah yakni, semakin meningkatnya kadar insulin pankreas maka kadar
glukosa darah juga akan meningkat pada tikus yang telah diinduksi BPA dengan
dosis 20 mg/kg/hari selama 28 hari.

5.2 Saran
1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai pengukuran akumulasi BPA
untuk melihat kadar BPA dalam tubuh.
2. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai perubahan yang terjadi pada
organ yang lain atau secara histopatologinya pada tikus yang telah
diinduksi oleh BPA.
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Lampiran 3. Data Hasil Uji ELISA, Perhitungan Kadar Insulin Pankreas,

Pengukuran Glukosa Darah

X Y
0 0.09 INSULIN ELISA KIT
1’5 0’111 U.ElJ y=0.0331x+0.0701
3 0,16 0. R-09921 2
07 7~
6 0,259 06
12 | 0515 03 7= |
0.4 —4+—Series1
24 0’845 03 / ——Linear (Series1)
' ks
0.2
0.1 /
0 T T ]
0 10 20 30
Persamaan: Y =0,0331x + 0,0701
Kadar Insulin
No Kelompok oD Pankreas Rata-rata
(mIU/L)
1 0,109 1,18
2 0,105 1,05
3 K 0,114 1,33 1.30
4 0,121 1,54
5 0,112 1,27
6 0,117 1,42
1 0,183 3,41
2 0,172 3,08
3 P 0,163 2,81 3.19
4 0,187 3,53
5 0,18 3,32
6 0,17 3,02
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No

Kelompok

Kadar Glukosa
Darah (mg/dL)

Rata-Rata

Kontrol
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95

99

103

97

101

97,67

OO~ WINIFPIOIOGIIAR WIN|F

Perlakuan

123

112

110

160

120

111

122,67
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Lampiran 4. Data Hasil Uji Statistik

Descriptives

34

KELOMPOK Statistic | Std. Error
GLUKOSA KONTROL Mean 97.67 1.764
95% Confidence Interval Lower Bound 93.13
eotican Upper Bound 102.20
5% Trimmed Mean 97.74
Median 98.00
Variance 18.667
Std. Deviation 4.320
Minimum 91
Maximum 103
Range 12
Interquartile Range 8
Skewness -.463 .845
Kurtosis -.300 1.741
PERLAKUAN Mean 122.67 7.770
95% Confidence Interval Lower Bound 102.69
el Upper Bound 142.64
5% Trimmed Mean 121.30
Median 116.00
Variance 362.267
Std. Deviation 19.033
Minimum 110
Maximum 160
Range 50
Interquartile Range 22

Skewness

2.053

.845
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Kurtosis 4.417 1.741
INSULIN KONTROL Mean 1.2983 .07087
95% Confidence Interval Lower Bound 1.1162
for Mean Upper Bound 1.4805
5% Trimmed Mean 1.2987
Median 1.3000
Variance .030
Std. Deviation .17360
Minimum 1.05
Maximum 1.54
Range .49
Interquartile Range .30
Skewness -.060 .845
Kurtosis -.369 1.741
PERLAKUAN Mean 3.1950 .11048
95% Confidence Interval Lower Bound 2.9110
for Mean Upper Bound 3.4790
5% Trimmed Mean 3.1978
Median 3.2000
Variance .073
Std. Deviation .27061
Minimum 2.81
Maximum 3.53
Range .72
Interquartile Range A7
Skewness -.219 .845
Kurtosis -1.282 1.741
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Uji Normalitas (Saphiro wilk)

Tests of Normality

36

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
KELOMPOK Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
GLUKOSA KONTROL 121 6 .200" .983 6 .964
PERLAKUAN .326 6 .045 724 6 011
INSULIN KONTROL .102 6 .200" .998 6 1.000
PERLAKUAN 178 6 .200" .962 6 .838|
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Uji Homogenitas (Levene Test)
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
GLUKOSA 2.860 1 10 122
INSULIN 2.396 1 10 .153
ANOVA
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
GLUKOSA Between Groups 1875.000 1 1875.000 9.844 .011
Within Groups 1904.667 10 190.467
Total 3779.667 11
INSULIN Between Groups 10.792 1 10.792| 208.811 .000
Within Groups 517 10 .052
Total 11.309 11
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Uji Korelasi Pearson

Correlations

GLUKOSA | INSULIN
GLUKOSA  Pearson Correlation 1 .802"
Sig. (2-tailed) .002
N 12 12
INSULIN Pearson Correlation .802" 1
Sig. (2-tailed) .002
N 12 12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

37


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

Lampiran 5. Dosis BPA

38

Minggu ke-

Perhitungan Dosis BPA

1

Rata-rata BB tikus minggu pertama= 242 gr

Kristal BPA yang digunakan:
D mE 242 = 4,84 Mg

1000 gr

Maka jumlah yang dibutuhkan untuk 10 hari adalah:
4,48 x 10 x 7 = 338,8 mg = 339 mg = 0,339 gr

V corn oil yang dibutuhkan untuk melarutkan:
339 mg _ 1600 pg

xmi ml

xml=211,875 ml

Banyak larutan yang disonde ke lambung tikus
perhari:

242 gr x ml

200 gr 2,5mi

x ml = 3,025 ml

Rata-rata BB tikus minggu kedua= 250 gr

Kristal BPA yang digunakan:
2 mE y 250 =5mg

1000 gr

Maka jumlah yang dibutuhkan untuk 10 hari adalah: 5
x 10 x 7 =350 mg = 0,35 gr

V corn oil yang dibutuhkan untuk melarutkan:
350 mg _ 1600 pg

xmi ml

x ml =218,75 ml

Banyak larutan yang disonde ke lambung tikus
perhari:

250 gr _ xml

200 gr 2,5 ml
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250 x 2,5
200

xml=

xml=3,125 ml

Rata-rata BB tikus minggu ketiga= 255 gr

e Kiristal BPA yang digunakan:
D mE 255 =5,1mg

1000 gr

Maka jumlah yang dibutuhkan untuk 10 hari adalah:
5,1 x 10 x 7 = 357 mg = 0,357 gr

e 'V corn oil yang dibutuhkan untuk melarutkan:
357 mg _ 1600 pg

xmi ml

xml =223 ml

e Banyak larutan yang disonde ke lambung tikus
perhari:

285 gr _ xmi

200 gr 2,5 ml
255 x 2,5
200

xml=

xml=3,2ml

Rata-rata BB tikus minggu ketiga= 261,2 gr

e Kristal BPA yang digunakan:
20 mE y 261 =5,22 mg

1000 gr

Maka jumlah yang dibutuhkan untuk 10 hari adalah:
5,22 x10x 7 =364 mg = 0,364 gr

e 'V corn oil yang dibutuhkan untuk melarutkan:
354 mg _ 1600 pg

xmi ml

xml=227.5ml

e Banyak larutan yang disonde ke lambung tikus per
hari:

28l gr _ xml

200 gr  2,5mi
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261 x 2,5
200

xml=

xml=3,3ml
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Lampiran 6. Alat dan Bahan
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Gambar

Keterangan

Kandang tikus

Timbangan digital

i

Syringe 5 cc

Sonde lambung
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Gunting, scalpel dan tabung wadah
membius tikus

Tabung organ tikus

Sentrifugator

Glukometer

Micropipet
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Blue tip, yellow tip, white tip

Eppendorf

Tabung reaksi dan rak

Pipet

Vortex
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Inkubator

96-well plate

Shaker

ELISA reader

Gelas ukur
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Mortir dan stemper

Stirer

Beaker glass

pH meter
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Aluminium foil

Chloroform

Aquabidest

ELISA kit

BPA (Bishphenol A)
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Corn oil

Bahan untuk membuat PBS

PBS dan Box container

Aquadest
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Lampiran 7. Prosedur Penelitian

1. Pembuatan Sediaan BPA

Menimbang BPA

Melarutkan BPA dan corn oil
menggunakan stirer

BPA dan corn oil yang sudah larut

2. Perlakuan Hewan Coba

“ ; >‘~ L . - - - -
i‘ | Aklimatisasi selama 7 hari
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Sondase larutan BPA pada
kelompok perlakuan dan sondase
aqudest pada kelompok kontrol 2

Menimbang Nacl, Na,HPO4,
NaH:PO4

Memasukkan semua bahan
kedalam beaker glass

Menuangkan aquadest sebanyak 1
L untuk 1 resep
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Menstirer hingga semua bahan
larut dan mengecek pH.
Selanjutnya disimpan di lemari
es.

Anastesi menggunakan chloroform

Pengambilan  pankreas kemudian,
menimbang pankreas lalu di bilas
menggunakan PBS dan diletakkan
dalam tabung berisi PBS kemudian di
simpan dalam box container

Menggerus pankreas diatas dry ice
kemudian menambahkan PBS
sebanyak 10% berat pankreas



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

51

Menuangkan kedalam tabung reaksi
selanjutnya proses sentrifugasi

Mengambil supernatant dan

/"‘ dimasukkan dalam eppendorft
"= selanjutnya disimpan dalam kulkas

suhu -20 C°

-
¥

T
45 1

5. Proses Uji ELISA

Penempatan standar ke dalam well

Penempatan sampel dan antibodi
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Pencampuran sampel dan antibodi
menggunakan shaker

Inkubasi selama 60 menit

Pencucian plate dengan wash buffer

Penambahan substrat solution A dan
B
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Inkubasi selama 10 menit

Penambahan stop solution

Pembacaan OD (Optical Density)
dengan microplate reader
menggunakan gelombang 450 nm
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