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ABSTRAK

Rahayu, U. 2015. Efek Terapi Ekstrak rasaK Umbi Binahong (Anredera cordifolia
(Ten.) Steenis) terhadap Kadar Malondialdehid (MDA) pada Hati Tikus Putih (Rattus
norvegicus) Hasil Induksi Aloksan. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Diana Candra
Dewi, M.Si; Pembimbing Il: Ahmad Abtokhi, M.Pd; Konsultan: Hafidatul Hasanah, M.Si

Kata Kunci: umbi binahong, diabetes mellitus, malondialdehid, aloksan

Umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) merupakan tanaman yang
dapat digunakan sebagai obat dalam berbagai penyakit generatif. Diabetes mellitus dapat
menyebabkan terjadinya penumpukan asam lemak pada hati sehingga memicu
terbentuknya radikal bebas seperti malondialdehid (MDA). Tujuan dari penelitian ini
adalah mengetahui efek terapi ekstrak kasar umbi binahong dalam menurunkan kadar
glukosa dan kadar MDA dalam hati hewan coba yang diinduksi aloksan dosis 32 mg/200
g BB hewan coba. Metode yang digunakan adalah ekstrak maserasi umbi binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dengan menggunakan pelarut etanol 70 %. Hasil
ekstrak selanjutnya digunakan untuk menentukan kandungan senyawa metabolit sekunder
dalam umbi binahong. Selain itu ektsrak juga digunakan dalam uji antidiabetes serta
efeknya terhadap penurunan kadar MDA. Hasil penelitian menunjukkan adanya
kandungan senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak kasar umbi binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) berupa senyawa alkaloid, flavonoid, tannin, saponin dan
terpenoid. Efek terapi terhadap hewan coba membuktikan bahwa senyawa metabolit
sekunder dalam ektrak umbi binahong dapat menurunkan kadar glukosa darah dan kadar
MDA dalam organ hati hewan coba. Kadar MDA rata-rata dari tiga dosis yang digunakan
(25, 50 dan 70 mg/Kg BB hewan coba) secara berturut turut adalah 5,625; 6,828 dan
7,156 mg/dL dan didapatkan dosis optimum terapi ektstrak umbi binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) 25 mg/Kg BB hewan coba.
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ABSTRACT

Rahayu, U. 2015. Therapeutic Effects of Crude Extract of Bulbs Binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) on Levels of Malondialdehyde (MDA) in Liver Rats (Rattus
norvegicus) Induction Results Alloxan. Thesis. Departement of Chemistry, Faculty of
Science and Technology of the State Islamic University of Maulana Malik lbrahim
Malang. Supervisor I: Diana Candra Dewi, M.Si; Supervisor 1I: Ahmad Abtokhi, M.Pd;
Consultant: Hafidatul Hasanah, M.Si

Key words: bulb binahong, diabetes mellitus, malondialdehyde, alloxan

Bulbs binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) is a plant that can be used as
drugs in various generative diseases. Diabetes mellitus can lead to a buildup of fatty acids
in the liver, triggering the formation of free radicals such as malondialdehyde (MDA).
The purpose of this study is to determine the therapeutic effect of crude extract of the
bulbs binahong in lowering glucose levels and levels of MDA in the liver of experimental
animals induced alloxan dose of 32 mg/200 g BW experimentals animals. The method
used is an extract of the bulbs binahong maceration (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)
by using ethanol 70 %. The extract is then used to determine the content of secondary
metabolites in binahong bulbs. In addition, it is also used in the test extract antidiabetic
and it’s effects on decreased levels of MDA. The result shows the existence of secondary
metabolites in a crude extract of the bulbs binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)
in the form of alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and terpenoids. Therapeutic effects
on experimental animals prove that the secondary metabolites in the bulbs extracts
binahong can lower blood glucose levels and levels of MDA in the liver of experimental
animals. MDA levels of the average of the three doses used (25, 50 and 70 mg/Kg BW
experimentals animals) in a row is 5.625; 6.828 and 7.156 mg/dL and obtained optimum
dose therapy bulbs extracts binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) 25 mg/Kg BW
experimentals animals.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kesehatan merupakan hal penting yang harus dijaga untuk menunjang
keberlangsungan hidup manusia. Tubuh yang sehat menandakan semua jaringan
dan organ yang berada didalam tubuh sehat. Makanan adalah salah satu faktor
yang berpengaruh terhadap kesehatan manusia karena makanan adalah sumber
energi bagi tubuh. Makanan yang tidak seimbang dapat menimbulkan berbagai
macam penyakit. Salah satu penyakit tersebut adalah diabetes. Penyebab utama
penyakit diabetes adalah pola makan yang tidak seimbang sehingga menyebabkan
terjadinya peningkatan kadar glukosa dalam tubuh (Nurlaili, 2010).

Berabad-abad yang lalu Allah telah memerintahkan kepada umatnya
untuk mengkonsumsi makanan yang halal dan baik demi mencegah timbulnya
berbagai macam penyakit yang dapat merugikan tubuh. Hal ini tercantum dalam

al Qur’an surah al-bagarah ayat 168:
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“Wahai manusia! Makanlah dari (makanan) yang halal dan baik yang terdapat
dibumi, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah syetan. Sungguh, setan
itu adalah musuh yang nyata bagimu” (Q.S al-bagarah: 168).
Ayat di atas menerangkan bahwa Allah telah memperbolehkan manusia
untuk memakan segala yang ada di muka bumi, yaitu makanan yang halal, baik

dan bermanfaat bagi dirinya sendiri serta tidak membahayakan bagi tubuh dan

akal pikirannya (Syaikh, 2008). Adapun yang dimaksud dengan makanan yang



dihalalkan oleh Allah menurut tafsiran departemen agama RI (2006) adalah
makanan yang berguna bagi tubuh, tidak merusak, tidak menjijikkan, enak, tidak
kadaluarsa dan tidak bertentangan dengan perintah Allah.

Secara tidak langsung ayat di atas menganjurkan kepada umat manusia
untuk menerapakan pola makan yang sehat dalam kehidupan sehari-sehari agar
terhindar dari penyakit yang merugikan. Pola makan sehat memiliki makna
mengkonsumsi real food seimbang sesuai dengan kebutuhan tubuh yang
disesuaikan dengan kondisi masing-masing individu (Subroto, 2008). Oleh karena
itu pola makan yang tidak sehat dapat diartikan sebagai mengkonsumsi makanan
yang kebanyakan tidak dibutuhkan oleh tubuh. Sebagaimana firmannya dalam al

Qur’an surat Abasa ayat 23-32:
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“Maka hendakah manusia itu memperhatikan makanannya. Sesungguhnya kami
benar-benar mencurahkan air (dari langit), kemudian kami belah bumi dengan
sebaik-baiknya. Lalu kami tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, anggur, dan sayur-
sayuran, zaitun dan pohon kurma, kebun-kebun yang lebat, dan buah-buahan
serta rumput-rumputan, untuk kesenangan kalian dan untuk binatang-binatang
ternak kalian” (Q.S. Abasa: 23-32).

Ayat di atas menjelaskan tentang aneka makanan yang diturunkan oleh
Allah ke bumi untuk manusia demi mewujudkan keseimbangan dan manfaat dari
makanan, sekaligus untuk mencegah penyakit yang disebabkan oleh

kecendrungan mengkonsumsi satu macam makanan saja (Nurlaili, 2010).

Berlebih-lebihan dalam mengkonsumsi makanan juga dapat berakibat buruk bagi



tubuh, sebagaimana dengan larangan Allah tentang mengkonsumsi makanan
secara berlebihan dalam al Qur’an surat al a’raf ayat 31 berikut:
G5 15,58 N il Tylmy i OF s SR 1,55 2302 G o
“Wahai anak cucu adam! Pakailah pakaianmu yang bagus pada setiap
(memasuki) masjid, makan dan minumlah, tetapi jangan berlebihan. Sungguh,
Allah tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan” (Q.S. Al a’raf: 31)
Karbohidrat merupakan senyawa yang paling banyak terkandung dalam
makanan terutama makanan yang menjadi bahan pokok seperti nasi dan umbi-
umbian. Glukosa merupakan bahan bakar karbohidrat pertama yang ditemukan
dalam darah, glukosa diangkut dalam plasma menuju seluruh bagian tubuh. Pada
beberapa daerah di tubuh, glukosa langsung digunakan sebagai sumber energi.
Jika glukosa dalam tubuh berlebih maka insulin akan mengubah glukosa menjadi
gikogen yang akan disimpan dalam hati serta otot. Jika proses tersebut tidak
berlangsung seimbang vyaitu ketika terjadi kenaikan gula darah tetapi terjadi
penurunan kerja insulin maka kelebihan glukosa dalam tubuh akan menimbulkan
penyakit yang dalam istilah medis disebut diabetes mellitus (Taylor, 2009).
Menurut konsensus pengelolaan diabetes mellitus (DM) berbagai
penelitian epidemiologis di Indonesia didapatkan prevalensi DM sebesar 1,5-2,3
% pada penduduk usia dari 15 tahun, bahkan pada suatu penelitian epidemiologis
di Manado didapatkan prevalensi DM 6,1 %. Penelitian yang dilakukan di Jakarta
membuktikan adanya kenaikan prevalensi. Prevalensi DM pada daerah urban
Jakarta meningkat dari 1,7 pada tahun 1982 menjadi 5,7 % pada tahun 1993,

demikian pula prevalensi DM di Ujung Pandang (daerah urban), meningkat dari



1,5 % pada tahun 1981 menjadi 2,9 % pada tahun 1998. Berdasarkan pola
pertumbuhan penduduk seperti ini, diperkirakan pada tahun 2020 nanti akan ada
sejumlah 178 juta penduduk berusia 20 tahun dan dengan asumsi prevalensi DM
sebesar 4 % akan didapatkan 7 juta pasien DM (Misnadiarly, 2006).

Diabetes mellitus merupakan penyakit degeneratif yang ditandai dengan
kadar gula darah tinggi yang disebabkan oleh gangguan pada sekresi insulin di
dalam tubuh (Krisnatuti dkk, 2014). Penyakit diabetes mellitus tidak terlepas dari
adanya komplikasi, termasuk organ hati. Gangguan metabolisme lipid pada
penderita diabetes mellitus menyebabkan adanya kelainan pada sel-sel hati.
Pathogenesis kelainan pada sel hati ini muncul karena adanya resistensi insulin
yang dihasilkan oleh lipolisis. Lipolisis ini akan meningkatkan sirkulasi asam
lemak bebas yang kemudian diambil oleh hati. Asam lemak di hati ini akan
menyebabkan pembentukan radikal bebas yang menyebabkan peroksidasi lipid
(Tolmar dkk, 2006 dalam Nurlaili, 2010).

Komplikasi yang terjadi pada organ hati penderita diabetes dapat diobati
dengan cara meredam bertambahnya kadar radikal bebas yang terdapat dalam
organ hati. Pengobatan dapat dilakukan dengan menggunakan suntik insulin untuk
mengurangi kadar glukosa darah dalam tubuh. Akan tetapi pengobatan dengan
menggunakan suntik insulin ini harus mengeluarkan biaya yang sangat mahal
serta masih belum terbukti kehalalannya. Pengobatan dengan menggunakan
tanaman herbal merupakan alternatif dari penyakit ini, selain biaya yang
dikeluarkan tidak besar, pengobatan herbal ini juga cukup efisien dibandingkan
dengan obat berbahan kimia yang dapat menimbulkan efek samping serta jelas

kehalalannya. Masyarakat meyakini bahwa pengobatan diabetes mellitus dengan



menggunakan tanaman herbal akan jauh lebih baik dan efektif, hal ini dikarenakan
tanaman herbal merupakan tanaman yang tumbuh secara alami dimuka bumi yang
memiliki banyak manfaat, sebagaimana dengan firman Allah dalam al Quran surat
as-Syuara’ ayat 7:
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“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami tumbuhkan
dibumi itu berbagai macam pasangan tumbuh-tumbuhan yang baik? ”
(Q.S as-Syuara’ ayat: 7)

Ayat di atas menjelaskan bahwa betapa besar kekuasaan Allah
menciptakan sesuatu di bumi ini tidak ada yang sia-sia termasuk tanaman, salah
satunya adalah tanaman binahong. Tanaman binahong (Anredera cordifolia
(Ten.) Steenis) adalah tanaman obat potensial yang dipercaya dapat mengatasi
berbagai jenis penyakit. Tanaman ini berasal dari dataran Cina dengan nama
asalnya adalah Dheng shan chi, dikenal dengan sebutan Madeira Vine (Manoi,
2009 dalam Fidzaro, 2010).

Penelitian sebelumnya menjelaskan adanya kandungan senyawa aktif
dalam tanaman binahong yang dapat digunakan untuk menurunkan kadar glukosa
darah pada penyakit diabetes mellitus. Kandungan senyawa saponin yang terdapat
dalam ekstrak etanol 70 % daun binahong dapat menurunkan kadar glukosa darah
tikus putih jantan galur wistar yang diinduksi sukrosa dengan cara menghambat
aktivitas enzim alfha glukooksidase (Makalalag dkk, 2013). Selain itu senyawa
flavonoid yang dihasilkan dari ekstrak etanol 70 % umbi binahong juga dapat
menurunkan kadar glukosa darah mencit yang diinduksi glukosa 50 % (Saleh dkk,

2012) dan juga dapat bertindak dalam menghambat peroksida lipid, karena



senyawa tersebut memiliki kemampuan menangkal radikal bebas (Shofia, 2013).
Selain menangkal radikal bebas senyawa aktif yang terdapat dalam umbi
binahong dapat meningkatkan aktifitas dari antioksidan primer SOD (Superoksida
Dismutase) yang terdapat dalam tubuh (Nahari, 2014), dimana antioksidan
tersebut bekerjasama dengan antioksidan sekunder (salah satunya senyawa
flavonoid) dalam menangkal radikal bebas (Winarsi, 2007).

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi maserasi
umbi binahong dengan menggunakan pelarut etanol 70 %, karena pelarut ini
diharapkan mampu mengikat senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid,
fenolik dan steroid (Saleh dkk, 2012). Pelarut etanol pada ekstrak daun binahong
juga dapat mengikat senyawa metabolit sekunder lainnya seperti alkaloid, tanin,
saponin dan triterpenoid (Rahmawati dkk, 2012). Hal ini dikarenakan senyawa
yang diambil adalah senyawa yang bersifat polar, selain itu etanol juga merupakan
pelarut yang sering digunakan untuk ekstrak bahan alam. Hal ini dikarenakan
etanol dapat melarutkan senyawa organik lebih baik daripada air (Lukiati dkk,
2012).

Kandungan senyawa yang didapatkan dari hasil ekstrak umbi binahong ini
diharapkan mampu menurunkan kadar radikal bebas dan kadar glukosa darah
pada hewan uji yang telah diinduksi dengan senyawa diabetogenik yaitu aloksan
dengan dosis 32 mg/200 g BB. Pemberian aloksan dapat meningkatkan kadar
glukosa darah hewan coba tikus (Ratimanjari, 2013; Suarsana, 2010; Chougale et
al., 2007 dan Panjuantiningrum, 2009). Meningkatnya kadar glukosa darah ini

dapat menyebabkan meningkatnya kadar radikal bebas dalam tubuh hewan uiji.



Malondialdehid (MDA) merupakan salah satu radikal bebas yang merupakan
produk dari oksidasi asam lemak tidak jenuh (Winarsi, 2007).

Berdasarkan latar belakang di atas, maka pada penelitian ini akan dikaji
kemampuan ekstrak kasar umbi binahong sebagai anti radikal bebas pada hewan
uji coba diabetes mellitus yang kemudian dapat digunakan sebagai alternatif

penyakit diabetes mellitus.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dapat diambil dari latar belakang di atas adalah
sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak kasar umbi Binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap penurunan kadar malondialdehid (MDA)
tikus diabetes mellitus hasil induksi aloksan?

2. Golongan senyawa apakah yang terkandung di dalam ekstrak kasar umbi

binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)?

1.3 Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka penelitian ini bertujuan untuk:
1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kasar umbi Binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap penurunan kadar malondialdehid (MDA)
tikus diabetes mellitus hasil induksi aloksan
2. Mengetahui golongan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak kasar umbi

binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)



1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Parameter pada penelitian ini meliputi pengukuran kadar malondialdehid
(MDA) pada organ tikus diabetes mellitus hasil induksi aloksan

2. Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Wistar jantan dengan umur 2 bulan dan bobot badan antara 150-200 gram

3. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi umbi binahong (Anredera cordifolia
(Ten.) Steenis) adalah etanol 70 %

4. Senyawa diabetogenik yang digunakan adalah aloksan dosis 32 mg/200 g BB
hewan coba

5. Dosis untuk terapi ekstrak kasar umbi binahong pada hewan coba adalah 20, 50

dan 75 mg/Kg BB

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Sebagai aspek pengembangan ilmu untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak kasar umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap
penurunan kadar MDA (malondialdehid) organ hati tikus hasil induksi aloksan

2. Sebagai alternatif alami masyarakat dalam mengobati diabetes mellitus yang

disertai komplikasi
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Binahong
2.1.1 Deskripsi Tanaman Binahong

Allah berfirman dalam al Qur’an surat Ibrahim ayat 32:
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“Allahlah yang telah menciptakan langit dan bumi dan menurunkan air hujan
dari langit, kemudian Allah mengeluarkan dengan air hujan itu berbagai buah-
buahan menjadi rizki untukumu, dan Dia telah menundukkan bahtera bagimu
supaya bahtera itu berlayar di lautan dengan kehendakNya, dan Dia telah
menundukkan bagimu sungai-sungai” (Q.S. Ibrahim: 32).

Allah menjelaskan berbagai macam nikmat yang telah diberikan kepada
makhlukNya dengan menciptakan untuk mereka langit sebagai atap yang terjaga
agar tidak jatuh dan bumi sebagai alasnya. Kemudian Allah menurunkan air dari
langit, dan dengan air itu tumbuhlah berbagai macam jenis tumbuh-tumbuhan
dengan buah-buahan dan tanaman yang beraneka macam warna, bentuk, rasa,

aroma dan manfaatnya. Hal ini dijelaskan dengan firmannya dalam al Qur’an

surat Thaha ayat 53 yang artinya:

76 L G Uy SEL LVJVQ_J.L&) e e VQ Joz el

Ga el h gl e G150

“Dan Allah menurunkan air hujan dari langit, maka kami tumbuhkan dengan air
hujan itu berbagai jenis tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam” (QS. Thaha:
53).
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Kedua ayat di atas menerangkan bahwa tumbuhan diciptakan berbagai
jenis dan bermacam-macam. Tidak dapat dipungkiri bahwa keanekaragaman
tumbuhan adalah fenomena alam yang harus dikaji dan dipelajari lebih dalam
untuk dimanfaatkan sepenuhnya bagi kesejahteraan manusia. Tumbuhan memiliki
peranan yang penting dalam sistem ekologi, hal ini dilihat dari kemampuan dari
tumbuhan untuk merubah energi dari matahari berupa cahaya menjadi energi
kimia dan hal ini tidak dapat dilakukan oleh organisme lain. Perubahan tersebut
hanya dapat dilakukan oleh tumbuhan melalui peristiwa fotosintesis, itupun hanya
dilakukan oleh tumbuhan yang memilki klorofil. Fenomena alam yang demikian
merupakan tanda-tanda dari kekuasaan Allah SWT yang hanya dapat diketahui
oleh orang-orang yang berakal (Rossydi (2008) dalam Fidzaro (2010)).

Tanaman binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) adalah
tanaman obat potensial yang dapat mengatasi berbagai jenis penyakit. Tanaman
ini berasal dari dataran Cina dengan nama asalnya adalah Dheng shan chi, di
Inggris disebut  madeira vine, sinonim Boussingaulatia  gracilis Miers,
Boussingaultia cordifolia, Boussingaultia basselloides. Tanaman binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) termasuk dalam  famili Basellaceae
merupakan salah satu tanaman obat yang mempunyai potensi besar ke depan
untuk diteliti, karena dari tanaman ini masih banyak yang perlu digali
sebagai bahan fitofarmaka. Tanaman ini berasal dari Cina dan menyebar ke
Asia Tenggara. Di Indonesia tanaman ini dikenal sebagai gendola yang sering
digunakan sebagai gapura yang melingkar di atas jalan taman. Tanaman
merambat ini perlu dikembangkan dan diteliti lebih jauh. Terutama untuk

mengungkapkan khasiat dari bahan aktif yang dikandungnya. Berbagai
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pengalaman yang ditemui di masyarakat, binahong dapat dimanfaatkan untuk
membantu proses penyembuhan penyakit-penyakit berat (Manoi, 2009 dalam
Khunaifi, 2010).

Tanaman binahong berupa tumbuhan menjalar, berumur panjang
(perenial), bisa mencapai panjang +/-5 m. Akar berbentuk rimpang, berdaging
lunak. Batang lunak, silindris, saling membelit, berwarna merah, bagian dalam
solid, permukaan halus, kadang membentuk semacam umbi yang melekat di
ketiak daun dengan bentuk tak beraturan dan bertekstur kasar. Daun tunggal,
bertangkai sangat pendek (subsessile), tersusun berseling, berwarna hijau, bentuk
jantung (cordata), panjang 5-10 cm, lebar 3-7 cm, helaian daun tipis lemas, ujung
runcing, pangkal berlekuk (emerginatus), tepi rata, permukaan licin, bisa dimakan
(Gambar 2.1). Bunga majemuk berbentuk tandan, bertangkai panjang, muncul di
ketiak daun, mahkota berwarna krem keputih-putihan berjumlah lima helai tidak
berlekatan, panjang helai mahkota 0,5-1 cm, berbau harum. Perbanyakan generatif
(biji), namun lebih sering berkembang atau dikembangbiakan secara vegetatif

melalui akar rimpangnya (Khunaifi, 2010).

Daun Binahong Umbi Binahong
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Akar Binahong Bunga Binahong

Gambar 2.1 Bagian tanaman binahong (Anonim, 2013)

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Binahong

Klasifikasi tanaman binahong Anredera cordifolia (Ten.) Steenis. Menurut
Anonim (2013) adalah :
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua / dikotil)
Sub Kelas : Hamamelidae

Ordo : Caryophyllales

Famili : Basellaceae

Genus : Anredera

Spesies : Anredera cordifolia (Ten.) Steenis

2.1.3 Manfaat dan Kandungan Kimia Tanaman Binahong

Manfaat tanaman ini sangat besar dalam dunia pengobatan, secara empiris
binahong dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit. Dalam pengobatan,
bagian tanaman yang digunakan dapat berasal dari akar, batang, daun, dan bunga
maupun umbi yang menempel pada ketiak daun. Tanaman ini dikenal dengan
sebutan Madeira Vine dipercaya memiliki kandungan antioksidan tinggi dan
antivirus. Percobaan pada tikus yang disuntik dengan bahan ekstrak dari binahong

dapat meningkatkan daya tahan tubuh, peningkatan agresivitas tikus dan tidak
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mudah sakit. Beberapa penyakit yang dapat disesmbuhkan dengan menggunakan
tanaman ini adalah kerusakan ginjal, diabetes, pembengkakan jantung, muntah
darah, tifus, stroke, wasir, rhematik, pemulihan pasca operasi, pemulihan pasca
melahirkan, menyembuhkan segala luka dalam dan khitanan, radang usus,
melancarkan dan menormalkan peredaran dan tekanan darah, sembelit, sesak
napas, sariawan berat, pusing-pusing, sakit perut, menurunkan panas tinggi,
menyuburkan kandungan, maag, asam urat, keputihan, pembengkakan hati,
meningkatkan vitalitas dan daya tahan tubuh (Manoi, 2009).

Astuti (2013) melakukan skrining fitokimia tanaman binahong berupa
daun, batang, bunga dan umbi. Hasil uji menunjukkan bahwa pada umbi binahong
terdapat senyawa bioaktif seperti fenol, flavonoid, saponin, terpenoid, steroid dan
alkaloid sebagaimana dalam tabel 2.1.

Tabel 2.1 Hasil analisis senyawa kimia pada umbi binahong
Senyawa Umbi Pengamatan

Fenol + Endapan kemerahan

Flavonoid + Larutan warna pink-merah

Saponin + Busa permanen

Terpenoid + Warna coklat kemerahan, diantara
permukaan

Steroid + Warna coklat kemerahan/ hijau -

kebiruan pekat
Alkaloid Kekeruhan dan endapan

Sumber: (Astuti, 2013)

+

Khunaifi (2010) telah melakukan ekstraksi maserasi 200 gram daun
binahong dengan menggunakan pelarut etil asetat, didapatkan kandungan kimia
berupa senyawa aktif alkaloid, polifenol dan flavonoid. Sedangkan ekstrak etanol
daun binahong pada penelitian yang dilakukan oleh Rahmawati dkk. (2005)

menghasilkan senyawa yang lebih banyak diantaranya alkaloid, flavonoid, tanin



14

dan saponin. Selain itu hasil penelitian yang dilakukan oleh Saleh dkk. (2012)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol umbi binahong pada dosis 25 mg/Kg BB
memperlihatkan efek hipoglikemik yang paling baik terhadap persentase
penurunan kadar glukosa darah mencit yaitu sebesar 33,05 %.

Pradana dalam penelitiannya menyatakan bahwa ekstrak etanol 70 % umbi
binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dapat menurunkan kadar glukosa
dalam darah tikus yang diinduksi aloksan. Hal ini dapat dilihat kadar glukosa
darah pada hari pertama pasca-induksi aloksan menunjukkan hewan coba
mengalami hiperglikemia, kemudian kadar glukosa turun setelah dilakukan terapi
ekstrak umbi binahong. Akan tetapi kadar glukosa darah tetap tinggi pada hari ke-
14 dengan kadar glukosa lebih dari 135 mg/dL yang menandakan hewan coba
masih mengalami hiperglikemia. Adapun rata-rata glukosa darah setelah terapi
ekstrak etanol umbi binahong dengan dosis 25, 50 dan 75 mg/Kg BB berturut-

turut sebesar 175,25 mg/dL, 261,5 mg/dL dan 136,5 mg/dL.

m Rata-rata Kadar Glukosa

Darah H-0
m Rata-rata Kadar Glukosa
Darah H-1
Rata-rata Kadar Glukosa
Darah H-7
B Rata-rata Kadar Glukosa
I l Darah H-14

Gambar 2.2 Grafik kadar glukosa darah masing-masing kelompok hewan coba
(Pradana, 2014)
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2.2 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus adalah istilah kedokteran untuk penyakit yang di
Indonesia kita kenal dengan nama penyakit gula atau kencing manis. Istilah ini
berasal dari bahasa yunani. Diabetes artinya mengalir terus, mellitus berarti madu
atau mais. Jadi, istilah ini menunjukkan tentang keadaan tubuh penderita, yaitu
adanya cairan manis yang mengalir terus. Diabetes mellitus merupakan gejala
yang timbul pada seseorang, ditandai dengan kadar glukosa darah yang melebihi
nilai normal (hiperglikemia) akibat tubuh kekurangan insulin baik absolut maupun
relatif. Penyakit ini bersifat menahun alias kronis. Pemeriksaan glukosa darah
yang dianjurkan adalah pemeriksaan glukosa secara enzimatik dengan bahan
darah plasma vena. Kadar glukosa darah sewaktu dan glukosa darah puasa sebagai
patokan penyaring dapat dilihat pada tabel 2.2 (Dalimartha (2007).

Tabel 2.2 Kadar glukosa darah sewaktu dan puasa sebagai patokan penyaring dan
diagnosis diabetes mellitus (DM)

Bukan Belum
Kadar Glukosa Darah DM Pasti DM DM
Kadar glukosa darah 2 Plasma vena <100 100-199 > 200
jam setelah  minum  parah kapiler <90 90-199 > 200
glukosa 75 g (mg/dL)
Kadar glukosa darah Plasma vena <100 100-125 > 126
puasa (mg/dL) Darah kapiler <90 90-99 > 100

Sumber: (Dalimartha, 2007)

Penyakit diabetes yang sering disingkat DM ini bisa timbul secara
mendadak pada anak-anak dan orang dewasa muda. Pada orang yang telah
berumur, penyakit ini sering muncul tanpa gejala dan kerap baru diketahui bila
yang bersangkut melakukan pemeriksaan kesehatan rutin. Gejala yang
ditimbulkannya adalah rasa haus, sering kencing, banyak makan tetapi berat

badan menurun, gatal-gatal dan badan terasa lemah. Apabila penyakit ini
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dibiarkan tidak terkendali atau penderita tidak menyadari penyakitnya maka
bertahun-tahun kemudian akan timbul berbagai komplikasi kronis yang berakibat
fatal. Penyakit jantung, terganggunya fungsi ginjal, kebutaan, pembusukan kaki
yang memerlukan amputasi, atau timbulnya impotensi yang sangat merisaukan

adalah beberapa kemungkinan komplikasi tersebut (Dalimartha, 2007).

2.3 Hati dan Diabetes Mellitus
2.3.1 Struktur dan Fungsi Hati

Hati adalah organ viseral (dalam rongga abdomen) terbesar terletak di
bawah kerangka iga. Pada kondisi hidup, hati berwarna tua karena kaya akan
persediaan darah dan kaya nutrien dari vena portal dan vena hepatika (Syaifuddin,
2009: 164). Hati terletak di bawah diafragma kanan dan dilindungi bagian bawah
tulang iga kanan. Lobus Kiri hati berada di dalam epigastrium, tidak dilindungi
oleh tulang iga. Hati normal mempunyai struktur kenyal dengan permukaan yang
licin (Chandrasoma, 2005). Hati merupakan kelenjar tubuh yang paling besar,
beratnya antara 1000-1500 gram, kurang lebih 25 % berat badan orang dewasa
dan merupakan pusat metabolisme tubuh dengan fungsi yang sangat kompleks
(Nurlaili, 2010).

Fungsi metabolik yaitu metabolisme asimilasi karbohidrat, lemak, protein,
vitamin, dan produksi energi. Seluruh monosakarida akan diubah menjadi
glukosa. Pengaturan glukosa dalam darah terjadi di hati. Pembentukan asam
lemak dan lipid serta pembentukan fosfolipid terjadi di hati. Metabolisme protein

serta pembentukan albumin dan globulin juga terjadi di hati. (Syaifuddin, 2009).
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Sel endotel

— Sel hatu

e Sel Kupffer

e : = Celah Disse

Gambar 2.3VHistoIogi Hepar (Geneser, 2004 dalam Nurlaili, 2010)

2.3.2 Pengaruh Diabetes Mellitus terhadap Struktur dan Fungsi Hati

Penyakit hati mungkin timbul karena adanya diabetes mellitus atau diabetes
mellitus yang timbul akibat penyakit hati. Keterkaitan antara diabetes mellitus dan
penyakit hati memang tinggi antara 32-44 % (Sulaiman, 1997 dalam Nurlaili,
2010).

Penderita diabetes mudah mengalami hiperlipidemia (kadar lemak tinggi),
sedangkan penderita penyakit hati yang lemaknya tinggi juga cenderung mengidap
diabetes. Selain itu gula dan lemak bisa menyebabkan komplikasi pada jantung,
otak, dan pembuluh darah. Penderita diabetes sering mempunyai trigliserida yang
tinggi dan biasanya disertai dengan kolesterol HDL (Hight Density Lipoprotein)
yang rendah. Ketoasidosis bisa mengacaukan kadar lemak dalam darah. Namun bila
glukosa darah berangsur terkontrol dengan baik, keseimbangan lemak akan
membaik kembali (Tandra, 2007 dalam Nurlaili, 2010).

Gangguan metabolisme lipid pada diabetes menyebabkan adanya kelainan
pada sel-sel hati. Patogenesis kelainan pada sel hati ini muncul karena adanya
resistensi insulin yang dihasilkan oleh lipolisis. Lipolisis ini akan meningkatkan

sirkulasi asam lemak bebas yang kemudian diambil oleh hati. Asam lemak dihati ini
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akan menyebabkan pembentukan radikal bebas yang menyebabkan peroksidasi
lipid (Tolman dkk., 2006 dalam Nurlaili, 2010).
2.4 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang sangat reaktif karena
mempunyai satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan. Untuk
mengembalikan keseimbangannya maka radikal bebas berusaha mendapatkan
elektron dari molekul lain atau melepas elektron yang tidak berpasangan tersebut.
Radikal bebas dalam jumlah berlebih di dalam tubuh sangat berbahaya karena
menyebabkan kerusakan sel, asam nukleat protein dan jaringan lemak. Radikal
bebas terbentuk di dalam tubuh akibat produk sampingan proses metabolisme
ataupun karena tubuh terpapar radikal bebas melalui pernapasan (Prapti dkk.,
2006 dalam Fidzaro, 2010)

Radikal bebas bersifat sangat reaktif sehingga dapat menimbulkan
perubahan kimiawi dan merusak berbagai komponen sel hidup seperti protein,
lipid dan nukleotida. Pada protein, radikal bebas dapat menyebabkan fragmentasi
sehingga mempercepat terjadinya proteolisis. Pada lipid dapat menyebabkan
reaksi peroksidasi yang akan mencetus proses autokatalik dan pada nukleotida
dapat menyebabkan terjadinya perubahan struktur DNA dan RNA sehingga terjadi
mutasi atau sitotoksisitas.

Kerusakan sel oleh radikal bebas didahului oleh kerusakan membran sel
dengan proses sebagai berikut: 1) Terjadi ikatan kovalen antara radikal bebas
dengan komponen membran, sehingga terjadi perubahan struktur dari fungsi
reseptor; 2) Oksidasi gugus tiol pada komponen membran oleh radikal bebas yang

menyebabkan proses transport lintas membran terganggu; 3) Reaksi peroksidasi
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lipid dan kolesterol membran yang mengandung asam lemak tidak jenuh majemuk
(PUFA). Hasil peroksida lipid membran oleh radikal bebas berpengaruh langsung
terhadap kerusakan membran sel antara lain struktur dan fungsi dalam keadaan
yang lebih ekstrim yang akhirnya akan menyebabkan kematian sel (Gitawati,

1995 dalam Muhammad, 2009).

2.4.1 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA) merupakan produk ahir peroksida lipid di dalam
tubuh. Senyawa ini memiliki tiga rantai karbon, dengan rumus molekul C3H4O..
MDA juga merupakan produk yang dihasilkan oleh radikal bebas melalui reaksi
ionisasi dalam tubuh dan produk samping biosintesis prostaglandin yang
merupakan produk ahir oksidasi lipid membran (Winarsi, 2007). Struktur dari
MDA dapat dilihat pada gambar 2.4.

@)
HC?

CH,

CH
O/
Gambar 2.4 Struktur malondialdehid

MDA dapat bereaksi dengan komponen nukleofilik atau elektrofilik.
Aktivitas non-spesifiknya, MDA dapat berikatan dengan berbagai molekul
biologis seperti protein, asam nukleat, dan aminofosfolipid secara kovalen. MDA
dapat menghasilkan polimer dalam berbagai berat molekul dan polaritas. Efek
negatif senyawa radikal maupun metabolit elektrofil ini dapat diredam oleh
antioksidan, baik yang berupa zat gizi seperti vitamin A, C, E dan albumin,

ataupun antioksidan non-gizi seperti flavonoid dan gingerol. Oleh karena itu,
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tinggi rendahnya kadar MDA sangat bergantung pada status antioksidan dalam
tubuh seseorang (Winarsi, 2007).

Pembentukan radikal bebas lemak dan peroksida lemak dianggap suatu
ciri-ciri yang penting dalam cedera sel yang disebabkan oleh spesis oksigen
reaktif. Jenis reaksi ini yang disebut auto oksidasi radikal bebas, memerlukan
suatu inisiator (misalnya radikal hidroksil) agar reaksi berantai tersebut dapat
berjalan. Seperti tahap reduksi satu elektron pada O,, auto oksidasi radikal bebas
tidak terkena sawar kinetik dari restriksi spin. Peroksidasi biasanya dimulai
dengan ekstraksi atom hidrogen yang mengandung satu elektron dari ikatan
rangkap terkonjugasi dalam asam lemak. Pembentukan radikal hidroksil setempat
dari hidrogen peroksida, yang diperantarai oleh Fe?*, dapat mencentuskan reaksi
tersebut. Hal ini diperbanyak oleh penambahan oksigen untuk membentuk radikal
peroksil lemak dan peroksidasi lemak. Asam lemak utama yang mengalami
peroksidasi lemak di dalam membran sel adalah asam lemak polyunsaturated.
Akhirnya terjadi degradasi lemak dan terbentuk berbagai produk seperti
malondialdehid (dari asam lemak dengan tiga atau lebih ikatan rangkap) serta
etana dan pentana. Malondialdehid muncul di dalam darah dan urin dan
digunakan sebagai indikator adanya kerusakan akibat radikal bebas (Marks
dkk.,1996). Berikut ini mekanisme terbentuknya malondialdehid (Burcham,

1998):
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Gambar 2.5 Fase terbentuknya malondialdehid (Burcham, 1998)

Mekanisme peroksidasi lipid diawali dengan fase inisiasi, yakni terjadi
abstraksi ion H dari ikatan C-H lipid dengan paparan oksidan dan terbentuk
carbon centred lipid radical. Kemudian diikuti dengan fase propagasi yang
merupakan bagian yang kompleks dimana radikal lipid dengan cepat mengalami
penggabungan dengan O, dan terbentuk radikal peroksid. Reaksi kedua fase ini
membuat peningkatan jumah yang dramatis sehubungan dengan adanya abstraksi
ion H dari lipid oleh radikal peroksida membetuk lipid hidroperoksida.
Penggabungan O, dengan lipid radikal yang baru terbentuk menambah jumlah

peroksidasi membran lipid (Ummah, 2014).
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2.4.2 Pengujian Malondialdehid (MDA)

Analisis MDA merupakan analisis radikal bebas secara tidak langsung dan
mudah dalam menentukan jumlah radikal bebas yang terbentuk. Analisis radikal
bebas secara langsung sangat sulit dilakukan, karena senyawa radikal sangat tidak
stabil dan bersifat elektrofil, selain itu reaksinyapun berlangsung sangat cepat.
Pengukuran MDA dapat dilakukan dengan pereaksi asam tiobarbiturat
(thiobarbituric acid) dengan mekanisme reaksi penambahan nukleofilik
membentuk senyawa MDA-TBA. Senyawa ini berwarna merah muda yang dapat
diukur intensitasnya dengan menggunakan spektrofotometer (Bintang, 2010).

TBARS (Thiobarbituric Acid Reaktive Substances) merupakan salah satu
indikator peroksida lipid yang paling awal digunakan dalam penelitian dengan
subyek manusia atupun hewan percobaan. Pengukurannya menggunakan
spektrofotometer atas dasar penyerapan warna yang terbentuk dari reaksi TBA
dengan MDA (Winarsi, 2007). Prinsip analisis ini yaitu pemanasan akan
menghidrolisis peroksida lipid, sehingga MDA yang terikat akan dibebaskan dan
beraksi dengan TBA dalam suasana asam membentuk kompleks MDA-TBA yang
berwarna merah, dan diukur pada panjang gelombang 532 nm (Bintang, 2010).

Analisa kadar radikal bebas ini dilakukan untuk mengukur kadar MDA
organ hati dengan metode spektrofotometri UV-Vis. Metode ini merupakan
metode yang paling banyak digunakan untuk mengukur keberadaan radikal bebas
dan peroksidasi lipid, karena mempunyai kepekaan yang cukup tinggi dan

biayanya cukup terjangkau (Bintang, 2010).
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Gambar 2.6 Reaksi pembentukan kompleks MDA-TBA
(Conti dkk., 1991 dalam Putri, 2009)
2.5 Hewan Coba dan Agen Diabetogenik
2.5.1 Tikus Putih (Rattus norvegicus) Strain Wistar
Tikus merupakan salah satu hewan darat berkaki empat yang telah
diciptakan Allah beserta dengan manfaat yang dimilikinya. Sebagaimana dengan

firman Allah yang terkandung dalam al Qur’an surat an Nur ayat 45.
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“(45) Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan
dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Sesungguhnya
Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu. (46) Sesungguhnya Kami telah
menurunkan ayat-ayat yang menjelaskan. Dan Allah menunjuki siapa yang
dikehendaki-Nya kepada jalan yang lurus” (QS. an Nur: 45-46).

Ayat di atas menjelaskan bagaimana Allah menyebutkan kekuasaan-Nya
yang Mahasempurna dan kerajaannya yang Mahaagung dengan menciptakan
berbagai jenis makhluk dalam berbagai bentuk, rupa, warna dan gerak-gerik. Ayat
di atas juga menggambarkan bagaimana cara hewan tersebut berjalan, ada yang

berjalan di atas perutnya misalnya seperti ular dan sejenisnya. Ada juga yang

berjalan dengan menggunakan dua kakinya seperti burung dan sejenisnya serta
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ada pula yang berjalan dengan menggunakan empat kakinya seperti hewan ternak
dan jenis hewan lainnya (Syaikh, 2008) seperti halnya tikus. Kemudian Allah
menegaskan dalam ayat yang kedua bahwa pada semua yang diciptakanNya
tersebut merupakan hikmah bagi yang memikirkan.

Az-Zabidi (1997) dalam Fidzaro (2010) menyatakan bahwa Nabi
Muhammad SAW bersabda:

YV ) pal (e Al i Al gadde A L d) Jsny JB: SB35 8 ) o
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Dari Abu Hurairah berkata bahwasanya Rasulullah bersabda: “Satu kaum dari

Bani Israil telah hilang lenyap tanpa diketahui sebab apa yang dikerjakan dan

tidak terlihat kecuali (dalam bentuk) tikus. Tidakkah kamu lihat jika (tikus itu)

diberi susu unta ia tidak meminumnya, tetapi jika diberi susu kambing ia
meminumnya ” (HR. Bukhari dan Muslim).

Hadits tersebut menyatakan bahwa jika (tikus itu) diberi susu unta ia tidak
meminumnya, tetapi jika diberi susu kambing ia meminumnya. Hal tersebut
mengisyaratkan tentang sifat dari seekor tikus yang bisa memilih makanan yang
lebih disukainya. Terbukti dengan pemberian pakan pada tikus tidaklah
sembarangan, akan tetapi diberikan pakan yang biasa tikus itu makan atau
kesukaannya. Misalkan diberikan pellet biasa dan pellet yang kandungan
jagungnya lebih banyak, maka tikus akan cenderung memakan pellet yang
kandungan jagungnya lebih banyak (Fidzaro, 2010).

Tikus merupakan spesies ideal untuk uji toksikologi karena berat badannya

dapat mencapai 200-300 gram pada umur 2 bulan. Ukuran tikus yang lebih besar

daripada mencit membuat tikus lebih disukai untuk berbagai penelitian. Dengan
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ukuran itu menjadikan tikus lebih mudah dipegang, dikendalikan atau diambil
darahnya dalam jumlah relatif besar. Organ-organ tikuspun relatif besar sehingga
materi dapat diberikan melalui berbagai rute (Kusumawati, 2004).

Tikus dan mencit sering digunakan dalam penelitian di bidang kesehatan
maupun biologi karena kemudahannya dalam berkembang biak dan waktu antar
generasi yang pendek. Mencit memiliki keuntungan pada ukuran tubuhnya yang
kecil dan dapat menjadi kerugian bila diperlukan pengamatan pada organ. Mencit
memiliki laju metabolisme yang lebih tinggi dibandingkan tikus dan lebih sensitif
terhadap penyimpangan kondisi lingkungan sehingga dapat mempengaruhi hasil
penelitian (Gad, 2007 dalam Ariefin, 2013).

Tikus jantan lebih sering digunakan dalam pengujian karena metabolisme
tikus jantan lebih stabil dibandingkan tikus betina yang dipengaruhi sistem
hormonal (Suckow dkk., 2006). Sistem hormonal sangat berpengaruh terhadap
sistem metabolisme tubuh. Selain itu OECD (2001) juga menyatakan bahwa tikus
betina lebih sensitif terhadap efek toksik dibandingkan tikus jantan dalam uji
toksik (Ariefin, 2013).

Menurut Boolation dan Stikes (1991) dalam Wuragil (2006), tikus yang
biasa digunakan sebagai hewan coba dalam penelitian adalah Rattus norvegicus

Strain Wistar yang memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Phylum : Chordata
Kelas : Mammalia
Ordo : Rodetina
Famili : Muridae
Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegcius Strain Wistar
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Gambar 2.7 Tikus putih galur wistar (Rattus norvegicus)

Berikut adalah tabel data biologi tikus putih menurut Kusumawati (2004):

Tabel 2.3 Data biologi tikus putih Rattus norvegicus strain wistar

Data Biologi Hewan Coba Tikus Keterangan
Berat Badan Tikus Jantan 300-400 g
Berat Badan Tikus Betina 250-300 g
Lama hidup (tahun) 2,5-3
Temperatur tubuh (derajat selesai) 37,5
Kebutuhan air (ml/100 g BB) 8-11
Kebutuhan makanan (g/100 g BB) 5
Frekuensi jantung (per menit) 330-480
Frekuensi respirasi (per menit) 66-114
SGPT ()U/I 17.5-30.2
Kadar glukosa darah (mg/dl) 50-135

Sumber: Kusumawati (2004)

2.5.2 Aloksan

Diabetes mellitus dapat disebabkan oleh banyak faktor. Faktor tersebut
diantaranya faktor genetik, infeksi oleh kuman, faktor nutrisi, zat diabetogenik
dan radikal bebas (stress oksidatif). Senyawa aloksan merupakan salah satu zat
diabetogenik yang bersifat toksik, terutama terhadap sel B pankreas, dan apabila
diberikan kepada hewan coba seperti tikus maka dapat menyebabkan hewan coba
tikus menjadi diabetes (Prameswari, 2014). Struktur aloksan dapat dilihat pada

gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Struktur aloksan

Mekanisme toksisitas aloksan diawali dengan masuknya aloksan kedalam
sel-sel B pankreas dan kecepatan pengambilan akan menentukan sifat
diabetogenik aloksan. Kerusakan sel-sel (3 terjadi melalui beberapa proses secara
bersamaan, yaitu melalui oksidasi gugus sulfidril dan pembentukan radikal bebas.
Mekanisme kerja aloksan menghasilkan kerusakan pada sel-sel B pankreas
terutama menyerang senyawa-senyawa seluler yang mengandung gugus sulfidril,
asam-asam amino sistein dan protein yang berikatan dengan SH (termasuk enzim
yang mengandung gugus SH). Hasil dari reduksi aloksan adalah asam dialurat,
yang kemudian mengalami reoksidasi menjadi aloksan, menentukan siklus redoks
untuk membangkitkan radikal superoksida. Reaksi antara aloksan dengan asam
dialurat merupakan proses yang diperantarai oleh radikal aloksan intermediet
(HA) dan pembentukan “compound 305”. Radikal superoksida dapat
membebaskan ion ferri dari ferinitin, dan mereduksi menjadi ion ferro. Selain itu,
ion ferri juga dapat direduksi oleh radikal aloksan. Radikal superoksida
mengalami dismutase menjadi hidrogen peroksida, berjalan spontan dan
kemungkinan dikatalisis oleh superoksida dismutase. Salah satu target dari
oksigen reaktif adalah DNA pulau Langerhans pankreas. Kerusakan DNA tersebut

menstimulasi poly ADP-rybosylation, proses yang terlibat pada DNA repair.



28

Adanya ion ferro dan hidrogen peroksida membentuk radikal hidroksi yang sangat
reaktis melalui reaksi fenton (Nugroho, 2006).

Faktor lain pembentukan oksigen reaktif adalah gangguan pada
homeostatis kalsium intraseluler. Aloksan dapat meningkatkan konsentrasi ion
kalsium bebas sitosolik pada sel B Langerhans pankreas. Efek tersebut diikuti oleh
beberapa kejadian yaitu influks kalsium dari cairan ekstraseluler, mobilisasi
kalsium dari simpanannya secara berlebihan, eliminasi yang terbatas dari
sitoplasma. Influks kalsium akibat aloksan tersebut mengakibatkan depolarisasi
sel B Langrhans, lebih lanjut membuka kanal kalsium tergantung voltase dan
semakin menambah masuknya ion kalsium ke sel. Pada kondisi tersebut,
konsentrasi insulin meningkat sangat cepat , dan secara signifikan mengakibatkan
gangguan pada sensitivitas insulin perifer dalam waktu singkat. Selain dari kedua
faktor di atas aloksan juga berperan dalam menghambat glukokinase dalam proses
metabolisme energi (Nugroho, 2006).

Kerusakan pada sel B selanjutnya akan diikuti dengan turunnya sekresi
hormon insulin yang menyebabkan reaksi glikogenesis dan transport glukosa
dalam sel menjadi berkurang (Szkudelski, 2011). Sebaliknya reaksi glikogenolisis
menjadi tidak terkendali, sehingga tikus menjadi hiperglikemia (Dyahnugra dan
Widjanarko, 2015).

Agen diabetogenik yang digunakan pada hewan coba tikus selain aloksan
adalah sukrosa. Sukrosa dapat menaikkan kadar gulosa darah pada tikus putih
(Rattus norvegicus) karena terjadinya penyerapan glukosa dalam tubuh sehingga
masuk dalam darah yang disebabkan oleh sel B pankreas tidak dapat bekerja

optimal karena glukosa yang dikonsumsi berlebihan (Kondoy dkk., 2013). Selain
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itu Salma dkk. (2013) juga menyatakan bahwa semua hewan coba tikus
mengalami kenaikan kadar glukosa darah mencapai kadar tertinggi pada 30 menit
setelah pemberian sukrosa sebesar 58,88 %.

Mekanisme Kkerja aloksan yang langsung merusak sel [ pankreas
menyebabkan aloksan sering digunakan dalam berbagai macam penelitian. Seperti
penelitian yang dilakukan oleh Padilah (2009) yang menginduksikan aloksan
dosis 13 mg/200 g BB pada hewan coba tikus putih galur wistar. Hasil
membuktikan bahwa hewan coba tersebut mengalami kenaikan kadar glukosa
darah. Selain dari pengukuran kadar glukosa darah terlihat dari penampakan fisik
hewan coba, yaitu dengan penurunan berat badan, polidipsia, polifagi dan poliuri.
Selain itu keadaan kandang dari tikus menjadi lembab dan timbul bau yang tidak
sedap.

Prameswari (2014) menyatakan induksi aloksan pada dosis 125 mg/Kg BB
secara intraperitonial mampu meningkatkan kadar glukosa darah dan kerusakan
pada sel B pankreas tikus. Selain itu Candra (2012) juga menyatakan induksi
aloksan dosis 125 mg/Kg BB dapat meningkatkan kadar glukosa darah tikus
wistar mencapai angka >126 mg/dL. Arjadi dan Susatyo (2010) menambahkan
kerusakan yang ditimbulkan oleh aloksan bersifat stabil dan dapat bertahan
selama 5 minggu. Dan pada kontrol positif (induksi aloksan), menunjukkan
peningkatan konstan yang membuktikan bahwa pemberian aloksan dengan dosis
sebesar 70 mg/Kg BB intravena mampu meningkatkan kadar glukosa darah tikus
putih secara stabil.

Sel B pankreas tikus yang diinduksi aloksan dosis 120 mg/Kg BB

mengalami kerusakan dan dikarakterisasi dengan kondisi hiperglikemia.
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Pengamatan ultrastruktur jaringan pankreas tikus positif DM terlihat ukuran,
jumlah, maupun bentuk pulau Langerhans mengalami penurunan. Sekretori
granula insulin berkurang, pertautan antara sel asinar dengan pulau Langerhans
lepas, membran mitokondria bocor (rupture), mitokondria kehilangan struktur

kristae dan inti sel B mengalami kariopiknotis.

Keterangan:
RE : retikulum endoplasma Mt-2: membran mitokondria bocor
NA : nukleus sel alpha Mt-3:mitokondria dengan cristae
NB : nukleus sel beta centralized
ND : nukelus sel delta NB-1 : inti sel beta piknotis
Z :zymogen Panah hitam : granula sekretori insulin
Kepala panah: batas sel Panah putih : granula sekretori glucagon
Asinar dengan pulau Langerhans DM: kelompok positif diabetes mellitus

(K-) : kontrol negatif
Mt-1: mitokondria kehilangan krista

Gambar 2.9 Ultrastruktur sel beta pulau Langerhans pankreas tikus percobaan
(Suarsana dkk., 2010)

Rusaknya sel B pankreas menyebabkan terjadinya peningkatan kadar
glukosa darah pada hewan coba. Perbedaan yang nyata dapat dilihat pada
perbandingan kadar glukosa darah antara kontrol negatif tanpa diinduksi aloksan
dengan kontrol diabetes yang diinduksi aloksan (Suarsana dkk., 2010). Perbedaan

tersebut dapat dilihat pada gambar 2.10.
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Gambar 2.10 Respon kadar glukosa pada hewan coba (Suarsana dkk., 2010)

Kadar glukosa darah naik sebesar 359,18 % dan berbeda nyata (P<0,05)
pada kelompok tikus positif diabetes (DM) dibandingkan dengan kelompok tikus
kontrol negatif (K-) pada akhir percobaan (hari ke-28). Berbagai macam dosis
aloksan yang digunakan pada sebuah eksperimen, seperti halnya Chaougale dkk.,
(2007) yang melakukan induksi aloksan pada hewan coba tikus dengan
menggunakan berbagai macam dosis diantaranya 120, 140, 160 dan 180 mg/Kg
BB. Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dosis 160 mg/Kg BB merupakan dosis
yang paling bagus digunakan untuk hewan coba dengan kenaikan glukosa darah

sebesar 300-400 mg/dL.

2.6 Glukometer

Penggunaan alat glukometer merupakan salah satu contoh aplikasi
pemeriksaan kadar glukosa yang akan bereaksi dengan glukosa darah (Roche,
2009). Dengan menggunakan alat glukometer, hanya dibutuhkan sejumlah kecil
sampel darah (1-2 pL) yang diaplikasikan pada strip yang digunakan secara sekali
pakai. (Larasati, 2012).

Prinsip kerja uji tes strip yaitu menggunakan enzim glukosa dan

didasarkan pada teknologi biosensor yang spesifik untuk pengukuran kadar
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glukosa. Tes strip mempunyai bagian yang dapat menarik darah utuh dari lokasi
pengambilan/tetesan darah kedalam zona reaksi (Prasetyowati, 2008). Glukosa
oksidase dalam zona reaksi kemudian mengoksidasi glukosa di dalam darah
menjadi asam glukonat dan hidrogen peroksida. Reaksi yang terjadi yaitu (Hones
dkk., 2008):

Glukosa + O; + H,0 —  Asam Glukonat + H,0,

Dalam reaksi yang kedua, enzim peroksidase mengkatalisis reaksi oksidasi
kromogen (Akseptor oksigen yang tidak berwarna), kemudian oleh hidrogen
peroksidase membentuk suatu produk kromogen teroksidasi berwarna biru yang
diukur dengan glukometer (Hones dkk., 2008). Selanjutnya intensitas arus
elektron terukur oleh alat dan terbaca sebagai konsentrasi glukosa di dalam

sampel darah (Prasetyowati, 2008).

‘(’,\\{@Df

Gluko Dr
Gambar 2.11 Alat pengukur kadar glukosa metode strip
Kelebihan metode ini yaitu pemeriksaan lebih ekonomis dan praktis
digunakan dibanding dengan pemeriksaan laboratorium, mempunyai tingkat
akurasi hasil yang tinggi atau mendekati hasil laboratorium, terpercaya serta

mudah digunakan (Prasetyowati, 2008).
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2.7 Ekstraksi

Ekstraksi adalah teknik pemisahan senyawa kimia yang dapat larut dari
bahan yang tidak dapat larut. Pelarut yang digunakan umumnya dalam bentuk
cair. Simplisia yang diekstrak mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan
senyawa yang tidak dapat larut, seperti serat, karbohidrat, protein, dan lain-lain.
Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat digolongkan ke
dalam golongan minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, dan lain-lain. Struktur kimia
yang berbeda-beda akan mempengaruhi kelarutan dan stabilitas senyawa-
senyawa tersebut terhadap pemanasan, udara, cahaya, logam berat, dan derajat
keasaman. Dengan mengetahui senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia,
maka akan mempengaruhi pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat.
Beberapa metode ekstraksi yang sering digunakan, diantaranya maserasi,
perkolasi, dan influndasi. (Departemen kesehatan, 2006).

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan
pelarut cair, dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada suhu
ruangan (suhu kamar). Maserasi juga disebut dengan istilah maserasi Kinetik,
yaitu dengan melakukan pengadukan secara terus-menerus. Remaserasi berarti
dilakukan pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan
hasil maserasi pertama dan seterusnya (Departemen kesehatan, 2006).
Keuntungan menggunakan metode maserasi yaitu murah dan mudah dilakukan.
Dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel, sehingga
metabolit sekunder yang terdapat dalam sel dapat menyebabkan protoplasma

membengkak dan bahan kandungan sel akan larut sesuai dengan kelarutannya
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(Lenny, 2006).

Astuti (2013) melakukan ekstraksi maserasi terhadap umbi binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dengan menggunakan pelarut etanol 70 %.
Kemudian sampel dari ekstrak umbi binahong tersebut dikeringkan dengan
evaporator sampai mengental (solid). Hasil yang didapatkan selanjutnya akan
digunakan untuk pengujian dari umbi binahong tersebut. Selain itu Saleh dkk.,
(2012) juga melakukan ekstraksi umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.)
Steenis) dengan menggunakan pelarut etanol 70 % yang selanjutnya hasil
ekstraksi digunakan sebagai uji hipoglikemik penurunan kadar glukosa darah

mencit.

2.8 Senyawaan Aktif Ekstrak Umbi Binahong
2.8.1 Alkaloid

Kebanyakan alkaloid bersifat basa. Sifat tersebut bergantung pada adanya
pasangan elektron pada nitrogen. Jika gugus fungsional yang berdekatan dengan
nitrogen bersifat melepaskan elektron, sebagai contoh gugus alkil, maka
ketersediaan elektron pada nitrogen naik dan senyawa lebih bersifat basa

(Sastrohamidjojo, 1996).

N
H

Gambar 2.12 Contoh struktur senyawa alkaloid (Robinson, 1995)
Pengujian adanya senyawa alkaloid dapat dilakukan dengan penambahan
pereaksi Mayer, pereaksi Dragendrof dan Pereaksi Wagner. Lusiana (2009)

melakukan penapisan fitokimia senyawa alkaloid terhadap menggunakan ketiga



35

pereaksi di atas, hasil uji positif senyawa alkaloid pada tumbuhan tersebut
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan berwarna putih pada pereaksi
Dragendrof, warna coklat pada pereaksi Wagner dan warna merah dengan
pereaksi Mayer. Astuti (2013) melakukan skrining fitokimia ekstrak etanol umbi
binahong didapatkan kandungan senyawa alkaloid dengan terbentuknya endapan
dan kekeruhan.

Pengujian alkaloid secara kromatografi dapat digunakan sejumlah
pereaksi. Pereaksi yang umum yaitu pereaksi dragendrof, yang akan memberikan
noda berwarna jingga untuk senyawa alkaloid (Sastrohamidjojo, 1996). Titis
(2013) memisahkan senyawa alkaloid dari ekstrak daun binahong dengan
menggunakan campuran pelarut etanol:etil asetat:n-heksana (1:2:30). Hasil KLT
yang diperoleh menunjukkan senyawa alkaloid terpisah dengan Rf 0,65 dab 0,23
di bawah lampu UV 2As¢s. Berdasarkan hasil KLT tersebut diketahui noda yang
terbentuk adalah noda berwarna biru yang menunjukkan senyawa alkaloid. Pada
noda yang berwarna biru tersebut selanjutnya dilakukan pengerokan dan
pengujian KLT kembali dengan pelarut yang sama. Hasil pengujian didapatkan
noda tunggal berwarna biru dengan Rf 0,82. Seperti yang terlihat pada gambar

2.13.

> Rf: 0.82

Gambar 2.13 Hasil KLT isolat alkaloid campuran pelarut etanol:etil asetat:n-
heksana (1:2:30)



36

Hasil noda biru pada plat KLT juga dihasilkan dari campuran pelarut
kloroform:n-heksana (2:1) dengan Rf 0,75 (Susilaningsih, 2007). Selain itu
pemisahan senyawa alkaloid juga dapat dilakukan dengan mengunakan campuran
pelarut diklorometana:methanol (1:1). Hasil yang diperoleh terlihat pada gambar

2.14 (Lusiana, 2009).

Gambar 2.14 Hasil KLT ekstrak kasar alkaloid campuran pelarut
diklorometana:methanol (1:1)

2.8.2 Flavonoid

Golongan flavonoid dapat digambarkan sebagai deretan senyawa Cg-Cs-
Cs. Artinya, kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus Cg (cincin benzena
tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga-karbon. Flavonoid sering
terdapat sebagai glikosida. Golongan terbesar flavonoid berciri mempunyai cincin
piran yang menghubungkan rantai tiga-karbon dengan salah satu dari cincin

benzena (Robinson, 1995).

Gambar 2.15 Contoh struktur senyawa flavonoid (Robinson, 1995)
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Pengujian adanya flavonoid dapat dilakukan dengan penambahan logam
Mg dan asam klorida pekat. Robinson (1985) menyatakan bahwa reduksi dengan
menggunakan logam Mg dan asam klorida pekat dapat menghasilkan senyawa
kompleks berwarna merah atau jingga pada flavonol, flavanon, flavononol dan
xanton. Astuti (2013) melakukan identifikasi terhadap ekkstrak etanol umbi
binahong didapatkan kandungan senyawa flavooid dengan terbentuknya warna
pink-merah.

Pemisahan senyawa flavonoid dapat menggunakan campuran pelarut
antara etil asetat dan metanol dengan perbandingan (9:1). Hasil pemisahan
menunjukkan adanya noda-noda berwarna fluoresensi biru, kuning-hijau, ungu
dan biru-ungu yang diamati di bawah lampu UV3s54 nm (Adfa, 2007). Selain itu
Sukadana (2010) juga melakukan pemisahan senyawa flavonoid dengan campuran
larutan Kkloroform: metanol (3:2). Akbar (2010) juga melakukan pemisahan
senyawa ekstrak etanol daun dandang gendis dengan menggunakan campuran
pelarut yang sama kloroform:metanol (9:1). Hasil pemisahan menunjukkan

adanya 4 noda di bawah sinar UV.

Gambar 2.16 Hasil KLT ekstrak senyawa flavonoid campuran larutan
kloroform:metanol (9:1)
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Asih  (2009) melakukan pemisahan senyawa flavonoid dengan
menggunakan berbagai macam campuran larutan. Hasil pemisahan didapatkan

fase gerak terbaik campuran larutan n-heksan: kloroform: etil asetat (9:1:0,5).

2.8.3 Tanin

Tannin merupakan golongan senyawa fenol yang terdapat pada daun, buah
yang belum matang, merupakan golongan senyawa aktif tumbuhan yang termasuk
golongan flavonoid, mempunyai rasa sepat dan mempunyai kemampuan
menyamak kulit. Secara kimiawi tannin dibagi menjadi dua yaitu tannin

terkondensasi atau tannin katekin dan tannin terhidrolisis atau tannin galat

OH
OH (@) O
O OH

OH
Gambar 2.17 Contoh struktur senyawa tannin (Robinson, 1995)

(Robinson, 1995).

Identifikasi senyawa tanin dapat dilakukan dengan penambahan reagen
FeCls. Fitriani (2011) menyatakan perubahan warna yang terjadi dari warna
kuning menjadi warna hijau kehitaman pada uji fitokimia ekstrak metanol daun
sirih merah setelah penambahan reagen FeCl; menunjukkan adanya senyawa

tanin. Berikut adalah dugaan reaksi senyawa tannin dengan reagen FeCls:
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Gambar 2.18 . Reaksi dugaan senyawa tannin membentuk senyawa kompleks
berwarna hijau kehitaman (Sa’adah, 2010)

2.8.4 Saponin

Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat yang menimbulkan
busa jika dikocok dengan menggunakan air dan pada konsentrasi yang rendah
sering menyebabkan hemolisis sel darah merah. Dikenal dua macam jenis saponin
yaitu glikosida triterpenoid alkohol dan glikosida struktur steroid tertentu yang
mempunyai rantai samping spiroketal. Kedua jenis saponin ini larut dalam air dan
etanol tetapi tidak larut dalam eter (Robinson, 1995). Makalalag (2013)
menyatakan senyawa saponin memiliki kemampuan dalam menurunkan kadar
gula darah dengan cara menghambat aktivitas enzim alfa oksidase, yaitu enzim

yang bertanggung jawab pada perubahan karbohidrat menjadi glukosa.
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Gambar 2.19 Struktur inti senyawa saponin (Robinson, 1995)

Identifikasi senyawa saponin dapat menggunakan uji forth dengan
penambahan asam Klorida. Timbulnya busa pada uji tersebut menunjukkan adanya
glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang
terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lain (Marliana, 2005). Astuti (2013)
melakukan identifikasi senyawa saponin pada ekstrak etanol umbi binahong
mendapatkan kandungan senyawa saponin dengan adanya busa permanen. Berikut

ini adalah reaksi dugaan hidrolisis senyawa saponin dalam air (Marliana, 2005):

7o CH,OH
e
+ OH
CH,OH O e
o) 0.0 OH
OH
OH Aglikon Glukosa

I-Arabinopiriosil-33-asetil oleanolat

Gambar 2.20 Reaksi dugaan hidrolisis saponin dalam air (Marliana, 2005)
2.8.5 Terpenoid
Kebanyakan senyawa terpenoid terdapat bebas dalam jaringan tanaman,

tidak terikat dengan senyawa-senyawa lain, tetapi banyak diantara mereka yang
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terdapat sebagai glikosida, ester dari asam organik dan dalam beberapa hal terikat

dengan protein (Sastrohamidjojo, 1996).

Gambar 2.21 Contoh struktur senyawa triterpenoid

Berbagai macam aktivitas fisiologis yang menarik ditunjukkan oleh
beberapa triterpenoid, dan senyawa ini merupakan komponen aktif dalam
tumbuhan obat yang telah digunakan untuk penyakit diabetes, gangguan
menstruasi, patukan ular, gangguan kulit, kerusakan hati, dan malaria (Robinson,
1995). Astuti (2013) melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etanol umbi
binahong mendapatkan kandungan senyawa terpenoid dengan adanya warna
coklat kemerahan diantara dua permukaan.

Murdianto dkk. (2005) menduga senyawa triterpenoid yang terdapat dalam
daun binahong adalah senyawa 2,3,19,23-tetrahidroksi-12-ene-24,28-dimetil

ester.

HO

Gambar 2.22 Golongan senyawa triterpenoid 2,3,19,23-tetrahidroksi-12-ene-
24,28-dimetil ester
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Analisis pemeriksaan golongan senyawa triterpenoid dapat menggunakan
KLT dengan pengembang campuran pelarut benzene: kloroform: diklorometana
(3:1:1). Hasil pemisahan menunjukkan adanya satu noda positif triterpenoid
dengan flouresensi berwarna biru kehijauan di bawah lampu UV3ss nm dengan

penyemprotan reagen LB dan secara visible berwarna merah (Murdianto, 2013).

Gambar 2.23 Hasil KLT ekstrak senyawa triterpenoid campuran pelarut benzena:
kloroform: diklorometana (3:1:1)



BAB I11

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian “Efek Terapi Ekstrak kasar Umbi Binahong (Anredera
Cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap Kadar Malondialdehid (MDA) pada Hati
Tikus Putih (Rattus Norvegicus) Hasil Induksi Aloksan” akan dilaksanakan pada
bulan Maret-Juli 2014 di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia dan
Laboratorium Biosistematika Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1. Alat

Alat-alat yang diperlukan dalam penelitian ini diantaranya adalah alat-alat
yang digunakan untuk ekstraksi maserasi dan penentuan kadar air adalah
seperangkat alat gelas, ayakan 60 mesh, blender, oven, cawan porselin, neraca
analitik, kertas saring whatman, shaker, penyaring buchner, rotary evaporator.
Alat yang digunakan untuk uji fitokimia diantaranya seperangkat alat gelas, pipet
tetes dan lemari asam.

Alat untuk perlakuan untuk melakukan uji antidiabetes meliputi alat-alat
untuk dan pemeliharaan kandang tikus berupa kotak berukuran 20 x 30 x 40 cm,
yang masing-masing berisi 5 ekor tikus yang diberi pakan dan minum, botol
minum tikus, kawat dan tempat makan, laboratory bottle 100 mL dan object

glass.

43
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Alat untuk pengambilan darah antara lain: gunting steril, jarum pentul,
kapas, spuit 1 mL. Alat untuk mengukur kadar glukosa antara lain glucometer dan
pipet. Alat perlakuan pemberian ekstrak umbi binahong: vial 15 mL, manik-
manik, spuit 1 mL dan sonde yang dipasang diujung spuit untuk memasukkan
ekstrak umbi binahong dengan berbagai dosis langsung kedalam lambung tikus.
Alat pembedahan tikus dan pengambilan bahan uji antara lain gunting, pinset,
spuit 30 cc. Alat untuk pemerikasaan kadar MDA: vorteks, tip 200 pl, tip 1000 pl,

pipet mikro, ependorf (micro tube), sentrifuge, spektrofotometer.

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah umbi binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) steenis). Bahan yang digunakan dalam ekstraksi
maserasi dan uji fitokimia adalah etanol 70 %, reagen Dragendroff, reagen Mayer,
methanol 50 %, logam Mg, HCI 2 %, HCI pekat, kloroform, asam asetat anhidrat,
aquades, larutan FeCl; 1 %, H,SO,4, dan HCI 1 N. Bahan yang digunakan untuk
identifikasi golongan senyawa dengan KLT adalah aquades, kloroform (p.a),
etanol (p.a), diklorometana (p.a), metanol (p.a), n-heksana (p.a), etil asetat (p.a),
butanol (p.a), asam asetat (p.a), HCI (p.a), asam sulfat (p.a), aseton (p.a), Reagen
Dragendrof, Reagen Lieberman Burchard, uap amoniak dan toluena.

Bahan yang digunakan untuk uji antidiabetes adalah tikus jenis Rattus
norvegicus strain wistar jantan dengan berat badan awal 150-200 gr dalam kondisi
sehat. Bahan yang digunakan untuk perlakuan diantaranya adalah aloksan, ekstrak
umbi binahong, etanol 70 % dan CMC-Na 0,5 %. Bahan yang digunakan untuk
pembedahan PBS-azida (phosphate buffer). Bahan yang digunakan untuk

pengukuran kadar Malondialdehid diantanya aquades, TCA (asam



45

trikloroasetat)+TBA (thiobarbiturat acid) 2 %, NaCl 0,9 %, PBS (Phosphate

Buffer Saline) dan HCI 1N.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan penelitian eksperimental laboratorium.
Sampel diambil dari bagian tanaman yaitu bagian (umbi), kemudian dikeringkan
dengan oven pada suhu 60 °C selama 24 jam dan dihaluskan dalam bentuk serbuk
menggunakan blender. Selanjutnya serbuk yang diperoleh dianalisis kadar airnya
untuk kemudian diekstraksi maserasi secara bertahap dengan pelarut etanol 70 %.
Ekstrak yang diperoleh selanjutnya dipisahkan dari pelarutnya menggunakan
rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak yang agak kental (dipastikan pelarut
sudah terpisah dari ekstrak dengan cara mengalirkan gas N, sampai diperoleh
berat ekstrak pekat yang konstan). Ekstrak pekat yang diperoleh selanjutnya
digunakan untuk uji antidiabetes.

Penelitian ini  merupakan penelitian eksperimental menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 4 ulangan. Perlakuan yang digunakan
adalah 5 ekor kelompok kontrol nol/tanpa perlakuan (KO), 5 ekor kelompok
control normal tidak diinduksi aloksan dan diberi CMC-Na 0,5% (1 mL/200 g
BB) (KN) , 5 ekor kelompok kontrol diabetes diinduksi aloksan dengan dosis 32
mg/200 g BB dan diberi CMC-Na 0,5% (1 mL/200 g BB) (KD), 5 ekor kelompok
tikus DM yang diterapi ekstrak umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.)
Steenis) dosis 25 mg/Kg BB (D1), 5 ekor kelompok tikus DM yang diterapi
ekstrak umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dosis 50 mg/Kg BB
(D2) dan 5 ekor kelompok tikus DM yang diterapi umbi Binahong (Anredera

cordifolia (Ten.) Steenis) dosis 75 mg/Kg BB (D3)
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Data yang diperoleh dari hasil pengukuran kadar MDA selanjutnya diuji
dengan menggunakan uji ANAVA (Analisis Variasi) dan dilakukan uji Duncan
yang bertujuan untuk mengetahui kelompok mana saja yang mempunyai
perbedaan yang nyata jika dibandingkan dengan kelompok KO dan KD pada taraf
nyata 0,05. Selain itu dilakukan uji fitokimia dari ekstrak kasar dari umbi
binahong dengan reagen untuk mengetahui kandungan senyawa aktif dalam
tanaman binahong serta dilakukan identifikasi golongan senyawa aktif tersebut

dengan menggunakan KLT (Kromatografi Lapis Tipis).

3.4 Tahapan Penelitian
Tahapan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Preparasi Sampel
2. Penentuan Kadar Air
3. Ekstraksi Umbi Binahong (Anredera cordifolia (Ten.)
4. Uji Antidiabetes
5. Pengukuran Kadar MDA
6. Uji Fitokimia dengan Reagen
7. Identifiksi golongan senyawa dengan Kromatografi Lapis Tipis

8. Analisis data

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1. Preparasi Sampel

Umbi binahong ditimbang sebanyak 2500 g kemudian dicuci di bawah air
keran yang mengalir, kemudian ditiriskan dan dikeringkan dengan oven pada suhu

60 °C selama 24 jam (Astuti, 2013). Dibuat serbuk dengan menggunakan blender,
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yang bertujuan untuk lebih memperkecil ukuran partikel dan untuk memperoleh
serbuk halus, diayak dengan ayakan 60 mesh. Kemudian serbuk yang diperoleh
diekstraksi maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 70 % (Makalalag dkk,

2013).

3.5.2. Penentuan Kadar Air

Analisa kadar air dilakukan dengan metode thermografi yaitu metode
gravimetri (analisa kuantitatif dengan menghitung dengan tepat jumlah berat
sampel) melalui proses pemanasan. Cawan yang digunakan dipanaskan dahulu
dalam oven pada suhu 100-105° C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar
airnya, kemudian cawan disimpan dalam desikator sekitar 10 menit. Cawan
tersebut selanjutnya ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama sampai
diperoleh berat cawan yang konstan. Sampel ditimbang sebanyak 5 g dan
dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui beratnya, selanjutnya
dikeringkan di dalam oven pada suhu 100-105°C selama sekitar 1 jam. Sampel
kering didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan
kembali dalam oven + 20 menit pada suhu yang sama, didinginkan dalam
desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi sampai tercapai berat
konstan. Kadar air dalam umbi binahong dihitung menggunakan rumus berikut

(Sriwahyuni, 2010):

KAdar @iF = 272 X 10006 ovvveeeeeeeeeeeeee oo eeeee e eeee e eeeeeeee (3.1)
-0

Keterangan :
a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
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FaKEOT KOTEKST = e e (3.2)

100— % kadar air

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi

Setelah memperoleh nilai % kadar air terkoreksi pada serbuk umbi
binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis), selanjutnya dilakukan
pemblenderan yang bertujuan untuk lebih memperkecil ukuran partikel dan untuk
memperoleh serbuk halus dengan ukuran > 60 mesh maka dilakukan pengayakan
dengan ayakan 60 mesh. Kemudian serbuk halus tersebut diekstraksi dengan

maserasi menggunakan pelarut etanol 70 %.

3.5.3. Ekstraksi Umbi Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)

Umbi binahong sebanyak 500 gram dibagi menjadi 5 bagian masing-
masing 100 gram kemudian masing-masing diekstraksi dengan menggunakan
pelarut etanol 70 % 1500 mL dengan cara maserasi selama 2 hari (setiap hari
dikocok dengan menggunakan shaker selama 3 jam, kemudian dilakukan
penyaringan dengan menggunakan penyaring Buchner dan didapatkan filtrat 1.
Selanjutnya ampas yang diperoleh diekstraksi kembali selama 2 hari
menggunakan etanol 70 % 1500 mL (setiap hari dikocok dengan menggunakan
shaker selama 3 jam) dan dilakukan penyaringan dengan menggunakan penyaring
Buchner sehingga didapatkan filtrat 2. Filtrat 1 dan 2 yang didapatkan kemudian
digabungkan (Makalalag dkk, 2013).

Masing-masing ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan rotary
evaporator pada suhu tidak lebih dari 60 °C sampai mendapatkan ekstrak yang
pekat dengan tekanan + 800 atm dan rotor 5-7. Ekstrak pekat yang diperoleh

selanjutnya dilakukan uji antidiabetes in vivo dalam tubuh tikus dan dilanjutkan
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uji fitokimia dengan reagen serta pemisahan golongan senyawa dengan

Kromatografi Lapis Tipis (Makalalag dkk, 2013).

3.5.4. Uji Antidiabetes
3.5.4.1 Penyiapan Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus Novergicus) strain
wistar jantan dengan berat badan awal 150-200 gr dan umur 2 bulan (Lukiati dkk,
2012) diaklimatisasi selama 2 minggu dalam kandang berukuran 20 x 30x 40 cm
yang diberi alas serbuk kayu dan ayunan kawat sebagai penutup. Aklimatisasi
bertujuan agar tikus beradaptasi dengan lingkungan baru dan meminimalisasi efek
stres pada tikus yang dapat berpengaruh pada metabolismenya dan dapat
mengganggu penelitian. Setiap tikus diberi makan dan minum serta ditimbang
berat badannya secara rutin.
3.5.4.2 Perlakuan Hewan Coba

Penelitian dilakukan dengan enam kelompok perlakuan. Jumlah sampel
dari tiap kelompok perlakuan dihitung menggunakan rumus Federer (Felicia,
2009). Rumus Federer:

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

dengan t = jumlah kelompok =7

n = jumlah pengulangan tiap sampel

(n-1) (7-1) = 15
(n-1)6>15
6n—6=>15maka,N=>35>4 ......ccocvneviiren. (3.3)
Berdasarkan perhitungan tersebut maka jumlah sampel minimal yang

diperlukan adalah empat sediaan tikus untuk setiap kelompok perlakuan. Sehingga
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jumlah minimal seluruh sampel yang digunakan adalah 24 ekor tikus. Pada setiap
kelompok dilebihkan satu ekor tikus sehingga jumlah tikus yang digunakan
(berjumlah 30 ekor tikus dan tikus-tikus tersebut dipelihara dalam animal house
Laboratorium Biologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Ketentuan dari tiap-
tiap kelompok adalah sebagai berikut:

Tabel 3.1 Pembagian hewan coba

Jumlah
No Nama Kelompok Perlakuan Tikus
(ekor)
1.  Kontrol Nol (KO)  Tanpa perlakuan 5
2. Kontrol Normal Tidak diinduksi aloksan dan diberi CMC 0,5 % 5
(KN) (1 mL/200 g BB tikus).
3. Kontrol Diabetes Diinduksi aloksan dosis 32 mg/200 g BB dan 5
(KD) diberi CMC 0,5 % (1 mL/200 g BB tikus).
4.  Dosis 1 Diinduksi aloksan, kemudian diberi ekstrak 5
(D1) umbi binahong dosis 25 mg/Kg BB.
5. Dosis 2 Diinduksi aloksan, kemudian diberi ekstrak 5
(D2) umbi binahong dosis 50 mg/Kg BB
6. Dosis 3 Diinduksi aloksan, kemudian diberi ekstrak 5
(D3) umbi binahong dosis 75 mg/Kg BB.

3.5.4.3 Pembuatan Larutan Aloksan

Aloksan sebanyak 800 mg dilarutkan pada NaCl 0,9 % sampai volumenya
25 mL, selanjutnya divortex hingga homogen. Larutan aloksan stok selanjutnya
digunakan untuk sekali injeksi dengan dosis yang volume pengambilannya
disesuaikan dengan berat badan tikus. Digunakan dosis 32 mg/200 g BB
sebanyak 2 kali yang dilakukan dengan rentang waktu 4 hari (Ratimanjari, 2011).
3.5.4.4 Preparasi Tikus Diabetes Mellitus (DM) dan Kontrol

Sebelum tikus diinduksi aloksan, hewan uji dipuasakan terlebih dahulu
namun tetap diberikan minum. Ini dilakukan sesuai dengan protokol percobaan
yang menyebutkan bahwa hewan uji yang dipuasakan selama 8-12 jam lebih

rentan mengalami hiperglikemia dibanding hewan uji yang tidak dipuasakan
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(Katsmata dkk, 1992 dalam Fitriani, 2011). Selama dipuasakan sekam dikeluarkan
dari kandang agar tidak dimakan oleh hewan coba. Pertama, dilakukan
pengukuran kadar glukosa darah puasa untuk mengetahui kadar glukosa darah
hewan uji sebelum diinduksi aloksan. Kedua, larutan aloksan monohidrat
diinduksi pada tikus kelompok KD, D1, D2 dan D3 dengan dosis 160 mg/Kg BB
secara intraperitoneum dengan memposisikan tikus terlentang hingga terlihat
bagian abdomennya. Pada bagian abdomennya tikus dioleskan alkohol 70 % agar
tidak terjadi infeksi kemudian dicubit hingga terasa bagian ototnya (Shofia, 2013).
Setelah penyuntikan, tikus diberi makan dan minum seperti biasa.

Pengukuran kadar glukosa darah puasa tikus dilakukan kembali pada hari
ke-3 setelah induksi aloksan untuk memastikan bahwa tikus mengalami
hiperglikemia permanen. Tikus dinyatakan DM jika kadar glukosa darah lebih
dari 300 mg/dL (Lukiati dkk, 2012). Bila tikus belum mengalami diabetes maka
dilakukan induksi aloksan kembali.

3.5.4.5 Terapi Tikus Diabetes dengan Ekstrak Umbi Binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis)

Tikus DM diterapi dengan ekstrak umbi binahong dengan dosis 25 mg/Kg,
50 mg/Kg dan 75 mg/Kg BB sebanyak 14 kali (14 hari berturut-turut) (Lukiati
dkk, 2012). Untuk sediaan uji dosis 25 mg/Kg BB, ditimbang 350 mg CMC-Na
0,5 % kemudian ditaburkan pada aquades panas, lalu diaduk sampai CMC-Na 0,5
% mengembang, lalu ditambahkan 3,22 g ekstrak umbi binahong dan diaduk
sampai homogen. Setelah itu, ditambah dengan aquades sampai volumenya 70
mL. Untuk sediaan uji dosis 50 mg/Kg BB, caranya sama seperti tersebut di atas,
tetapi ekstraknya sebanyak 6,33 g sementara untuk sediaan uji dosis 75 mg/Kg

BB, caranya juga sama seperti tersebut di atas, tetapi ekstraknya sebanyak 9,52 g.
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Sedangkan untuk sediaan kelompok kontrol hanya suspensi CMC-Na 0,5 % tanpa
ekstrak kasar umbi binahong. Selanjutnya dijadikan sebagai larutan stok. Saat
akan menginjeksikan volume yang diambil disesuaikan dengan berat badan tikus
DM yang akan diterapi (BB 200 g = 1 mL) (Studiawan dan Muldja, 2005).
3.5.4.6 Pengambilan Organ Hati

Setelah tikus diterapi, dilakukan pembiusan terhadap tikus dengan
kloroform sampai mati. Skalpel dan alat bedah disiapkan untuk membantu
mengambil organ hati. Setelah mati, tikus diletakkan pada nampan bedah dan
ditata pada posisi ventral diatas. Diambil hati yang terletak dibawah kerangka iga.

Hati diambil dan dicuci dengan PBS selama 5 menit (Shofia, 2013).

3.5.5. Pengukuran Kadar MDA

Hati sebanyak 200 mg ditimbang dan ditambahkan PBS (Phosphate Buffer
Saline) kemudian digerus dengan mortar. Selanjutnya ditambahkan 1 mL NaCl
0,9 %. Kemudian homogenat dipindahkan ke dalam tabung mikro dan
disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm selama 10 menit dan diambil
supernatannya (Zhijin dan Huang, 2013).

Diambil campuran TCA dan TBA 2 % sebanyak 400 pL dan ditambahkan
supernatan hati sebanyak 400 pL, 1 mL aquades dan 200 uL HCI 1 N. Pada setiap
penambahan reagen, larutan dihomogenkan dengan vortex kecepatan 3000 rpm.
Selanjutnya diinkubasi dengan suhu 95° C selama 15 menit (Zhijin dan Huang,
2013). Sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 532 nm

menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
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3.5.6. Uji Fitokimia dengan Reagen

Uji fitokimia dengan reagen untuk mengetahui kandungan senyawa aktif
dalam ekstrak kasar tanaman binahong. Uji fitokimia kandungan senyawa aktif
dengan uji reagen dari ekstrak pekat etanol 70 % dari umbi binahong dilarutkan
dengan sedikit masing-masing pelarutnya. Kemudian dilakukan uji alkaloid,
flavonoid, tannin, saponin dan terpenoid (Indrayani dkk, 2006 dalam Muadifah,
2013)
3.5.6.1 Uji Alkaloid

Sebanyak 500 pL ekstrak umbi binahong konsentrasi 10.000 ppm
dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian 0,5 mL HCI 2% dan larutan dibagi
dalam tiga tabung. Tabung | ditambahkan 0,5 mL larutan asam asetat encer
sebagai pembanding, tabung Il ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendorff dan
tabung 111 ditambahkan 2-3 tetes reagen Mayer. Jika tabung Il terbentuk endapan
jingga dan pada tabung 11 terbentuk endapan kekuning-kuningan, menunjukkan
adanya alkaloid.
3.5.6.2 Uji Flavonoid

Sebanyak 500 pL ekstrak umbi binahong konsentrasi 10.000 ppm
dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian dilarutkan dalam 1-2 mL metanol
panas 50%. Setelah itu ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCI pekat. Larutan
berwarna merah atau jingga yang terbentuk, menunjukkan adanya flavonoid.
3.5.6.3 Uji Tanin

Sebanyak 500 pL ekstrak umbi binahong konsentrasi 10.000 ppm
dilarutkan dalam 1-2 mL air dan ditambahkan 2 tetes larutan FeClz 1 %, timbulnya

warna biru kehitaman menunjukkan adanya senyawa tannin katekol.
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3.5.6.4 Uji Saponin

Sebanyak 500 pL ekstrak umbi binahong konsentrasi 10.000 ppm
dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 mL air sambil
dikocok selama 1 menit, apabila menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes HCI 1 N,
apabila busa yang terbentuk busa tetap stabil maka ekstrak positif mengandung
saponin.
3.5.6.5 Uji Terpenoid

Sebanyak 500 pL ekstrak umbi binahong konsentrasi 10.000 ppm
dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform,
lalu ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Selanjutnya campuran ini
ditetesi dengan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil
yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut

menunjukkan adanya terpenoid.

3.5.7 Uji Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik

Hasil pengujian fitokimia ekstrak umbi binahong 70 % dengan reagen
yang positif yang ditunjukkan dengan adanya perubahan warna pada masing-
masing golongan senyawa selanjutnya dilakukan uji senyawa aktif dengan
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) .

Plat KLT yang digunakan adalah plat silika gel dengan ukuran 60 mesh
yang mampu berfluorosensi dibawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm
(silika GegoF2s4) (Merck). Plat KLT disiapkan dengan melapiskan diatas
permukaan lapisan kaca ketebalan 250 pum, dibuat ukuran 1 cm x 10 cm dengan
pensil, penggaris dan cutter. Selanjutnya garis digambar dengan pensil pada

bagian bawah plat (1 cm dari tepi bawah dan 0,5 cm dari tepi atas plat), lalu diberi
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penandaan pada garis di bagian bawah plat untuk menunjukkan posisi awal

totolan. Plat KLT silika gel GFs4 diaktifasi dengan cara dioven pada suhu 60 — 80

°C selama 1 jam untuk menghilangkan air yang terdapat pada plat KLT.

Adapun eluen pengembang dan reagen penguji/penyemprot masing-
masing golongan senyawa adalah sebagai berikut:

1. Golongan alkaloid: digunakan eluen (fase gerak) etanol : etil asetat : n-
heksana (1 : 2: 30) (Titis, 2013), kloroform : metanol (9,5 : 0,5) (Sriwahyuni,
2010), diklorometana : metanol (1 : 1) (Lusiana, 2009), kloroform : n-heksana
= 2 : 1 (Susilaningsih, 2007), dan metanol : kloroform (2 : 8) (Aripin, 2007)
dengan penampak noda Dragendroff yang memberikan perubahan warna
menjadi jingga.

2. Golongan flavonoid: digunakan eluen campuran etil asetat dan metanol
dengan perbandingan 9 : 1 (Adfa, 2007), butanol-asam asetat-air (4 : 1 : 5)
(Hayati, 2010), n-heksana : kloroform : etil asetat (9 : 1 : 0,5) (Asih, 2009),
Kloroform : Metanol (9 : 1) (Akbar, 2010) dan kloroform : metanol (3 : 2)
(Sukadana, 2010), yang kemudian diuapi dengan uap amoniak akan berwarna
biru kehijauan atau memberikan noda-noda dengan warna florosensi biru,
kuning-hijau, ungu dan biru-ungu yang terpisah dengan baik setelah disinari
menggunakan lampu UV 254 nm.

3. Golongan terpenoid: digunakan eluen n-heksana : etil asetat (1 : 1), dan
kloroform : metanol (10 : 1) (Harborne, 1987), n-heksana dan etil asetat (2 : 8)
(Hayati, 2010), kemudian menggunakan eluen atau fase benzena : kloroform :

diklorometana (3 : 1: 1) (Murdianto, 2013), toluena : etil asetat (7 : 3)
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(Fitriani, 2011) yang menunjukkan warna ungu dan merah keunguan dengan
reagen penyemprot Lieberman Burchard.
a. Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Setiap golongan memiliki campuran fase gerak yang berbeda. Setiap
campuran fase gerak dimasukkan dalam great chamber lalu ditutup rapat dan
dilakukan penjenuhan selama 20-30 menit. Cara mengetahui eluen sudah jenuh
atau belum dapat digunakan kertas saring untuk memeriksanya yaitu dengan
membasahi kertas saring dengan uap eluen. Penjenuhan ini dilakukan untuk
menyamakan tekanan uap pada seluruh bagian bejana.

4. Penotolan Sampel

Ekstrak pekat umbi binahong dilarutkan dengan pelarutnya (dibuat
konsentrasi 1.000.000 ppm atau 1 gr dalam 1 mL pelarutnya). Kemudian
ditotolkan ekstrak sebanyak 1 pL (1-10 totol) pada jarak 1 cm dari tepi bawah
plat dengan menggunakan pipa kapiler. Kemudian dikeringkan dengan hair dryer.
5. Pengembangan

Ekstrak umbi binahong yang telah ditotolkan pada plat selanjutnya dielusi
dengan masing-masing fase gerak golongan senyawanya. Plat dimasukkan dalam
great chamber yang berisi fase gerak yang telah jenuh, diletakkan setinggi 0,5 cm
dari dasar plat, kemudian great chamber ditutup rapat hingga fase gerak mencapai
jarak £ 0,5 cm dari tepi atas plat. Kemudian plat diangkat dan dikeringkan.

6. ldentifikasi Noda

Noda-noda yang terbentuk pada plat silika gel GgoF254 kemudian diamati

dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm, disemprot dengan penampak

noda, dipanaskan di oven pada suhu 60 °C selama 10 menit, kemudian diamati
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masing-masing noda yang terbentuk. Pengamatan noda meliputi jumlah noda,

warna noda dan penghitungan nilai Rf noda.

3.5.8. Analisis Data

Data yang diperoleh di uji dengan menggunakan uji ANAVA (Analisis
Variasi) untuk melihat apakah ada pengaruh penambahan konsentrasi ekstrak
etanol umbi binahong, waktu pengukuran terhadap glukosa darah tikus putih.
Selanjutnya dilakukan uji Duncan yang bertujuan untuk mengetahui kelompok
mana saja yang mempunyai perbedaan yang nyata jika dibandingkan dengan

kelompok kontrol negatif dan positif pada taraf nyata 0,05 (Saleh dkk, 2012).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian dengan judul “Efek Terapi Ekstrak Kasar Umbi Binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap Kadar Malondialdehid (MDA) pada
Hati Tikus Putih (Rattus norvegicus) Diabetes Mellitus Hasil Induksi Aloksan” ini
dilaksanakan pada bulan Maret-Juli 2014 di Laboratorium Bioteknologi Jurusan
Kimia dan Laboratorium Biosistematika Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Tahapan dalam penelitian ini dimulai dari preparasi sampel Umbi
Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) kemudian dilakukan perhitungan
kadar air dan dilanjutkan dengan ekstraksi senyawa menggunakan pelarut etanol
70 %. Selanjutnya dilakukan uji antidiabetes yang meliputi penyiapan dan
perlakuan terhadap hewan coba, pembuatan larutan aloksan, preparasi tikus
diabetes mellitus dan kontrol, terapi tikus dengan ekstrak umbi binahong
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis), pengukuran kadar glukosa darah dan
pengambilan organ hati hewan coba. Tahap berikutnya yaitu pengukuran kadar

malondialdehid, uji fitokimia, kromatografi lapis tipis dan analisis data.

4.1 Preparasi Sampel

Sampel Umbi Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dibersihkan,
dengan dicuci di bawah air yang mengalir dan dikeringkan. Selanjutnya sampel
dipotong kecil-kecil untuk memperluas permukaan sehingga dapat mempercepat
pengeringan (Ali, 2013). Sampel selanjutnya dikeringkan dengan cara dioven

pada suhu 60 °C selama 24 jam. Proses pengeringan bertujuan supaya sampel
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lebih mudah dalam proses penghalusan, selain itu dalam proses penyimpanan
sampel kering mempunyai ketahanan lebih lama daripada sampel basah (Anwar,
2013), karena pengeringan akan mengurangi kadar air, menghentikan reaksi
enzimatis, dan mencegah tumbuhnya jamur sehingga sampel dapat disimpan lebih
lama dan tidak mudah rusak serta komposisi kimia sampel tidak mengalami
perubahan (Hayati dkk., 2012). Sampel Umbi Binahong (Anredera cordifolia
(Ten.) Steenis) yang telah kering selanjutnya diblender untuk memperluas
permukaan serta membantu pemecahan dinding dan membran sel, sehingga
memaksimalkan proses ekstraksi (Koirewoa dkk., 2010), kemudian sampel diayak
dengan ayakan 60 mesh. Pengayakan sampel ini bertujuan untuk mendapatkan
serbuk kering sampel yang memiliki ukuran yang sama agar mempermudah

proses ekstraksi.

4.2 Analisis Kadar Air

Prinsip pengukuran kadar air adalah dengan proses penguapan air yang
terdapat pada sampel menggunakan oven dengan suhu 100-105 °C hingga
diperoleh berat konstan (Fahriya, 2013). Penentuan kadar air berfungsi sebagai
koreksi rendemen karena kadar air berpengaruh terhadap proses pelepasan
senyawa metabolit sekunder pada sampel saat ekstraksi, kadar air yang tinggi
akan mengurangi rendemen ekstrak yang akan diperoleh (Ulfa dkk., 2014). Proses
pengukuran kadar air dilakukan dengan cara pemanasan sampel basah dengan
cawan penguap pada suhu 100 °C selama 15 menit kemudian dimasukkan di
dalam dessikator selama 10 menit. Proses ini dilakukan karena suatu bahan yang
telah mengalami pengeringan akan lebih bersifat higroskopis daripada bahan

asalnya sehingga dilakukan pendinginan dengan dessikator sebelum dilakukan
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penimbangan (Sudarmadji dkk., 2007). Selanjutnya dilakukan penimbangan
sampai didapatkan berat konstan. Langkah yang sama juga dilakukan pada sampel
kering sehingga kadar air dari sampel didapatkan dari selisih berat sebelum dan
sesudah pengeringan (Winarno, 2002).

Penentuan kadar air berguna untuk menyatakan zat-zat dalam tumbuhan
sebagai % bahan kering. Kadar air juga berkaitan dengan ukuran ketahanan suatu
bahan dalam penyimpanan (Harjadi, 1993). Kadar air yang dihasilkan dari sampel
setelah dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali adalah sebesar 6,45 %. Kadar air
ini memenuhi standar karena apabila kadar air yang terkandung dari sampel
kurang dari 10 % maka kestabilan dari sampel akan dapat tercapai dan

pertumbuhan mikroba dapat dikurangi (Puspita, 2009).

4.3 Ekstraksi Umbi Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)

Ekstraksi merupakan penarikan komponen aktif dengan menggunakan
pelarut tertentu. Komponen aktif tersebut diperoleh dari umbi binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis) dengan menggunakan pelarut etanol 70 %. Metode
ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi. Metode maserasi merupakan
salah satu metode ekstraksi dengan melakukan perendaman terhadap sampel
menggunakan pelarut organik pada suhu ruang. Proses ekstraksi ini tidak
dilakukan dengan menggunakan ekstraksi soxhlet karena ditakutkan adanya
senyawa yang tidak tahan terhadap panas yang terdapat dalam sampel. Proses
maserasi sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam karena selain
murah dan mudah dilakukan, dengan perendaman sampel tumbuhan, akan terjadi
pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam

dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang terdapat dalam plasma akan
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terlarut dalam pelarut. Pelarut yang mengalir dalam sel dapat menyebabkan
protoplasma membengkak dan bahan kandungan sel akan larut sesuai dengan
kelarutannya (Lenny, 2006).

Proses ekstraksi dilakukan dengan pelarut etanol. Kepolaran dari pelarut
etanol dimungkinkan untuk mengekstrak senyawa metabolit sekunder yang
terdapat di dalam sampel umbi binahong. Hal ini merujuk pada penelitian yang
dilakukan oleh Saleh dkk., (2012) yang melakukan ekstraksi umbi binahong
dengan pelarut etanol menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, steroid dan fenolik. Selain itu senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, saponin, flavonoid dan polifenol juga dihasilkan dari ekstraksi etanol 70
% umbi binahong (Setiaji, 2009).

Sebanyak 500 mg sampel umbi binahong kering dimaserasi dengan 1500
mL etanol 70 %. Maserasi sampel dilakukan selama kurang lebih 2x24 jam
dengan menggunakan suhu ruang, lama maserasi ini dilakukan agar kontak antara
sampel dengan pelarut sering terjadi sehingga hasil yang didapatkan akan semakin
besar sampai titik jenuh larutan. Kontak antara sampel dengan pelarut dapat
ditingkatkan dengan melakukan pengocokan (30 menit/hari) supaya kontak antara
sampel dengan pelarut semakin sering terjadi sehingga proses ekstraksi lebih
sempurna (Koirewoa dkk., 2010). Hasil maserasi selanjutnya dipisahkan dengan
menggunakan corong buchner untuk memisahkan filtrat dengan residu.
Selanjutnya filtrat diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator vacum yang
dilakukan pada suhu 60 °C tujuannya adalah untuk memekatkan ekstrak dan
memisahkan antara pelarut dengan senyawa aktif dalam umbi binahong (Khunaifi

2012). Proses penguapan pelarut dilakukan sampai diperoleh ekstrak pekat yang
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ditandai dengan tidak adanya pelarut yang menetes pada receiving part yang
diasumsikan bahwa sudah tidak ada pelarut pada ekstrak pekat (Anwar, 2013).
Hasil maserasi dari 500 mg umbi binahong menggunakan 1500 mL pelarut
etanol 70 % adalah sekitar 47,47 gram ekstrak kental etanol yang berwarna hijau
kehitaman (hijau pekat). Selain itu dihasilkan % ekstrak dari perbandingan berat
ekstrak sampel dengan berat sampel sebelum dimaserasi sebesar 9,49 %. Hasil
ekstraksi selanjutnya digunakan untuk melakukan uji fitokimia, pemisahan
senyawa dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) pada sampel umbi binahong

dan uji antidiabetes pada hewan coba.

4.4 Uji Antidiabetes pada Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan adalah hewan coba tikus putih galur wistar
(Rattus norvegicus). Penggunaan tikus sebagai hewan coba dikarenakan kelebihan
dari tikus itu sendiri jika dibandingkan dengan hewan coba yang lain seperti
halnya mencit (mus muculus). Kelebihan tersebut diantaranya adalah karena berat
tikus bisa mencapai 500 g, hal ini menjadikan tikus lebih mudah untuk dipelihara,
dikendalikan atau dapat diambil darahnya dalam jumlah relatif besar
(Kusumawati, 2004).

Tikus yang digunakan adalah tikus putih galur wistar jantan dengan berat
awal 150-200 g dan umur kurang lebih 2 bulan (Lukiati dkk., 2012) dengan code
ettick 221 KEP UB. Tikus berkelamin betina tidak diikutsertakan dalam penelitian
ini karena dikhawatirkan siklus hormonalnya dapat berpengaruh pada kadar
glukosa yang akan diukur nantinya. Hormon estrogen dan progestin yang terdapat
pada tikus betina diketahui bersifat antagonis terhadap hormon insulin (Suherman,

2007 dalam Ratimanjari, 2011).
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Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini selanjutnya diaklimatisasi
selama satu minggu, tujuan dari proses aklimatisasi ini adalah agar hewan coba
dapat beradaptasi dengan lingkungan barunya. Hewan coba yang digunakan
dalam penelitian ini berjumlah 24 ekor yang dibagi dalam 6 kelompok perlakuan
dimana dalam setiap kelompok terdapat 4 ekor hewan coba. Hal ini berdasarkan
perhitungan menggunakan rumus Federer (Felicia, 2009). Akan tetapi untuk
meminimalisir terjadinya kesalahan pada penelitian ini ditambahkan satu ekor
hewan coba pada setiap kelompok sehingga jumlah keseluruhan hewan coba yang
digunakan sebanyak 30 ekor.

Kelompok pertama adalah kelompok kontrol nol (KO), yaitu kelompok
kontrol tanpa perlakuan, artinya hewan coba hanya diberi makan dan minum
secara rutin. Kelompok yang kedua yaitu kelompok kontrol normal (KN), pada
kelompok ini hewan coba hanya diberi CMC-Na 0,5 % (1 mL/200 g BB tikus).
Kelompok yang ketiga yaitu kelompok kontrol diabetes (KD), pada kelompok ini
hewan coba diinjeksikan dengan aloksan dosis 32 mg/200 g BB hewan coba
sehingga hewan coba mengalami diabetes mellitus. Kelompok yang ke-4, 5 dan 6
merupakan kelompok dosis. Pada kelompok ini hewan coba diinjeksikan dengan
aloksan dosis 32 mg/Kg BB kemudian diterapi dengan menggunakan ekstrak
kasar umbi binahong dengan dosis 25, 50 dan 75 mg/Kg BB hewan coba. Dosis
ini sama dengan penelitian yang dilakukan oleh Saleh dkk., (2012). Pembuatan
dari masing-masing dosis yang digunakan untuk penuruanan kadar glukosa darah
dan kadar malondialdehid tersebut sesuai dengan perhitungan dosis pembuatan

larutan pada lampiran 4.
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Hewan coba yang diinduksi dengan aloksan sebelumnya dipuasakan
terlebih dahulu, karena menurut Katsam dkk. (1992) dalam Fitriani (2011) hewan
coba yang dipuasakan selama 8-12 jam akan lebih cepat mengalami hiperglikemia
daripada hewan coba yang tidak dipuasakan terlebih dahulu. Selanjutnya
dilakukan pengukuran kadar glukosa darah puasa yang selanjutnya digunakan
sebagai perbandingan kadar glukosa darah setelah diinjeksikan aloksan.
Selanjutnya dilakukan injeksi aloksan terhadap kelompok hewan coba kontrol
diabetes, dosis 1, dosis 2 dan dosis 3 dengan dosis 32 mg/200 g BB hewan coba.

Pembuatan larutan aloksan sesuai dengan perhitungan pembuatan dosis
pada lampiran 4. Dalam pembuatan larutan aloksan, sebaiknya digunakan dalam
keadaan segar, karena larutan aloksan yang segar akan berwarna merah muda,
sementara aloksan yang telah teroksidasi menjadi tidak berwarna sehingga
kemampuan aloksan dalam menginduksi tikus untuk diabetes mellitus berkurang
(Hasanah, 2014).

Aloksan merupakan salah satu zat diabetogenik yang bersifat toksik
terutama terhadap sel B pankreas, dan apabila diberikan pada hewan coba seperti
tikus maka dapat menyebabkan hewan tersebut menjadi diabetes mellitus
(Prameswari, 2014). Pemilihan dosis aloksan berdasarkan pada uji pendahuluan
yang dilakukan oleh Fitriani (2011) dalam menentukan dosis optimum yang
digunakan untuk membuat hewan coba menjadi hiperglikemia. Dosis aloksan
yang digunakan dalam uji pendahuluan tersebut adalah 32, 36 dan 40 mg/200 g
BB. Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh kelompok uji termasuk ketiga
dosis di atas mengalami hiperglikemia pada hari ke-3 pasca-induks, akan tetapi

beberapa hewan coba pada kelompok dosis 36 dan 40 mg/200 g BB mengalami
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kematian pada hari berikutnya. Oleh karena itu dosis 32 mg/200 g BB hewan coba
merupakan dosis optimum yang dapat mengakibatkan keadaan hiperglikemia pada
hewan coba, namun tidak menyebabkan kematian. Selain itu Chaougale dkk.,
(2007) juga menyatakan bahwa pada dosis 160 mg/Kg BB (32 mg/200 g BB)
merupakan dosis paling bagus yang digunakan untuk hewan coba dengan
kenaikan kadar glukosa darah sebesar 300-400 mg/dL.

Penginjeksian aloksan dilakukan secara intraperitonial yaitu dengan
menginjeksikan aloksan pada bagian abdomen (perut) hewan coba. Penginjeksian
dengan menggunakan teknik ini lebih menguntungkan jika dibandingkan dengan
teknik yang lain seperti intravena dan subkutan karena larutan aloksan langsung
dimasukkkan kedalam tubuh hewan coba. Sebelum dilakukan injeksi, dioleskan
dengan alkohol terlebih dahulu pada kulit hewan coba untuk mencegah terjadinya
infeksi.

Pengukuran kadar glukosa terhadap tikus yang telah diinjeksikan dengan
aloksan dilakukan setelah hari ke-3 pasca-induksi. Hal ini dilakukan untuk
memastikan hewan coba telah mengalami diabetes atau tidak. Pengukuran kadar
glukosa menggunakan glucometer Dr. Jika hewan coba telah mengalami diabetes
yang ditandai dengan naiknya kadar glukosa darah di atas 300 mg/dL (Lukiati
dkk., 2012) maka selanjutnya hewan coba akan langsung diterapi dengan ekstrak
kasar umbi binahong, akan tetapi jika hewan coba belum mengalami diabetes
maka diinjeksikan aloksan kembali sampai hewan coba mengalami diabetes.
Terjadi perbedaan kadar glukosa yang terjadi pada hewan coba pada penelitian ini
karena setiap hewan coba memiliki daya tahan tubuh yang berbeda-beda sehingga

tidak semua hewan coba akan mengalami diabetes dengan hanya satu kali injeksi.
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Pemeriksaan kadar glukosa darah ini menggunakan metode enzimatik,
metode ini menggunakan enzim-enzim glukosa. Glukosa oksidase dalam zona
reaksi yang terdapat pada strip glukometer mengoksidasi glukosa di dalam darah
menjadi asam glukonat dan hidrogen peroksida. Reaksi dugaan yang terjadi
adalah (Hones dkk., 2008):

Glukosa + O, + HHO ——  Asam Glukonat + H,O,

Selanjutnya dalam reaksi yang kedua, enzim peroksidase mengkatalisis
reaksi oksidasi kromogen (akseptor oksigen tidak berwarna), kemudian oleh
hidrogen peroksidase membentuk satu produk kromogen teroksidase berwarna
biru yang diukur oleh glukometer (Hones dkk., 2008). Selanjutnya intensitas arus
elektron akan terbaca oleh alat sebagai kadar glukosa darah (Prasetyowati, 2008).

Pradana (2014) dalam penelitiannya menyatakan bahwa ekstrak etanol 70
% umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dapat menurunkan kadar
glukosa darah tikus yang diinduksi aloksan. Adapun rata-rata kadar glukosa darah
yang dihasilkan setelah terapi ekstrak umbi binahong dengan tiga wariasi dosis
(25, 50 dan 75 mg/Kg BB) secara berturut-turut yaitu 175,25 mg/dL; 261,5 mg/dL
dan 136,5 mg/dL. Selain itu, hasil penelitian Saleh dkk., (2012) juga menunjukkan
ekstrak etanol umbi binahong pada dosis 25 mg/Kg BB hewan coba
memperlihatkan efek hipoglikemik yang paling baik terhadap persentase
penurunan kadar glukosa darah mencit sebesar 33,05 %.

Penurunan kadar glukosa darah yang terjadi pada hewan coba tikus yang
diterapi dengan ekstak etanol umbi binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)
dikarenakan adanya senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak

tersebut. Senyawa flavonoid diduga dapat menurukan kadar glukosa dengan cara
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menghambat Kkerja dari GLUT2 (Glucose Transporter Isoform 2), yaitu suatu
protein transporter glukosa yang terdapat pada membran usus (Noffritasari, 2006).
Selain itu, kemungkinan penurunan kadar glukosa darah pada hewan coba terjadi
melalui kerja saponin dan tannin di dalamnya. Bergabungnya saponin ke dalam
membran sel membentuk struktur yang lebih permeabel dibanding membran
aslinya. Saponin meningkatkan permeabilitas usus kecil, sehingga meningkatkan
pengambilan zat yang sesungguhnya kurang diserap dan menyebabkan hilangnya
fungsi normal usus. Pengaruh saponin terhadap susunan membran sel dapat
menghambat absorbsi molekul zat gizi yang lebih kecil yang seharusnya cepat
diserap, misalnya glukosa. Struktur membran sel yang terganggu diduga juga
menimbulkan gangguan pada sistem transport glukosa sehingga akan terjadi
hambatan untuk penyerapan glukosa. Sedangkan senyawa tannin yang bersifat
sebagai astringen menurunkan kadar glukosa dengan cara mempresipitasi protein
selaput lendir usus dan membentuk lapisan yang melindungi usus, sehingga
menghambat penyerapan glukosa (Meiyanti dkk., 2006).
4.5 Efek Paparan Aloksan dan Terapi Ekstrak Umbi Binahong terhadap
Kadar MDA Hati

Pemberian senyawa aloksan sebesar 32 mg/ 200 g BB pada hewan coba
memberikan dampak negatif pada hewan coba. Kerusakan yang diakibatkan oleh
agen diabetogenik aloksan adalah kerusakan sel dari sel-sel B pankreas yang
berakibat pada penyakit diabetes mellitus. Kerusakan sel-sel B pankreas terjadi
melalui proses bersamaan, yaitu melalui oksidasi gugus sulfidril dan pembentukan
radikal bebas. Senyawa aloksan menyerang senyawa-senyawa seluler yang

mengandung gugus SH (sulfhidril), asam-asam amino sistein dan protein yang
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berikatan dengan SH (termasuk enzim yang mengandung gugus SH). Hasil dari
reduksi aloksan adalah asam dialurat, yang kemudian mengalami reoksidasi
menjadi aloksan, menentukan siklus redoks untuk membangkitkan radikal
superoksida. Reaksi antara aloksan dengan asam dialurat merupakan proses yang
diperantarai oleh radikal aloksan intermediet (HA") dan pembentukan “compound
305”. Radikal superoksida dapat membebaskan ion ferri dari ferinitin, dan
mereduksi menjadi ion ferro. Selain itu, ion ferri juga dapat direduksi oleh radikal
aloksan. Radikal superoksida mengalami dismutase menjadi hidrogen peroksida,
berjalan spontan dan kemungkinan dikatalisis oleh superoksida dismutase. Salah
satu target dari oksigen reaktif adalah DNA pulau Langerhans pankreas.
Kerusakan DNA tersebut menstimulasi poly ADP-rybosylation, proses yang
terlibat pada DNA repair. Adanya ion ferro dan hidrogen peroksida membentuk
radikal hidroksi yang sangat reaktif melalui reaksi fenton (Nugroho, 2006).

Faktor lain pembentukan oksigen reaktif adalah gangguan pada
homeostatis kalsium intraseluler. Aloksan dapat meningkatkan konsentrasi ion
kalsium bebas sitosolik pada sel B Langerhans pankreas. Efek tersebut diikuti oleh
beberapa kejadian yaitu influks kalsium dari cairan ekstraseluler, mobilisasi
kalsium dari simpanannya secara berlebihan, eliminasi yang terbatas dari
sitoplasma. Influks kalsium akibat aloksan tersebut mengakibatkan depolarisasi
sel B Langerhans, lebih lanjut membuka kanal kalsium tergantung voltase dan
semakin menambah masuknya ion Kkalsium ke sel. Pada kondisi tersebut,
konsentrasi insulin meningkat sangat cepat, dan secara signifikan mengakibatkan
gangguan pada sensitivitas insulin perifer dalam waktu singkat. Selain dari kedua

faktor di atas aloksan juga berperan dalam menghambat glukokinase dalam proses
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metabolisme energi (Nugroho, 2006). Mekanisme induksi aloksan terhadap
pembangkitan senyawa oksigen reaktif dalam sel  pankreas tikus dapat dilihat
pada gambar 4.1 (Szkudelski, 2001):

_SH SH- -S-S-
GKa GKi

N

Alloxan HA® Dialuric Acid

— O, + O; 4+ 2H—> H,0,+ O,

Fe3* » Fe? :l
o —
OH
\j
Augmented Ca?* influx extracellular fluid 5
Exggerated Ca?* mobilisation from intracellular stores {Ca ﬂ 1

Limited Ca?* elimination from cytoplasma

Gambar 4.1. Mekanisme aloksan dalam sel B pankreas tikus. GKA, GKI -
glukokinase aktif dan tidak aktif, masing-masing; HA « - aloksan radikal; [Ca2 +]
i — konsentrasi kalsium intraseluler (Szkudelski, 2001)

Kerusakan pada sel B selanjutnya akan diikuti dengan turunnya sekresi
hormon insulin yang menyebabkan reaksi glikogenesis dan transport glukosa
dalam sel menjadi berkurang (Szkudelski, 2001). Sebaliknya reaksi glikogenolisis
menjadi tidak terkendali, sehingga tikus menjadi hiperglikemia (Dyahnugra dan
Widjanarko, 2015).

Sel hati merupakan jaringan utama yang menjadi sasaran dari peningkatan
konsentrasi radikal bebas karena hati merupakan tempat terjadinya metabolisme
senyawa senobiotik. Diabetes mellitus dapat menyebabkan terjadinya sintesis

asam lemak dalam hati sehingga terjadi akumulasi asam lemak pada hati, hal ini
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dapat memicu terbentuknya radikal bebas (Nurlaili, 2010). Radikal bebas adalah
suatu molekul yang mengandung satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan
pada orbit terluar sehingga bersifat tidak stabil dan sangat reaktif (Zainuri, 2012).
Radikal bebas yang dalam jumlah yang berlebih dalam tubuh sangat berbahaya
karena menyebabkan kerusakan sel, asam nukleat protein dan jaringan lemak
(Prapti dkk., 2006 dalam Fidzaro, 2010).

Malondialdehid (MDA) merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid
(Winarsi, 2007) yang terbentuk setelah senyawa radikal menyerang membran
lipid yang kaya akan asam lemak tak jenuh ganda (PUFA). Malondialdehid
merupakan senyawa yang sering digunakan sebagai indikator keberadaan radikal
bebas dan terjadinya kerusakan oksidatif (Mu’nisa dkk., 2013). Tingginya kadar
MDA dipengaruhi oleh kadar peroksidasi lipid, yang secara tidak langsung juga
menunjukkan tingginya jumlah kadar radikal bebas (Wresdiyati dkk., 2013).
Analisis kadar radikal bebas dalam penelitian ini dilakukan dengan mengukur
kadar MDA hati tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar.

Pengukuran kadar MDA hati dilakukan dengan menggunakan uji TBARS
(Thiobarbituric Acid Reaktive Substances), yang merupakan indikator dari
peroksidasi lipid. Sebelum dilakukan penentuan kadar MDA hati hewan coba,
isolasi sampel organ hati sangat penting dilakukan untuk menghilangkan reaksi
yang akan berpengaruh terhadap hasil pengukuran. Penambahan TCA
(tricloroacetat) 10 % pada proses isolasi sampel organ hati bertujuan agar protein
yang terkandung dalam sampel mengalami presipitasi setelah disentrifugasi pada
3500 rpm. Presipitasi protein dilakukan karena kandungan protein yang

terkandung dalam sampel akan mengganggu penetapan kadar MDA. Mekanisme
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dari TCA (tricloroacetat) 10 % sebagai agen presipitasi yakni ion negatif dari
TCA akan bergabung dengan protein yang sedang berada pada kondisi sebagai
kation (pH larutan dalam kondisi asam hingga pH isoelektrik protein) hingga
membentuk garam protein. Beberapa garam yang dihasilkan tersebut tidak larut,
dengan demikian metode ini dapat digunakan untuk memisahkan protein dari
sampel.

Penambahan campuran senyawa TCA dan TBA (thiobarbituric acid) pada
uji TBARS yang disertai dengan inkubasi pada suhu 95 °C selama 15 menit dapat
membentuk senyawa komplek MDA-TBA yang berwarna merah muda. Tujuan
dari inkubasi ini adalah agar TBA segera bereaksi dengan supernatannya sehingga
warna dari senyawa kompleks lebih mudah terbentuk. Reaksi dugaan

pembentukan senyawa komplek MDA+TBA vyaitu:

HS N O O O HS N (0] HO N S
= = =
2 + B =
HN  _~ H H HN N X NH
OH o} o
Asam Tiobarbiturat Malondialdehid MDA-TBA
(TBA) (MDA) (Berwarna merah-jambu)

Gambar 4.2 Reaksi dugaan pembentukan kompleks MDA-TBA
(Conti dkk., 1991 dalam Putri, 2009)

Langkah selanjutnya dilakukan pengukuran kadar sampel dengan
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 532 nm (Bintang, 2010).
Adapun hasil pengukuran kadar MDA berdasarkan pada kurva standar MDA
diperoleh persamaan y = 0,0169x + 0,0136. Dimana hasil kadar MDA rata-rata

dari kelompok tiap perlakuan ditunjukkan pada tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Hasil pengukuran kadar MDA rata-rata tiap kelompok perlakuan
Kadar MDA rata-trata

Kelompok (mg/mL )
KO 6,359
KN 10,594
KD 10,641
D1 5,625
D2 6,828
D3 7,156
Keterangan:
KO : Kelompok tanpa perlakuan (hanya diberi makan dan minum)
KN : Kelompok kontrol pelarut CMC-Na 0,5% 1 mL/200 g BB (tanpa diberi aloksan maupun
terapi
KD : Kelgr%pok kontrol DM tanpa terapi (yang diberi aloksan 32 mg/200 g BB tanpa
diterapi dengan ekstrak kasar umbi binahong)
D1 : Kelompok DM (diberi aloksan 32 mg/200 g BB ) + Terapi ekstrak dosis 25 mg/kg BB
D2 : Kelompok DM (diberi aloksan 32 mg/200 g BB ) + Terapi ekstrak dosis 50 mg/kg BB
D3 : Kelompok DM (diberi aloksan 32 mg/200 g BB ) + Terapi ekstrak dosis 75 mg/kg BB

Gambar 4.3 Diagram batang kadar rata-rata MDA pada tiap kelompok perlakuan

Hasil pengukuran kadar MDA hati tikus di atas menunjukkan bahwa kadar
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