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Pengaruh Nanopartikel Pegagan Terhadap Kadar SOD dan MDA Serebrum
pada Mencit yang Diinduksi Streptozotosin

Muhammad Masdugi. Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin ahmad

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh nanopartikel pegagan
terhadap kadar SOD (Superoxide Dismutase)-MDA (Malondialdehyde) cerebrum
mencit (Mus musculus) diabetes. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorik yang menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 5 perlakuan dan 4 ulangan dimana peneliti memberikan perlakuan
streptozotosin dan nanopartikel pegagan terhadap hewan coba mencit (Mus
musculus) di laboratorium. Penelitian ini terbagi menjadi 5 perlakuan yakni :
kontrol negatif tanpa induksi STZ, Kontrol Positif dengan induksi STZ, N1
(induksi STZ + nanopartikel pegagan 120 mg/kg BB, N2 (induksi STZ +
nanopartikel pegagan 180 mg/kg BB, dan N3 (induksi STZ + nanopartikel
pegagan 240 mg/kg BB. Data pengukuran SOD dan MDA kemudian di uji
ANOVA. Berdasarkan hasil analisis statistik menujukkan terapi nanopartikel
pegagan berpengaruh terhadap meningkatnya nilai SOD dan menurunnya nilai
MDA dalam cerebrum mencit . Dosis yang menujukkan kadar SOD tertinggi dan
kadar MDA paling rendah adalah pada perlakuan N3 (induksi STZ + nanopartikel
pegagan 240 mg/kg BB).

Kata Kunci : nanopartikel, diabetes, pegagan, cerebrum
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Effect of Gotu Kola Nanoparticles on Cerebrum SOD and MDA Levels in
Streptozotocin Induced Mice
Muhammad Masdugi. Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin Ahmad

Biology Program Study, Faculty of Science dan Technology, The State Islamic of
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

This study aims to determine the effect of gotu kola nanoparticles on the
levels of SOD (Superoxide Dismutase)-MDA (Malondialdehyde) in the cerebrum
of diabetic mice (Mus musculus). This study is a laboratory experimental study
using a completely randomized design (CRD) with 5 treatments and 4 replications
where the researchers gave streptozotocin and gotu kola nanoparticles treatment to
experimental mice (Mus musculus) in the laboratory. This study was divided into
5 treatments, namely: negative control without STZ induction, Positive control
with STZ induction, N1 (STZ induction + gotu kola nanoparticles 120 mg/kg BW,
N2 (STZ induction + gotu kola nanoparticles 180 mg/kg BW, and N3 (induction
of gotu kola). STZ + gotu kola nanoparticles 240 mg/kg BW. The measurement
data of SOD and MDA were then tested by ANOVA. Based on the results of
statistical analysis showed that gotu kola nanoparticle therapy had an effect on
increasing the SOD value and decreasing the MDA value in the cerebrum of mice.
The dose that showed the highest SOD levels and the lowest MDA levels was in
the N3 treatment (STZ induction + gotu kola nanoparticles 240 mg/kg BW).

Keywords: nanoparticles, diabetes, gotu kola, cerebrum.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Nekrosis merupakan suatu keadaaan sel mengalami kematian akibat
adanya trauma atau kerusakan sel akut seperti cedera mekanis, kekurangan
oksigen, dan perubahan suhu yang ekstrem. kematian sel yang terjadi secara tidak
terkontrol menyebabkan rusaknya sel, respon peradangan, dan berpotensi
menyebabkan masalah kesehatan yang serius. Kumpulan sel yang mengalami
kematian ditandai dengan adanya enzim-enzim lisis yang melarutkan berbagai
unsur sel dan diikuti dengan adanya peradangan. Leukosit dalam sistem imun
akan membantu mencerna sel-sel yang mati dan diikuti perubahan secara
morfologis (Kumar; Cotran&Robbin, 2008).

Nekrosis neuron otak menyebabkan kehilangan daya ingat, kemunduran
daya pikir, rasionalitas atau demensia. Beberapa bentuk demensia yang paling
umum diantaranya demensia vaskuler dan penyakit Alzheimer. Ini adalah
penyakit menurunnya kemampuan otak secara berangsur-angsur. Dengan
mengecilnya atau menghilangnya sel-sel otak, bahan-bahan abnormal bertimbun
membentuk kekusutan di tengah sel otak dan sebagian lapisan di luar otak. Sel-sel
abnormal itu mengganggu jalannya pesan-pesan di dalam otak dan merusak
hubungan antar sel otak. Sel otak pada akhirnya mati dan ini berarti informasi
tidak dapat diterima atau dicerna sehingga fungsi-fungsi atau kemampuan otak
menghilang (1de, 2008).

Diabetes mellitus merupakan sindrom yang ditandai hiperglikemia kronis
dengan gangguan metabolisme karbohidrat, lemak dan protein yang disebabkan
berkurangnya sekresi insulin oleh sel-sel beta pulau Langerhans atau karena
kerusakan jaringan akibat stress oksidatif, yang timbul bila kecepatan
pembentukan radikal bebas melebihi kapasitas sel untuk menetralkannya
(Gustaviani, 2006). Pada kondisi hiperglikemia glukosa dapat mengalami
autooksidasi dengan menghasilkan sejumlah Spesies Oksigen Reaktif (ROS).
Jumlah ROS yang berlebihan ini menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid yang
menghasilkan Malondialdehide (MDA) dan dapat menurunkan kapasitas enzim



antioksidan intraselular Superoksida dismutase (SOD), Glutation peroksidase
(GSH-Px), dan katalase.

Komplikasi kronik diabetes mellitus, khususnya kerusakan mikrovaskular
terjadi dalam kurun waktu 10-15 tahun. Untuk itu dilakukan konversi usia
manusia ke usia tikus, dimana 10 tahun kurun waktu pada manusia sama dengan 1
bulan (4 minggu) kurun waktu tikus. Diperkirakan dalam kurun waktu 4 minggu
sudah terjadi kerusakan mikrovaskular yang menyebabkan terjadinya nekrosis
akut pada neuron otak yang ditandai dengan terjadinya oedema intraseluler (Djari,
2008).

Sebagaimana diketahui bahwa di dalam tubuh manusia dapat terbentuk
radikal bebas. Radikal bebas berupa atom, molekul atau senyawa yang dapat
berdiri sendiri, mempunyai satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital
terluarnya (Winarsih. 2007). Radikal bebas dapat menarik elektron yang ada di
dalam tubuh dan menyebabkan ketidakstabilan sehingga sulit untuk dideteksi.
Adanya radikal bebas yang berlebih dapat menyebabkan terjadinya gangguan
kesehatan dan dapat menimbulkan beberapa penyakit degeneratif seperti penyakit
jantung, hipertensi, dan kanker (Silalahi, 2006). Dalam keadaan normal suatu
radikal bebas dapat dinetralisir dengan menggunakan zat antioksidan. Senyawa
antioksidan ini akan menyerahkan satu atau lebih elektronnya kepada radikal
bebas sehingga menjadi molekul yang stabil dan menghentikan berbagai
kerusakan yang ditimbulkan radikal bebas (Tandon et al. 2005).

Antioksidan merupakan senyawa atau zat dalam kadar rendah mampu
memperlambat atau menghambat stres oksidatif pada molekul target sehingga
dapat melawan atau menetralisir radikal bebas. Antioksidan enzim antara lain
superoksida dismutase (SOD), glutation peroksidase (GSH-Px), dan katalase.
Sedangkan antioksidan nonenzimatik (ekstraseluler) diantaranya adalah vitamin
E, vitamin C, beta-karoten, glutation, ceruloplasmin, albumin, asam urat dan
selenium (Priyanto. 2007).

Tubuh dapat memproduksi senyawa antioksidan sendiri, yang disebut
antioksidan endogen, tetapi bila jumlah radikal bebas dalam tubuh berlebih, maka
antioksidan endogen tidak akan mampu mengendalikan jumlah radikal bebas

sehingga terjadi keadaan stres oksidatif. Oleh karena itu, tubuh memerlukan



antioksidan dalam jumlah yang lebih besar. Hal ini dapat dilakukan dengan
memberi asupan antioksidan dari luar tubuh yang disebut antioksidan eksogen,
baik dari sumber alami maupun sintetik untuk membantu dalam proses
pengendalian radikal bebas dalam tubuh. Pengendalian radikal bebas dalam tubuh
pun dapat dibantu dengan mengkonsumsi makanan yang dapat meningkatkan
produksi antioksidan endogen berupa sayur-sayuran dan buah-buahan (Park et al.
2002).

Nanopartikel adalah partikel koloid padat yang memiliki ukuran kisaran 10
nm hingga < 1000 nm (Rizvi & Saleh, 2018). Sistem nanopartikel terbagi menjadi
nanoristal dan nanocarrier. Nanocarrier adalah suatu sistem pembawa berukuran
nanometer yang  memiliki bermacam-macam jenis diantaranya liposum,
nanotube, dendrimer, misel, dan polimerik (Ting et a., 2014). Ragam Jenis
nanopartikel memiliki kelebihan dan kelemahan yang berbeda. Nanopartikel
polimer seperti kitosan memiliki karakteristik dalam meningkatkan kelarutan obat,
lebih setabil, biodegradable, pelepasan obat lebih terkontrol, dan mengurangi
toksisitas (Wang et al, 2011). Sedangkan nanopartikel liposom memiliki jangka
simpan yang pendek, proses enkapsulasi yang rendah, stabilitas yang buruk,
proses gelasi yang tidak terprediksi, tingkat perlekatan solid lipid yang rendah
(Liu et al, 2015).

Teknologi nanopartikel mampu mengatasi ketidakstabilan senyawa obat
dan kelarutannya yang rendah di dalam air dengan penerapan yang luas, di
antaranya untuk pemberian rute oral, parental, pulmonary, ocular, transdermal dan
penghantaran spesifik ke sel target. Sistem penghantaran obat nanopartikel
menjadi pilihan untuk meningkatkan kestabilan zat aktif terhadap degradasi kimia
dan biologis, sehingga cocok untuk berbagai senyawa yang rentan terhidrolisis
dan teroksidasi. Selain itu bentuk nanopartikel bisa menghantarkan zat aktif
seperti antikanker ke sel target spesifik kemudian dapat meningkatkan keamanan
dan efisiensi obat (Lucida, 2015).

Metode gelasi ionik umum digunakan karena prosesnya yang sederhana,
tidak menggunakan pelarut organik dan mudah dikontrol. Prinsip metode ini yaitu
membentuk partikel berstruktur jaringan inter- dan/atau intramolekul tiga dimensi

melalui interaksi ionik antara polikation gugus amino dari kitosan dengan



polianion (Agnihotri, 2004). Pengikat sambung silang polianion yang sering
digunakan adalah sodium tripolipospat, karena memiliki multivalen dan bersifat
nontoksis. Dalam metode gelasi ionik, proses ikatan sambung silang dapat
mencegah terjadinya kerusakan bahan aktif yang akan disalut oleh nanopartikel
kitosan (Fan, 2012). Berikut gambar struktur kimia kitosan.

Kitosan merupakan polimer dari bahan alami yang tersusun atas p-(1-4)-
linked D-glucosamine dan N-acetyl-D-glucosamine dengan distribusi acak.
Kitosan berbentuk polisakarida linier yang diproduksi dari cangkang hewan
crustaceae seperti udang dan rajungan melalui proses deasetilasi senyawa Kitin
(Sonia, 2011). Kitosan banyak digunakan pada industri kimia, pangan dan farmasi
karena memiliki sifat yang biodegradable, mukoadhesif, biokompatibel,
nontoksik dan tingkat imunigenisitas rendah. Sifat-sifat tersebut menjadikan
kitosan sangat berpotensi baik untuk digunakan dalam sistem penghantaran obat
sebagai carrier (Liu, 2006).

Tanaman obat dari bahan alami yang mengandung bahan aktif antioksidan
dapat digunakan sebagai obat alternatif. Penggunaan tanaman obat dari bahan
alami memiliki beberapa keunggulan diantaranya lebih murah, efek samping lebih
rendah dan aman dikonsumsi dalam waktu lama. Indonesiamemiliki biodiversitas
tinggi sehingga memiliki kelimpahan bahan alami yang begitu banyak (sinaga,
2011). Allah SWT berfirman dalam Al-Quran surah Asy-Syu’araa ayat 7:

pl R B oeled Uil & a5 ) 1553 Al
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakan banyaknya
Kami tumbuhandi bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(QS:As-Syu’araa [26]: 7).

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah SWT telah menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan yang baik. Muhammad, dkk. (2011) menafsirkan ayat tersebut
bahwasanya Allah SWT mengajak mereka (manusia) untuk belajar dari alam
secara menyeluruh dan mendalam. Keanekaragaman yang Allah tumbuhkan
beraneka ragam diantaranya berbagai macam pasang tumbuh-tumbuhan yang
baik. Lafadz ~= X T30 38 oe(berbagai macam pasangan tumbuh-tumbuhan
yang baik) dimaksudkan sebagai tumbuhan yang membawa banyak kemanfaatan



bagi manusia.. Shihab (2002) menyatakan bahwa kata ~_Shermakna sesuatu yang
baik dari objek yang disifati, dalam ayat ini objekyang dimaksud adalah tumbuh
tumbuhan.

Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang memiliki manfaat bagi
makhluk hidup, pernyataan tersebut menegaskan bahwa tumbuhan yang baik yang
memiliki manfaaat, salah satunya tumbuhan pegagan. Wijayakusuma (2008)
menyatakan bahwa tumbuhan obat merupakan tumbuhan yang seluruh atau salah
satu bagiannya memiliki senyawa aktif yang bermanfaat untuk kesehatan dan
mampu menyembuhkan penyakit.

Tumbuhan selain dimanfaatkan sebagai obat, dapat juga dimanfaatkan
untuk kepentingan lainnya seperti sandang, pangan, dan papan. Berbagai manfaat
yang ada pada suatu tumbuhan tersebut merupakan ungkapan secara tidak
langsung kepada manusia atas rahmat Allah SWT yang maha kuasa lagi maha
penyayang bagi hamba yang mau berpikir dan memperhatikan. Shihab (2002)
menyatakan bahwa kata 's_: (memperhatikan) dimaknai dengan "Apabila mereka
yang merenugi dan mengamati, niscaya mereka akan mendapatkan petunjuk".
karenanya sepatutnya kita sebagai hamba harus lebih mempelajari dan memahami
apa yang ada dialam ini sebagai rasa syukur atas karunia yang telah diberikan.
salah satunya dengan menelaah tumbuhan obat yakni tumbuhan pegagan.

Pegagan (Centella asiatica) merupakan salah satu tanaman obat yang
digunakan masyarakat Indonesia yang telah terbukti banyak mengandung
antioksidan. Sejak zaman dulu, pegagan telah dipergunakan sebagai obat kulit,
berkhasiat untuk memperbaiki gangguan syaraf dan peredaran darah akibat radikal
bebas yang berlebihan. Senyawa aktif yang terkandung dalam pegagan berupa
triterpenoid saponin (asiaticoside) yang dapat merevitalisasi pembuluh darah
sehingga peredaran darah ke otak menjadi lancar. Efek farmakologi pegagan
sebagai suplemen otak diketahui berasal dari kandungan senyawa triterpenoid
khususnya asiatic acid dan asiaticoside (Lee, et al., 2000).

Tanaman pegagan telah terbukti berkhasiat sebagai obat melalui beberapa
penelitian terdahulu. Pegagan dikenal sebagai obat yang memiliki berbagai
macam efek pada sistem saraf pusat seperti stimulasi saraf, peningkatan memori

serta intelegensi, penenang dan sedasi, karenanya pegagan dapat diberikan sebagai



obat untuk penderita insomnia, maupun penderita kelainan mental (Amalia dan
Sulastry 2009). Pegagan bekerja baik untuk meningkatkan kemampuan kognitif
dan kadar neurotransmiter monoamine pada hipokampus tikus (Annisa, 2006),
meningkatkan p amyloid dalam hipokampus pada hewan coba dengan

Penggunanan pegagan didasarkan pada penelitian terdahulu yaitu oleh
Kumar dan Gupta (2007), pegagan memiliki khasiat untuk meningkatkan fungsi
kognitif. Memiliki aktivitas untuk menstimulasi pertumbuhan dendrit dari sel-sel
saraf serta dapat meningkatkan kerja dendrit neuron saat stress, degenerasi sel-sel
neuron dan akibat gangguan ingatan (Mohandas, et al., 2005). Dasar perlakuan
pada penelitian ini terdiri dari 5 kelompok, yaitu kontrol normal (K-), kontrol
positif (K+), dan tiga kelompok perlakuan.

Streptozotosin  merupakan agen antineoplastik alkilasi alami yang
memiliki sifat sitotoksik bagi sel f pankreas penghasil insulin dan dapat diperoleh
dari Streptomyces achromogenes. Berdasarkan efeknya streptozotosin sering
digunakan untuk menginduksi DM tipe 1 maupun tipe 2 (Goodman dan Gilman,
2008). Jika dosis tunggal 200 mg / kg BB streptozotocin dapat menyebabkan
diabetes tipe 1, induksi STZ dapat secara intraperitoneal atau intravena, dan jika
diberikan dengan dosis 40 mg / kgBB selama 40 hari berturut-turut, dapat
menyebabkan diabetes tipe 2 (Etuk EU, 2010). Injeksi STZ secara intraperitoneal
bekerja sebagai diabetogenik yang akan masuk ke sel B pankreas melalui glucose
transporter (GLUT-2). Injeksi STZ menyebabkan alkilasi DNA yang membuat
DNA menjadi rusak, kerusakan tersebut memicu peningkatan radikal superoksida
aktif dalam mitokondria sel B pankreas. Peningkatan radikal superoksida aktif
secara terus menerus akan memicu proses nekrosis pada sel B pankreas yang
menyebabkan terhambatnya sekresi dan sintesis insulin (Szkudelski, 2001).

Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti bermaksud untuk mengetahui
pengaruh nanopartikel pegagan terhadap kadar SOD dan MDA pada mencit yang
diinduksi streptozotosin. Mencit diaklimatisasi hingga kondisi stabil dan
penelitian dilakukan selama kurang lebih 4 minggu. Oleh karena itu, peneliti
melakukan penelitian yang berjudul “pengaruh nanopartikel pegagan terhadap

kadar SOD dan MDA pada mencit yang diinduksi streptozotosin”.



1.2

Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu:

Apakah ada pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap kadar SOD pada cerebrum mencit (Mus
musculus) yang diinduksi streptozotocin?

Apakah ada pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap kadar MDA pada cerebrum mencit (Mus

musculus) yang diinduksi streptozotocin?



1.3

1.4

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu:

Mengetahui pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap kadar antioksidan kadar SOD pada cerebrum
mencit (Mus musculus) yang diinduksi streptozotocin.

Mengetahui pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap kadar antioksidan kadar MDA pada cerebrum

mencit (Mus musculus) yang diinduksi streptozotocin.

Manfaat Penelitian

Manfaat dalam penelitian ini yaitu:

Memberikan informasi kepada peneliti, pembaca dan mahasiswa
mengenai pengembangan pembuatan obat menggunakan teknologi
nanopartikel.

Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) sebagai obat penurun radikal bebas (antioksidan) yang
disebabkan oleh komplikasi diabetes melitus.

Meningkatkan kualitas pegagan (Centella asiatica) dalam segi ekonomi

sebagai obat antioksidan alami yang bernilai jual.



1.5

Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus
musculus) berjenis kelamin jantan yang berumur 8-12 minggu dengan
berat badan 20-30 gram.

Dosis yang digunakan untuk streptozotocin menggunakan repeated low
doses sebanyak 40 mg/kg BB selama 5 hari.

Pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica (L.) Urban) tersalut
kitosan yang digunakan adalah 120 mg/kg BB, 180 mg/kg BB, dan 240
mg/kg BB selama 28 hari.

Parameter berupa kadar SOD dan MDA pada cerebrum otak mencit.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pegagan (Centella asiatica)
2.1.1 Deskripsi Tanaman

Pegagan (Centella asiatica) tumbuh pada daerah-daerah beriklim tropis
dan termasuk dalam tanaman herba tahunan yang dapat tumbuh pada datara
rendah hingga ketinggian 2.500m diatas permukaan laut. Pegagan dapat tumbuh
di daerah lembab atau subur, baik pada daerah terbuka atau tertutup seperti
padang rumput, tepi parit diantara batu-batu dan ditepi jalan (BPOM, 2010).
Menurut Kumar dan Gupta (2003) Pegagan memiliki 33 spesies dari genus
Centella yang mana tersebar didaerah tropis dan sub tropis. Centella asiatica
memiliki 2 jenis spesies yakni pegagan hijau dan pegagan merah, perbedaan dari
keduanya terletak pada warna stolon dan tangkai daunnya.

Pegagan merah memiliki ciri warna hijau kemerahan pada stolon dan
tangkai daunnya, sedangkan pegagan hijau pada stolon dan tangkai daunnya
hanya berwarna hijau (Lasmadiwati,2004). Zat aktif flavonoid pada pegagan
merah menyebabkan warna hijau kemerahan pada stolon dan tangkai daunnya.
Jayanti (2007) menyatakan bahwa flavonoid pada tumbuhan tingkat tinggi terikat
pada molekul gula sebagai glukosida, fungsi flavonoid sendiri salah satunya
sebagai pigmen. Flavonoid termasuk dalam kelompok fenol yangmana berperan
dalam pemberian warna ungu, merah, dan sebagian warna kuning dalam
tumbuhan.

Pegagan termasuk herba menahun, menjalar dan tidak berbatang. Tanaman
ini termasuk dalam roset akar, perakaran rimpang pendek dan merayap panjang.
Daun tunggal dengan kisaran 2-10 helai, berbentuk ginjal, lebar, tepi daun
begerigi, pangkal melekuk ke dalam dan memiliki pelepah. Bunga tumbuh pada
ketiak daun, berbentuk payung, berhadapan dengan daun tungal, bertangkai yang
semula tegak kemudian berangsur membengkok kebawah, memiliki 2-3 daun
pembalut, daun mahkota berwarna merah dengan pangkal pucat. Buahnya pipih,
berlekuk 2 tidak dalam, warna merah muda kekuningan, berusuk. Akar rimpang

pendek dan merayap panjang. Tumbuh di tepi sungai, pinggir sawaah, pematang,

10
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dan lahan lain yang dekat air. Mudah tumbuh di dataran rendah sampai ketinggian
2.500 dpl (Mulyani, 2006).

Gambar 2.1. Skema tumbuhan pegagan. 1) Herba pegagan dengan susunan
daun dalan roset akar, Tangkai daun dengan pangkal menyerupai pelepah, 3) dan
4) Susunan tulang daun, 5) Stolon dengan tunas, bunga dan akar yang tumbuh
pada buku, 6) Bunga dan 7) Buah (Sasmito, 2017).

2.1.2 Klasifikasi
Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, klasifikasi tanaman pegagan

(Centella asiatica) adalah sebagai berikut (Sasmito, 2017):

Kingdom : Plantae

Devisi : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Ordo . Apiales

Family : Apiaceae

Genus : Centella

Species : Centella asiatica (L.) Urban.

2.1.3 Kandungan dan Manfaat
Pegagan mengandung banyak senyawa aktif yang bermanfaat bagi
manusia seperti menurunkan tekanan darah, mencegah munculnya koloid pada

luka, menjaga dan meningkatkan daya ingat. Senyawa aktif pegagan diantaranya



12

adalah triterpenoid saponin dengan unsur utamanya tersusun atas asiatikosida,
genin triterpen, flavonoid, madekassosida, minyak esensial, fitosterol dan gula
(Sihombing., 2015). Senyawa aktif vallerin, glikosida triterpen, dan alkaloid juga
terkandung dalam pegagan (Khusnawati., 2015). Sutardi (2016) menambahkan
bahwa pegagan mengandung asam madaisatik, santelosida, asam brahmik,
hidrokotilin, meso-inositol, tanin, vellarin, senyawa samak, senyawa pahit
vellarine, dan garam mineral seperti magnesium, fosfor, besi, kalium, pektin
(17,25%), kalium, minyak atsiri (1%), natrium, asam amino,dan vitamin B.

Pegagan mengandung bahan kimia sebagai berikut: Madecassoside,
Isokun glycosides, thankunside, Borneo acid, Bromethyside, Brahmoside,
Madekaboside, Modawood acid, Mesomint Alcohol, gliserol, hydrotriptyline,
karotenoid, garam anorganik (K, Na, Ca, Fe, Mg), asam tanat, pektin lendir,
pektin, resin, fosfor, vitamin B, fosfor, sedikit minyak esensial dan vitamin C
(Dalimartha, 2003; Winarto dan Maria, 2003; Wijayakusuma dan Dalimartha,
2006) dan zat vellarine yang memberikan rasa pahit (Gohil dkk, 2010).

Triterpenoid merupakan senyawa yanng dapat meningkatkan fungsi
mental dan efek menenangkan. Senyawa ini dapat merevitalisasi pembuluh darah,
sehingga peredarah menuju otak menjadi lebih lancar. Asioktioksida adalah
turunan senyawa triterpenoid yang dapat meningkatkan daya ingat untuk
mengatasi pikun yang berkaitan dengan asam nukleat, meningkatkan perbaikan
dan menguatkan sel kulit, menigkatkan vitalitas, antibiotik alami, dan
menstimulasi sel darah dan sistem imun (Khusnawati., 2015). Selain asioktioksida
menurut lachman (2009) brahmosida juga termasuk turunan triterpenoid yang
memiliki fungsi dalam memperlancar aliran darah, dan merupakan protein penting
bagi sel otak.

Pegagan selain mengandug asam volatil, asam lemak, alkaloid, glikosida dan
flavonoid. Asam lemak tersusun atas gliserida yang berasal dari asam palmitat,
asam stearat, asam lignin, asam oleat, asam linoleat dan asam linolenat. Alkaloid
tersusun atas hidrokotilin (CxH33NOg) telah diisolasi dari tanaman kering.
Glikosida tersusun atas asiatikosida, madekossosida dan centellosida yang dapat
diisolasi dari seluruh bagian tanaman. Selama proses hidrolisis, glikosida tersebut

akan menghasilkan asam triterpen, asam asiatik, asam madegascaric dan asam
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centellic. Flavanoid tersusun atas 3-glucosylquercetin, 3-glucosylkaemferol dan 7-
glucosylkaemferol yang dapat diisolasi dari daun (Singh dkk, 2010). Senyawa
bioaktif tanaman pegagan merupakan antioksidan yang berperan dalam
meningkatkan sistem imun dan menjaga kerusakan sel-sel akibat adanya radikal
bebas dalam tubuh (HeBBar., 2019).

Kandungan senyawa kimia yang terkandung di dalam suatu tanaman
merupakan salah satu tanda-tanda kekuasaan Allah SWT. Hal ini sebagaimana
dalam Al-Qur’an surah Al-Imran (3) ayat 190:

1 Y iy ey G SR 5 a5 s A
Artinya: “sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal” (QS: Al-
Imran [3]: 190).

5

Kata “cu¥” maknanya adalah bukti yang jelas atas eksistensi Allah SWT
dan kemahakuasaanNya. Sedangkan kata ) ‘"A;‘iyaitu orang- orang yang
berakal dan dengan akal tersebut mampu menangkap dan memahami tanda- tanda
pada ciptaanNya (al-Jazairi, 2007). Ayat tersebut menjelaskan bahwa sesuatu
yang ada di bumi seperti pepohonan, tumbuhan, hewan, dan lainnya merupakan
tanda kekuasaan Allah SWT (lbnu Kasir, 2000). Tanda- tanda tersebut hanya
dapat ditangkap atau dipahami oleh orang- orang yang berakal, hal ini sebagai
salah satu fungsi diciptakannya akal bagi manusia (Qurthubi, 2009).

Hal tersebut berkorelasi dengan manfaat yang terdapat pada suatu
tumbuhan yaitu senyawa fitokimia. Apabila manusia tidak mau memperhatikan
ataupun mencari tahu maka kebaikan yang terdapat pada tanaman tersebut akan
menjadi sia-sia. Kebaikan Allah SWT menciptakan senyawa fitokimia yang dapat
digunakan untuk berbagai kepentingan salah satunya sebagai pencegah penyakit.
Dengan pemikiran dan pemahaman yang benar maka manusia dapat membuka
pandangan dan menerima ayat — ayat Allah SWT pada alam semesta (Quthb,
2008).
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2.1.4 Potensi Pegagan

Pegagan memiliki kandungan aantioksidan yang tinggi yang dapat
menyebabkan neuropektif terhadap kerusakan oksidatif akibat adanya radikal
bebas. Hal tersebut terjadi karena adanya kandungan fenolik pegagan yang tinggi
sehingga proses oksidasi dalam tubuh akibat radikal bebas dapt dikurangi (Roy,
2013). Pegagan dapat menurunkan kadar glukosa darah karena adanya asam
asiatik yang menyebabkan meningkatkan produkdi fibrosis islel pada pangkreas
(Prakash, 2017). Kandungan pegagan juga dapat memperkuat mukosa lambung
sehingga menghambat lesi pada lambung, serta mengurangi oksidasi akibat
adanya radikal bebas (Gohil, 2010).

Bahan-bahan aktif lainnya dapat digunakan sebagai suplemen, anti infeksi,
anti toksik, antirematik, pencahar kencing, pembersih darah, meningkatkan
ekskresi empedu,, antipiretik, hemostasis, mempercepat penyembuh luka, obat
penenang (sedatif) dan vaosidilator perifer. Khasiat sedatif melalui mekanisme
koligernik pada susunan saraf pusat (Wijayakusuma, 2006). Gayathri dkk (2011)
menyatakan bahwa ekstrak alkohol pegagan dapat digunakan sebagai anti

hiperglikemik pada tikus diabetes.

2.2  Mencit (Mus musculus)
2.2.1 Definisi

Hewan coba merupakan hewan yang berfungsi untuk memenuhi tujuan
penelitian (Nisa,2017). Hewan coba sering digunakan dalam berbagai penelitian
biomedik dan biologi seperti pengembangan obat-obatan, parasitologi,
toksikologi, imunologi mikrobiologi dan vaksin (subriyah, 2017). Mencit (Mus
musculus) merupakan hewan coba yang umum digunakan dalam penelitian;
mudah dikembangbiakan da dipelihara; secara garis besar fungsi, proses biokimia,
dan bentuk mencit memiliki kesamaan dengan manusia (Zahrina, 2015).

Mencit merupakan hewan yang dihasilkan dari persilangan tikus putih
“outbreed” dan “inbreed” (Nusa, 2016). Hewan pengerat (rodentia) yang masuk
dalam kelas mamalia (Akbar, 2010). Umum digunakan sebagai hewan coba

penelitian, jinak, harga ekonomis, dan tahan terhadap penyakit (Jayani,2011).
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Penciptaan hewan coba dan pemanfaatannyasebagai hewan percobaan
merupakan salah satu nikmat dari Allah SWT kepada makhluknya. Hal ini sebagai
mana dalam Alqur’an surah Lugman ayat 20:

o o) s T § o s e 3 1 e o ) 3 6 o0 5 0 535

Jih IS Y5 60 Vsale iyl 8 Juad
Artinya: “Tidaklah kamu Perhatikan sesungguhnya Allah telah Menundukkan
untuk (kepentingan)mu. Apa yang di langit dan apa yang di bumi dan
menyempurnakan untukmu nikmatnya lahir dan batin. Dan diantara manusia ada
yang membantah tentang (keesaan) Allah tanpa ilmu pengetahuan atau petunjuk

dan tanpa kitab yang memberi penerangan” (QS: Lugman [31]: 20).

Kata " 53 " artinya adalah “menundukkan” (Qurthubi, 2009), bahwa Allah
SWT telah menundukkan sesuatu yang ada di bumi untuk kepentingan manusia.
Salah satunya yaitu dengan ditundukkannya mencit, hewan yang tergolong liar
namun atas izin Allah SWT dapat dikendalikan oleh manusia untuk berbagai
kepentingan salah satunya untuk penelitian. Ditundukkannya mencit dapat
menghasilkan sebuah pengetahuan seperti kata “ 5 )@L “, berarti kenikmatan dunia
atau “ c)e-ia “ apa yang dilihat mata dan kata “ iﬁ%@j “ adalah apa yang didapatkan
manusia untuk dirinya (Qurthubi, 2009). Pengetahuan yang didapat tersebut dapat

bermanfaat untuk manusia.

222 Ciri

Mencit (Mus musculus) memiliki ciri sebagai berikut: memiliki tubuh
kecil, berwarna putih, siklus estrus teratur (Akbar,2010). Pemeliharaan mencit
harus terjaga kondisi ruangnya seperti kondisi ruang yang kering, senantiasa
bersih, kelembaman udara perlu terjaga antara 30-70% serta suhu ruang kisaran
18-19°C, dan jauh dari kebisingan (Subriyah, 2017).

2.2.3 Klasifikasi
Klasifikasi mencit berdasarkan taksonomi menurut Brotowidjoyo (2010),

yaitu :
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Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muriidae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

2.3 Nanopartikel

Nanopartikel adalah partikel koloid padat yang memiliki ukuran kisaran 10
nm hingga < 1000 nm (Rizvi & Saleh, 2018). Sistem nanopartikel terbagi menjadi
nanoristal dan nanocarrier. Nanocarrier adalah suatu sistem pembawa berukuran
nanometer yang  memiliki bermacam-macam jenis diantaranya liposum,
nanotube, dendrimer, misel, dan polimerik yang dikelompokkan sebagai berikut
(Ting et al., 2014):

1. Nanocarrier berbasis polimer, seperti: nanopartikel kitosan, dendrimer.

2. Nanocarrier berbahan dasar lemak, seperti: mikro/nanoemulsi, solid lipid
nanoparticle (SLN).

3. Nanocarrier berbahan dasar fosfolipid, seperti: liposom, etosom,
transfersom, fitosom.

4. Nanocarrier berbasis surfaktan, seperti: misel.

Ragam Jenis nanopartikel memiliki kelebihan dan kelemahan yang
berbeda. Nanopartikel polimer seperti kitosan memiliki karakteristik dalam
meningkatkan kelarutan obat, lebih setabil, biodegradable, pelepasan obat lebih
terkontrol, dan mengurangi toksisitas (Wang et al, 2011). Sedangkan nanopartikel
liposom memiliki jangka simpan yang pendek, proses enkapsulasi yang rendah,
stabilitas yang buruk, proses gelasi yang tidak terprediksi, tingkat perlekatan solid
lipid yang rendah (Liu et al, 2015).

Penyesuaian polimer dan sifat obat berpengaruh dalam pemilihan metode
pembuatan nanopartikel. Pembagian pembuatan nanopartikel terbagi menjadi dua,
yaitu proses top-down dan bottom-up. Proses top-down berfokus dalam pengecilan

ukuran partikel dengan menggunakan teknik penggilingan yang beragam. Namun
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kebutuhan energi yang tinggi dalam prosesnya menyebabkan banyak energi
panas yang dihasilkan. Dampak panas yang tinggi menyebabkan bahan yang
bersifat termolabil menjadi sulit diolah, sehingga dianggap tidak -efisien.
Sedangkan proses bottom-up berfokus dalam pengecilan partikel menjadi nano
dengan pembentukan struktur per-atom atau per-molekul. Tahapan tersebut
dengan pelarutan bahan obat menggunakan pelrut organik kemudian proses
pengendapan pada penambahan antisolvent dan stabilizer (Delie, 2005; Patravale,
2004).

Pembuatan nanopartikel perlu memilih metode yang sesuai dengan
polimer dan sifat obat. Secara luas klasifikasi pembuatan nanopartikel dibagi
menjadi dua, yaitu proses top-down dan bottom-up. Proses top-down berupa
pengecilan ukuran partikel menggunakan teknik penggilingan yang beragam.
Namun proses tersebut membutuhkan energi yang tinggi dan menyebabkan
banyak energi panas yang dihasilkan. Akibatnya bahan yang bersifat termolabil
menjadi sulit diolah, sehingga proses ini dianggap tidak efisien. Proses bottom-up
terdiri atas pengecilan ukuran partikel menjadi nano dengan pembentukan struktur
per-atom atau per-molekul. Tahapannya dengan pelarutan bahan obat
menggunakan pelarut organik kemudian diendapkan pada penambahan antisolvent
dan stabilizer (Delie, 2005; Patravale, 2004).

Membahas mengenai ukuran partikel sesungguhnya Allah SWT telah
berfirman dalam Surat Az-Zalzalah ayat 7 sebagai berikut:

55015 350 Jlie a3 1]
Artinya: “Barangsiapa yang mengerjakan kebaikan seberat dzarrahpun, niscaya

dia akan melihat (balasannya).” (Q.S. Az-Zalzalah [99] 7).

Ayat di atas menurut studi literatur dari Rokhmah (2018) menjelaskan
bahwa Allah SWT memberikan motivasi (targib) dan peringatan (tarhib) agar
manusia berperilaku baik, sehingga menjadi stimulus bagi hamba-Nya agar selalu
mengamalkan perbuatan baik sekecil apapun dan tidak menyepelekan perbuatan
buruk sekecil apapun. Setiap perbuatan yang baik maupun buruk akan mendapat
balasan yang setimpal. Sebagaimana Allah SWT menyebut kalimat 35 J&secara
bergandengan baik dalam ayat 7 Az-Zalzalah, ayat 8 dan An-Nisa’ ayat Jis, 40
dapat diartikan sebagai timbangan atau alat pengukur berat dan 32 berarti semut



18

kecil yang masih di tahap awal pertumbuhan. Sehingga arti kalimat tersebut jika
dihubungkan maka merupakan perumpamaan untuk sesuatu yang sangat kecil.

Ibnu Al-Jauziyyah (2002) mengumpulkan beberapa penafsiran ulama’
mengenai makna implisit 35> di antaranya yaitu kepala semut merah (riwayat
Ibnu ABBas ra), butiran tanah (riwayat Yazid bin Al-A’sham dari Ibnu ABBas),
biji khardalah atau tanaman mustard (menurut At-Tsa’labi) dan titik debu yang
nampak di udara yang terlihat ketika ada celah dinding terkena sinar matahari
(menurut At- Tsa’labi). Ibnu Al-Jauziyyah menyimpulkan bahwa penyebutan
dzarrah merupakan ungkapan yang diberikan agar mudah ditangkap oleh logika
manusia, dan bukan untuk menjelaskan jenis benda. Melainkan untuk
menggambarkan sesuatu yang sangat dan paling kecil yang mampu dipahami
ketika zaman ayat ini turun. Nanopartikel memang bukan ukuran terkecil di era
sekarang, namun secara implisit nanopartikel termasuk dalam kategori ukuran
terkecil yang sedang dikembangkan dan banyak diteliti terutama di bidang
pengobatan.

Teknologi nanopartikel mampu mengatasi ketidakstabilan senyawa obat
dan kelarutannya yang rendah di dalam air dengan penerapan yang luas, di
antaranya untuk pemberian rute oral, parental, pulmonary, ocular, transdermal dan
penghantaran spesifik ke sel target. Sistem penghantaran obat nanopartikel
menjadi pilihan untuk meningkatkan kestabilan zat aktif terhadap degradasi kimia
dan biologis, sehingga cocok untuk berbagai senyawa yang rentan terhidrolisis
dan teroksidasi. Selain itu bentuk nanopartikel bisa menghantarkan zat aktif
seperti antikanker ke sel target spesifik kemudian dapat meningkatkan keamanan
dan efisiensi obat (Lucida, 2015).

Pembuatan sediaan nanopartikel cenderung terjadi aggregasi, agglomerasi
dan ketidakstabilan fisika lainnya. Ukuran partikel yang diperkecil melaui proses
nanomilling maupun high pressure homogenizer memerlukan jenis teknik yang
optimal, komposisi bahan penstabil (seperti surfaktan dan kosurfaktan) serta lama
proses yang tepat (Lucida, 2015). Beberapa teknologi dapat dikombinasikan untuk
mengatasi kelemahan yang dimiliki berbagai jenis nanopartikel (Hu & Kwon,
2011).
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Nanopartikel crosslink termasuk dalam sistem nanocarrier yang terbentuk
dari proses ikatan sambung silang antara elektrolit dengan pasangan ionnya
(\Vauthier, 2003). Manfaat dari pembentukan ikatan sambung silang yaitu dapat
memperkokoh kekuatan mekanis dari partikel yang terbentuk (Park & Yeo, 2007).
Sistem nanocarrier ini dibutuhkan pada proses enkapsulasi bahan alam untuk
mencapai terget pengobatan (Rachmawati, 2007). Proses pembuatan nanopartikel
crosslink biasanya menggunakan metode gelasi ionik, karena pasangan ion yang
digunakan sesuai untuk protein. Hal tersebut dapat menghindari pengadukan yang
berlebihan dan panas tinggi (Vauthier, 2003).

Metode gelasi ionik umum digunakan karena prosesnya yang sederhana,
tidak menggunakan pelarut organik dan mudah dikontrol. Prinsip metode ini yaitu
membentuk partikel berstruktur jaringan inter- dan/atau intramolekul tiga dimensi
melalui interaksi ionik antara polikation gugus amino dari kitosan dengan
polianion (Agnihotri, 2004). Pengikat sambung silang polianion yang sering
digunakan adalah sodium tripolipospat, karena memiliki multivalen dan bersifat
nontoksis. Dalam metode gelasi ionik, proses ikatan sambung silang dapat
mencegah terjadinya kerusakan bahan aktif yang akan disalut oleh nanopartikel
kitosan (Fan, 2012). Berikut gambar struktur kimia kitosan.

Kitosan merupakan polimer dari bahan alami yang tersusun atas p-(1-4)-
linked D-glucosamine dan N-acetyl-D-glucosamine dengan distribusi acak.
Kitosan berbentuk polisakarida linier yang diproduksi dari cangkang hewan
crustaceae seperti udang dan rajungan melalui proses deasetilasi senyawa Kitin
(Sonia, 2011). Kitosan banyak digunakan pada industri kimia, pangan dan farmasi
karena memiliki sifat yang biodegradable, mukoadhesif, biokompatibel,
nontoksik dan tingkat imunigenisitas rendah. Sifat-sifat tersebut menjadikan
kitosan sangat berpotensi baik untuk digunakan dalam sistem penghantaran obat
sebagai carrier (Liu, 2006). Penggunaan kitosan dalam sistem partikulat
merupakan alternatif yang baik untuk menghindari kemungkinan toksisitas dari
pereaksi elektrostatik dari ikatan silang secara kimia (Irianto, 2011). Allah SWT
berfirman di dalam Al- Qur’an Surat Al-Jatsiyah ayat 13 berikut:

s 3R o 30 Y S 6 ) 3 s a1 B Ly S 3 &1 5
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Artinya: “Dan Dia telah menundukkan untukmu apa yang di langit dan apa yang
di bumi semuanya, (sebagai rahmat) daripada-Nya. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum
yang berfikir.” (QS: Al-Jathiyah [45]: 13).

Ayat di atas dijelaskan dalam tafsir Al-Wajiz (Az-Zuhaili, 2002 M/1422
H) bahwa Allah SWT menciptakan (menundukkan) segala makhluk seperti awan,
matahari, air hujan, dan lain-lain (apa yang ada di langit) maupun berbagai macam
hewan, tumbuhan, sungai, dan sebagainya (apa yang ada di bumi) supaya dapat
diambil manfaat serta pelajaran oleh manusia. Demikian sesungguhnya terdapat
tanda dan bukti keesaan Allah SWT, namun hanya bisa diketahui oleh manusia
yang memikirkannya. Kutipan makna ayat “apa yang di bumi” oI 2 Lssecara
implisit mencakup kitosan, yakni suatu polimer sakarida yang berasal dari
cangkang hewan krustasea. Kitosan ternyata memiliki kandungan dan manfaat
yang baik di bidang pengobatan. Selain itu, bentuk nanopartikel dianggap sebagai
sistem penghantar obat yang menjanjikan untuk meningkatkan bioavaibilitas
molekul bahan alam, karena mampu berdifusi dan melakukan penetrasi dengan
lebih baik ke dalam lapisan mukus (Takeuchi, 2001).

Husein, dkk., (2011) menafsirkan ayat 13 pada Surat Al-Jatsiyah
berdasarkan Tafsir Tahlili yaitu sebagaimana seseorang bila mau memperhatikan
alam semesta dan hubungan satu jenis makhluk dengan makhluk lainnya, maka
dapat mengetahui bahwa masing-masing kesatuan yang berkaitan memiliki proses
yang tidak berdiri sendiri. Seperti proses terjadinya hujan (apa yang ada di langit)
berhubungan dengan air laut (apa yang ada di bumi), kapal berlayar di laut
memerlukan hembusan angin atau bahan bakar seperti minyak atau batu bara.
Keseluruhan dapat terjadi atas Kuasa Allah, sehingga manusia akan dapat
menggunakan dan merasakan kelimpahan nikmat Allah dengan berusaha mencari
tahu lebih mendalam dan mempelajarinya. Misalnya mengenai fungsi kitosan,
ternyata dapat digunakan sebagai penyalut dan penghantar obat dalam sistem
nanopartikel (Lee, 2006).
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Cara memformulasi nanopartikel yaitu dengan melarutkan kitosan dengan
asam asetat, kemudian ditambahkan ekstrak (curcumin) sambil dihomogenkan.
Dituang tween 80 pada larutan kitosan-ekstrak kemudian diaduk selama 10 menit.
Proses cross linking dimulai sejak penambahan sodium tripolipospat dan diaduk
menggunakan magnetic stirer pada suhu ruang untuk proses pengecilan ukuran.
Selanjutnya disentrifugasi dan dibekukan untuk melakukan proses pembentukan
serbuk (Jahromi, 2014; Suryani, 2014). Akibat kompleksasi antara muatan yang
berbeda, kitosan mengalami presipitasi membentuk partikel bulat seperti bola
(Irianto, 2011).

Kemampuan pelepasan obat dari nanopartikel berbasis kitosan dipengaruhi
oleh kekuatan struktur hasil crosslinking, ukuran dan densitas partikel, sifat
fisikokimia bahan obat. Sedangkan pelepasan obat secara in vitro dipengaruhi
oleh pH, polaritas dan kemampuan disolusi bahan obat (Irianto, 2011).

Kekurangan pembentukan nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik
adalah secara umum memiliki distribusi ukuran partikel yang luas (artinya indeks
polidispersitas tinggi/ukuran tidak seragam) dan tingkat stabilitas rendah, di mana
hal tersebut tidak dianjurkan dalam aplikasi nanopartikel kitosan untuk sistem
penghantaran obat. Tingginya konsentrasi kitosan dalam reaksi elektrostatis
dengan TPP menyebabkan banyaknya partikel padat yang terbentuk, sehingga
bergerombol membentuk agregat dan menjadi berukuran mikro. Hal ini ditandai
dengan terlihat adanya kabut suspensi pada suatu larutan reaksi, sehingga
konsentrasi kitosan harus di bawah 0,3% (Mardliyati, 2012).

Hasil penelitian Mardliyati (2012) dalam pembentukan nanopartikel
kitosan menggunakan metode gelasi ionik menunjukkan bahwa konsentrasi
terbaik kitosan yaitu 0,2 % dan TPP sebesar 0,1% dengan rasio volume kitosan-
TPP 5:1. Nanopartikel kitosan yang terbentuk mampu mencapai ukuran kurang
dari 100 nm, cukup seragam dan relatif stabil. Sedangkan dalam pembuatan
nanopartikel, pelarutan kitosan menggunakan asam asetat karena kitosan bersifat
tidak larut air dan hanya mampu terlarut dalam kondisi pH asam (Yudhasasmita
dan Nugroho, 2017). TPP selain berperan sebagai zat pengikat silang juga dapat
memperkuat matriks nanopartikel kitosan sehingga lebih stabil dan sulit terpecah.

Sedangkan untuk mengatasi kekurangan dari nanopatikel kitosan digunakan
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stabilizer berupa tween 80 yang mampu memproduksi partikel emulsi dalam
larutan dan membentuk partikel kecil yang stabil. Kemudian alat magnetic stirrer
membantu proses ikatan sambung silang dan menghasilkan keseragaman ukuran
partikel (Hermanus, 2012; BPPT, 2010; Rachmania, 2011). Berikut gambar
mekanisme metode gelasi ionik dalam pembuatan nanopartikel.

Ultrasonikasi dilakukan untuk memecah molekul polimer menjadi ukuran
yang lebih kecil dengan menggunakan gelombang ultrasonik (Sidgi, 2011).
Generator listrik sonikator memanfaatkan gelombang ultrasonik (20 KHz-10
MHz) dengan membuat sinyal listrik yang diubah menjadi getaran fisik yang kuat.
Kuatnya getaran fisik akan menimbulkan efek kavitasi yang menyebabkan
temperatur dan tekanan tinggi, sehingga terjadi reaksi kimia dan pemecahan
molekul pada larutan kemudian partikel menjadi berukuran lebih kecil (Wardiyati
et al., 2004; Tardos, 2005).

Pirrung (2007) menyatakan bahwa teknik ultrasonik paling efektif dalam
pencampuran, proses reaksi serta pemecahan bahan menggunakan energi suara
berfrekuensi tinggi. Kelebihan menggunakan teknik sonikasi untuk memperkecil
ukuran partikel yaitu dapat mencegah terjadinya proses sedimentasi atau creaming
selama masa penyimpanan, luas permukaan lebih besar sehingga zat aktif mudah
tersebar dan lebih cepat menetrasi (Tardos, 2005). Zat aktif lebih mudah melalui
lapisan kulit dengan semakin kecilnya ukuran partikel (Basera et al., 2015).

Menurut penelitian Kencana (2009), partikel ekstrak temulawak mampu
ditekan dengan energi ultrasonikasi sehingga masuk ke dalam kitosan melalui
poripori hasil ikatan silang dari kitosan dan TPP. Selain itu lama waktu sonikasi
dan besar amplitudo berpengaruh terhadap pengecilan ukuran partikel. Hasil
penelitian Ariyandi dkk (2007) memperoleh ukuran partikel terkecil (482 + 59)
nm dengan distribusi ukuran terbaik menggunakan amplitudo 40% dan waktu 8
menit.

Menurut Tripler (1998), gelombang ultrasonik memiliki rentang frekuensi
lebih dari 20 KHz dan termasuk gelombang mekanik longitudinal. Penggunaan
ultrasonikasi terbagi menjadi dua bagian berdasarkan rentang kekuatan suara
sebagai berikut (Mason et al., 2002):
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1. Suara berfrekuensi tinggi dan amplitudo rendah Energi ini disebut
gelombang energi rendah yang dapat memberikan efek fisik medium. Digunakan
sebagai analisis untuk mengukur kecepatan serta koefisien absorpsi gelombang
dengan medium rentang 2-10 MHz.

2. Suara berfrekuensi rendah dan amplitudo tinggi Energi ini disebut
gelombang energi tinggi yang dapat digunakan untuk sonokimia, pembentukan
plastik dan pembersihan menggunakan medium rentang 20-100 KHz.

Semakin lama waktu sonikasi dan tinggi amplitudo akan menurunkan nilai
kekeruhan pada larutan. Biasanya sebelum formula herbisida disonikasi memiliki
visual berwarna putih tulang dan keruh, namun setelah melalui proses sonikasi
akan terjadi perubahan warna menjadi transparan. Hal tersebut terjadi karena
larutan menjadi lebih homogen dan ukuran partikel sangat kecil, sehingga kondisi
homogen akan lebih bertahan saat masa penyimpanan. Alat ultrasonikator
memanfaatkan gelombang amplitudo sehingga terjadi pengecilan ukuran partikel.
Partikel dengan ukuran lebih kecil menyebabkan larutan herbisida lebih mudah
terlarut dalam air saat diaplikasikan (Rusdiana dkk, 2018; Du et al., 2016).

Pembuatan sediaan nanopartikel cenderung terjadi aggregasi, agglomerasi
dan ketidakstabilan fisika lainnya. Ukuran partikel yang diperkecil melaui proses
nanomilling maupun high pressure homogenizer memerlukan jenis teknik yang
optimal, komposisi bahan penstabil (seperti surfaktan dan kosurfaktan) serta lama
proses yang tepat. Oleh karena itu perlu parameter evaluasi seperti ukuran dan
morfologi partikel (Lucida, 2015). Menurut Guterres, dkk (2007), morfologi suatu
permukaan nanopartikel berpengaruh terhadap kemampuannya dalam menembus
suatu membran sel target. Jika nanopartikel memiliki permukaan yang bulat akan

mempermudah nanopartikel tersebut untuk memasuki sel.

2.4  Diabetes Melitus

Diabetes melitus merupakan suatu kondisi penurunan sensitifitas
reseptorhormon insulin pada sel (Arulselvan dkk., 2006). Kerusakan pada sel-sel
pulau langerhans menyebabkan kelainan metabolisme dalam kelenjar pangkreas
yang menyebabkan sedikitnya jumlah hormon indulin, bahkan tidak sama sekali

(Price dan Wilson, 2005). Gangguan diabetes melitus ditandai dengan
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hiperglikemi akibat adanya gangguan sekresi insulin oleh sel B pankreas,
gangguan produksi glukosa darah oleh sel otot dan sel hati (Ramaiah., 2003).
Kelainan tersebut ditandai dengan adanya polifagia (banyak makan), polidipsia
(banyak minum), dan poliuria (banyak kencing) (Misnadiarly, 2006:10). Kadar
glukosa darah dalam tubuh menentukan alur glikosisis siklus asam sitrat dan
pembentukan ATP. Konsentrasi ATP yang meningkat akan menghambat saluran
K" karena sensitifitasnya, sehingga menyebabkan depolarisasi membran sel beta
dan meningkatkan saluran masuk Ca®** yang sensitif terhadap voltase.
Penghambatan K* dan peningkatan Ca®* menyebabkan stimulasi ekositosis insulin
(Opara, 2005).

Kemampuan sekresi insulin oleh sel B pankreas dipengaruhi oleh tiga
faktor utama yakni, oltage-sensitive calcium channels sel R pankreas, kadar
glukosa darah, dan ATP- sensitive K channels. Kadar gukosa darah setelah
mengkonsumsi makanan akan meningkat, kemudian glukosa ditangkap oleh sel 3
melalui glucose transporter 2 (GLUT 2) dan disalurkan ke dalam sel. Sebaliknya
Kadar gukosa darah saaat berpuasa akan menurun, ATP-sensitive K channels pada
membran sel B akan terbuka sehingga ion kalium keluar dari sel B untuk
mempertahankan potensial membran dalam keadaan hiperpolar sehingga Ca-
channels menutup. Penutupan Ca- channels menyebabkan kalsium tidak dapat
masuk ke dalam sel B, sehingga rangsangan sel 8 untuk mensekresi insulin
menurun (Ganong, 2008). glucose transporter 2 (GLUT 2) pada sel hepar dan el
R pankreas mempunyai afinitas yang rendah terhadap glukosa sehingga kinerja
GLUT 2 terjadi saat hiperglikemi. Hal ini dapat mencegah timbulnya pelepasan
insulin dan pengambilan glukosa oleh hepar pada saat puasa (Opara, 2005).

Pemakaian glukosa di jaringan otot dan lemak dapat menurunkan
konsentrasi glukosa karena insulin yang dilepaskan kedalam darah serta
penekanan glukosa oleh hati. Produksi insulin yang terhenti atau terganggu
berkaitan dengan sel [ pankreatis, kekurangan produksi insulin dapat
menyebabkan keadaaan hiperglikemik yang dapat mengurangi kemampuan
metabolisme karbohidrat sehingga menyebabkan diabetes mellitus (Soewolo,
2000).
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2.4.1 Klasifikasi Diabetes Melitus

Diabetes melitus terbagi menjadi beberapa klasifikasi, yaitu (American

Diabetes Association., 2015):
1. Diabetes Melitus Tipe 1

Diabetes Melitus Tipe 1 disebabkan karena kerusakan sel beta pankreas
sehingga menyebabkan defisiensi insulin, populasi penderita diperkirakan kurang
dari 5-10% dari keseluruhan populasi penderita diabetes. DM tipe 1 terjadi karena
kerusakan sel-sel B pulau Langerhans sehingga menyebabkan gangguan produksi
insulin yang disebabkan oleh reaksi autoimun.

2. Diabetes Melitus Tipe 2

Diabetes Melitus Tipe 2 disebabkan karena gangguan sekresi insulin
sehingga menyebabkan resistensi insulin, populasi penderita DM Tipe 2 lebih
umum dari DM Tipe 1 yakni sekitar 90-95% dari keseluruhan populasi penderita
diabetes. Tahap awal penderita DM Tipe 2 umumnya memiliki kadar glukosa
yang tinggi dan jumlah insulin yang cukup dalam darahnya, namun sel-sel
sasaran insuli yang tidak mampu merespon insulin secara normal. Keadaan
tersebut dinamakan “Resistensi Insulin” karena gaya hidup yang kurang gerak
(sedentary), obesitas, dan penuaan.

3. Gestasional Diabetes Melitus (GDM)

Gestasional Diabetes Melitus (GDM) merupakan keadaan diabetes atau
intoleransi glukosa yang muncul selama masa kehamilan, berlangsung sementara
atau temporer, umumnya terdeteksi pada trimester kedua atau setelahnya. Sekitar
4-5% wanita hamil diketahui menderita GDM.

2.4.2 Diabetes Melitus Tipe 2

Diabetes Melitus Tipe 2 merupakan gangguan metabolik yang ditandai
dengan kenaikan gula darah akibat penurunan atau gangguan sekresi insulin oleh
sel B pankreas (resistensi insulin) (Departemen Kesehatan, 2005. Diabetes Melitus
Tipe 2 adalah penyakit hiperglikemi akibat insensivitas sel terhadap insulin, dan
dianggap sebagai non insulin dependent diabetes melitus karena insulin tetap
dihasilkan oleh sel B pankreas dengan jumlah sedikit menurun atau dalam rentang
normal (Slamet, 2006).



26

Resistensi insulin banyak terjadi akibat dari obesitas, kurangnya aktivitas
fisik, dan penuaan. Pasien yang menderita diabetes tipe 2, dapat juga terjadi
produksi glukosa hepatik yang berlebihan, tetapi tidak ada kerusakan autoimun sel
B Langerhans seperti diabetes tipe 2, sedangkan kekurangan fungsi insulin pada
diabetes tipe 2 hanya relatif, Tidak absolut. Tahap awal perkembangan diabetes
tipe 2, sel B menunjukkan tahap pertama sekresi insulin mengalami gangguan,
yang berarti sekresi insulin tidak dapat mengkompensasi resistensi insulin. Jika
tidak ditangani dengan baik, sel beta pankreas akan mengalami kerusakan pada
langkah perkembangan selanjutnya. Kerusakan progresif pada sel beta pankreas
biasanya menyebabkan defisiensi insulin, sehingga pada akhirnya pasien
membutuhkan insulin eksogen. Pada penderita diabetes tipe 2 biasanya ditemukan
dua faktor tersebut yaitu resistensi insulin dan defisiensi insulin (Harding, 2003).

Sekresi insulin pada penderita non diabetes meliputi dua tahap, tahap awal
(tahap 1) yang terjadi dalam waktu 3-10 menit pertama setelah makan. Insulin
yang disekresi pada tahap ini adalah insulin yang disimpan dalam sel 8, dan tahap
akhir (tahap 2) adalah sekresi insulin yang dimulai 20 menit setelah stimulasi
glukosa. Pada tahap pertama, pemberian glukosa akan meningkatkan sekresi
insulin, sehingga mencegah kadar gula darah, kemudian peningkatan gula darah
akan merangsang tahap kedua untuk meningkatkan produksi insulin. Semakin
tinggi kadar gula darah setelah makan maka semakin banyak insulin yang
dibutuhkan, namun kemampuan ini terbatas pada kadar gula darah dalam kisaran
normal (Merentek, 2006).

Sekresi insulin pada diabetes tipe 2 tahap pertama tidak dapat menurunkan
gula darah, sehingga merangsang tahap kedua untuk memproduksi lebih banyak
insulin, tetapi tidak dapat meningkatkan sekresi insulin seperti orang normal.
Sekresi sel B yang terganggu akan menghambat sekresi insulin fase 1 dan
menurunkan kadar insulin dalam darah, yang akan meningkatkan glukosa yang
diproduksi oleh hati dan meningkatkan kadar glukosa darah puasa. Pada fase 2,
kemampuan memproduksi insulin secara bertahap akan menurun. Oleh karena itu,
perjalanan DM tipe 2 dimulai dengan penyakit stadium 1 yang menyebabkan
hiperglikemia, kemudian DM tipe 2, di mana tidak terjadi hiperinsulinemia, tetapi

penyakit sel beta (Masharani, 2001).
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Bila kadar glukosa darah puasa 80-140 mg maka kadar insulin puasa
meningkat tajam, namun bila kadar glukosa darah puasa melebihi 140 mg maka
kadar insulin tidak dapat ditingkatkan lagi.Pada tahap ini kerusakan sel B mulai
berkurang fungsinya. Ketika kadar insulin puasa mulai menurun, efek
penghambatan insulin terhadap produksi glukosa hati (terutama glukoneogenesis)
mulai menurun, sehingga meningkatkan produksi glukosa hati dan menyebabkan
hiperglikemia selama puasa. Faktor yang dapat menurunkan fungsi sel f dianggap
sebagai faktor yang didapat, termasuk penurunan massa sel B, malnutrisi pada
kehamilan dan bayi, deposisi amilyn dalam sel P, dan efek toksik glukosa
(toksisitas glukosa) (Groop, 2001).

2.5 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan senyawa kimia berupa atom atau molekul yang
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada lapisan luarnya,
jumlah elektron bebas dengan jumlah banyak dapat menyebabkan stres oksidatif.
Ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan menyebabkan stres oksidatif
yang berpotensi menimbulkan kerusakan sel dan organ (Danusantoso, 2003).
Radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh (endogenous) maupun luar tubuh
(eksogenous). Radikal bebas dari dalam tubuh (endogenous) terbentuk dari reaksi
reduksi normal dalam mitokondria, fagositasi, detoksifikasi senyawa senobiotik,
peroksisom, dan metabolisme obat-obatan. Sedangkan Radikal bebas dari luar
tubuh (eksogenous) berasal dari radiasi, refursi, asap rokok, karsinogen, olahraga
yang berlebihan, dan inflamasi (Tejasari, 2000).

Sifat radikal bebas hampir sama seperti oksidan yakni sebagai penerima
atau penarik elektron, namun radikal bebas memiliki reaktifitas yang tinggi dan
kecenderungan untuk membentuk radikal bebas yang baru sehingga lebih
berbahaya dari pada oksidan. kecenderungan tersebut menjadikan radikal bebas
mudah dalam membentuk radikal bebas baru apabila bertemu dengan molekul lain
sehingga membentuk reaksi rantai (Nedeljkovic, dkk. 2003). Ketidakseimbangan
jumlah radikal bebas yang lebih tinggi daripada antioksidan menyebabkan
penurunan aktivitas antioksidan sehingga menimbulkan stress oksidatif dalam
tubuh (Kaleem dkk., 2006; Halliwell 2006).
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Peroksida lipid sebagai akibat stres oksidatif merupakan reaksi berantai
yang menghasilkan radikal bebas secara terus menerus dan peroksidasi lebih
lanjut yang dapat merusak jaringan dan dapat menimbulkan penyakit degeneratif,
diabetes, inflamasi, kanker, penuaan dan lain-lain. Tahap peroksidasi lipid terbagi
menjadi tiga tahap reaksi berantai yaitu (Murray dkk., 2000):

1. Inisiasi merupakan proses terlepasnya atom hidrogen dari molekul asam
lemak atau poly unsaturated fatty acid (PUFA) pada membran sel sehingga
terbentuk radikal bebas alkil dan menyebabkan kerusakan pada sel. Tahap inisiasi
dikatalis oleh adanya ion logam.

X°+ RH — R% XH

2. Propagasi merupakan hasil produksi inisiasi bereaksi dengan oksigen
atmosfer membentuk radikal bebas peroksi yang terbentuk bereaksi dengan atom
hidrogen hidrogen yang terlepas dari asam lemak tidak jenuh yang lain
membentuk hidroperoksida (ROOH) dan radikal bebas yang baru. Radikal bebas
yang baru akan bereaksi dengan oksigen atmosfer membentuk radikal bebas
peroksi.

Hasil reaksi tahap propagasi akan menjadi inisiator baru agar bereaksi
dengan asam lemak yang lain sehingga membentuk produk radikal baru.

ROQ° + RH — ROOH + R°

3. Terminasi merupakan Penggabungan radikal-radikal beabas membentuk
produk nonradikal yang stabil. Sters oksidatif muncul akibat adanya reaksi
metabolik yang menggunakan oksigen sehingga mengakibatka ketidakseimbangan
antara oksidan dan anitioksidan sel.

ROQ° + ROO° — ROOR + O,
ROO° + R>- ROOR
R°+R°— RR

Penyebab stres oksidatif karena ketidakseimbangan prooksidan (free
radical) dan antioksidan didalam tubuh (Agarwal, dkk. 2005 ). Ketidakmampuan
antioksidan intrasel dalam menetralisir kelebihan jumlah produksi radikal bebas
sangat berpotensi menyebabkan kerusakan sel. Kerusakan ini seringkali
dinamakan kerusakan oksidatif akibat adanya reaksi dengan radikal bebas yang

merusak biomolekul penyusun sel. komponen penyusun membran sel memiliki
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dampak negatif akibat peningkatan stres oksidatif yang menyebabkan kerusakan
lipid membran membentuk malonaldehida (MDA), kerusakan karbohidrat,
protein, dan DNA (Kevin et al., 2006).

Gangguan metabolit dan gangguan sel berupa gangguan fungsi DNA dan
protein akibat adanya radikal menyebabakan mutasi atau sitotoksik dan perubahan
laju aktivitas enzim. Adanya radikal bebas mempengaruhi peningkatan peroksida
yang menyebabkan dekomposisi menjadi malondialdehyde (MDA) dalam darah.
Gambaran MDA dalam serum dapat digunakan sebagai penanda kerusakan seluler
dan mengukur peroksidasi yang terjadi pada membran lipid akibat adanya radikal
bebas (Inoue, 2001).

Stres oksidatif dideskripsikan sebagai suatu keadaan ketidaksetimbangan
antara proses oksidasi oleh radikal bebas dan proses penetralan oleh antioksidan
dalam tubuh. Kondisi stress oksidatif membentuk Reactive Oxygen Species (ROS)
yang tersusun dari radikal bebas oksigen (super oksida) dan derivatnya (radikal
hidroksil) berupa O2-, OH dan H202. Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan
senyawa atau molekul yang memiliki satu atau lebih yang tidak berpasangan pada
lintasan luarnya. Senyawa yang memiliki elektron yang tidak berpasangan sangat
reaktif dalam mencari elektron pasangannya, dengan mengikat dan menyerang
elektron molekul yang ada di sekitarnya.

Kecenderungan sifat tersebut sangat berbahaya jika elektron yang terikat
radikal bebas berasal dari senyawa yang berikatan kovalen, maka ikatan tersebut
akan digunakan secara bersama-sama pada orbit luarnya. Suatu senyawa yang
memiliki ikatan kovalen umumnya berupa makromolekul seperti protein, lipid,
karbohidrat, dan asam lemak tak jenuh. Asam lemak tak jenuh merupakan
molekul yang paling rentan terhadap serangan radikal bebas, serta serangan
radikal bebas pada membran sel yang merusak asam lemak tak jenuh ganda dapat
menyebabkan kerusakan sel (Winarsi, 2007).

2.5.1 Malondialdehida (MDA)

Malondialdehida (MDA) adalah produk akhir dari peroksidasi lipid,
terbentuk dari degradasi radikal bebas hidroksil (OH") terhadap asam lemak tak
jenuh yang selanjutnya dirubah menjadi radikal yang sangat reaktif. Tahap awal
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terbentuknya MDA ketika radikal bebas oksigen (O2) dihasilkan melalui reaksi
enzimatik dan non-enimatik. monosit, makrofag, dan polimorfonuklir merupakan
se-sel tubuh yang dapat membentuk radikal bebas 02 dan H202 (Halliwell,
2003).

Yustika (2013) menambahkan bahwa pembentukan MDA melalui
peroksidasi lipid diawali dengan pembuatan lipid bersifat radikal dengan
menghilangkan atom hidrogen (H) dari molekul lipid tak jenuh rantai panjang dari
gugus radikal hidroksil (OH), selanjutnya lipid bereaksi dengan atom oksigen
(02) membentuk radikal peroksil (OO) yang akan menghasilkan MDA (dengan
ikatan tak jenuh lebih dari tiga).

Produk oksidatif yang terbentuk dari reaksi radikal bebas dalam tubuh
dapat digunakan sebagai marker untuk menilai stress oksidatif. Pengukuran
marker dalam tubuh dapat mengetahui kondisi patologi yang diderita, biomarker
dapat ditemukan dalam urin, darah, dan cairan tubuh lainnya yang dapat
memberikan nilai diagnostik. Beberapa marker penanda diantaranya yaitu
malondialdehid, 8-hidroksiguanin dan thiaminglikol akibat kerusakan DNA,
isoprostan akibat kerusakan asam arakidonat, dan 4-hidroksenal akibat peroksidasi
lipid (Janero,1990).

Kadar malondialdehida (MDA) yang tinggi dapat dipengaruhi oleh
dekomposisi asam amino, biosintesis prostaglandin, kompleks karbohidrat,
heksosa, dan pentosa. Serta tingginya kadar peroksidasi lipid yang mana MDA
sebagai produk akhirnya. Peroksida dari asam lemak yang memiliki banyak ikatan
ganda khusus arakidonat diyakini sebagai sumber utama penyebab kadar MDA
menjadi tinggi. Analisa radikal bebas secara langsung sangat sulit diakukan,
karena ketidakstabilan radikal bebas, reaksi ini berlangsung sangat cepat sehingga
pengukurannya sangat sulit dilakukan jika dalam bentuk senyawa radikal bebas.
Analisa kadar radikal bebas yang terbentuk dapat ditentukan dengan analisa
malondialdehida (MDA) sebagai metode analisa secara tidak langsung (Leily, et
al., 2007). Menurut Winarsi (2007) menyatakan bahwa analisis malondialdehida
(MDA) merupakan analisis radikal bebas secara tidak langsung dan lebih mudah

dalam menentukan jumlah radikal bebas yang terbentuk. MDA sebagai produk
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dekomposisi dari PUFA menunjukankan deteksi free oxygen radical dalam
berbagai macam kondisi patologi.

Winarsi (2007) menyatakan bahwa ada beberapa alasan terkait kesesuaian
MDA sebagai biomarker untuk stres oksidatif, diantaranya adalah: (1)
peningkatan pembentukan MDA berbanding lurus dengan peningkatan stres
oksidatif, (2) MDA relatif stabil dalam sampel cairan tubuh ketika diisolasi, (3)
penentuan kadar MDA dapat diukur secara akurat menggunakan berbaga metode
yang telah tersedia, (4) MDA merupakan produk spesifik dari peroksidasi lipd, (5)
hasil pengukuran tidak dipengaruhi oleh variasi diurnal dan kandungan lamak
dalam diet,(6) penentuan referensi interval dapat ditentukan karena jumlahnya

yang dapat dideteksi pada semua jaringan tubuh dan cairan biologis.

2.5.2 Hubungan Diabetes dengan Radikal Bebas

Keterkaitan diabetes dengan radikal bebas berpusat pada kontrol gula
darah dalam tubuh, yangmana jika kontrol diabetes rendah akan menyebabkan
baebagai komplikasi seperti kerusakan saraf tepi (neuropati diabetik), penyakit
jantung, penyakit mikrovaskular pada mata yang menyebabkan degenerasi retina
(retinopati diabetik) dan kebutaan, kerusakan ginjal penyebab gagal ginjal,
penyakit vaskular sistemik (percepatan aterosklerosis), dan katarak (Halliwell,
2003).

Perluasan komplikasi dabetes sejalan dengan konsentrasi glukosa darah,
sehingga konsentrasi glukosa yang berlebih menjadi faktor utama dalam
kerusakan jaringan. Kecendrungan tersebutlah yang menyebabkan keterlambatan
deteksi dini diabetes, saat pendeteksian diabetes biasanya penderita telah
mengalami satu atau dua komplikasi (Rahman, 2007). Peristiwa tersebut terjadi
karena kemampuan hiperglikemia secara in vivo dalam modifikasi oksidatif
berbagai substrat. Hiperglikemia juga terlibat dalam pembuatan radikal bebas
(Droge, 2002).

Hiperglikemia menyebabkan glikasi protein, autooksidasi glukosa, dan
aktivasi jalur metabolisme poliol yang akan mempercepat pembentukan senyawa
oksigen reaktif. Pembentukan senyawa tersebut dapat meningkatkan modifikasi

DNA, protein, dan lipid pada berbagai jaringan (Ueno, 2002). Peningkatan
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modifikasi berbagai jaringan tersebut menyebabkan ketidakseimbangan antara
antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan peningkatan produksi radikal
bebas yang digunakan sebagai pertanda awal kerusakan oksidatif atau stress
oksidatif (Nuttal, 1999). kondisi stres oksidatif memicu produksi ROS dan RNS
sebagai mekanisme pertahanan dalam tubuh seperti proses fagositosis, fungsi
netrofil, dan stress yang mengakibatkan vasorelaksasi. Keadaan patoligik akibat
stres oksidatif dapat menyebabkan kerusakan sel secara permanen (Moussa,
2008).

Kondisi stres oksidatif pada penderita DM dapat melalui beberapa jalur,
yakni jalur enzimatik, jalur nonenzimatik, dan jalur mitokondria. Jalur non
enzimatik cenderung mengikuti kondisi oksidatif glukosa itu sendiri, dalam
keadaan hiperglikemia maka akan menyebabkan produksi ROS. Autooksidasi
pada glukosa menyebabkan pembentukan radikal hidroksil. Sifat glukosa yang
dapat bereaksi denga protein membentuk Amadori product yang akan dilanjutkan
dengan pembentukan Advanced Glycation End Products (AGEs). Peningkatan
metabolisme glukosa saat kondisi hiperglikemi melalui jalur poliol (sorbitol)
dapat mempengaruhi produksi radikal superoksida dalam tubuh (Mustofa., 2015).

Jalur enzimatik pada DM meningkatkan produksi reactive oxygen species
(ROS) dan reactive nitrogen species (RNS) seperti jalur NADPH oxidase, NOS,
dan xanthine oxidase. Radikal superoksida saat tubuh dalam keadaan normal
akan dieliminisir melalui sistem imun dalam tubuh. Sumber produksi non
enzimatik dari ROS dan RNS berasal dari rantai respirasi mitokondria. selama
proses fosforilasi oksidatif, elektron akan ditransmisi dari pengangkut elektron
NADH dan FADH2 melewati bagian dalam membran mitokondria mengarah ke
oksigen untuk membentuk ATP (Vidya dkk, 2009).

Kerusakan yang terjadi akibat radikal superoksida pada penderita DM
dapat melalui pembentukan Advanced Glycation End Products (AGEs), Protein
Kinase C (PKC), jalur heksosamin, dan jalur poliol menimbulkan komplikasi
mikrovaskular (penyakit arteri koroner, pembuluh darah periver, serebrovas-kular,
dan sebagian besar aterosklerosis) dan penyakit ekstremitas bawah . Komplikasi
mikrovaskular lainnya adalah nefropati, retinopati, otonom, dan neuropati perifer
(Kaneto dkk, 2010).
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2.6 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang mempunyai kemampuan dalam
menghambat radikal bebas dan reactive oxygen species (ROS) sehingga dapat
mencegah penyakit kardiovaskular, penuaan, dan karsinogenik. Karenannya dapat
disimpulkan bahwa antioksidan merupakan senyawa yang dapat menetralisir dan
melawan radikal bebas serta memperbaiki kerusakan oksidatif, baik radikal yang
berasal dari lingkungan maupun dari metabolisme tubuh (Janero, 1990; kumar,
2009).

Antioksidan memiliki 2 sumber asalnya, yakni antioksidan alami dan
antioksidan sintetik. Antioksidan alami berupa antioksidan yang terdapat dalam
tumbuhan yang telah diisolasi dan sering dikonsumsi. Antioksidan dalam
tumbuhan memiliki kandungan vitamin E, vitamin C, karoten, polifenol, katekin,
dan biovlavonoid. Antioksidan sintetik berupa antioksidan yang memiliki
dayaguna dalam bahan makanan, yakni berperan dalam menjaga mutu dan
mencegah perubahan sifat kimia makanan akibat adanya proses oksidasi yang
terjadi, terutama dalam durasi penyimpanan seperti Butylated Hidroxytoluene
(BHT), Butylated Hidroxyanisol (BHA), maupun yang lainnya (Janero, 1990).

Berdasarkan reaksinya dengan radikal bebas atau oksigen dalam sistem
imun, antioksidan dikelompokan menjadi antioksidan primer, antioksidan
sekunder, dan antioksidan tersier (Christyaningsih dkk. 2003) :

a. Antioksidan primer

Antioksidan primer berperan dalam pencegahan pembentukan radikal
bebas baru yang dapat merubah radikal bebas menjadi molekul dengan
pengurangan dampak negatifnya sebelum bereaksi (Winarsih, 2007). Respon
tubuh dalam memproduksi antioksidan berupa enzim yang aktif ketika didukung
oleh nutrisi pendukung atau mineral yang disebut ko-faktor (Algameta, 2009).

Antioksidan yang berperan sebagai kofaktor diantaranya adalah
Superoksida dismutase (SOD) berupa enzim yang berkerja ketika ada mineral-
mineral seperti, mangan, tembaga yang berasal dari kacang-kacangan dan padi-
padian. Glutathione peroksidasei sebagai enzim yang memiliki peran sebagai
pendukung aktivitas enzim SOD bersama dengan enzim katalase yang menjaga

konsentrasi oksigen akhir agar stabil dan tidak berubah menjadi pro-oksidan.
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Peran glutathione juga sangat penting untuk melindungi selaput-selaput sel.
Katalase sebagai Enzim yang pendukung aktivitas enzim SOD juga dapat
mengkatalis berbagai macam peroksida dan radikal bebas menjadi oksigen dan air
(Algameta, 2009).

b. Antioksidan sekunder

Antioksidan sekunder berperan dalam menangkap radikal bebas dan
mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga tidak mengakibatkan kerusakan
yang lebih besar. Antioksidan sekunder dari buah-buahan yakni vitamin C,
vitamin E, dan betakaroten (Arulselvan dan Subramanian, 2007).

c. Antioksidan tersier

Antioksidan Tersier berperan dalam memperbaiki sel-sel dan jaringan
yang rusak akibat adanya radikal bebas, kelompok ini kebanyakan berupa enzim
(winarsih, 2007). Antioksidan Tersier juga memiliki fungsi membuang berbagai
molekul yang telah rusak akibat teroksidasi sebelum terakumulasi dalam tubuh
dan mengganggu berbagai mekanisme didalam tubuh (Tandon et.al., 2005).
Produksi radikal bebas secara terus menerus sebagai hasil proses metabolisme
normal dan interaksi dengan rangsangan lingkungan.

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dalam tubuh  manusia terbagi
menjadi antioksidan endogen dan antioksidan eksogen. Antioksidan endogen
adalah antioksidan yang diproduksi oleh tubuh, berupa enzim yang dapat merubah
radikal bebas menjadi radikal bebas lain atau senyawa lainnya yang lebih tidak
berbahaya dalam tubuh, seperti katalase, superoksida dismutase, dan glutation
peroksidase. Sedangkan a ntioksidan Eksogen adalah antioksidan yang diperoleh
dari luar tubuh, seperti asam askorbat, vitamin A, tekoferol, dan beberapa
polifenol. Senyawa-senyawa tersebut diperoleh dari menkonsumsi tanaman atau
hewan (Ming et al., 2009).

penghambat oksidasi (oxidation inhibitor) atau disebut juga antiokidan
dapat dihambat dengan bebeapa metode, diantaranya dengan pengggunaan
temperatur rendah, mencegah masuknya oksigen, mengurangi tekanan oksigen,
penggunaan pengemas yang sesuai, dan inaktivasi enzim yang mengkatalis

oksidasi. Metode lain perlindungan terhadap oksigen dengan menggunakan bahan
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tambahan spesifik yang dapat menghambat oksidasi secara tepat (Indrayana,
2008).

Proses terpentig ada;ah ketika antioksidan dengan radikal bebas.
Kecenderungan antioksidan bereaksi dengan radikal bebas peroksil atau hidroksil
yang terbentuk dari hidroperoksida yang berasal dari lipid. Senyawa antioksidan
lain dapat menstabilkan hidroperoksida menjadi senyawa nonradikal. Penguraian
hidroperoksida dapat dikatalisis olen logam berat karena adanya senyawa-
senyawa yang dapat mengikat logam juga termasik antioksidan. Bebrapa senyawa
tersebut bersinergis dengan sendirinya karena tidak memiliki aktivitas antioksidan
namun dapat meningkatkan antioksidan senyawa lain. Kelompok lain merupakan
kelompok yang mampu menguraikan hidroperoksida melalui jalur non radikal
sehingga senyawa ini dapat mengurangi kandungan radikal bebas (Indrayana,
2008).

2.6.1 Superoksida Dismutase (SOD)

Enzim superoksida dismutase (SOD) merupakan Antioksidan endogen
utama pada sel-sel tubuh yang memiliki peran penting dalam menjaga
keseimbangan oksigen yang bersifat toksik dan melindungi sel dari gangguan
radikal bebas (Wresdiyati et al., 2002). SOD berperan sebagai pembersih radikal
bebas atau spesies oksigen reaktif (ROS) dengan reaksi enzimatis dan
merubahnya menjadi produk yang lebih stabil. SOD juga mengkatalis dismutasi
radikal anion superoksida sehingga menjadi hidrogen peroksida, jika jumlah SOD
rendah didalam tubuh dapat menyebabkan peningkatkan produksi radikal bebas
yang akan menurunkan produksi enzim-enzim antioksidan intrasel sehingga
menyebabkan kerusakan sel. Kerusakan sel yang terus berlanjut akan
menimbulkan penyakit degeneratif (Turko, 2001).

20, + 2H SOD — H;0; + O,

Awal mula enzimatik stres oksidatif yang berasal dari augmentasi pada
diabetes mencakup NADP Hoksidase, NOS, dan xantinoksidase. Seluruh isoform
dari NOS memerlukan beberapa kofaktor/ kelompok prostetik seperti Ca**, heme,
BH4, flavin adenine di nukleotida (FAD), dan flavin mononukleotida (FMN).
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Apabila salahsatu kofaktor NOS a memiliki substrat L-argine maka nos dapat
memproduksi O? (Guzik, 2002).

Sumber enzimatik stres oksidatif dapat berupa proses biokimia yakni
oksidasi glukosa, ketika kondisi hiperglikemia pembentukan ROS meningkat.
Hidroksil ((OH) dihasilkan dari glukosa yang mengalami autooksidasi, adanya
protein dalam enzimatik juga bereaksi dengan glukosa menuju ke pengembangan
produk amadori yang diikuti dengan pembentukan advanced glycation end
products (AGEs). Metabolisme glukosa pada penderita hiperglikemia
ditingkatkan melalui jalur poliol (sorbitol) serta menghasilkan produksi dari O,
(Turko, 2001).

Berdasarkan uraian tersebut maka SOD dapt segera mengkonversi O,
untuk H,O, yang nantinya akan dirubah didalam mitokondria menjadi air oleh
katalase dalam lisosom atau glutathione peroksidase. Enzim gluthatione reduktase
berperan penting dalam menghasilkan glutation sebagai donor hidrogen selama
penghapusan H,O, (Maritim, 2003).

Enzim SOD bekerja dengan mencegah peradangan dan melindungi sel-sel
tubuh akibat adanya radikal bebas. Secara alami enzim SOD telah ada dalam
tubuh, akan tetapi membutuhkan zat-zat mineral agar bisa bekerja seperti seng
(Zn), mangan (Mn), dan tembaga (Cu). Karenanya dengan jumlah zat mineral
yang cukup SOD dapat bekerja dan dapat menghambat penyakit degeneratif
(Winarsi, 2007).

sistem kerja SOD dengan menangkap senyawa oksigen reaktif seperti
superoksida anion radikal (O,) menjadi hidrogen peroksida, selanjutnya glutation
peroksidase merubahnya menjadi air. Mekanisme tersebut dapat berubah jika
sistem imun menurun atau karena peningkatan usia yang nantinya akan
menurunkan jumlah kedua enzim tersebut, sehingga radikal bebas tidak dapat
tertangkap sepenuhnya. Berdasarkan mekanisme tersebut maka SOD digolongkan
sebagai antioksidan primer yang dapat memutus reaksi berantai sehingga dapt
mengurangi pembentukan radikal bebas baru dan mengubahnya menjadi produk
yang lebih stabil (Nurawati, 2002).

Kadar SOD yang rendah berimbas pada beberapa kondisi seperti reumatid

artritis, infeksi saluran pernafasan, anemia fanconi, infertile dan katarak.
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Karenanya diagnosis penyakit seperti diabetes, abnormalitas hemoglobin, kanker,
schizophrenia, hepatitis, depresi, dan down syndrome (Winarsi, 2007).

2.7 Streptozotocin (STZ)

Streptozotosin adalah agen antineoplastik alkilasi alami yang memiliki
sifat sitotoksik bagi sel B pankreas penghasil insulin dan dapat diperoleh dari
Streptomyces achromogenes. Berdasarkan efeknya streptozotosin  sering
digunakan untuk menginduksi DM tipe 1 maupun tipe 2 (Goodman dan Gilman,
2008). Jika dosis tunggal 200 mg / kg BB streptozotocin dapat menyebabkan
diabetes tipe 1, induksi STZ dapat secara intraperitoneal atau intravena, dan jika
diberikan dengan dosis 40 mg / kgBB selama 40 hari berturut-turut, dapat
menyebabkan diabetes tipe 2 (Etuk EU, 2010).

Injeksi STZ menembus sel B Langerhans melalui transporter glukosa
GLUT 2. Aktivitas STZ intrasesuler menghasilkan perubahan DNA sel P
pankreas. Kerusakan pada sel  pankreas akibat adanya Alkilasi DNA oleh STZ
melalui gugus nitrosourea. Kerusakan sel tersebut karena peningkatan aktivitas
guanilil siklase dan pembentukan CGMP akibat kecenderungan STZ sebagai
donor NO (nitric oxide) yang diproduksi ketika STZ mengalami metabolisme
dalam sel. Kinerja STZ juga dapat memicu oksigen reaktif yang mana sebagai
peran utama dalam kerusakan sel B pankreas. Aksi STZ dalam peninigkatan
aktivitas xantin oksidase dan mitokondria mengakibakan terbentuknya anion
superoksida. Hal tersebut karena STZ menghambat siklus krebs dan menurunkan
konsumsi oksigen di mitokondria. Kurangnya oksigen menyebabkan produksi
ATP yang terhambat, selanjutnya mengakibatkan pengurangan secara drastis pada
nukleotida sel B pankreas (Szkudelski, 2001).

Defosforilasi ATP yang meningkat akan memicu peningkatan subtrat
untuk enzim xantin oksidase yang kemudian meningkatkan produksi asam urat.
Reaksi pembentukan anion superoksida aktif akibat proses katalisi Xantin
oksidase. Proses tersebut menyebabkan terbentuknya hidrogen peroksida dan
radikal superoksida. Oksigen reaktif tersebut dan NO (nitric oxide) merupakan

penyebab utama dalam rusaknya sel § pankreas (Szkudelski, 2001).
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Injeksi STZ secara intraperitoneal bekerja sebagai diabetogenik yang akan
masuk ke sel B pankreas melalui glucose transporter (GLUT-2). injeksi STZ
menyebabkan alkilasi DNA yang membuat DNA menjadi rusak, kerusakan
tersebut memicu peningkatan radikal superoksida aktif dalam mitokondria sel 3
pankreas. Peningkatan radikal superoksida aktif secara terus menerus akan
memicu proses nekrosis pada sel B pankreas yang menyebabkan terhambatnya

sekresi dan sintesis insulin (Szkudelski, 2001).

2.8 Serebrum

Cerebrum (otak besar) adalah suatu bagian sistem syaraf pusat yang paling
besar yang memenuhi cavitas cranii. Susunan cerebrum terdiri dari
diencephalon( depan-tengah) dan telencephalon (kanan-kiri). Komponen lapisan
luar cerebrum terbentuk dari massa berwarna gelap (substantia grisea) yang
menjadi cortex, sedangkan pada lapisan bagian dalam terbentuk dari massa
berwarna putih (substantia alba). Susunan permukaan otak berupa tonjolan
(gyrus) dan lekukan (sulcus), adanya gyri dan sulci (bentuk jama’ dari gyrus dan
sulcus) menyebabkan luas permukaan otak lebih besar dari pada massa otak yang
permukaannya rata (Wibowo, 2011).

Cerebrum memiliki peran dalam seluruh pengaturan aktifitas mental
berupa ingatan (memori), kesadaran, kepandaian (intelegensi), dan pertimbangan.
Terdapat dua belahan atau hemisfer cerebri yaitu kanan dan Kiri. Otak kanan
mengatur segala macam hal yang bersifat irasional, sedangkan otak kiri mengatur
hal-hal yang bersifat rasional seperti proses berbahasa dan matematis (Masykur,
2007). Bagian dalam cerebrum terdapat thalamus dan hypothalamus, fungsi
thalamus untuk merelai rangsangan sensori ke cortex cerebri sedangkan
hypothalamus mengatur kebutuhan dasar tubuh, misalnya tidur, pencenaan, suhu

badan, pelepasan

2.9 Hubungan ROS dan Apoptosis

Apoptosis diinduksi oleh berbagai rangsangan fisiologis dan patologis.
Mitokondria dan caspase 3 berperan dalam proses apoptosis. ROS adalah

penyebab apoptosis di jalur intrinsik melalui interaksi dengan protein di luar
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membran mitokondria (Ryter, 2007) Menurut Argawal 2012, apoptosis terjadi
melalui peningkatan ROS. Mekanisme terjadinya apoptosis terbagi menjadi 4
tahap, yaitu : 1). Membuka Saluran lon, dalam tahap ini ROS merangsang Ca2+
dari retikulum endoplasma yang menyebabkan membran mitokondria menjadi
tidak stabil sehingga menghentikan produksi ~ATP. 2) Lipid Peroksidase,
Peroksidase lipid meningkat di daerah dengan ikatan asam lemak tak jenuh ganda
(polyunsaturated). Ikatan rantai ini kemudian bereaksi dengan O2, menghasilkan
radikal bebas peroksi dan menyebabkan kerusakan sel. 3). Modifikasi Protein,
Modifikasi protein melalui proses oksidasi asam amino. Asam amino mengalami
kerusakan akibat oksidasi yang menyebabkan pembentukan gugus karbonil. 4
Oksidasi DNA Mitokondria, Karena adanya O2 dalam rantai transpor elektron
(ETC) serta kurangnya perlindungan histon dan mekanisme perbaikan DNA,

DNA mitokondria menjadi sangat rentan terhadap ROS.



BAB |11
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian pengaruh nanopartikel pegagan terhadap gambaran histologi,
kadar SOD dan MDA cerebrum mencit yang diinduksi streptozotosin merupakan
penelitian eksperimental dan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL).
Pemberian dosis terapi nanopartikel pegagan yaitu 120 mg/kg BB, 180 mg/kg BB,
dan 240 mg/kg BB. Perlakuan dalam penelitian ini merupakan hasil dari
kombinasi dari seluruh faktor taraf perlakuan yaitu terdiri atas 5 kelompok
perlakuan termasuk kontrol positif dan kontrol negatif dengan masing-masing

terdiri dari 4 kali ulangan.

3.2 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terbagi menjadi 3 variabel
sebagai berikut: 1) variabel bebas dalam penelitian ini berupa dosis pemberian
nanopartikel pegagan. Pemberian terapi nanopartikel pegagan terbagi menjadi 3
dosis yaitu: 120 mg/kg BB, 180 mg/kg BB, dan 240 mg/kg BB; 2) variabel terikat
dalam penelitian ini berupa kadar SOD & MDA cerebrum mencit diabetes; 3)
variabel kontrol dalam penelitian ini berupa mencit (Mus musculus) jantan yang

diberi makan pellet dan diberi minum secara ad libitum, sehat dan bergerak aktif.

3.3  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2019 sampai Maret 2020 yang
bertempat di Laboratorium Fisiologi Hewan, jurusan Biologi, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.4 Populasi dan Sampel

penelitian ini menggunakan hewan coba mencit Mus musculus) dari strain
balb/c, jenis kelamin jantan berumur 2-3 bulan, dengan berat badan 20-25 gram.
Sampel yang digunakan sebanyak 20 ekor mencit yang dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan, setiap kelompok perlakuan terdiri dari 4 ekor mencit sebagai

ulangan. Besar sampel dihitung dengan menggunakan rumus freeder yaitu:

40
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(t-1) (n-1) > 15

Keterangan:
t: jumlah kelompok; n: jumlah tikus tiap kelompok.

karena t =5, maka n =5, sehingga total sampel sebanyak 25 ekor mencit.

3.5 Alat dan Bahan
351 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sendok, pisau,
beaker glass (lwaki) 500 mL dan 1000 mL, gelas ukur (lwaki) 10 mL dan 250
mL, pipet tetes, pengaduk kaca, plastik wrap, kantong plastik dan karet gelang,
shaker (H-SR-200), corong gelas, erlenmeyer (lwaki) 500 mL, timbangan analitik
(Sartorius), vacuum rotary evaporator, spatula, cawan petri (pyrex), hot plate
(Barnstead/Thermolyne), magnetic stirrer, kertas saring, kertas label, kantong
plastik, botol plastik, toples, aluminium foil, homogenizer (IKA T-25 Ultra
Turrax), tube 15 mL dan 5 mL, lemari es, alat tulis, pinset, jarum, alu, mortar,
sentrifuge (Heraeus Labofuge 200), , oven (Heraeus), ultrasonicator (Cole Pamer
CVv188), spuit, glukometer (easy touch), kasa, kapas, vortex
(Barnstead/Thermolyne), cotton swab (Onemed 6 size S), inkubator (Memmert
UNB 400), rak tabung, mikropipet (BIO-RAD), white tip, blue tip, yellow tip
(nesco), spektofotomer UV-Vis (BIO-RAD), kuvet, kertas mikrotom, water bath,
dan mikroskop binokuler.

1.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu serbuk simplisia
pegagan (Centella asiatica), kitosan, sodium tripolipospat, asam asetat glasial,
tween 80, aquades, aquabidest, etanol 70% dan 96%, buffer asam sitrat, kit SOD,
kit MDA, PBS, pakan mencit BR1, sekam, NaCl fisiologis, formalin 10%,

pewarna hematoxilin-eosin, xylol, kaca benda, dan kaca penutup.

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1 Pembuatan Ekstraks Pegagan
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Serbuk simplisia pegagan sebanyak 100 g dimasukan dalam beaker glass
dan ditambahkan 500 mL etanol 70%, dicampur sampai rata dan ditutup dengan
alumuniumfoil yang direndam selama 24 jam. Sampel yang direndam di
homogenkan menggunakan shaker kecepatan 300 rpm (Yanie, 2013). Sampel
selanjutnya di saring menggunakan penyaring Buchner dan kertas saring, ampas
yang dihasilkan dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama sebanyak 3 kali
pengulangan. Filtrat yang dihasilkan kemudian di pekatkan menggunakan vacuum
rotary evaporator berkecepatan 65 rpm dengan suhu 50°C sampai dihasilkan
ekstrak kental dan disimpan untuk pemberian perlakuan (Azzahra, 2018; Putri,
2017).

3.6.2 Pembuatan Nanopartikel pegagan tersalut kitosan

Kitosan 0,5% sebanyak 0,5 gram dilarutkan dengan asam asetat glasial
0,5% vyang telah ditambahkan aquades hingga 100 mL dan keduanya
dihomogenkan. Selanjutnya ditambahkan sodium tripolipospat 0,5% sebanyak 20
ml dan ekstrak pegagan sebanyak 0,1 gram dan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer masing-masing selama 10 menit pada setiap penambahan bahan
dengan kecepatan 1000 rpm. Kemudian ditambahkan 1 ml tween 80 yang
dihomogenizer pada kecepatan 4000 rpm selama 60 menit. Hasil pencampuran
larutan tersebut di sonikasi selama 90 menit pada frekuensi 20 kHz (amplitudo
80%). Selanjutnya hasil sonikasi dimasukkan ke dalam tes tube 15 ml untuk di
sentrifugasi dalam 5000 rpm selama 30 menit. Supernatan dibuang dan diambil
peletnya kemudian dimasukkan ke dalam deep freezer selama + 12 jam dan
diliofilisasi untuk memperoleh serbuk nanopartikel (Mardliyati, 2012; Pakki et al.,
2016).

3.6.3 Persiapan Hewan Coba

Pemeliharaan hewan coba meliputi kandang, tempat pakan, serbuk kayu,
dan tempat minum. Selama 1 minggu sebelum perlakuan hewan coba
diaklimatisasi dalam kandang dengan suhu 20-25°C dan fotoperiode 13/11 jam
siklus gelap terang. Selama proses aklimatisasi hewan coba diberi makan pellet

dan diberi air minum secara ad libitum (Wu dan Youmin, 2008). Selanjutnya
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mencit dibagi bebrapa kelompok yang terdiri atas kelompok perlakuan (mencit
menderita diabetes mellitus) dan kontrol (mencit normal).

3.6.4 Pembuatan Kondisi Mencit Diabetes Mellitus Kronis

Pemberian streptozotocin saat induksi mencit dilakukan secara berturut-
turut selama 5 hari dengan Multiple Low Dosage (MLD) sebesar 40 mg/kg BB.
STZ dilarutkan dalam buffer sitrat (pH 4.5) dan diinjeksikan ke mencit secara
intraperitonial (Han dkk, 2017). Hari ke-6 mencit dipuasakan selama 6 jam,
kemudian dilakukan pengecekan gula darah pada mencit dengan memotong
sedikit ujung ekor mencit hingga mengeluarkan darah dan darah yang keluar di
tampung di strip gula darah dan diukur dengan Easy touch glucose strips.

Upaya dalam membuat mencit mengalami diabetes melitus kronis yang
dapat menyebabkan kerusakan mikrovaskular, maka dilakukan konversi usia
manusia ke usia mencit yang mana 10 tahun kurun waktu manusia sama dengan 1
bulan mencit (Djari, 2005). Diabetes melitus menyebabkan kerusakan
mikrovaskuler pada manusia teradi pada kurun waktu 10-15 tahun. Sehingga
mencit dibiarkan selama 1 bulan untuk menunggu terjadinya kerusakan

mikrovaskular yang menyebabkan kerusakan pada otak mencit.

3.6.5 Pembagian Kelompok Sampel
Kelompok mencit yang telah diinduksi streptozotocin dibagi menjadi 8
kelompok yang masing-masing terdiri dari 3 ekor mencit sebagai ulangan.

Kelompok sampel tersebut, antara lain:

1. Kelompok I (kontrol negatif) : mencit tanpa pemberian STZ dan dan tanpa
pemberian terapi pegagan.

2. Kelompok Il (kontrol positif) : mencit diinduksi streptozotocin tanpa
pemberian terapi pegagan kemudian dibedah pada hari ke- 28.

3. Kelompok I : mencit dinduksi dengan streptozotocin dan diberi
nanopartikel pegagan dengan dosis 120 mg/kg BB selama 28 hari dibedah
pada hari ke- 29.
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4. Kelompok IV : mencit dinduksi dengan streptozotocin dan diberi
nanopartikel pegagan dengan dosis 180 mg/kg BB selama 28 hari dibedah
pada hari ke- 29.

5. Kelompok V : mencit dinduksi dengan streptozotocin dan diberi
nanopartikel pegagan dengan dosis 240 mg/kg BB selama 28 hari dibedah
pada hari ke- 29.

3.6.6 Pemberian Perlakuan

Nanopartikel pegagan tersalut kitosan diberikan pada mencit jantan secara
oral selama 28 hari setelah diinduksi dengan STZ. Nanopartikel pegagan
diberikan dengan dosis 120, 180, dan 240 mg/kg BB berdasarkan pembagian
kelompok dan volume yang ditentukan agar tidak melebihi daya tampung gastrik
mencit. Selanjutnya pada hari ke- 29 dilakukan pembedahan otak mencit untuk

pengukuran antioksidan serta pembuatan histologi.

3.6.7 Pengukuran Antoksidan
3.6.8.1 Pengukuran SOD

Pengukuran kadar (SOD) menggunakan Superoxide Dismutase (SOD)
typed activity assay kit (hydroxylamine method) Catalog no. E-BC-K022-S
mengacu pada Elabscience (2018). Pengukuran terdiri dari persiapan reagen dan

operasi pelaksanaan .

1. Persiapan Reagen
Pengenceran reagen terbagi menjadi 7 jenis reagen:

a. Reagen 1 (buffer solution) 12 mL x 1 vial: reagen diencerkan dengan
aquabidest dengan rasio 1 : 9, kemudian homogenkan sehingga tercampur
seluruhnya.

b. Reagen 2 (Nitrosogenic agent) 12 mL x 1 vial: reagen digunakan secara
langsung tanpa ada penambahan lainnya.

c. Reagen 3 (substrate solution): reagen digunakan secara langsung tanpa ada
penambahan lainnya.

d. Reagen 4 (working solution solution): reagen a (enzyme stock solution)

dicampurkan dengan reagen b (enzyme diluent) dengan rasio 1:19 saat
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sebelum pengujian. Hasil pencampuran reagen dapat disimpan selama 3 hari
pada suhu 2-8C.
reagen 5 (chromogenic agen a): reagen dilarutkan dengan 90 mL aquabidest
dengan suhu 70C-80C, Reagen yang telah terlarutkan dapat disimpan
selama 1 bulan dengan suhu 4C pada ruang yang redup.
Reagen 6 chromogenic agen Db): reagen dilarutkan dengan 90 mL
aquabidest, Reagen yang telah terlarutkan dapat disimpan selama 1 bulan
dengan suhu 4C pada ruang yang redup.
. Reagen 7 (chromogenic agen C): reagen dicampurkan dengan reagen 5 dan
reagen 6 dengan rasio 3:3:2 sebelum pengujian. Reagen dapat disimpan
disuhu 4C pada ruang gelap.
. Operation step

Tahapan dilakukan dengan menyiapkan organ otak yang telah dipotong
kecil, kemudian menimbang dan menyeragamkan antara berat organ dengan
PBS (0,01 M, pH 7.4 ). Volume PBS (mL) : berat jaringan (g) = 9 :1,
homogenat jaringan kemudian disentrifugasi pada 1500g selama 10 menit.
Lakukan hal serupa pada setiap perlakuan dan ulangan organ yang akan
diuji. Penambahan reagen untuk uji dibagi menjadi 4 kelompok. Pembagian
kelompok reagen terdiri dari Blank tube, Standar tube, Sampel tube,
Control tube.
Sample tube: tube berisi reagen 1 1000 mL, sampel uji 100 mL, reagen 2
100 mL, reagen 3 100 mL, dan reagen 4 100 mL. Homogenkan semua
reagen dalam tube dengan vortex mixer selama 40 menit dengan suhu 37C.
Setelah tercampur sepenuhnya kemudian tambahkan reagen 7 2000 mL
homogenkan kembali dan biarkan selama 10 menit dalam suhu ruang.
. Control tube: tube berisi tube berisi reagen 1 1000 mL, aquabidest 100 mL,
reagen 2 100 mL, reagen 3 100 mL, dan reagen 4 100 mL. Homogenkan
semua reagen dalam tube dengan vortex mixer selama 40 menit dengan suhu
37C. Setelah tercampur sepenuhnya kemudian tambahkan reagen 7 2000
mL homogenkan kembali dan biarkan selama 10 menit dalam suhu ruang.
Hasil kelompok sampel tube dan control tube kemudian diukur kadar

ODnya menggunakan sectrofotometer dengan panjang gelombang 550 nm.
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3.6.8.2 Pengukuran MDA
Tahap pengukuran kadar Malondialdehyde (MDA)  menggunakan

Colorimetric Assay Kit (TBA Method) Catalog no. E-BC-K025-S mengacu pada

Elabscience (2018). Tahapan terdiri dari persiapan reagen dan operasi

pelaksanaan.

1. Persiapan Reagen

Pengenceran reagen terbagi menjadi 4 jenis reagen:

a. Reagen 1 (clarificant) 24 mL x 1 vial: perendam reagen direndam dalam
water bath pada suhu 37C karena reagen akan memadat berada pada suhu
dingin.

b. Reagen 2 (acid reagent) 12 mL x 1 vial: reagen diencerkan dengan aquabidest
dengan rasio 1.2 : 34, kemudian homogenkan sehingga tercampur seluruhnya.

c. Reagen 3 (Chromogenic agent): reagen dilarutkan dengan 30 mL aquabidest
dengan suhu 90C-100C, kemudian ditambahkan 30 mL asam asetat glasial >
99.5%, homogenkan sampai tercampur seluruhnya dan simpan pada suhu
ruang. Reagen dyang telah terlarutkan dapat disimpan selama 1 bulan dengan
suhu 4C pada ruang yang redup.

d. Reagen 4 (10 nmol/mL Standard: reagen digunakan secara langsung tanpa
ada penambahan lainnya

2. Operation step

Tahapan dilakukan dengan menyiapkan organ otak yang telah dipotong
kecil, kemudian menimbang dan menyeragamkan antara berat organ dengan
PBS (0.01 M, pH 7.4 ). Volume PBS (mL) : berat jaringan (g) = 9 :1,
homogenat jaringan kemudian disentrifugasi pada 10000g selama 10 menit.
Lakukan hal serupa pada setiap perlakuan dan ulangan organ yang akan diuji.
Penambahan reagen untuk uji dibagi menjadi 4 kelompok. Pembagian
kelompok reagen terdiri dari Blank tube, Standar tube, Sampel tube, Control
tube.

a. Blank tube: tube berisi etanol absolut 100 mL, reagen 1 100 mL, reagen 2
3000 mL, dan Reagen 3 1000 mL.
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b. Standard tube: tube berisi Reagen 4 100 mL, reagen 1 100 mL, reagen 2
3000 mL, dan Reagen 3 1000 mL.

c. Sample tube: tube berisi homogenat sampel 100 mL, reagen 1 100 mL,
reagen 2 3000 mL, dan Reagen 3 1000 mL.

d. Control tube: tube berisi homogenat sampel 100 mL, reagen 2 3000 mL,
Reagen 3 1000 mL, dan asam asetat glasial 50% 100 mL.
Kelompok reagen dihomogenkan seluruhnya lalu diinkubasi dalam waterbath
selama 40 menit dengan suhu 95C. Kemudian tabung ditiriskan dan
didinginkan pada suhu ruang dan disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 3100 g. Supernatan hasil sentrifugasi di pindah ke kuvet untuk
diuji nilai OD menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
532 nm.

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini berupa data dalam bentuk angka
hasil perhitungan (kuantitatif) berupa jumlah antioksidan dan nilai skoring
perubahan histologi organ otak mencit (nilai kualitatif). Semua data kelompok
diolah menggunakan program komputer SPSS for windows yang dikemukakan
dalam bentuk Mean * Standar Deviation. Data terlebih dahulu dilakukan uji
normalitas dan uji homogenitas, apabila data pengujian terdistribusi normal dan
homogen serta memenuhi syarat parametrik maka dianalisis menggunakan uji One
Way Anova. Apabila Fiung < Fraber maka Hg diterima. Jika terjadi perbedaan data
yang tidak memenuhi syarat parametrik (nonparametrik) maka dianalisis dengan
menggunakan uji kruskall-wallis. Apabila terjadi perbedaan yang signifikan pada
data parametrik (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan sedangkan
untuk data nonparametrik dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney dengan taraf
signifikan 0,05 untuk mengetahui perbedaan histologi otak dari tiap kelompok

perlakuan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Diabetes Melitus Tipe 2 merupakan gangguan metabolik yang ditandai
dengan kenaikan gula darah akibat penurunan atau gangguan sekresi insulin oleh
sel B pankreas (resistensi insulin) (Departemen Kesehatan, 2005. Diabetes Melitus
Tipe 2 adalah penyakit hiperglikemi akibat insensivitas sel terhadap insulin, dan
dianggap sebagai non insulin dependent diabetes melitus karena insulin tetap
dihasilkan oleh sel  pankreas dengan jumlah sedikit menurun atau dalam rentang
normal (Slamet, 2006).

Resistensi insulin banyak terjadi akibat dari obesitas, kurangnya aktivitas
fisik, dan penuaan. Pasien yang menderita diabetes tipe 2, dapat juga terjadi
produksi glukosa hepatik yang berlebihan, tetapi tidak ada kerusakan autoimun sel
B Langerhans seperti diabetes tipe 2, sedangkan kekurangan fungsi insulin pada
diabetes tipe 2 hanya relatif, Tidak absolut (Harding, 2003). Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan terhadap kadar SOD dan MDA otak mencit diabetes.
Pengukuran tersebut dapat diketahui dengan menggunakan Kit berupa Superoxide
Dismutase (SOD) typed activity assay kit (hydroxylamine method) Catalog no. E-
BC-K022-S (Elabscience, 2018) dan Colorimetric Assay Kit (TBA Method)
Catalog no. E-BC-K025-S (Elabscience, 2018).

4.1. Pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan terhadap kadar SOD otak mencit.

Pengukuran kadar SOD dihitung untuk mengetahui antioksidan endogen di
dalam tubuh. Menurut Wresdiyati et al (2002) SOD sebagai Antioksidan endogen
utama pada sel-sel tubuh yang memiliki peran penting dalam menjaga
keseimbangan oksigen yang bersifat toksik dan melindungi sel dari gangguan
radikal bebas atau spesies oksigen reaktif (ROS) dengan dengan menggunakan
reaksi enzimatis agar menjadi produk yang lebih stabil. Rerata nilai kandungan
SOD pada otak mencit diabetes yang diinduksi nanopartikel pegagan adalah

sebagaimana berikut:
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Table 4.1 Rerata pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan terhadap kadar SOD otak mencit diabetes.

Ulangan RERATA £
Perlakuan
SD
1 2 3 4
K- 1142 | 12.12 | 12.69 | 12.23 12.11 +0.52

K+ 23.08 | 17.20 | 11.19 | 16.97 17.11+4.85
N1 48.37 | 32.90 | 30.47 | 30.59 35.58 + 8.59
N2 4352 | 33.13 | 3428 | 33.94 36.21 +4.89
N3 51.95 | 46.87 | 45.94 | 47.10 47.96 + 2.7

Berdasarkan table 4.1 dapat diketahui bahwa nilai SOD otak mencit
diabetes yang diinduksi nanopartikel pegagan pada N3 memiliki nilai rerata
Paling tinggi yaitu 47.96 . Kadar SOD otak mencit diabetes yang diinduksi
nanopartikel paling tinggi berturut-turut adalah N3 (47.96), N2 (36.21), N1
(35.58), K+ (17.11), dan K- (12.11). berdasarkan data tersebut kita dapat
mengetahui bahwa nanopartikel pegagan memiliki nilai SOD lebih tinggi dari
pada kontrol normal. Data rereta kadar SOD yang telah didapat kemudian
dilakukan uji statistik dengan SPSS 16.0 for Windows. Berdasarkan hasil uji
normalitas kadar SOD otak mencit melalui tes Kolmogorov-Smirnov diperoleh
signifikansi 0.184 > o = 0,05(Lampiran 3), yang mana dapat dinyatakan bahwa
data terdistribusi normal. Kemudian dilanjutkan dengan uji homogenitas variansi
dengan tes Homogenitas Levene. Uji Homogenitas menghasilkan data yang
signifikansi 0.08 > o = 0,05(Lampiran,3 ), hal tersebut menunjukkan bahwa data
terindikasi homogen. Kemudian data dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA

menggunakan taraf signifikansi 5%.

Table 4.2 Uji ANOVA pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella asiatica)

tersalut kitosan terhadap kadar SOD otak mencit diabetes.

SK Db | JK KT F Hitung | F Tabel (5%) | Sig.

Perlakuan | 4 | 3497.311 | 874.328 | 33.861* 2.947 .000

Galat 15 | 387.313 | 25.821
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Total 19 | 3884.624

Keterangan: (*) berpengaruh nyata

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui nilai F hitung (33.861) > F tabel (
.000) pada taraf signifikansi 5%. Oleh karenanya, dapat diketahui bahwa
hipotesis nol (HO) ditolak dan hipotesis 1 (H1) diterima. Dengan demikian dapat
disimpulkan bahwa induksi nanopartikel pegagan tersalut kitosan berpengaruh
terhadap peningkatan kadar SOD pada otak mencit diabetes.

Tahapan selanjutnya data hasil pengolahan di lakukan uji lanjut dengan uji
Beda Nyata Jujur (BNJ) dan tingkat kepercayaan (o)) sebesar 5% (Lampiran,3 )
untuk mengetahui adanya perbedaan antar perlakuan yang berpengaruh maupun
yang tidak berpengaruh terhadap kadar SOD otak mencit. Uji lanjut ditentukan
berdasarkan nilai koefisien keragaman yang diperoleh yaitu 2,96%.Menurut
Hanafiah (2016), Apabila hasil perhitungan menunjuka nilai KK kecil (maksimal
5% untuk data homogen dan maksimal 10% untuk data heterogen), maka data
dapat diuji lanjut menggunakan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) atau Tukey.
Pengujian BNT diperoleh dari rerata kadar SOD otak mencit sehingga diperoleh
notasi BNT dengan tingkat kepercayaan (o)) 5% adalah sebagai berikut:

Table 4.3 Uji BNT (5%) pengaruh naopartikel pegagan (Centella asiatica)

tersalut kitosan terhadap kadar SOD otak mencit diabetes.

Rerata +

No Perlakuan Standart Notasi
Deviasi
1211 +

1. | K- ( mencit nomal) a
0.52

o 17.11 +

2. | K+ (mencit diabetes) a
4.85

3 N1 (induksi STZ + nanopartikel | 35.58 £ o

' egagan 120 mg/kg BB 8.59

A N2 (induksi STZ + nanopartikel | 36.21 b

" | pegagan 180 mg/kg BB 4.89
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N3 (induksi STZ + nanopartikel | 47.96 =
egagan 240 mg/kg BB 2.7

Berdasarkan hasil uji BNT 5% (tabel 4.3) diatas, dapat diketahui bahwa
pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap
kadar SOD otak mencit diabetes pada masing-masing perlakuan yaitu K- (12.11 +
0.52) memiliki notasi yang sama dengan K+ (17.11 + 4.85), yang artinya pada
kedua perlakuan tersebut memiliki pengaruh yang tidak berbeda nyata. Begitu
pula dengan N1 (35.58 + 8.59) yang memiliki notasi sama dengan N2 (36.21 +
4.89). secara ringkas dalam hasil Uji BNT ini terbagi menjadi 3 kelompok data
yang menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan antar sesamanya dengan
merujuk dari notasi yang ada, ketiga perlakuan tersebut yaitu (K1 dan K2), (N1
dan N2), dan (N3).

Dalam penelitian ini, penggunaan streptozotosin pada hewan coba untuk
membuat kondisi diabetes. Pemberian induksi mencit dilakukan secara berturut-
turut selama 5 hari dengan Multiple Low Dosage (MLD) sebesar 40 mg/kg BB.
STZ dilarutkan dalam buffer sitrat (pH 4.5) secara intraperitonial. Berdasarkan
hasil pengamatan kadar antioksidan SOD pada otak mencit yang diinduksi
streptozotosin pada kelompok kontrol positif dari penelitian yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa kadar SOD otak mencit yang mengalami nekrosis setelah
diinduksi nanopartikel pegagan (N1, N2, dan N3) mengalami peningkatan jika
dibandingkan dengan mencit normal tanpa perlakuan dan mencit normal yang
diinduksi streptozotosin (K- dan K+).

Data yang telah diperolah dapat diakibatkan karena adanya aktivitas
antioksidan setelah induksi nanopartikel pegagan dalam tubuh, secara umum
pegagan mengandung senyawa tripoenoid yang dapat meningkatkan regenerasi
sel. Menurut Ganachari (2004) Pegagan memiliki kelompok triterpenoid yang
beragam seperti alcohol aldehid atau karboksilat dan triterpen, kelompok
tersebut dapat diekstraksi dengan methanol. Perbedaan kontrol negatif dengan
kontrol positif yang memiliki pengaruh tidak berbeda nyata diduga akibat
mekanisme tubuh untuk selalu berada dalam keadaan homeostasis. Jumlah Reaktif

Oksigen Spesies (ROS) yang kecil akan merangsang sintesis protein yang
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berperan untuk pertahanan sel antara lain SOD yang berfungsi sebagai antioksidan
endogen atau juga karena pemakian antioksidan yang bertambah dan antioksidan
dari luar tubuh terus diberikan.

Dalam penelitian ini digunakan streptozotosin sebagai pemicu terjadinya
nekrosis neuron otak hewan coba karena aktivitas streptozotosin yang merupakan
salah satu sarana untuk membuat diabetes yangmana akan meningkatkan radikal
bebas dan dapat merusak potensial membran sel. streptozotosin merupakan bahan
kimia yang digunakan untuk menginduksi diabetes pada binatang percobaan.
Pemberian streptozotosin merupakan cara yang tepat untuk menghasilkan kondisi
diabetik eksperimental (hiperglikemia) pada binatang percobaan. Untuk
menghindari hal tersebut digunakan dosis yang lebih rendah, sehingga hanya
merusak sebagain sel beta pankreas pulau langerhans dosis 40 mg/kg BB dan
menurunkan aktivitas kerja enzim Superoksida dismutase (SOD).

Diabetes mellitus diindikasikan dengan tingginya kadar glukosa dalam
darah. Pengaturan kadar glukosa dalam darah berkaitan erat dengan jumlah insulin
dan sensitifitas reseptor insulin. Rendahnya produksi insulin mengakibatkan
terganggunya keseimbangan kadar glukosa dalam tubuh. Diabetes mellitus juga
berperan dalam penurunan fungsi dan struktur pada system saraf tepi dan system
saraf pusat. Banyak kerusakan yang disebabkan oleh kerusakan oksidatif sel otak
pada diabetes karena tingginya kerusakan lipid pada otak, sehingga menyebabkan
terjadinya gangguan pada membran dan berakibat terjadinya neurodegenerasi
(Tehranipour dan Erfani, 2011).

Menurut Wibowo (2009), komplikasi pada diabetes mellitus dapat diawali
dari kondisi hiperglikemi, yang dapat meningkatkan jumlah radikal bebas dalam
darah serta memudahkan terjadinya inflamasi pada dinding pembuluh darah.
Radikal bebas yang beragam akan bereaksi dengan komponen seluler seperti
karbohidrat asam amino, DNA, fosfolipid mengakibatkan percepatan kematian
sel. Selanjutnya akibat hipoksia dan keseimbangan ion Ca++ yang terganggu serta
keberadaan radikal bebas akan merusak fungsi mitochondria di otak. Radikal
bebas dapat dinetralisir oleh senyawa antioksidan eksogen maupun endogen.

Antioksidan endogen berperan penting dalam tubuh karena dapat menetralisasi
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radikal bebas dalam tubuh dengan cara memberikan satu elektronnya sehingga
terbentuklah molekul yang setabil dan mengakhiri reaksi radikal bebas.

Kondisi tubuh dipengaruhi oleh antioksidan internal yang bertugas untuk
menghindari terjadinya stress oksidatif berupa ketidak keseimbangan oksigen
radikal dan non-radikal yang dapat merusak sel-sel dengan berbagai mekanisme.
Antioksidan dapat diperoleh dari tubuh dalam bentuk enzim, antara lain
Superoksida dismutase (SOD), glutathione peroksidase (GSH-Px) dan katalase.
Ketiga senyawa tersebut bekerja dengan cara menghilangkan potensi radikal atau
dengan cara mentransformasikan Reactive Oksigen Species (ROS) menjadi
senyawa yang relative stabil (Kumalaningsih, 2008). Selain itu antioksidan juga
dapat diperoleh dari produk alami seperti rempah-rempah, sayuran herbal, buah
dan juga terdapat pada tanaman pegagan.

Antioksidan akan menangkap radikal bebas yang dihasilkan selama tahap
propagasi yang akan merusak lemak. Kemapuan antioksidan untuk mendonorkan
hidrogen merupakan aktivitasnya sehingga mampu memperlambat oksidasi.
Aktivitas antioksidan senyawa flavonoit sangat bergantung pada jumlah dan
lokasi gugus fenolik (-OH) yang berperan untuk menetralkan radikal bebas
(Algameta, 2009). Enzim antioksidan intrasel seperti superoksida dismutase
(SOD), glutation peroksidase (GSH-Px) dan katalase merupakan antioksidan
endogen yang berperan penting dalam melindungi terhadap kerusakan oksidatif.
Enzim ini bekerja dengan cara mengurangi pembentukan radikal bebas baru
dengan memutus reaksi berantai dan mengubahnya menjadi produk yang lebih
stabil.

SOD terkenal sebagai enzim serta antioksidan endogen (Kabel, 2014).
Karenanya SOD digunakan sebagai indikator pembentukan senyawa radikal
dengan molekul tubuh (Mukholifah, 2015). Ketika keadaan normal, kadar SOD
di dalam tubuh cenderung seimbang antara antioksidan dan radikal bebas (Dewi,
2008). Keseimbangan ini akibat adanya aktivitas antioksidan enzimatik yaitu
perubahan radikal bebas menjadi senyawa lain yang tidak membahayakan tubuh.
Salah satunya yaitu superoksida dismutase (SOD), SOD mengkatalisis reaksi
dismutasi radikal bebas anion superoksida (O2 -) menjadi H202 dan molekul

oksigen sehingga tidak berbahaya bagi sel (Halliwell, 2006).
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Ketidakseimbangan antara pembatasan aliran elektron dan input elektron
yang tinggi mengakibatkan reduksivitas yang berlebih pada kompleks I dan I1I
rantai respirasi, hal ini menjadi dasar kompleks-kompleks yang tereduksi bereaksi
dengan oksigen untuk membentuk reactive oxygen species (ROS). Mukholifah
(2015) menambahkan bahwa penurunan oksigen pada kompleks | dan Ill akan
menghasilkan radikal anion superoksida yang nantinya akan terdismutasi menjadi
hidrogen peroksida (H,O,) dan oksigen dalam intraseluler oleh enzim superokida
dismutase (MnSOD).

Untuk menghindari penurunan Kadar SOD maka diperlukan sarana
penghantar obat yang dapat secara efektif menyalurkan obat secara optimal.
Dalam penelitian ini dilakukan induksi pegagan secara nanopartikel pada
perlakuan N1, N2, N3.. Perlakuan N3 merupakan nanopartikel pegagan yang
memberikan pengaruh paling optimal. Hasil tersebut sesuai dengan pernyataan
Sufiana (2014) bahwasanya kandungan konsentrasi zat bioaktif yang tinggi pada
tanaman, maka semakin tinggi pula daya kerja antioksidannya.

Puspadewi (2013) mengemukakan bahwa kandungan metabolit sekunder
dari pegagan adalah sebagai berikut : kuinon, triterpenoid, antosianin, flavonoid
dan eleutherine.l Wayan (2012) menambahkan bahwa flavonoid dari pegagan
secara tidaklangsung meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen melalui
aktifitas nuclear factorerythroid 2 related factor 2 (Nrf2) sehingga dapat
meningkatan gen dalam sintesis enzim antioksidan endogen. Bhuiyan (2009)
menjelaskan bahwa Nrf2 adalah pengatur utama dalam keseimbangan redoks

seluler.

4.2.Pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan terhadap kadar MDA otak mencit.

Pengukuran kadar MDA bertujuan untuk mengetahui radikal bebas di
dalam tubuh. Menurut Halliwell, (2003) MDA merupakan produk akhir dari
peroksidasi lipid, terbentuk dari degradasi radikal bebas hidroksil (OH") terhadap
asam lemak tak jenuh yang selanjutnya dirubah menjadi radikal yang sangat
reaktif. Tahap awal terbentuknya MDA ketika radikal bebas oksigen (0O2)

dihasilkan melalui reaksi enzimatik dan non-enimatik. monosit, makrofag, dan
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polimorfonuklir merupakan se-sel tubuh yang dapat membentuk radikal bebas O2
dan H202. Rerata nilai kandungan MDA pada otak mencit diabetes yang
diinduksi nanopartikel pegagan adalah sebagaimana berikut:

Table 4.4 Rerata pengaruh naopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan
terhadap kadar MDA otak mencit diabetes.

Ulangan RERATA +
SD

Perlakuan

1 2 3 4

N1 10.09 | 12.12 | 13.21 | 1194 | 11.84+1.29
N2 13.97 | 12.59 | 12.21 | 1241 | 12.79 +0.79
N3 15.06 | 14.09 | 11.65 | 11.21 13+1.86

K- 1421 | 1447 | 1294 | 1282 | 13.61+0.85
K+ 18.65 | 14.12 | 1441 | 1438 | 1539+2.17

Berdasarkan table 4.4 dapat diketahui bahwa nilai MDA otak mencit
diabetes yang diinduksi nanopartikel pegagan pada N3 memiliki nilai rerata
rendah yaitu 13. Kadar MDA otak mencit diabetes yang diinduksi nanopartikel
paling rendah ketertinggi berturut-turut adalah N1 (11.84), N2 (12.79), N3 (13),
K- (13.61), dan K+ (15.39). berdasarkan data tersebut kita dapat mengetahui
bahwa nanopartikel pegagan memiliki nilai MDA lebih rendah dari kontrol
normal. Data rerata kadar MDA yang telah didapat kemudian dilakukan uji
statistik dengan SPSS 16.0 for Windows. Berdasarkan hasil uji normalitas kadar
MDA otak mencit melalui tes Kolmogorov-Smirnov diperoleh signifikansi 0.173
> o = 0,05 (Lampiran 4), yang mana dapat dinyatakan bahwa data terdistribusi
normal. Kemudian dilanjutkan dengan uji homogenitas variansi dengan tes
Homogenitas Levene. Uji Homogenitas menghasilkan data yang signifikansi
0.127 > a = 0,05 (Lampiran, ), hal tersebut menunjukkan bahwa data terindikasi
homogen. Kemudian data dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA

menggunakan taraf signifikansi 5%.
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Table 4.5 Uji ANOVA pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap kadar MDA otak mencit diabetes.

SK Db | JK KT F Hitung | F Tabel (5%) | Sig.
Perlakuan | 4 | 27.742 | 6.936 3.079* 3.079 .049
Galat 15 | 33.793 | 2.253

Total 19 | 61.535

Keterangan: (*) berpengaruh nyata

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui nilai F hitung (3.079) > F tabel (
.000) pada taraf signifikansi 5%. Oleh karenanya, dapat diketahui bahwa
hipotesis nol (HO) ditolak dan hipotesis 1 (H1) diterima. Dengan demikian dapat
disimpulkan bahwa induksi nanopartikel pegagan tersalut kitosan berpengaruh
terhadap peningkatan kadar MDA pada otak mencit diabetes.

Tahapan selanjutnya data hasil pengolahan di lakukan uji lanjut dengan uji
Beda Nyata Jujur (BNT) dan tingkat kepercayaan (o) sebesar 5% (Lampiran,4 )
untuk mengetahui adanya perbedaan antar perlakuan yang berpengaruh maupun
yang tidak berpengaruh terhadap kadar MDA otak mencit. Uji lanjut ditentukan
berdasarkan nilai koefisien keragaman yang diperoleh yaitu 2,96%.Menurut
Hanafiah (2016), Apabila hasil perhitungan menunjuka nilai KK kecil (maksimal
5% untuk data homogen dan maksimal 10% untuk data heterogen), maka data
dapat diuji lanjut menggunakan uji BNT (Beda Nyata Jujur) atau Tukey.
Pengujian BNT diperoleh dari rerata kadar MDA otak mencit sehingga diperoleh
notasi BNT dengan tingkat kepercayaan (o) 5% adalah sebagai berikut:

Table 4.3 Uji BNT (5%) pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan terhadap kadar MDA otak mencit diabetes.

Rerata +
No Perlakuan Standart | Notasi
Deviasi
N1 (induksi STZ + nanopartikel | 11.84 + a
t egagan 120 mg/kg BB 1.29
2. | N2 (induksi STZ + nanopartikel | 12.79 + ab
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egagan 180 mg/kg BB 0.79
N3 (induksi STZ + nanopartikel
3. 13+1.86 ab
egagan 240 mg/kg BB
4 K- (mencit normal) 13.61 £ ab
' 0.85
. K+ (mencit diabetes) 1539+ b
' 2.17

Berdasarkan hasil uji BNT 5% (tabel 4.3) diatas, dapat diketahui bahwa
pengaruh induksi naopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap
kadar MDA otak mencit diabetes pada masing-masing perlakuan yaitu N1 (11.84
+ 1.29) memiliki notasi yang sama dengan N2 (12.79 £ 0.79), yang artinya pada
kedua perlakuan tersebut memiliki pengaruh yang tidak berbeda nyata. Begitu
pula dengan N3 (13 + 1.86) dan K- (13.61 + 0.85)). Sedangkan pada N1 (11.84
+ 1.29) dan K+ (15.39 * 2.17) menunjukkan perbedan pengaruh yang signifikan
yang ditunjukkan oleh notasi kedua perlakuan tersebut dibandingkan perlakuan
yang lainnya.

Potensi N2 terhadap penurunan kadar MDA otak mencit memiliki
pengaruh yang sama dengan N1 dan N3. Hal ini biasa disebabkan karena
konsentrasi nanopartikel pegagan pada N1 dan N3 yang terlalu tinggi sehingga
meningkatkan kerja insulin dalam tubuhyang menyebabkan kadar MDA otak
mencit menjadi menurun. Hal ini berberbanding lurus dengan pernyataan Alaiyah
(2015) bahwa semakin tingi kosentrasi dosis yang dikonsumsi maka semakin
cepat pula penurunan MDA dalam tubuh. Nurhidayah (2009) menambahkan
bahwa semakin besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat
mempengaruhi laju oksidasi. Masrifah (2017) menguatkan bahwa pengaruh
jumlah konsentrasi pada laju oksidasi bergantung pada kondisi, struktur
antioksidan, dan sampel yang diuji.

Hasil analisis menandakan keberhasilan induksi ektrak pegagan dan
nanopartikel pegagan yang diberikan. Hal ini dapat diketahui dari tinggi
rendahnya kadar MDA sebagai tolak ukur jumlah radikal bebas yang terkandung
dalam tubuh (Ngadiwiyana, 2011). Sedangkan pada K+ dengan kadar nilai yang
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tinggi menunjukan bahwa mencit yang diinduksi streptozotosin memiliki potensi
yang lebih tinggi dalam memicu penigkatan radikal bebas reaktif oksigen spesies
(ROS) dari pada K- yang tidak diinduksi streptozotosin. Tingginya radikal bebas
ini akan meningkatkan pemakaian enzim SOD, GSH-Px dan katalase sehingga
kemampuan enzim antioksidan yang ada di dalam sel berkurang untuk
menetralisir reaktif oksigen spesies (ROS).

Soeharto (2008) mengemukakan bahwa radikal bebas merupakan
molekul atau atom yang tidak stabil dan sangat tinggi reaktif akibat adanya
elektron tidak berpasangan, secara umum radikal bebas terbagi menjadi 2 yaitu
radikal berbasis oksigen dan radikal berbasis nitrogen. Manco (2008) menyatakan
bahwa radikal bebas oksigen, seperti radikal hidroksil, superoksida, dan radikal
peroksil, dengan penambahan non-radikal, seperti asam hipoklorit, hidrogen
peroksida dan ozon, dinyatakan sebagai spesies oksigen reaktif (ROS), yang
didapat saat proses metabolisme oksigen. Wijayanti (2018) menambahkan bahwa
selama proses Ulcerative Colitis maka ROS terbentuk sebagai dampak dari
penumpukan mediator inflamasi berupa TNF-a. .

Produksi TNF-o0. yang semakin banyak menyebabkan peningkatan
produksi ROS dan peroksida lipid dalam menghasilkan MDA. Mukherjee (2011)
menyatakan bahwa ROS mengoksidasi asam lemak tidak jenuh sehingga
menyebabkan lipid peroksidasi membentuk 4-hydroxynonenal (HNE) dan
malondialdehyde (MDA). Chichoz (2014) menambahkan bahwa MDA
merupakan salahsatu senyawa toksik yang dihasilkan ketika proses peroksida lipid
akibat adanya pemutusan rantai karbon asam lemak. Menurut Sakaguchi (2011)
perambatan peroksida lipid menjadi lipid hidroperoksida memiliki karakteristik
yang stabil. Tetapi jika terjadi transisi metal, maka radikal peroksi (L-O*) akan
mengkatalisa subsitusi tersebut sehingga membentuk MDA sebagai produk akhir.
Oleh karena itu, pengukuran kadar MDA digunakan sebagai biomarker untuk
pembentukan radikal bebas (Wu, 2009).

Menurut muchtaromah (2010), kondisi diabetes dalam waktu yang lama
(kronis) dan tidak segera mendapatkan pengobatan dapat menyebabkan kematian
sel otak. Kematian sel otak dapat diakibatkan oleh berbagai hal, salah satunya

adalah nekrosis. Penyakit Alzheimer merupakan penyakit menurunnya
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kemampuan fungsi otak secara berangsur-angsur karena menghilangnya sel-sel
otak ataupun karena adanya sel yang abnormal. Sel-sel abnormal ini akan
bertimbun membentuk Neurofibrilary tangles (NFTs) di tengah dan di luar sel
otak. Sel-sel abnormal itu mengganggu jalannya pesan-pesan di dalam otak dan
merusak hubungan antar sel otak. Sel otak pada akhirnya mati dan ini berarti tidak
dapat diterima atau dicerna. Karena penyakit Alzheimer berefek pada setiap area
di otak, fungsi-fungsi atau kemampuankemampuan tertentu hilang Salah satu
kemampuan yang hilang yaitu kemampuan kognitif yang dikoordinir oleh
cerebrum (Hernandez, 2007).

Senyawa antioksidan digunakan untuk menghambat proses oksidasi,
salah satunya adalah senyawa flavonoid. Flavanoid pada centella asiatica sebagai
inhibitor enzim HMG-Ko0A reduktase yang mensintesis kolestrol penyebab
peroksida lipid menjadi menurun. Flavanoid sedikitnya memiliki dua gugus
hidroksil pada posisi para dan orto, serta termasuk dalam antioksidan dengan
aktivitas yang tinggi (kuntorini, 2013). Flavonoid pada pegagan memiliki turunan
kuinon sebagai antioksidan yang berperan sebagai akseptor elektron (Kutorini,
2010). Antioksidan tersebut memiliki kemampuan untuk berikatan dengan radikal
bebas (Taheri, 2012). Flavanoid mereduksi atom logam dan melepaskan ion
hidrogen secara langsung sehingga mampu menetralkan efek toksik radikal bebas.

Hasil penelitian Kefer (2009) menjelaskan mekanisme radikal lipid yang
tidak stabil berubah menjadi stabil akibat triterpenoid yang menangkap radikal
bebas, yang mana triterpenoid merupakan kandungan dalam tumbuhan sebagai
antioksidan alami. Karakteristik triterpenoid yaitu mampu memodifikasi enzim
MDA endogen, karenanya radikal bebas mengalami konversi ikatan atomnya
menjadi ikatan lebih stabil (Alaiya, 2015). Pernyataan tersebut sesuai dengan hasil
penelitian ini, yangmana kadar MDA pada otak mencit meningkat dan kadar
MDA pada otak mencit menurun. Selain itu Nuranti (2015) menambahkan bahwa
alkaloid pada pegagan memiliki fungsi yang sama dengan flavonoid yaitu sebagai
pendonor ion hidrogen.

Yuswi (2017) menjelaskan bahwa pegagan memiliki antosianin yaitu
senyawa fenol turunan dari flavanoid. Tubuh yang memiliki kadar antosianin yang

tinggi di dalam tubuh dapat bwrubah menjadi prooksidan. Prochazkova (2011)
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menambahkan bahwa antosianin ini mengoksidasi substrat dan berpotensi
menimbulkan radikal bebas baru. Selain itu pegagan memiliki bahan aktif dalam
pegagan bekerja baik untuk meningkatkan granulasi jaringan, protein dan total
kolagen. Hal ini didukung oleh Arpia (2007) Bahwa bahan aktif pegagan juga
sangat Dberpengaruh pada perkembangan jaringan-jaringan konektif pada
pembuluh darah, pegagan memiliki kemampuan untuk memperbaiki kerusakan
saraf khususnya bagian axon lebih cepat dari pada kelompok perlakuan kontrol.

Menurut Kumar (2011) Efek farmakologi dari pegagan diantaranya adalah
sebagai tonik stimulus bagi saraf, regenerasi, sedative dan bersifat dapat
meningkatkan intelegensi. Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa ekstrak
daun pegagan dilibatkan sebagai pelindung bagi dendrit neuron di daerah
hippocampus dan amygdala. Tanaman ini juga dapat digunakan untuk
menyembuhkan anak yang mengalami keterbelakangan mental. Tanaman ini juga
dapat menurunkan stress oksidatif. Asiaticoside, merupakan bahan aktif yang
terdapat dalam pegagan yang digunakan sebagai pengobatan demensia dan
meningkatkan fungsi kognitif (Kumar et.al., 2011). Peningkatan kadar MDA serta
penurunan kadar MDA berpusat pada perbaikan kondisi stress oksidatif, oleh
karenanya diperlukan suatu keseimbangan antara antioksidan dan radikal bebas
yang ada didalam tubuh untuk mencegah timbulnya stress oksidatif dan
kerusakan jaringan pada tubuh.

Berdasarkan kemanfaat tumbuhan yang memiliki kandungan antioksidan
yang tersedia di alam, Allah SWT akan menyembuhkan hambanya dari suatu
penyakit apabila mereka selalu berusaha dan bertawakal untuk kesembuhannya.
Salah satu usaha untuk menari kesembuhan adalah dengan berobat, baik kepada
tabib ataupun dengan mengkonsumsi obat. Allah SWT berfirman dalam QS. Ar-

ra’du ayat 11 sebagai mana sebagai berikut:

195 pesetily Lo 15500 (A0 50 L R0 Y A )0l (e 4055005 4l (g 430 o 06 iiRA A
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Artinya: Bagi manusia ada malaikat-malaikat yang selalu mengikuinya
bergiliran,di muka dann di belakangnya, maka menjaganya atas perintah Allah.

Sesungguhnya Allah tidak merubah keadaan suatu kaum sehingga mereka
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mengubah keadaan yang ada pada mereka sendiri. Dan apabila allah
menghendakikeburukan terhadap suatu kaum nya, dan sekali-sekali tak ada
pelindung bagi mereka selain dia (QS: Ar-Ra’du [13]: 11).

Ayat ini menunjukkan makna bahwasanya segala perbuatan manusia
selalu diawasi oleh para malaikat yang mencatat amal ibadah yang dilakukanya
baik itu siang maupun malam, dan Allah tidak akan mengubah keadaan suatu
kaum atau seseorang melainkan mereka berusaha untuk kebaikan mereka
sendiri.baik dalam kesehatan maupun ilmu pengetahuan. Akan tetapi apabila
Allah menghendaki suatu keburukan dan manusia yang tidak mau berusaha serta
berputus asa, maka manusia itu tidak akan bias menghindari keburukan yang akan
menimpanya.

Hal tersebut selaras dengan Saifudin,dkk. (2010) bahwasanya Allah SWT
menjelaskan nasib suatu manusia atau kaum bergantung amal perbuatan mereka
sendiri. Ditakrifkan dalam tafsir Al-Muyassar bahwa setiap hamba mempunyai
malaikat-malaikat yang telah diperintahkan oleh Allah untuk menjaganya secara
silin berganti serta mencatat dan menghitung segala amalperbuatan yang
dilakukannya. Dan Allah tidak akan mengubah atau mengurangi nikmat yang
telah diberikan kepadanya, kecuali mereka melanggar perintah dari Allah. Mereka
tidak memiliki penolong selain Allah SWT dalam menjauhi keburukan dan
mencari kebaikan (Shalih, 2013).

Berkaitan dengan ayat Ar-Ra’du ayat 13 bahwa Allah telah menunjukan
beberapa tanda kekuasaan-Nya (nikmat dan azab) sebagai ujian untuk hambanya
atas keimanan mereka. Apabila dia kafir kepada kuasa Allah, maka dia akan
berada dalam kesesatan dan tidak memperoleh kemanfaatan apapun (Saifudin,
dkk., 2010). Karenanya dalam penelitian ini selain sebagai pengetahuan
diharapkan menjadi sarana untuk mengembangkan bahan obat antioksidan secara
nano untuk mendukung kesehatan manusia. Serta manusia hendaknya selalu
berusaha dan belajar dan menjauhi berputus asa sebagai bentuk syukur atas

karunia yang telah diberikan.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian nanopartikel pegagan berpengaruh terhadap peningkatan kadar
SOD pada otak mencit. Dosis perlakuan nanopartikel pegagan yang paling
berpengaruh terhadap peningkatan kadar SOD pada otak mencit adalah
N3.

2. Pemberian nanopartikel pegagan berpengaruh terhadap penurunan kadar
MDA pada otak mencit. Dosis perlakuan nanopartikel pegagan yang
paling berpengaruh terhadap penurunan kadar MDA pada otak mencit
adalah N3.

5.2 Saran
Adapun Saran untuk pengembangan penelitian selanjutnya yaitu :
1. perlu dilakukan uji insilico untuk mesinkronkan hasil dari uji invivo,
sehingga akan memerkuat kebenaran terhadap hasil penelitian.
2. Perlu dilakukan uji histologi otak mencit yang diberi perlakuan untuk
mengetahui kerusakan pada jaringan otar yang diakibatkan oleh radikal

bebas.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kerangka Penelitian
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Lampiran 2. Penentuan dan Perhitungan Dosis
1. Perhitungan STZ

Dosis STZ menggunakan repeated lowdose yaitu 40 mg/BB

Dosis untuk mencit 30 gram:
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n 40

30 1000
40

~ 1000
12000

1000
n = 1.2 mg/BB

x 30

n

Proses pelarutan STZ dalam Buffer sitrat 0.02 M:

STZ 500 mg dilarutkan dalam 50 ml buffer sitrat 0.02 M (dalam1 mi
Larutan mengandung 10 mg STZ)

-Untuk 1 ekor dalam 1 hari : 1.2 mg STZ dalam 0.12 ml asam sitrat
-Untuk 25 ekor dalam 1 hari : 30 mg STZ dalam 3 ml asam sitrat

Perhitungan dosis terapi nanopartike pegagan tersalut kitosan
- Dosis 120 mg/kgBB untuk 1 ekor mencit dengan berat badan 30 gram
120 = 1000
n =30 gram
n 120

30 1000

120

~ 1000
3600

=000 3.6

- Dosis 180 mg/kgBB untuk 1 ekor mencit dengan berat badan 30 gram
120 = 1000

n =30 gram

x30

n

n
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Dosis 240 mg/kgBB untuk 1 ekor mencit dengan berat badan 30 gram
120 = 1000
n =30 gram

n 240

30 1000

240




Lampiran 3. Analisis Statistika Kadar SOD
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Data SOD
Descriptive Statistics
Maximu Std.
N [ Minimum m Sum Mean Deviation
POSITIF 4 11.19 23.08| 68.44| 17.1100 4.85507
NEGATIF 4 11.42 12.69| 48.46| 12.1150 52501
N1 4 30.47 48.37| 142.33| 35.5825 8.59804
N2 4 33.13 43.52| 144.87| 36.2175 4.89217
N3 4 45.94 51.95| 191.86| 47.9650 2.70358
Valid N 4
(listwise)
SOD
= 756
= 40 35.58 36.21
c
T;’ 22 12:11 17.11 I I E
i om0
K- K+ N1 N2 N3
Perlakuan
Gambar 4.1. Grafik rerata pengaruh pemberian nanopartikel Pegagan tersalut
kitosan terhadap kadar SOD otak mencit diabetes
Perlaku TOTA | RERAT notas
an Ulangan L A i
1 2 3 4 sd
114 | 12.1 | 126 | 12.2 0.52 a
K- 2 2 9 3 48.46 | 12.11
K+ 230 | 172 | 111 | 169 | 68.44 | 17.11 4.85 a




N3 5 7 4 0 6 47.96

48.3 | 32.9 | 30.4 | 30.5 | 1423 8.59 b
N1 7 0 7 9 3 35.58

435 | 331 | 342 | 339 | 1448 4.89 b
N2 2 3 8 4 7 36.21

519 | 468 | 459 | 47.1 | 1918 2.7 c

A. Uji normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Kadar
SOD
N 20
Normal Parameters®®  Mean 29.8210
Std. 14.29874
Deviation
Most Extreme Absolute 161
Differences Positive 161
Negative -.131
Test Statistic 161
Asymp. Sig. (2-tailed) .184°
a. Test distribution is Normal.

Keterangan : syarat data normal (5%) = >0.05
Sig. 0.184>0.05, dilanjutlan dengan uji Homogenitas

B. Uji homogenitas

Test of Homogeneity of VVariances
Kadar SOD
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Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.481 4 15 .088

Keterangan : syarat data homogen (5%) = >0.05

Sig. 0.08 >0.05, dilanjutlan dengan Uji One Way ANOV
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C. Uji ANOVA
ANOVA

Kadar SOD

Sum of

Squares df Mean Square F Sig
Between 3497.311 4 874.328  33.861 .
Groups
Within Groups 387.313 15 25.821
Total 3884.624 19

Keterangan : syarat data berpengaruh (5%) = <0.05
Sig. 0.00 <0.05, menunjukan data berpengaruh

D. Uji Lanjut Tukey

Kadar SOD

Tukey HSD?

Kelompok Subset for alpha = 0.05
perlakuan N 1 2 3

K- 4| 12.2300

K+ 4| 17.1100

N1 4 35.5825

N2 4 36.2175

N3 4 47.9650
Sig. 661 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kadar SOD

Tukey HSD
95% Confidence
0] ) Mean Interval
Kelompok |Kelompok |Difference| Std. Lower | Upper
perlakuan perlakuan (1-)) Error | Sig. | Bound | Bound
K- K+ -4.88000{3.59311| .661 -| 6.2153
15.9753
N1 -13.59311| .000 - -
23.35250" 34.4478 | 12.2572
N2 -13.59311| .000 - -
23.98750" 35.0828 | 12.8922
N3 -13.59311| .000 - -
35.73500" 46.8303 | 24.6397
K+ K- 4.88000|3.59311| .661| -6.2153| 15.9753
N1 -13.59311| .001 -| -7.3772
18.47250" 29.5678
N2 -13.59311| .001 -| -8.0122
19.10750° 30.2028
N3 -13.59311| .000 - -
30.85500" 41.9503 | 19.7597
N1 K- 23.35250" [3.59311| .000| 12.2572| 34.4478
K+ 18.47250 3.59311| .001| 7.3772|29.5678
N2 -.63500|3.59311 | 1.000 -1 10.4603
11.7303
N3 -13.59311| .025 -| -1.2872
12.38250" 23.4778
N2 K- 23.98750 [3.59311| .000] 12.8922 | 35.0828
K+ 19.10750 |3.59311| .001| 8.0122|30.2028
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N1 .63500 | 3.59311 | 1.000 -1 11.7303
10.4603
N3 -|3.59311| .036 -] -.6522
11.74750° 22.8428
N3 K- 35.73500 |3.59311| .000|24.6397 | 46.8303
K+ 30.85500 |3.59311| .000| 19.7597 | 41.9503
N1 12.38250 3.59311| .025| 1.2872|23.4778
N2 11.747507|3.59311| .036| .6522|22.8428

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




Lampiran 4. UJI SOD DENGAN DNMRT
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: DATA
Type 11
Sum of Mean
Source Squares | df| Square F Sig.
Corrected 3514.630%| 4| 878.657| 34.035| .000
Model
Intercept 17701.250| 1|17701.250|685.670| .000
PERLAKUAN 3514.630| 4| 878.657| 34.035| .000
Error 387.240|15 25.816
Total 21603.120 |20
Corrected Total 3901.870|19
a. R Squared = .901 (Adjusted R Squared = .874)
DATA
Duncan®”
Subset

PERLAKUAN N 1 2 3
K- 4 12.0750
K+ 4 17.0500
N1 4 35.5250
N2 4 36.1750
N3 4 47.9250
Sig. .186 .859 1.000
The error term is Mean Square(Error) = 25.816.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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b. Alpha = 0.05.

Estimated Marginal Means of DATA

50,004

40.007

30.009

Estimated Marginal Means

20.007

10.007

T T T T T
K- K+ M1 N2 N3

PERLAKUAN




Lampiran 5. Analisis Statistika Kadar MDA

Data MDA
Descriptive Statistics
Std.
Minimu | Maximu Deviatio
N m m Sum | Mean n
POSITIF 4 14.12 18.65| 61.5| 15.390| 2.17723
6 0
NEGATIF 4 12.82 14.47| 54.4| 13.610| .85100
4 0
N1 4 10.09 13.21| 47.3| 11.840| 1.29458
6 0
N2 4 12.21 13.97| 51.1| 12.795| .79856
8 0
N3 4 11.21 15.06| 52.0| 13.002| 1.86711
1 5
Valid N 4
(listwise)
MDA
20
’:g 15 1361 i 11.84 1279 13
§ 10
g o
N2 N3
Perlakuan

Gambar 4.2. Grafik rerata pengaruh pemberian nanopartikel Pegagan tersalut
kitosan terhadap kadar MDA otak mencit diabetes



Perlaku Ulangan TOTA | RERAT
an 4 L A sd | notasi

1 2 3

10.0 | 12.1 11.9 1.29 a
N1 9 2 1321 | 4 4736 | 11.84

139 | 125 12.4 079 | ab
N2 7 9 12.21 1 51.18 12.79

15.0 | 14.0 11.2 1.86 ab
N3 6 9 11.65 1 52.01 13

142 | 144 12.8 0.85| ab
K- 1 7 12.94 2 54.44 13.61

18.6 | 14.1 14.3 2.17 b
K+ 5 2 14.41 8 61.56 | 15.39

A. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Kadar
MDA
N 20
Normal Parameters®® | Mean 13.3275
Std. 1.79963
Deviation
Most Extreme Absolute 163
Differences Positive 163
Negative -.089
Test Statistic 163
Asymp. Sig. (2-tailed) 173°
Test distribution is Normal.

Keterangan : syarat data normal (5%) = >0.05

Sig. 0.173 >0.05, dilanjutlan dengan uji Homogenitas
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Sig

B. Uji homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Kadar MDA
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.132 4 15 127
Keterangan : syarat data homogen (5%) = >0.05
Sig. 0.127>0.05, dilanjutlan dengan Uji One Way ANOVA
C. Uji Anova
ANOVA
Kadar MDA
Sum of
Squares df Mean Square
Between 27.742 4
Groups
Within Groups 33.793 15
Total 61.535 19

Keterangan : syarat data berpengaruh (5%) = <0.05
Sig. 0.049 <0.05, menunjukan data berpengaruh

D. Uji Lanjut Tukey

Kadar MDA
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Tukey HSD?

Subset for alpha =
Kelompok 0.05
perlakuan N 1 2
N1 4 11.8400
N2 4 127950 12.7950
N3 4 13.0025 13.0025
K- 4 13.6100 13.6100
K+ 4 15.3900
Sig. 481 157

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kadar MDA

Tukey HSD
95%
Confidence
()] ) Mean Interval
Kelompok | Kelompok | Difference| Std. Lower | Upper
perlakuan |perlakuan (1-J) Error | Sig. | Bound | Bound
K+ K- 1.780001.06133| .475 -15.0573
1.4973
N1 3.55000|1.06133| .031| .2727|6.8273
N2 2.59500|1.06133| .157| -.6823|5.8723
N3 2.38750|1.06133| .215| -.8898 |5.6648
K- K+ -1.780001.06133| .475 -11.4973
5.0573
N1 1.770001.06133| .481 -15.0473
1.5073
N2 .81500(1.06133| .936 -14.0923
2.4623
N3 .60750(1.06133| .977 -13.8848
2.6698
N1 K+ -3.55000 | 1.06133| .031 -| -.2727
6.8273
K- -1.77000|1.06133| .481 -11.5073
5.0473
N2 -.95500|1.06133| .893 -12.3223
4.2323
N3 -1.16250|1.06133| .806 -12.1148
4.4398
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N2 K+ -2.59500|1.06133| .157 -| .6823
5.8723
K- -.81500|1.06133| .936 -12.4623
4.0923
N1 .95500(1.06133| .893 -14.2323
2.3223
N3 -.20750|1.06133|1.000 -13.0698
3.4848
N3 K+ -2.38750(1.06133| .215 -| .8898
5.6648
K- -.60750(1.06133| .977 -12.6698
3.8848
N1 1.16250|1.06133| .806 -14.4398
2.1148
N2 .20750|1.06133|1.000 -13.4848
3.0698

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




Lampiran 6. UJl MDA DENGAN DNMRT

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: DATA

Type 111 Sum Mean
Source of Squares | df | Square F Sig.
Corrected 27.742%| 4 6.936| 3.079 049
Model
Intercept 3552.445| 1| 3552.445| 1576.86 .000
6
PERLAKUAN 27.742 4 6.936 3.079 .049
Error 33.793| 15 2.253
Total 3613.980| 20
Corrected Total 61.535| 19
a. R Squared = .451 (Adjusted R Squared = .304)
DATA
Duncan®”
Subset
PERLAKUAN N 1 2
N1 4 11.8400
N2 4 12.7950
N3 4 13.0025
K- 4 13.6100 13.6100
K+ 4 15.3900
Sig. 144 114

The error term is Mean Square(Error) = 2.253.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

b. Alpha = 0.05.
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Estimated Marginal Means

Estimated Marginal Means of DATA

16.00

15.00

14.00

13.00-

12.00

11.009

T
M1

PERLAKUAN

N2

N3
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