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RINGKASAN

Pengaruh Pemberian Sari Buah Markisa Kuning; Azharia Mirza Nurrizki;
152210101030; 01 November 2019; halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember.

Diabetes melitus (DM) merupakan salah satu penyakit metabolik ditandai
dengan peningkatan kadar glukosa darah (hiperglikemia) dan gangguan metabolisme
karbohidrat, protein dan lemak. Diabetes melitus terjadi karena kerusakan pada sel 3-
pankreas atau resistensi insulin. Hiperglikemia pada DM menyebabkan terbentuknya
radikal bebas. Produksi radikal bebas ini disebabkan beberapa faktor yaitu peningkatan
glikolisis, peningkatan jalur poliol, peningkatan autooksidasi glukosa dan peningkatan
glikasi protein. Adanya peningkatan 4 jalur tersebut menyebabkan terjadinya
pembentukan Advanced Glycation Endproducts (AGES) yang tinggi. lkatan antara
AGEs dengan RAGEs (Receptor of Advanced Glycation End products) pada membran
sel akan membentuk ROS (Reactive Oxygen Species) sehingga jumlah ROS lebih
banyak dari pada antioksidan dan menyebabkan terjadinya stress oksidatif. ROS yang
terbentuk akan merusak sel B pankreas dan mengganggu proses produksi insulin dengan
peningkatan hasil peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid mengakibatkan kerusakan
oksidatif terhadap asam lemak tak jenuh rantai ganda panjang polyunsaturated fatty
acid (PUFA) yang dapat menghasilkan senyawa berbahaya dan membentuk hasil akhir
berupa malondialdehid (MDA). Peningkatan kadar MDA di dalam tubuh dapat
dikurangi dengan pemberian antioksidan dari luar tubuh. Salah satu tanaman yang
berpotensi sebagai sumber antioksidan adalah buah markisa kuning. Buah markisa
kuning (Passiflora edulis var. flavicarpa) mengandung antioksidan yang tinggi,
antioksidan yang terdapat pada buah markisa kuning mampu menangkal radikal bebas
di dalam tubuh. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian sari
buah markisa kuning dengan dosis 40 mL/kgBB, 50 mL/kgBB, dan 60 mL/kgBB yang
diberikan 2 kali sehari terhadap kadar glukosa darah dan malondialdehid plasma mencit
diabetes yang diinduksi aloksan.

Jenis penelitian adalah true experimental laboratories dengan rancangan
penelitian pre dan post test untuk pengukuran kadar glukosa darah serta post test control
group design untuk pengkuran kadar MDA plasma mencit diabetes. Hewan coba yang
digunakan adalah mencit jantan galur Balb-C sebanyak 24 ekor yang terbagi dalam 6
kelompok perlakuan yaitu, kelompok normal, kontrol (-), kontrol (+), sari buah markisa
kuning dosis 40 mL/kgBB, 50 mL/kgBB, dan 60 mL/kgBB. Perlakuan terhadap hewan
coba diberikan selama 14 hari, hari ke-0 dihitung saat hewan coba dinyatakan diabetes
dengan kadar glukosa > 200 mg/dl setelah diinduksi aloksan. Darah hewan coba diambil
pada hari ke-0 untuk pengukuran pre test dan pada hari ke-15 untuk pengukuran post
test untuk pengukuran kadar glukosa darah, sedangkan pengukuran kadar MDA plasma
menggunakan data post test. Penurunan kadar glukosa darah mencit dilihat dari
persentase penurunan kadar pada hari ke-0 (pre test) dan pada hari ke-15 (post test) dan
untuk pengukuran kadar MDA plasma menggunakan metode Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS) dengan alat spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 532 nm.
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Hasil penelitian ini menunjukkan rata-rata penurunan kadar glukosa darah
mencit pada keenam kelompok perlakuan berbeda secara signifikan. Kelompok kontrol
positif dan kelompok perlakuan berbagai dosis berbeda signifikan (p < 0,05) dengan
kelompok negatif pada data glukosa. Hal tersebut menunjukkan bahwa metformin dan
pemberian sari buah markisa kuning dapat menurunkan kadar glukosa darah mencit
diabetes yang diinduksi aloksan. Pada pengukuran penurunan glukosa darah, kelompok
perlakuan dosis 40 mg/kgBB, 50 mg/kgBB, dan 60 mg/kgBB berbeda signifikan (p <
0,05) dengan kelompok kontrol positif. Hal itu menunjukkan bahwa sari buah markisa
memiliki efek antidiabetes. Sedangkan untuk hasil kadar MDA plasma mencit
menunjukkan hasil yang tidak berbeda signifikan antara kelompok kontrol positif dan
dosis 60 mL/kgBB, hal tersebut menunjukkan bahwa perlakuan dosis 60ml/kgBB
memiliki efek yang setara dengan perlakuan metformin. Dosis 40 ml/kgBB dan dosis
50 ml/kgBB menunjukkan hasil yang tidak berbeda signifikan. Perlakuan kontrol positif
dan berbagai dosis menunjukkan hasil yang berbeda signifikan dengan kontrol negatif.
Hasil tersebut menunjukkan pemberian sari buah markisa kuning memiliki kemampuan
untuk menurunkan kadar glukosa darah dan kadar MDA plasma mencit diabetes yang
diinduksi aloksan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) adalah penyakit metabolik yang ditandai dengan
peningkatan kadar glukosa darah (hiperglikemia) serta gangguan metabolisme
karbohidrat, lemak, dan protein (DiPiro dkk., 2015). Peningkatnya kadar glukosa
dalam darah karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya (Kharroubi
dan Darwish, 2015). Insulin berfungsi untuk mengatur keseimbangan kadar gula
darah. Produksi insulin yang kurang efektif dapat menyebabkan hiperglikemia
(Kemenkes RI, 2014). Data Internasional Diabetes Federation (IDF) tahun 2017
menyebutkan sekitar 425 juta orang di seluruh negara menderita diabetes dan
diperkirakan mencapai 629 juta pada tahun 2045 dengan persentase kenaikan
sebesar 48% (IDF, 2017).

Hiperglikemia merupakan salah satu penyebab terjadinya peningkatan
konsentrasi radikal bebas plasma. Produksi radikal bebas ini disebabkan beberapa
faktor vyaitu peningkatan glikolisis, peningkatan jalur poliol, peningkatan
autooksidasi glukosa dan peningkatan glikasi protein (Ahmed, 2005). Adanya
peningkatan glikolisis, peningkatan jalur poliol, peningkatan autooksidasi glukosa
dan peningkatan glikasi protein menyebabkan terjadinya pembentukan Advanced
Glycation Endproducts (AGEs) yang tinggi (Khangholi dkk., 2015). Ikatan antara
AGEs dengan RAGEs (Receptor of Advanced Glycation End products) pada
membran sel akan membentuk ROS (Reactive Oxygen Species) sehingga jumlah
ROS melebihi jumlah antioksidan didalam tubuh dan dapat memicu terjadinya
stress oksidatif (Nowotny dkk., 2015).

ROS yang terbentuk dapat menyebabkan kerusakan pada sel, salah satunya
adalah sel B pankreas yang akan mengganggu sekresi insulin dan akan disertai
dengan peningkatan hasil peroksidasi lipid (Urso dan Clarkson, 2003). Peroksidasi
lipid mengakibatkan kerusakan oksidatif terhadap asam lemak tak jenuh rantai
ganda panjang polyunsaturated fatty acid (PUFA) yang dapat menghasilkan
senyawa berbahaya dan membentuk hasil akhir berupa malondialdehid (MDA).

Meningkatnya aktivitas radikal bebas di dalam tubuh dapat menyebabkan tingginya
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kadar malondialdehid (MDA) (Catherine dan Ferdinal, 2018). Hubungan antara
kadar MDA dan hiperglikemia yaitu semakin tinggi kadar malondialdehid (MDA)
semakin tinggi kerusakan yang terjadi pada sel p pankreas (Arora dkk., 2013).

Radikal bebas dapat dihambat dengan senyawa antioksidan (Sari, 2016).
Antioksidan merupakan nutrisi maupun non-nutrisi yang terkandung dalam bahan
pangan yang mampu mencegah atau memperlambat terjadinya kerusakan oksidatif
dalam tubuh (Winarsi, 2007). Antioksidan dapat menghambat reaktivitas radikal
bebas dengan melalui 3 cara, yaitu menghambat dan mencegah terbentuknya
radikal bebas, menangkap radikal serta pemutusan rantai radikal bebas. Mekanisme
yang paling penting adalah reaksi dengan radikal bebas lipid yang membentuk
produk non-aktif (Gordon, 2001). Kandungan antioksidan secara umum yang
terdapat pada tanaman adalah vitamin E, vitamin C, $-karoten, vitamin E, flavonoid
(Pisoschi dan Negulescu, 2012).

Passiflora edulis var. flavicarpa atau markisa kuning berasal dari Brazil dan
telah banyak ditanam didaerah subtropis atau tropis seperti Amerika Serikat, Eropa,
Hawai dan Asia (Rahmat, 2003). Markisa kuning memiliki kandungan pektin pada
kulitnya, B karoten, provitamin A, kuersetin, dan kaempferol pada buahnya. Buah
markisa kuning diketahui memiliki kandungan antioksidan yang tinggi bila
dibandingkan dengan buah markisa ungu dan buah markisa konyal (Reis dkk.,
2018). Aktivitas antioksidan sari buah markisa kuning disebabkan oleh kandungan
asam yang tinggi dengan asam sitrat sebagai komponen mayoritas (Siman dkk.,
2008). Penelitian Muntafiah (2019) menyatakan bahwa pemberian sari buah
markisa ungu pada tikus diabetes secara signifikan dapat menurunkan kadar
glukosa dalam plasma karena adanya kandungan flavonoid dan vitamin C.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian sari buah
markisa kuning dengan berbagai dosis terhadap kadar malondialdehid (MDA)
plasma mencit diabetes yang diinduksi aloksan. Sari buah markisa kuning memiliki
antioksidan pada berbagai kandungan fitokimianya sehingga pemberian sari buah
ini dapat menurunkan jumlah radikal bebas. Hasil dari penelitian ini diharapkan

dapat memberikan informasi ilmiah tentang pengaruh pemberian sari buah markisa
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dalam pengembangan obat pada penderita diabetes melitus melalui penurunan
kadar MDA plasma.
1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut dapat dirumuskan beberapa permasalah
sebagai berikut :

a. Apakah pemberian sari buah markisa kuning (Passiflora edulis var.
flavicarpa) dapat berpengaruh terhadap kadar malondialdehid (MDA)
plasma mencit diabetes karena induksi aloksan?

b. Bagaimana pengaruh perbedaan pemberian sari buah markisa kuning
(Passiflora edulis var.flavicarpa) dosis 40 mL/kgBB, 50 mL/kgBB dan 60
mL/kgBB terhadap kadar malondialdehid (MDA) plasma mencit diabetes

karena induksi aloksan ?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah tersebut tujuan dari penelitian ini adalah
sebagai berikut :

a. Menentukan pengaruh pemberian sari buah markisa kuning (Passiflora
edulis var. flavicarpa) terhadap kadar malondialdehid (MDA) plasma
mencit diabetes karena induksi aloksan.

b. Menentukan perbedaan pengaruh pemberian sari buah markisa kuning
(Passiflora edulis var. flavicarpa) dosis 40 mL/kgBB, 50 mL/kgBB dan 60
mL/kgBB terhadap kadar malondialdehid (MDA) plasma mencit diabetes
karena induksi aloksan.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai pengaruh
pemberian sari buah markisa kuning (Passiflora edulis var. Flavicarpa) terhadap

kadar malondialdehid (MDA) plasma mencit diabetes yang diinduksi aloksan dan
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dapat memberikan manfaat bagi masyarakat mengenai buah markisa sebagai
alternatif obat antidiabetes.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Buah Markisa Kuning
2.1.1 Klasifikasi Buah Markisa Kuning
Klasifikasi tanaman markisa kuning menurut Integrated Taxonomic

Information System (2019), adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridiplantae
Infrakingdom : Streptophyta
Superdivision : Embryophyta
Division : Tracheophyta
Subdivision  : Spermatophytina
Class : Magnoliopsida
Superorder  : Rosanae

Order : Malpighiales
Family : Passifloraceae
Genus : Passiflora L.
Species : Passiflora edulis var. flavicarpa.

2.1.2 Deskripsi Buah Markisa Kuning

Brazil merupakan produsen buah markisa terbesar di dunia, salah satunya
adalah markisa kuning atau Passiflora edulis var. flavicarpa (Silva dkk., 2015).
Buah markisa kuning telah menyebar ke berbagai negara di daratan Amerika,
Eropa, Afrika maupun Asia (Tripathi, 2018). Buah markisa kuning di Indonesia
dapat dijumpai di daerah Pelabuhan Ratu, Sukabumi, Bogor (Jawa Barat), Medan
(Sumatera Utara) (Karsinah, 2010).

Markisa kuning tumbuh pada daerah dataran rendah hingga pada ketinggian
0-800 m dpl. Tanaman markisa kuning tumbuh pada curah hujan antara 2.000-3.000

mm/tahun dengan suhu 22-32°C. Tanaman ini ditanam pada tanah yang subur,
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banyak mengandung bahan organik, drainase yang baik dan mempunyai pH 5,5-7,5
(Karsinah, 2010; Suswati dkk., 2015).

Buah markisa kuning memiliki ciri-ciri yaitu pada ruas batang memiliki
panjang = 7-10 cm dengan sulur muda berwarna kecoklatan. Bentuk daun pada
markisa kuning yaitu menjari dengan ukuran daun yang lebih besar dan tebal
daripada markisa ungu, panjang tangkai daun sekitar 2-4 cm dengan warna tangkai
hijau kecoklatan, panjang daun yaitu 10-13 cm dan lebar 9-12 cm berwarna hijau.
Bunga markisa kuning berukuran besar dengan diameter 7-8 cm, mahkota bunga
berbentuk benang dan memencar dengan panjang +3-5 cm, pangkal bunga
berwarna ungu dan ujung bunga berwarna putih (Karsinah, 2010). Tanaman
markisa yang mampu berbuah cukup lebat dengan bentuk bulat sampai bulat agak
lonjong (oval), berdiameter 5-6 cm, sari buah berwarna kuning serta rasanya asam.
Buah markisa muda berwarna hijau, sedangkan pada buah tua (masak) berwarna
kuning berbintik putih dan mempunyai kulit buah yang tebal dan agak keras. Buah
markisa kuning memiliki pH 3-4,5 (Surest dkk., 2013).

K = /‘)‘-‘ : e S FEEN L,
Gambar 2.1 Buah markisa kuning (Passiflora edulis var. flavicarpa) (dokumentasi pribadi)

2.1.3 Kandungan dan Manfaat Buah Markisa Kuning
Markisa kuning telah banyak digunakan sebagai pengobatan tradisional di
berbagai negara (Ramirez et al., 2019). Tanaman markisa di Amerika Serikat

digunakan sebagai pengobatan infeksi saluran kemih, saluran pencernaan, dan
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insomnia. Tanaman markisa di Brazil telah digunakan sebagai pengobatan sedatif,
diuretik, dan analgesik. Daun markisa di India digunakan dengan cara direbus dan
ekstraknya diminum untuk pengobatan disentri dan hipertensi (Taiwe dan Kuete,
2017).

Sari buah markisa kuning memiliki kandungan asam tinggi disebabkan oleh
asam sitrat sebagai komponen mayoritas dan terdapat aktivitas antioksidan (Siman
dkk., 2008). Markisa kuning memiliki kandungan pektin yang lebih tinggi pada
kulitnya. Buah markisa memiliki kandungan B karoten, provitamin A, kuersetin dan
kaempferol. Markisa kuning dan markisa ungu memiliki perbedaan pada
kandungannya, yaitu pada markisa ungu terdapat senyawa antosianin yang lebih
banyak dibandingkan dengan markisa kuning sedangkan pada markisa kuning
terdapat kandungan antioksidan yang tinggi (Reis dkk., 2018).

Pemberian buah markisa ungu dengan dosis 4,2 mL/hari selama 60 hari
terhadap tikus yang diberikan diet aterogenik dapat menghambat peningkatan kadar
MDA serum secara signifikan sehingga tikus kembali dalam kondisi normal
(Kusumastuty, 2014). Pemberian sari buah markisa ungu pada tikus diabetes
dengan dosis 4,2 mL/200gBB secara signifikan menurunkan kadar kolesterol total
(Muntafiah dkk., 2017). Penelitian Muntafiah (2019) menyatakan bahwa
pemberian sari buah markisa ungu pada tikus diabetes secara signifikan dapat
menurunkan kadar glukosa dalam plasma karena kandungan flavonoid dan vitamin
CY

Tepung kulit buah markisa yang diberikan sebanyak 30 gram selama 60 hari
pada pasien diabetes tipe 2 menunjukkan penurunan glukosa plasma dan disertai
nilai hemoglobin glikosilasi. Tepung kulit buah markisa juga memberikan
penurunan signifikan terhadap kadar glukosa plasma pada tikus diabetes yang
diinduksi aloksan (Silva dkk., 2011). Pemberian buah markisa dengan dosis 200
mg/kgBB paling efektif dalam menurunkan kadar glukosa darah tikus diabetes
dengan penurunan maksimum 47,25% (Phamiwon dan Sheila, 2015). Pemberian
ekstrak kulit buah markisa secara signifikan mengontrol konsentrasi glukosa darah
pada tikus diabetes yang di induksi streptozotocin dan dapat melindungi organ

dengan mengembalikan enzim antioksidan (Kandandapani dkk., 2015).
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2.2 Tinjauan tentang Diabetes Melitus
2.2.1 Definisi Diabetes Melitus

Diabetes melitus adalah gangguan metabolik yang ditandai dengan
meningkatnya kadar glukosa dalam darah akibat kelainan sekresi insulin, kerja
insulin atau keduanya (Canivell dan Gomis, 2014). Insulin adalah hormon penting
yang diproduksi di kelenjar f pankreas dan berfungsi untuk membawa glukosa dari
aliran darah ke sel-sel tubuh, kurangnya kerja insulin menyebabkan
ketidakmampuan sel untuk dapat merespon insulin dan menyebabkan kadar glukosa
darah tinggi atau hiperglikemia (IDF, 2017). Hiperglikemia juga dapat
mengakibatkan terjadinya komplikasi kesehatan atau disfungsi yang dapat
menyerang pada bagian mata, ginjal, saraf, jantung dan pembuluh darah (ADA,
2014).

2.2.2 Klasifikasi Diabetes Melitus

Diabetes melitus dapat diklasifikasikan menjadi tiga kategori menurut
International Diabetes Federation (IDF, 2017), yaitu :
a. Diabetes Melitus Tipe 1

DM tipe | terjadi karena ketidakmampuan untuk memproduksi insulin
(Kemenkes RI, 2014). DM tipe 1 umumnya juga disebabkan oleh kerusakan
autoimun sel B pankreas sehingga insulin tidak mampu diproduksi kembali
(Sreedharan dan Abdelmalak, 2018). Canivell dan Gomis (2014) menyebutkan
persentase penderita DM tipe 1 diperkirakan kurang dari 5-10% dari keseluruhan
prevalensi penderita DM.
b. Diabetes Melitus Tipe 2

DM tipe 2 terjadi karena produksi insulin oleh tubuh yang kurang efektif
(Kemenkes RI, 2014). DM tipe 2 mampu memproduksi insulin dengan jumlah yang
sedikit dan dapat terjadi resistensi insulin (Sone, 2018). Resistensi insulin akan
menyebabkan gangguan ikatan antara insulin dan reseptornya pada dinding sel
sehingga insulin menjadi tidak efektif untuk menstimulasi pengambilan glukosa
oleh jaringan. Sel B pankreas berusaha mempertahankan glukosa darah dalam

keadaan normal dengan cara meningkatkan produksi insulin untuk mengatasi
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resistensi insulin dan peningkatan kadar glukosa darah. Hiperglikemia terjadi ketika
sel p tidak mampu mengimbangi peningkatan kebutuhan insulin (ADA, 2017).
c.  Gestational Diabetes Mellitus (GDM)

GDM dapat didefinisikan sebagai intoleransi terhadap glukosa yang terjadi
selama kehamilan, biasanya terjadi pada trimester kedua dan ketiga (ADA, 2017).
GDM muncul karena aksi insulin yang berkurang serta adanya produksi hormon
oleh plasenta (IDF, 2017). Prevalensi GDM berkisar dari 1% hingga 14% dari
semua kehamilan. Meskipun mayoritas wanita dengan GDM kembali ke toleransi
glukosa normal segera setelah melahirkan, tetapi sejumlah besar akan tetap
menderita diabetes atau terus mengalami gangguan toleransi glukosa (IGT) (Al-
Noaemi dan Shalaye, 2018).

2.2.3 Diagnosis Diabetes Mellitus
Kriteria diagnosis diabetes mellitus menurut standar pelayanan medis

American Diabetes Association (ADA, 2017) adalah sebagai berikut :

a. Kadar glukosa darah pada waktu puasa > 126 mg/dL (0,7 mmol/L), puasa
didefinisikan tidak adanya asupan kalori selama setidaknya 8 jam.

b. Kadar glukosa darah dua jam setelah Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) >
200 mg/dL sesuai standar WHO menggunakan beban glukosa yang setara
dengan 75 g glukosa anhidrat.

c. HbA1C > 6,5% (48 mmol/mol)

d. Glukosa plasma sewaktu >200 mg/dL (11,1 mmol/L) pada pasien dengan gejala
klasik hiperglikemia atau krisis hiperglikemik.

2.2.4 Faktor Resiko Diabetes Melitus
Kemenkes RI (2014) menyatakan ada beberapa faktor resiko yang memicu
terjadinya diabetes melitus meliputi :
a. Riwayat diabetes melitus dalam keluarga, riwayat GDM, melahirkan bayi
dengan berat > 4kg, riwayat kista ovarium (policystic ovary syndrome), riwayat
IFG (Impaired Fasting Glucose) atau IGT (Impaired Glucose Tolerance)
b. Obesitas lebih dari 120% berat badan ideal
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c. Usia lebih dari 65 tahun
d. Hipertensi >140/90 mmHg, hiperlipidemia dengan kadar HDL < 35mg/dL dan
kadar lipid darah > 250 mg/dL

e. Faktor lain seperti kurang olahraga serta pola makan rendah serat.

2.3 Terapi Diabetes Melitus

Terapi diabetes melitus dibagi menjadi dua yaitu terapi farmakologi dan
non-farmakologi (Ministry of Public Health and Sanitation, 2010). Terapi non
farmakologi dapat diberikan kepada semua pasien diabetes melitus dengan
melakukan diet seimbang, makan-makanan yang rendah lemak jenuh dan
mengkonsumsi karbohidrat yang cukup, dan senam (aerobik). Hal tersebut
bertujuan agar dapat meningkatkan sensitivitas insulin dan dapat mengontrol kadar
gula darah (Wells dkk., 2015).

Terapi farmakologi digunakan untuk mengobati diabetes melitus tipe 1
maupun diabetes melitus tipe 2. Terapi farmakologi dapat menggunakan obat
hipoglikemik oral maupun insulin. Obat hipoglikemik oral dapat digolongkan
menjadi beberapa golongan, diantaranya yaitu :

a. Biguanid

Biguanid adalah golongan obat yang dapat menurunkan kadar glukosa darah
dengan meningkatkan sensitivitas insulin. Contoh obat golongan biguanid adalah
metformin. Metformin dapat digunakan sebagai monoterapi atau dapat
dikombinasikan dengan golongan obat lain sebagai terapi diabetes melitus tipe 2
(Szkudelski, 2001).

b. Sulfonilurea

Sulfonilurea adalah golongan obat yang dapat menurunkan kadar glukosa
darah dengan meningkatkan sekresi insulin dari sel B pankreas (Wells dkk., 2015).
Contoh obat golongan sulfonilurea dibagi menjadi dua generasi, generasi pertama
adalah klorpropamid, tolbutamid dan generasi kedua adalah glibenklamid,
glipizida. Efek samping yang terjadi pada golongan ini adalah hipoglikemia ringan

dan dapat terjadi peningkatan berat badan (Piero dkk., 2012)
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c. Inhibitor alfa glukosidase

Golongan ini dapat mengontrol kadar glukosa darah dengan mekanisme aksi
menghambat absorbsi glukosa. Obat golongan ini yaitu akarbose biasa digunakan
sebagai monoterapi terapi diabetes melitus tipe 2 usia lanjut dan yang memiliki
kadar glukosa postprandial sangat tinggi. Apabila obat ini dikombinasikan dengan
golongan lain dapat mengakibatkan hipoglikemia. Efek samping yang dapat terjadi
yaitu malabsorbsi, flatulen, diare dan perut kembung (Piero dkk., 2012).
d. Tiazolidindion

Golongan obat ini dapat menurunkan kadar glukosa darah dengan
mekanisme aksi meningkatkan sensitivitas insulin pada jaringan otot, hati dan
lemak. Contoh golongan obat ini yaitu troglitazone, pioglitazone dan rosiglitazone
(Piero dkk., 2012). Obat ini kontraindikasi terhadap pasien gagal jantung kelas 111
atau IV dan penyakit jantung lainnya. Efek samping obat ini dapat mengakibatkan
retensi cairan dan edema perifer (Wells dkk., 2015).

e. Meglitinid
Golongan obat ini dapat menurunkan kadar glukosa darah dengan

mekanisme aksi meningkatkan sintesis dan sekresi insulin oleh sel beta pankreas.
Contoh obat golongan ini yaitu repaglinida. Efek samping obat ini yaitu dapat
mengakibatkan gangguan saluran pencernaan, hipoglikemia dan reaksi alergi juga
dapat terjadi (Piero dkk., 2012).

2.4 Tinjauan Metformin

Metformin merupakan obat antidiabetes golongan biguanida. Mekanisme
kerja metformin yaitu dengan menurunkan resistensi terhadap insulin (Diani dan
Pulungan, 2017). Metformin adalah obat penting yang digunakan untuk pengobatan
diabetes melitus tipe 2 dan digunakan sebagai agen antihiperglikemia oral yang
paling baik dan direkomendasikan sebagai first line therapy untuk pasien diabetes
melitus tipe 2. Metformin telah digunakan secara luas dalam pengobatan diabetes

melitus tipe 2 selama * 50 tahun dan telah terbukti aman serta baik digunakan
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sebagai monoterapi maupun digunakan dalam kombinasi dengan obat antidiabetik
oral lainnya atau dengan insulin (Foretz, 2014).

Metformin merupakan obat yang didistribusikan secara oral dan memiliki
bioavaibilitas £ 50-60% dengan dosis maksimal metformin oral untuk pasien
diabetes melitus adalah 2 gram/hari (Foretz, 2014). Metformin berfungsi untuk
mengendalikan glikemik, tetapi juga dapat memperbaiki disfungsi endotel,
hemostasis, profil lipid, redistribusi lemak dan stress oksidatif. Metformin juga
memiliki efek protektif terhadap komplikasi makrovaskuler (Rojas dan Gomes,
2013).

Metformin dapat memberikan efek antioksidan yaitu meningkatkan
aktivitas antioksidan endogen, menurunkan produk akhir peroksida lipid, dan dapat
menghambat pembentukan AGEs (Ali, 2015; Najafi dkk., 2018). Metformin
memiliki efek samping yang dapat ditimbulkan antara lain adanya rasa tidak
nyaman pada daerah abdomen, diare, dan anoreksia (Wells, 2015). Toleransi
metformin dapat ditingkatkan dengan titrasi dosis yang tepat, dimulai dengan dosis
metformin yang rendah sehingga efek samping metformin dapat diminimalkan
(Rojas dan Gomes, 2013).

2.5 Tinjauan Aloksan

Aloksan adalah suatu substrat yang secara struktural merupakan derivat
pirimidin sederhana. Rumus kimia aloksan yaitu CsH2N20s (Yuriska, 2009).
Aloksan (2,4,5,6-tetraoksipirimidin; 5,6-dioksiurasil) merupakan senyawa yang
bersifat hidrofil. Aloksan digunakan sebagai diabetogenik secara intravena,
intraperitoneal, dan subkutan. Dosis aloksan yang digunakan secara intravena
sebesar 65 mg/kgBB, sedangkan untuk intraperitoneal dan subkutan adalah 2-3
kalinya (Nugroho, 2006). Aloksan sebagai agen diabetogenik yang mempunyai
kekurangan salah satunya yaitu tidak stabil pada kondisi fisiologis tubuh dan
memiliki waktu paruh yang pendek ( pH 7,4; suhu 37° C yaitu 1,5 menit) (Nugroho,
2006; Yuriska, 2009). Efek diabetogenik akan hilang apabila aloksan

terdekomposisi menjadi asam aloksalat. Aloksan harus segera terakumulasi secara
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cepat ke sel B pankreas setelah diinduksi. Dosis yang digunakan juga berpengaruh
terhadap tingkat kerusakan yang ditimbulkan pada sel B pankreas (Szkudelski,
2001). 0

NH

A

N
H
Gambar 1.2 Struktur aloksan (Nugroho, 2006)

Aloksan dapat merusak sel p pankreas dengan membentuk ROS. Aloksan
akan dibawa menuju sitosol dan akan mengalami reaksi redoks yang menghasilkan
ROS. ROS yang terbentuk disebabkan adanya membrane sel B pankreas yang
mengalami depolarisasi dan peningkatan Ca®* sehingga mempercepat kerusakan
yang terjadi pada sel B pankreas yang akan berdampak pada menurunnya produksi

insulin (Rohilla dan Ali, 2012).

2.6 Tinjauan tentang Radikal Bebas
2.6.1 Definisi Radikal Bebas

Radikal bebas dapat didefinisikan sebagai senyawa oksigen reaktif yang
mengandung elektron tidak berpasangan dalam orbital terluarnya peran
antioksidan. Radikal bebas berasal dari proses metabolisme makanan didalam
tubuh manusia atau dari sumber eksternal seperti paparan sinar-x, 0zon, asap rokok,
polusi udara, dan bahan bahan kimia. Radikal bebas yang mempunyai elektron tidak
berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif dan bersifat tidak stabil
sehingga akan menarik elektron dari molekul lain untuk memiliki sifat yang stabil.
Elektron dapat mengambil makromolekul dari seluler disekitarnya seperti
karbohidrat, protein, lipid, dan DNA. Radikal bebas mengakibatkan terjadinya
kerusakan sel serta gangguan homeostatis (Lobo dkk., 2010). Radikal bebas

mempunyai target utama yaitu ikatan lemak tak jenuh ganda makromolekul lipid
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yang merupakan senyawa paling rentan terhadap adanya serangan radikal bebas
untuk menyebabkan terjadinya stress oksidatif (Sayuti dan Yenrina, 2015).

2.6.2 Hubungan Radikal Bebas dan Diabetes Melitus

Produksi radikal bebas yang terjadi pada diabetes melitus dapat disebabkan
beberapa jalur yaitu peningkatan glikolisis, peningkatan jalur poliol, peningkatan
autooksidasi glukosa dan peningkatan glikasi protein (Ahmed, 2005). Peningkatan
jalur glikasi protein, jalur poliol dan glikolisis tersebut menyebabkan menurunnya
mekanisme antioksidan endogen dan terjadinya pembentukan Advanced Glycation
Endproducts (AGESs) yang tinggi sesuai pada gambar 2.3 (Khangholi dkk., 2015).
Ikatan antara AGEs dengan RAGEs (Receptor of Advanced Glycation End
products) pada membran sel akan membentuk radikal bebas berupa ROS yang
dapat memicu terjadinya stess oksidatif (Nowotny dkk., 2015). Terbentunya ROS
dapat menyebabkan kerusakan pada sel, salah satunya adalah sel B pankreas yang
dapat menggangu sekresi insulin untuk menurunkan konsentrasi glukosa darah
(Urso dan Clarkson, 2003).

—..| Hiperglikemia | Cilukosa) |
Jalur Poliol Cilikasi

| Sorbitol Glikolisis | +Frotein
» T l
Frukiosa —l Triosa Basis |

Ciliseraldehida

|

Resistensi Senvawa A-dikarbonil g g a Produk
- Cilikosidas:
Insulin {BACR0), GO, 3-D5) Pl il Amadori
.
Peroksidasi
Liped ST
. Autoksidasi
Cilukosa
Stres [ d

Rese
Resepior plor

Inflamasi |+ sinyal AGE komplek AGE

Gambar 2.3 Hubungan radikal bebas dan diabetes melitus (Khangholi dkk., 2015)
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2.7 Tinjauan tentang Malondialdehid (MDA)

Komplikasi diabetes melitus menyebabkan terjadinya gangguan pada tubuh
yang mengakibatkan tubuh membuat sel lebih rentan terhadap adanya peroksidasi
lipid. Peroksida lipid mengakibatkan kerusakan oksidatif terhadap rantai asam
lemak tak jenuh berantai panjang (polyunsaturated fatty acid) yang dapat
menghasilkan senyawa berbahaya dan membentuk hasil akhir berupa
malondialdehid (MDA) (Catherine dan Ferdinal, 2018). Tingginya kadar
malondialdehid (MDA) disebabkan karena meningkatnya aktivitas radikal bebas di
dalam tubuh dan lemak tak jenuh dalam tubuh (Catherine dan Ferdinal, 2018).
MDA menjadi salah satu parameter terhadap pengukuran aktivitas antioksidan dan
antidiabetes dalam sel (Arora dkk., 2013)

R— CH===(CH — CH, — R I - Polyunsaturated fatty acid

|

R™ CH===CH —  C°'H— R II- Lipid free radical

|

R CH CH ii'.:H R II- Lipid peroxyl radical
0
0
L)
R CH CH CH R IV - Lipid hydroperoxide
|
|
o]
OH
L ]
H CH CH, CH V - Malondialdehyde
0 0

Gambar 2.4 Skema pembentukan MDA dari PUFA (Grotto dkk., 2009)

Pembentukan MDA dari Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) dimulai

pada fosfolipid yang merupakan komponen penyusun membran dan memiliki
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ikatan ganda karbon-karbon yang menjadikannya sebagai target utama
pembentukan radikal bebas. Tahap pertama yang terjadi adalah tahap inisiasi yaitu
proses autooksidasi PUFA oleh radikal bebas yang ditunjukkan oleh gambar 2.4.
Radikal bebas hidroksil menyerang PUFA mampu melepaskan atom H dari gugus
metilen (-CH2-) dan membentuk radikal yang disebut carbon-centered radical.
Tahap yang kedua adalah tahap propagasi yaitu tahap pemanjangan membran rantai
radikal. Radikal mengalami penataulangan molekul menjadi diena terkonjugasi
yang akan bereaksi dengan molekul O> membentuk radikal lipid peroksil. Tahap
yang ketiga adalah tahap terminasi yaitu tahap bereaksinya senyawa radikal bebas
dengan radikal lain. Radikal lipid peroksi mampu menarik atom H dari PUFA
lainnya sehingga terbentuk lipid hidroperoksida. Tahap terakhir yaitu terbentuknya
lipid hidroperoksida tidak stabil dan fragmentasinya menghasilkan produk seperti
MDA (Grotto dkk., 2009; Tangvarasittichai, 2015). MDA bersifat toksik karena
dapat memutuskan ikatan dan beragregasi dengan protein membran untuk
membentuk adisi yang dapat menghasilkan kerusakan biomolekular. Pengukuran
kadar MDA adalah metode penting untuk menentukan sejauh mana peroksidasi
lipid telah menyebabkan kerusakan (Sharma dkk., 2003).

2.8 Tinjauan tentang Analisis MDA

Analisis radikal bebas dilakukan secara tidak langsung dengan mengukur
peroksidasi lipid yang terbentuk berupa MDA vyang merupakan produk
dekomposisi dari PUFA peroksida (Grotto dkk., 2009). Metode penentuan
peroksidasi lipid yang paling sering dan relatif mudah dikerjakan adalah dengan
metode Thiobarbituric Acid Reactive Subtances (TBARS). Prinsip metode TBARS
didasarkan pada reaksi kondensasi antara 1 molekul MDA dengan 2 molekul TBA
menghasilkan produk akhir stabil berupa MDA-TBA adduct yang kecepatan
reaksinya dipengaruhi oleh suhu, pH dan konsentrasi TBA (Khoubnasabjafari dkk.,
2017). Reaksi ini berjalan pada pH 2-3 dan akan memberikan warna pink-kromogen

yang dapat diperiksa menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
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gelombang 532-535 nm. Kadar MDA dapat diperiksa dari plasma, jaringan maupun
urin (Tangvarasittichai, 2015)

o}
|
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| ‘ s N OH N

\{/ AN 0 ///’\’_/SH

CH, + N
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Gambar 2.5 Reaksi membentuk kompleks MDA-TBA (Grotto dkk., 2009)
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan yaitu True Experimental Laboratories yang
memiliki tujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian sari buah markisa kuning
(Passiflora edulis var. flavicarpa) dengan dosis yang berbeda terhadap kadar
malondialdehid (MDA) plasma mencit diabetes yang diinduksi aloksan.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakologi dan Toksikologi
Fakultas Farmasi Universitas Jember yang berlangsung mulai bulan April 2019 —
November 2019.

3.3 Jumlah Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian adalah mencit jantan galur Balb/C

sebanyak 24 ekor masing-masing 4 ekor hewan coba tiap kelompok dengan berat
badan 20-30 gram serta berumur 2-3 bulan (Malole dan Pranomo, 1989). Jumlah
sampel ditentukan dengan perhitungan menggunakan rumus Federer dikutip dari
(Ridwan, 2013) yaitu :

(t-1)(n-1)> 15

Keterangan :

n : jumlah sampel

t : jumlah kelompok control dan perlakuan

jika, t = 6 maka, {(6-1)(n-1)} > 15

on—-5>15

n>4
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Berdasarkan perhitungan tersebut, pada setiap kelompok perlakuan terdapat

minimal 4 ekor hewan coba.

3.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian menggunakan Pre and Post Test untuk parameter

glukosa darah dan Post Test untuk parameter malondialdehid (MDA) plasma.

Dengan rancangan penelitian :
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Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian

: Populasi hewan coba

: Sampel hewan coba

. Induksi aloksan dosis 210 mg/kgBB secara intraperitonial
: Pengukuran kadar glukosa darah sebelum perlakuan

: Randomisasi hewan coba

: Kelompok

: Kelompok kontrol normal mencit dengan pemberian aquadest per oral
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- . Kelompok kontrol negatif mencit yang telah di induksi aloksan dengan

pemberian aquadest per oral

+ : Kelompok kontrol positif mencit yang telah di induksi aloksan dengan

pemberian metformin 110,5 mg/kgBB per oral

1 : Kelompok perlakuan mencit yang telah diinduksi aloksan dengan
pemberian sari buah markisa kuning dosis 40 mL/kgBB terbagi menjadi 2
kali sehari

2 : Kelompok perlakuan mencit yang telah di induksi aloksan dengan
pemberian sari buah markisa kuning dosis 50 mL/kgBB terbagi menjadi 2
kali sehari

3 : Kelompok perlakuan mencit yang telah di induksi aloksan dengan
pemberian sari buah markisa kuning dosis 60 mL/kgBB terbagi menjadi 2

kali sehari
P : Perlakuan selama 14 hari
G2 : Pengukuran kadar glukosa darah

M : Pengukuran kadar MDA plasma hewan coba

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat uji

Alat yang digunakan adalah fotometer (Biolyzer100), spektrofotometer UV-
Vis (Labomed, Inc UVD-2950), kandang hewan coba, timbangan hewan,
timbangan analitik (Ohaus), sentrifuge (Hettich, EBA 20), Hotplate, vortex, mortir,
stamper, mikropipet (Socorex Swiss), alat-alat gelas, spuit, sonde, vial, microtube,

microhaematocrit dan alat bedah.

3.5.2 Bahan Uji
Bahan yang digunakan adalah sari buah markisa kuning (Daerah Kediri).

Jember Markisa yang digunakan telah dideterminasi di Laboratorium Tanaman,
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Politeknik Negeri Jember (selengkapnya bisa dilihat pada lampiran 3.2). Aloksan
monohidrat (TCI), tablet Metformin, CMC-Na 1%, NaCl 0,9%, kloroform,
aquadest, 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP), TCA 20%, Na-TBA 1%, HCI 1 N,
NaOH, glucotest, HCI pekat, HCI 2 N, NaCl, NaCl 10%, pereaksi mayer, pereaksi
wagner, asam asetat anhidrat, asam asetat glasial, lempeng magnesium, n-heksana,
H2SO4 encer, H2SO4 pekat, KOH 5 N, butanol, FeCls, gelatin, toluena.

3.6 Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis sari buah markisa kuning,
yaitu 40 mL/kgBB, 50 mL/kgBB dan 60 mL/kgBB yang diberikan per oral (p.o)

pada kelompok perlakuan.

3.6.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar glukosa darah dan
malondialdehid (MDA) Plasma.

3.6.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah hewan uji yakni mencit jantan
galur Balb/C, berat badan mencit 20-30 gram, umur mencit 2-3 bulan (Malole dan
Pranomo, 1989), pemeliharaan mencit meliputi pemberian pakan, minum serta
frekuensi pemberian perlakuan yang seragam dan prosedur pengujian penurunan
kadar MDA plasma.

3.7 Definisi Operasional

a. Buah markisa kuning diambil sari buah dalam penelitian ini berasal dari daerah
Sumberjo Kecamatan Pesantren Kota Kediri. Buah markisa kuning yang
digunakan adalah buah yang matang, ditandai dengan warna buah markisa yaitu

kuning.
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b. Hewan uji dianggap diabetes jika kadar glukosa darah > 200 mg/dL (Surwit dkk.,
1988).

c. Sari buah markisa kuning memiliki aktivitas sebagai antidiabetes dan
antioksidan jika sari buah markisa kuning mampu menurunkan kadar glukosa

darah dan MDA plasma mencit secara signifikan dibandingkan kontrol negatif.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Tahapan Persiapan
a. Pembuatan Sari Buah Markisa Kuning

Buah markisa kuning disortir dengan cara dicuci air mengalir selanjutnya
buah markisa kuning dibelah menjadi dua bagian. Daging buah markisa kuning
yang sudah matang diambil dan kemudian disaring menggunakan penyaring untuk
memisahkan bijinya sehingga didapatkan sari buah markisa. Sari buah markisa
kuning dibuat setiap satu minggu sekali selama masa perlakuan, untuk

mendapatkan sari buah markisa yang segar (Muntafiah dkk., 2019).

b. Pembuatan Larutan Aloksan Dosis 210 mg/kgBB

Dosis aloksan yang digunakan adalah 210 mg/kgBB. Pembuatan sediaan
dengan melarutkan aloksan monohidrat 210 mg dalam NaCl 0,9% sampai 10 mL
untuk 20 ekor mencit. Larutan aloksan diinjeksikan pada mencit secara

intraperitonial dengan dosis 210 mg/kgBB (Priskasari, 2018).

c. Pembuatan Larutan Metformin Dosis 110,5 mg/kgBB ( Kontrol Positif )

Tablet metformin dengan kandungan 850 mg dikonversikan menjadi dosis
pada mencit yaitu sebesar 110,5 mg. Metformin digerus dan ditimbang, selanjutnya
dilarutkan dengan aquadest sampai 10 mL. Larutan metformin diberikan pada

mencit kontrol positif dua kali sehari secara per oral (Khoiroh, 2018).
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3.8.2 Adaptasi Hewan Uji
Mencit diadaptasi pada kondisi laboratorium selama satu minggu dan diberi
makan ad libitum pada semua kandang. Kemudian mencit ditimbang untuk

mengetahui berat badan mencit agar memenuhi kriteria penelitian.

3.8.3 Induksi Aloksan

Hewan coba diinduksi aloksan dengan dosis 210 mg/kgBB dalam pelarut
NaCl 0,9% secara intraperitonial (Priskasari, 2018). Pada hari ke-3, darah diambil
melalui mata (sinus orbital) untuk menentukan kadar glukosa hewan coba yang
diukur sebagai glukosa darah pre-test. Hewan uji dianggap diabetes jika kadar
glukosa darah > 200 mg/dL (Surwit dkk., 1988).

3.8.4 Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Uji

Hewan dibagi menjadi 6 kelompok diantaranya terdiri dari 3 kelompok
kontrol yaitu kelompok normal, kontrol positif dan kontrol negatif serta 3
kelompok perlakuan dosis 40, 50, dan 60 mL/kgBB terbagi menjadi 2 kali sehari.

Pembagian tiap kelompok terdiri dari 4 mencit sebagai berikut :

a. K (kelompok normal) - aquadest

b. K- (kelompok kontrol negatif) : mencit yang telah di induksi aloksan
dengan pemberian aquadest

c. K+ (kelompok kontrol positif ) : mencit yang telah di induksi aloksan
dengan pemberian suspensi metformin
dosis 110,5 mg/kgBB

d. K1 (kelompok uji I) : mencit yang telah di induksi aloksan
dengan pemberian sari buah markisa
kuning dosis 40 mL/kgBB terbagi menjadi
2 kali sehari

e. K2 (kelompok uji Il) : mencit yang telah di induksi aloksan

dengan pemberian sari buah markisa
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kuning dosis 50 mL/kgBB terbagi menjadi
2 kali sehari

f. K3 (kelompok uji 1) : mencit yang telah di induksi aloksan
dengan pemberian sari buah markisa
kuning dosis 60 mL/kgBB terbagi menjadi
2 kali sehari

Perlakuan semua kelompok mencit dilakukan selama 14 hari (Holidah dkk., 2016).
Pelakuan menggunakan sonde dan bobot mencit ditimbang 3 hari sekali selama
perlakuan untuk menentukan volume sediaan yang diberikan. Perhitungan dosis
untuk perlakuan merujuk pada penelitian Muntafiah dkk., (2019). Ethical Approval
penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan hasilnya

dapat dilihat pada Lampiran 3.1.

3.8.5 Pengambilan Sampel Darah

Mencit dipuasakan selama 12 jam sebelum dilakukan pengambilan darah.
Mencit dianastesi sebelum diambil darahnya. Darah mencit diambil secara
intrakardial pada hari ke-15. Darah sebanyak 1,5 mL ditampung menggunakan
vaculab K3 EDTA. Untuk mendapatkan plasma selanjutnya darah disentrifus
dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Plasma yang sudah terpisah diambil
menggunakan mikropipet dan ditampung pada microtube dan siap untuk

pemeriksaan kadar glukosa darah dan MDA plasma.

3.8.6 Pengukuran dan Perhitungan Kadar Glukosa Darah

Sampel darah yang ditampung dalam microtube yang selanjutnya
didiamkan selama 30 menit, kemudian disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm
selama 10 menit. Plasma darah diambil 5 pl kemudian dicampurkan dengan reagen
glukosa sebanyak 500 pl dan diinkubasi selama 30 menit. Pengukuran kadar
glukosa menggunakan fotometer (biolyzer 100). Besarnya penurunan kadar
glukosa yang didapat pada hari-0 dan ke-15 kemudian dibandingkan hasilnya dan

dihitung dengan menggunakan rumus untuk mengetahui persentase (%) penurunan
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kadar glukosa darah. Perhitungan % penurunan kadar glukosa darah dapat dihitung

sesuai dengan rumus sebagai berikut (Anas dkk., 2015) :

% Penurunan kadar glukosa darah = %x 100 %

Keterangan :
GO : kadar glukosa darah hari ke-0
G15 : kadar glukosa darah hari ke-15

3.8.7 Pengukuran Kadar MDA

Pengukuran kadar MDA plasma mengacu pada (Grotto dkk., 2007) sebagai
berikut :

a.  Persiapan reagen

Reagen yang digunakan dalam mengukur kadar MDA plasma adalah TCA
20% untuk mengendapkan protein sehingga tidak mengganggu hasil serapan pada
saat pengukuran, Na-TBA 1% berfungsi untuk membentuk ikatan kompleks MDA-
TBA dan HCI 1 N berfungsi untuk mempercepat reaksi. Pembuatan TCA 20%
dilakukan dengan melarutkan 1 gram TCA ke dalam aquadest sampai 5 mL, Na-
TBA 1% diperoleh dengan melarutkan TBA sebanyak 0,1 gram ke dalam NaOH 1
M sampai 10 mL. NaOH 1 M dibuat dengan melarutkan 1 gram NaOH ke dalam
aquadest sampai 25 mL, sedangkan HCI 1 N dibuat dengan mengencerkan 2 mL
HCI 6 N dalam aquadest sampai 12 mL.

b.  Penentuan Kurva Baku MDA

Pembuatan larutan stok | dengan cara memipet 1,1,2,2-tetraethoxypropane
(TEP) sebanyak 5 pL dilarutkan dalam aquadest sampai 10 mL. Larutan stok |
diambil sebanyal 1 mL diencerkan dengan aquadest sampai 10 mL sehingga
didapatkan larutan stok Il. Pembuatan kurva baku dilakukan dengan mengambil
larutan stok Il kemudian dibuat 10 seri konsentrasi berbeda yaitu 5, 7, 11, 15, 19,
23, 27, 31, 35 dan 39 pM. Masing-masing konsentrasi diambil 50 pL lalu
ditambahkan 1 mL aquadest, 100 uL TCA 20%, 250 uL HCI 1 N dan 100 pL Na-

TBA 1%. Setiap penambahan 2 reagen dihomogenkan dengan vortex. Tabung yang
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berisi supernatant dengan reagen ditutup alumunium foil dan dipanaskan dalam air
suhu 100°C selama 30 menit untuk mempercepat reaksi dan berubah warna menjadi
warna merah muda. Setelah itu tabung didinginkan pada suhu ruang selama 10
menit, kemudian diukur adsorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis

pada panjang gelombang 532 nm.

c. Prosedur Pengukuran Kadar MDA Plasma

Plasma darah mencit sebanyak 50 pL di masukkan dalam tabung reaksi,
ditambahkan 1 mL aquadest, 100 uL TCA 20%, 250 uL HCI 1 N dan 100 pL Na-
TBA 1%. Setiap penambahan 2 reagen dihomogenkan dengan vortex. Tabung
dipanaskan dalam air suhu 100°C selama 30 menit dan didinginkan pada suhu ruang
selama 10 menit. Campuran plasma tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 3000
rpm selama 10 menit dan dipindahkan hasil supernatannya ke dalam kuvet. Sampel
diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
532 nm.

3.9 Analisis Data

Data MDA plasma yang diperoleh dianalisis normalitasnya secara statistik
untuk mengetahui normal atau tidaknya distribusi data dengan uji Shapiro-Wilk,
sedangkan untuk mengetahui varian data dilakukan uji homogenitas dengan uji
Levene. Jika data terdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji
One-way Anova untuk melihat signifikasi tiap kelompok. Apabila ada perbedaan
bermakna pada kelompok perlakuan yang ditandai dengan nilai p< 0,05 maka
dilanjutkan dengan uji Least Significant Differences (LSD) untuk menentukan
kelompok mana yang memberikan nilai berbeda secara signifikan. Jika data
normalitas dan homogenitas tidak dapat dipenuhi maka data dianalisis
menggunakan uji non parametrik yaitu uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan

uji Mann-Whitney. Uji statistik dilakukan pada derajat kepercayaan 95% (p<0,05)
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24 ekor mencit jantan galur Balb-C diadaptasi 1 minggu
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Induksi aloksan dosis 210 mg/kgBB
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Metformin markisa markisa markisa
dosis 110,5 kuning dosis | kuning dosis | kuning dosis
mg/kgBB 40 mL/kgBB | 50 mL/kgBB | 60 mL/kgBB

Perlakuan secara p.o selama 14
hari. Dosis sari buah markisa
kuning terbagi menjadi 2 Kkali
sehari

Hari ke 15 mencit dianastesi lalu dilakukan pengambilan
darah mencit sebanyak 1,5 mL secara intrakardial

Ditampung menggunakan
vaculab K3 EDTA dan
disentrifus dengan kecepatan
3000 rpm selama 10 menit.
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Analisis Data

Gambar 3.2 Skema perlakuan sari buah markisa kuning
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan sebagai berikut:
1. Pemberian sari buah markisa kuning dapat menurunkan kadar malondialdehid
(MDA) plasma mencit diabetes yang diinduksi dengan aloksan.
2. Sari buah markisa kuning dosis 60 ml/kgBB merupakan dosis yang paling efektif
dibandingkan dosis 40, dan 50 ml/kgBB dalam menurunkan MDA plasma darah

mencit diabetes yang diinduksi aloksan.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian, saran yang diberikan oleh peneliti adalah:
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai keamanan dan mekanisme dari
sari buah markisa kuning sebagai antidiabetes.
2. Perlu dilakukan penelitian tentang isolasi zat aktif sari buah markisa kuning

sebagai antidiabetes.
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Lampiran 4.1 Perhitungan Dosis Aloksan 210 mg/kgBB

Dosis aloksan yang dipakai =210 mg/kgBB

Dimisalkan berat badan mencit =20 gram

Dosis mencit =_29T8_ 4 20 gram
1000 gram

= 4,2 mg dalam 0,2 mL
Volume maksimal untuk 1 mencit 20 gram = 0,2 mL
Volume yang dibutuhkan :
= ¥ mencit x Volume pemberian tiap mencit
= 20 ekor x 0,2 mL
= 4 mL untuk 20 ekor mencit
Volume yang dibuat 5 mL

Jumlah aloksan yang ditimbang untuk 5 mL.:

_42mg
T0,2mL

= 105 mg dalam 5 mL 0,9% NaCl

x5mL

46
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Lampiran 4.2 Perhitungan Dosis Metformin 850 mg/kgBB
Dosis terapi metformin pada manusia = 850 mg
Dosis konversi mencit 20 gram = 0,0026 x 850 mg

=221 mg

_ 1000 gram

Dosis mg/kgBB x 2,21 mg

20 gram
=110,5 mg/kgBB

Misal berat badan mencit 20 gram maka :

_ 110,5mg
1000 gram

= 2,21 mg dalam 0,2 mL

Dosis x 20 gram

Volume maksimal sediaan untuk 1 ekor mencit 20 gram = 0,2 mL

Volume yang dibutuhkan :

47

= ¥ mencit X Volume pemberian x Xlama perlakuan

=4 ekor x 0,2 mL x 14 hari
=11,2mL
Volume yang dibuat 15 mL

Jumlah metformin yang ditimbang untuk 15 mL :

_221mg
0,2 mL

x 15 mL

= 165,75 mg dalam 15 mL aquadest
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Lampiran 4.3 Perhitungan Dosis Sari Buah Markisa Kuning
4.3.1 Kelompok Perlakuan Sari Buah Markisa Kuning Dosis 40 ml/kgBB

40 mL

———— x 20 gram
1000 gram

Dosis mencit 20 gram =

=0,8mL

4.3.2 Kelompok Perlakuan Sari Buah Markisa Kuning Dosis 50 ml/kgBB

50 mL

Dosis mencit 20 gram= ———
1000 gram

x 20 gram

=1mL
4.3.3 Kelompok Perlakuan Sari Buah Markisa Kuning Dosis 60 ml/kgBB

60 mL

Dosis mencit 20 gram = x 20 gram

1000 gram

=1,2mL

48
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Lampiran 4.4 Perhitungan Konsentrasi Baku MDA
4.4.1 Profil TEP

Kadar :>96%

Mr : 220,31 g/mol

Massa Jenis  : 0,919 g/mL

4.4.2 Konsentrasi TEP

Massa jenis x 1000 x kadar
Mr

Molaritas :

0,919 g/ml x 1000 x -2

. . 100
Molaritas : 22081 g/ mol

Molaritas : 4, 0045 mol/L

4.4.3 Larutan Stok 1
M1 X Vi =Mz Xx V2
4,0045 mol/L x (5 pL x 10-3) mL = M2 x 10 mL
0,02002 mol = M2 x 10 mL
0,002002 mol/mL = M>
2002 uM = M2
Dipipet 5 pl TEP dilarutkan dalam aquadest sampai 10 ml.
4.4.4 Larutan Stok 2
M1 xVi =Mz x V2
2002 pmol/mL x 1 mL = M2 x 10 mL
2002 pmol = M2 x 10 mL
0,002002 mol/mL = M,
200,2 uM= M,
Dipipet 1 mL Larutan Stok 1 dilarutkan dalam aquadest sampai 10 ml.
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4.4.5 Pengenceran

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Konsentrasi 5, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31, 35 dan 39 uM

Konsentrasi 5 pM

X
m x200,2 ].J.M—S j.J.M

x = 0,250 mL = 250 uL
Konsentrasi 7 puM

X
x200,2uM = 7 uyM
Toml <2002 =
x = 0,350 mL = 350 pL
Konsentrasi 11 uM

x
%X 200,2 uM = 11 uM
Toml <2002 B
x = 0,550 mL = 550 puL
Konsentrasi 15 uM

x
%X 200,2 uM = 15 uM
10 ml @ dH
x = 0,750 mL = 750 puL
Konsentrasi 19 uM

x
X =
Toml 200,2 pM = 19 uM
x = 0,950 mL = 950 pL
Konsentrasi 23 uM

x
X =
10l 200,2 pM = 23 uM
x = 1,150 mL = 1150 pL
Konsentrasi 27 uM

X
X =
T0ml 200,2 pM = 27 uM
x = 1,350 mL = 1350 pL
Konsentrasi 31 uM

X
x 200,2 uM = 31 uM
T0m] < 2002uM=31u

x = 1,550 mL = 1550 uL

50


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

9) Konsentrasi 35 uM

X
X =
o X 200,2 uM = 35 uM
x = 1,750 mL = 1750 pL
10) Konsentrasi 39 uM

X =]
o X 200,2 uM = 39 M

x = 1,950 mL = 1950 puL

o1
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Lampiran 4.5 Perhitungan Pembuatan Reagen
4.5.1 Pembuatan TCA 20%
dibutuhkan 100 pL TCA untuk 11 konsentrasi = 1,1 mL TCA

200 =229 _ 19
100 mL 5mL

menimbang 1 gram TCA dilarutkan dalam aquadest sampai 5 mL.

4.5.2 Pembuatan Na-TBA 1%
TBA larut dalam NaOH 1 M. Untuk membuat Na-TBA 1%, dibuat larutan
NaOH 1 M sebagai berikut :

. Massa 1000
Molaritas = X ==
Massa 1000
1M=
40 25 mL

Massa = 1 gram
Melarutkan 1 gram NaOH dalam aquadest sampai 25 mL.
Setelah itu, membuat larutan Na-TBA 1% :

1 0,1
1%=—2%— = -2
100 mL 10 mL

Menimbang 0,1 gram TBA dan dilarutkan dalam NaOH 1 M sampai 10
mL.

4.5.3 Pembuatan larutan HCI 1 N
Mengencerkan HCL 12 N menjadi HCI 1 N :
N X Vi =N2x V>
12Nx1mL=1NxV:
V2 =12mL
Memipet 1 mL HCL 12 N, dilarutkan dalam aquadest sampai 12 mL
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Lampiran 4.6 Hasil Kurva Baku

Absorbansi

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

10

15

20

y =0,006x + 0,0218

25 30

Konsentrasi (UM)

Konsentrasi Absorbansi
5 0,055
7 0,074
11 0,084
15 0,109
19 0,128
23 0,158
27 0,183
31 0,21
35 0,238
39 0,26

35

40

45
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Lampiran 4.7 Data Hasil Pengaruh Pemberian Sari Buah Markisa Kuning
dosis 40 ml/kgBB, 50 ml/kgBB, 60 ml/kgBB.

Kadar Glukosa

Kelompok | n [ Hari _ %Perubahan

ke-1 Rerata SD Hari ke-15 | Rerata SD

1 |193,43 182,72 5,54

2 | 203,54 190,1 6,60
Normal 199,75 | 5,03 184,84 | 3,74

3 | 204,04 184,84 9,41

4 | 197,98 181,7 8,22

1| 230,3 180,66 21,55

2| 722,12 522,95 27,58
Positif 418,21 | 226,57 311,26 | 158,23

3 | 459,19 341,26 25,68

4 | 261,21 200,16 23,37

1 | 258,59 306,97 -18,71

) 2 | 260,1 310,11 -19,23
Negatif 265,20 | 27,93 314,13 | 24,39

3 | 237,88 290,94 -22,31

4 | 304,24 348,48 -14,54

1| 472,22 439,59 6,91

40 2 | 338,89 309,33 8,72
458,59 | 207,39 425,11 | 207,03

mi/kgBB | 3 | 744,95 710,1 4,68

4 | 278,28 241,41 13,25

1 | 537,37 4557 15,20

50 2 | 437,88 355,09 18,91
537,00 | 81,24 45418 | 81,02

mi’kgBB | 3 | 53586 452,38 15,58

4 | 636,87 553,53 13,09

1 | 536,36 344,24 35,82

60 2 | 545,45 354,88 34,94
Ik 527,90 | 19,18 336,40 | 19,10

mi/kgBB | 3 | 52879 336,36 36,39

4 1501,01 310,1 38,11
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Lampiran 4.8 Hasil Analisis Data Kadar Glukosa
4.8.1 Uji Normalitas

Tests of Normality

55

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Persen_penurunan Negatif .252 4 .962 4 .790
Positif 172 4 .984 4 .922
Dosis 60 .228 4 .964 4 .802
Dosis 50 .269 4 .950 4 .715
Dosis 40 214 4 .966 4 .816

a. Lilliefors Significance Correction

Makna : nilai Sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan bahwa data

sampel terdistribusi normal.

4.8.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Persen _penurunan

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

.608

4

15

.663

Makna : nilai Sig. > 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki varian yang sama

atau tidak terdapat perbedaan yang signifikan (homogen).

4.8.3 Uji One-Way Anova

ANOVA
Persen penurunan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6839.247 4 1709.812 225.181 .000
Within Groups 113.896 15 7.593
Total 6953.142 19

Makna : nilai Sig. < 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan kadar glukosa

darah yang signifikan antar kelompok perlakuan.
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4.8.4 Uji Least Significant Different (LSD)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Persen_penurunan

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

() Kelompok  (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

Negatif Positif -43.24250" 1.94847 .000 -47.3956 -39.0894
Dosis 60 -55.01250" 1.94847 .000 -59.1656 -50.8594
Dosis 50 -34.39250" 1.94847 .000 -38.5456 -30.2394
Dosis 40 -27.08750" 1.94847 .000 -31.2406 -22.9344

Positif Negatif 43.24250" 1.94847 .000 39.0894 47.3956
Dosis 60 -11.77000 1.94847 .000 -15.9231 -7.6169
Dosis 50 8.85000" 1.94847 .000 4.6969 13.0031
Dosis 40 16.15500" 1.94847 .000 12.0019 20.3081

Dosis 60 Negatif 55.01250" 1.94847 .000 50.8594 59.1656
Positif 11.77000" 1.94847 .000 7.6169 15.9231
Dosis 50 20.62000" 1.94847 .000 16.4669 24,7731
Dosis 40 27.92500 1.94847 .000 23.7719 32.0781

Dosis 50 Negatif 34.39250" 1.94847 .000 30.2394 38.5456
Positif -8.85000" 1.94847 .000 -13.0031 -4.6969
Dosis 60 -20.62000" 1.94847 .000 -24.7731 -16.4669
Dosis 40 7.30500" 1.94847 .002 3.1519 11.4581

Dosis 40 Negatif 27.08750" 1.94847 .000 22.9344 31.2406
Positif -16.15500" 1.94847 .000 -20.3081 -12.0019
Dosis 60 -27.92500" 1.94847 .000 -32.0781 -23.7719
Dosis 50 -7.30500" 1.94847 .002 -11.4581 -3.1519

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 4.9 Kadar MDA Plasma

Kadar MDA

Perlakuan Rata-rata + SD

(LM)

5,700

Kontrol Normal 7,533
9.033 37,45+ 1,765

6,867

39,700

Kontrol (-) 36,367
Aquadest 38,533 37,450 + 1,765

35,200

16,033

Kontrol (+) 13,867

13,533

30,200

Sari Buah Markisa Kuning 28,200
Dosis 40 mI/kgBB 31,367 29,075+ 1,853

26,533

28,700

Sari Buah Markisa Kuning 29,700
Dosis 50 ml/kgBB 27533 27,741 £1,741

25,033

13,867

Sari Buah Markisa Kuning 15,700
Dosis 60 mI/kgBB 16,533 15,825+ 1,249

17,200
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Lampiran 4.10 Hasil Analisis Data Kadar MDA Plasma
4.10.1 Uji Normalitas

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Absorbansi normal 179 4 .994 4 .975
positif .261 4 .882 4 .347
negatif .202 4 .957 4 757
dosis 60 .215 4 .946 4 .691
dosis 50 .252 4 917 4 .523
dosis 40 .200 4 .972 4 .853
a. Lilliefors Significance Correction
Makna : nilai Sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan bahwa data

sampel terdistribusi normal.

4.10.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

absorbansi

Levene Statistic

dfl df2

Sig.

1.359

5

18

.285

Makna : nilai Sig. > 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki varian yang sama

atau tidak terdapat perbedaan yang signifikan (homogen).

4.10.3 Uji One-Way Anova

ANOVA
absorbansi
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2548.948 5 509.790 200.615 .000
Within Groups 45.740 18 2.541
Total 2594.688 23

Makna : nilai Sig. < 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan kadar MDA

plasma yang signifikan antar kelompok perlakuan.
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4.10.4 Uji Least Significant Different (LSD)

Dependent Variable: absorbansi

LSD

Multiple Comparisons

59

Mean Difference

95% Confidence Interval

() perlakuan  (J) perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
normal positif -7.45600" 1.12719 .000 -9.8241 -5.0879
negatif -30.16600" 1.12719 .000 -32.5341 -27.7979
dosis 60 -8.54100" 1.12719 .000 -10.9091 -6.1729
dosis 50 -21.13350" 1.12719 .000 -23.5016 -18.7654
dosis 40 -21.79100" 1.12719 .000 -24.1591 -19.4229
positif normal 7.45600 1.12719 .000 5.0879 9.8241
negatif -22.71000 1.12719 .000 -25.0781 -20.3419
dosis 60 -1.08500 1.12719 .349 -3.4531 1.2831
dosis 50 -13.67750" 1.12719 .000 -16.0456 -11.3094
dosis 40 -14.33500" 1.12719 .000 -16.7031 -11.9669
negatif normal 30.16600" 1.12719 .000 27.7979 32.5341
positif 22.71000" 1.12719 .000 20.3419 25.0781
dosis 60 21.62500" 1.12719 .000 19.2569 23.9931
dosis 50 9.03250" 1.12719 .000 6.6644 11.4006
dosis 40 8.37500" 1.12719 .000 6.0069 10.7431
dosis 60 normal 8.54100" 1.12719 .000 6.1729 10.9091
positif 1.08500 1.12719 .349 -1.2831 3.4531
negatif -21.62500 1.12719 .000 -23.9931 -19.2569
dosis 50 -12.59250" 1.12719 .000 -14.9606 -10.2244
dosis 40 -13.25000" 1.12719 .000 -15.6181 -10.8819
dosis 50 normal 21.13350" 1.12719 .000 18.7654 23.5016
positif 13.67750" 1.12719 .000 11.3094 16.0456
negatif -9.03250" 1.12719 .000 -11.4006 -6.6644
dosis 60 12.59250" 1.12719 .000 10.2244 14.9606
dosis 40 -.65750 1.12719 .567 -3.0256 1.7106
dosis 40 normal 21.79100" 1.12719 .000 19.4229 24.1591
positif 14.33500" 1.12719 .000 11.9669 16.7031
negatif -8.37500" 1.12719 .000 -10.7431 -6.0069
dosis 60 13.25000" 1.12719 .000 10.8819 15.6181
dosis 50 .65750 1.12719 .567 -1.7106 3.0256

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 4.11 Dokumentasi Penelitian

-Buah Markisa Kuning (Passiflora edulis var. flavicarpa)

-Proses Penyaringan Sari Buah Markisa Kuning

60
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Digital Repository Universitas Jember

-Pengambilan Darah, Perlakuan dan Pembedahan

61
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-Sentrifugasi dan Pengecekan Kadar Glukosa Darah

-

Biolyzer 100
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