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PENGARUH NANOPARTIKEL Allium sativum, Curcuma mangga, DAN Acorus calamus
TERHADAP KADAR Superoxide dismutase dan Malondehyde OVARIUM MENCIT (Mus
musculus)

Yuliana Purnamasari, Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin Ahmad
Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang

ABSTRAK
Radikal bebas akan terbentuk apabila jJumlah antioksidan endogen tidak mencukupi. Pembentukan
radikal ini dapat dicegah dengan mengkonsumsi antioksidan. Antioksidan selain dari tubuh dapat
diperoleh dari tanaman, dalam penelitian ini dipilih tumbuhan yang merupakan resep dari jamu
subur kandungan. Tumbuhan tersebut antara lain Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus
calamus yang memiliki kandungan antioksidan antara lain flavonoid, alkaloid dan triterpenoid.
Tujuan dalam riset ini yaitu Dalam riset ini ketiga tumbuhan tersebut diubah bentuknya menjadi
nanopartikel dengan tujuan mengoptimalkan proses penghantaran dan penyerapan. Penelitian ini
menggunakan RAL dengan 5 perlakuan dan 6 kali ulangan. Hewan coba yang digunakan berupa
Mus musculus betina BalB/C sebanyak 30 ekor. Perlakuan terdiri dari kontrol negatif (K-), 2
perlakuan nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 25 mg/ kg BB (P1) serta 50 mg/ kg BB (P2),
perlakuan jamu dosis 75 mg/ kg BB (P3) dan perlakuan klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB (P4).
Parameter riset antara lain kadar superoxide dismutase (SOD) sebagai parameter antioksidan dan
malondehyde (MDA) sebagai parameter stress oksidatif. Analisis data menggunakan ANOVA (a
5%) dan diuji lanjut dengan Duncan. Hasil menunjukkan pemberian nanopartikel A. sativum, C.
mangga dan A. calamus menunjukkan pengaruh terhadap kadar SOD dan MDA. Peningkatan
kadar SOD paling tinggi terjadi pada nanopartikel dosis 50 mg/kgBB. Kadar MDA terendah terjadi
pada perlakuan nanopartikel dosis 25 mg/kgBB. Hasil pemberian nanopartikel dosis 50 mg/kg BB

menunjukkan pengaruh dengan meningkatkan kadar SOD dan tingkat MDA yang rendah.
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Kata kunci : Nanopartikel, Antioksidan, Oksidan, Allium sativum, Curcuma mangga, Acorus

calamus, SOD, MDA.
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THE EFFECT OF NANOPARTICLES OF Allium sativum, Curcuma mango, AND Acorus
calamus on levels of Superoxide dismutase and Malondehyde OVARIUM OF MICE (Mus
musculus)

Yuliana Purnamasari, Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin Ahmad
Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, The State Islamic University of

Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Free radicals will be formed when the amount of endogenous antioxidants is insufficient. The
formation of free radicals can be prevented by consuming antioxidants. Antioxidants other than
the body can be obtained from plants, in this study selected plants which are recipes from herbal
fertile content. These plants include Allium sativum (garlic), Curcuma mango (Temu mango) and
Acorus calamus (jeringau) which contain antioxidants including flavonoids, alkaloids and
triterpenoids. In this research, the three plants were transformed into nanoparticles with the aim of
optimizing the delivery and absorption processes. This study used RAL with 5 treatments and 6
replications. The experimental animals used were 30 female BalB/C Mus musculus. The
treatments consisted of a negative control (K-), 2 nanoparticle treatments with a combined extract
dose of 25 mg/kg BW (P1) and 50 mg/kg BW (P2), a herbal treatment with a dose of 75 mg/kg
BW (P3) and a dose of clomiphene citrate treatment. 0.9 mg/kgBW (P4). Research parameters
include levels of superoxide dismutase (SOD) as an antioxidant parameter and malondehyde
(MDA) as a parameter of oxidative stress. Data analysis used ANOVA (a 5%) and further tested
with Duncan. The results showed that the administration of A. sativum, C. mangga and A. calamus
nanoparticles showed an effect on the levels of SOD and MDA. The highest increase in SOD levels

occurred at a dose of 50 mg/kgBW nanoparticles. The lowest MDA levels occurred in the



nanoparticle treatment at a dose of 25 mg/kgBW. The results of giving nanoparticles at a dose of
50 mg/kg BW showed an effect by increasing SOD levels and low MDA levels.
Keywords: Nanoparticles, Antioxidants, Oxidants, Allium sativum, Curcuma mangga, Acorus

calamus, SOD, MDA.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sistem reproduksi sangat erat hubungannya dengan keberadaan suatu spesies. Pada sistem
reproduksi terdiri atas organ kelamin primer dan sekunder. Organ kelamin pimer bertugas dalam
membentuk gamet dan organ kelamin aksesoria yang memiliki peran dalam transpor, maupun
menjaga kelangsungan hidup gamet (Sloane, 2003). Gamet pada perempuan berupa ovum yang
dihasilkan oleh ovarium.

Ovarium dalam mengasilkan ovum melewati proses pematangan folikel. Folikel-folikel
tersebut berperan dalam memproduksi hormon kewanitaan. Menurut (Eroschenko, 2015) pada
ovarium terjadi perubahan-perubahan folikel dari primordial hingga matur yang diinduksi oleh
hormon FSH. Berdasarkan (Lewis, 2007) perkembangan fase folikel akan menghasilkan hormon
estrogen dan progresteron. Kedua hormon tersebut sangat berpengaruh terhadap proses
folikulogenesis yang terjadi.

Proses follikulogenesis dipengaruhi oleh kondisi organ ovarium. Ovarium sebagai organ
reproduksi dapat mengalami masalah berupa gangguan kesuburan. Gangguan kesuburan menurut
(Muchtaromah, et al., 2020) dapat terjadi akibat gangguan hormonal, stress oksidatif maupun
kelainan pada organ penyusun sistem reproduksi. (Murdijati-Gardtijo et al., 2018). Gangguan—
gangguan tersebut dapat menyebabkan infertilitas (Ririn et al., 2018).

Salah satu cara dalam mengatasi infertilitas dapat diatasi dengan mengkonsumsi jamu. Jamu
merupakan obat tradisional dalam bentuk serbuk atau cairan dengan sejumlah bahan tertentu yang
diproses dan disajikan secara secara tradisional (Parwata, 2017). Bahan baku jamu paling banyak
berasal dari tumbuhan. Tunaman dengan segala macam kegunaan untuk kehidupan manusia telah

diciptakan oleh Allah SWT dalam firman-Nya surah Asy-Syu’ara’ ayat 7 yang tertulis :



V) S 35 O8 e L S 28 2T ) T30 21 5
Artinya :"Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami tumbuhkan

di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”(Q.S. Asy-Syu’ara [26] : 7).

Berdasarkan tafsir jalalin, kata zauj yang memiliki arti “jenis atau macam” dalam hal ini
menyiratkan arti sebagai tumbuhan dan karim memiliki arti “mulia atau baik”, sehingga
dapat diartikan sebagai tumbuhan yang bermanfaat (Mahalli & Assuyuti, 2007).
Tumbuhan bermanfaat merupakan tumbuhan yang memiliki fungsi yang dapat
digunakan baik dari sifat atau dari segi kandungan zat aktif yang dimilikinya.
Penggunaan tumbuhan sebagai bahan baku jamu menurut Parwata (2017) biasanya
menggunakan tumbuhan yang dikombinasikan dengan tujuan untuk dapat saling
menyeimbangkan atau saling melengkapi zat aktif dalam komposisi jamu.

Beraneka ragamnya bahan baku jamu menyebabkan jamu memiliki komponen yang berifat
kompleks sehingga bersifat multitarget pada tubuh (Rosyadah et al., 2017). Proses pembuatan
jamu yang terstandarisasi dengan bahan yang telah diekstrak dapat meningkatkan kelas jamu
menjadi herbal terstandar atau fitofarmaka (Murdijati-Gardtijo et al., 2018). Hasil ekstrak dari
sediaan jamu akan mempermudah tubuh untuk menyerapnya. Zat hasil ekstrak yang dalam ukuran
makro akan sulit diserap oleh tubuh karena memiliki bioavabilitas rendah (Parwata, 2017).

Komposisi obat tradisional Subur Kandungan Ribkah Jokotole Madura terdiri atas 3 macam
bahan yaitu A. sativum, C. mangga , A. calamus. Menurut (Muchtaromah, et al., 2020) ketiga
bahan tersebut mengandung mengandung flavonoid, alkaloid dan triterpenoid. ketiga senyawa
tersebut mempunyai aktivitas sebagai antioksidan, anti mikroba, imunomodulator serta dapat

berperan sebagai fitoestrogen.
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Kombinasi A. sativum, C. mangga dan A. calamus, memiliki zat aktif berupa flavonoid.
Flavonoid akan meningkatkan reproduksi wanita dengan berikatan dengan reseptor estrogen alfa
(REa) (Zulaikhah, 2017). Sifat estrogenik dari kandungsan falvonoid dan alkaloid mempengaruhi
sistem hormonal serta memperbaiki proses folikulogenesis dan fertilisasi. Fitoestrogen
merupakan senyawa dengan struktur yang mirip dengan estradiol (Mardiati & Sitasiwi, 2008).

Fitoestrogen merupakan senyawa aktif yang diperoleh dari tumbuhan dengan struktur
yang mirip estradiol (Mardiati & Sitasiwi, 2008). Apabila senyawa tersebut berinteraksi dengan
reseptor estrogen akan memicu respon estrogenik dalam tubuh. Fitoestrogen dalam jumlah sedikit
mampu mendukung peran estrogen endogen tubuh dengan membentuk kompleks hormon reseptor
aktif. Kompleks tersebut akan berinteraksi dengan DNA dalam inti sel sehingga dapat
memicu respon biologis yang akan muncul bedasarkan objek sasarannya (Desmawati & Sulastri,
2019).

Hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya penggunaan ekstrak A. sativum, C.
mangga , A. calamus menurut Syanas (2018) memberikan pengaruh terhadap jumlah folikel yang
betambah. Hasil tersebut didukung oleh penelitian Aini (2017) dengan penggunaan dosis dan
ekstrak yang sama pertambahan hormon estrogen pada perlakuan 75 mg/kgBB. Peningkatan
jumlah hormon estrogen tidak lepas dari kondisi organ ovarium.

Organ ovarium dalam melakukan proses folikulogenesis tidak lepas dari metabolisme sel
yang terjadi dalam organ. Sel dalam menjalankan metabolisme sel akan mengahsilkan hasil
samping berupa oksidan. Oksidan ketika bereaksi dalam sel akan membetuk suatu rantai reaksi
radikal bebas (Lewis, 2007).

Kondisi sel yang seimbang antara antioksidan dan stress oksidatif sangat penting.
Keseimbangan tersebut bertujuan untuk memelihara integritas serta fungsi membran, protein,
asam nukleat, dan pada sel imun bertujuan untuk mengatur tranduksi signal dan ekspresi gen. Hal
tersebut dapat pula menyebabkan senyawa asam lemak tak jenuh pada membran sel sensitif

terhadap perubahan keseimbangan oksidan-antioksidan (Leatemia, 2010). Kondisi oksidan-
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antioksidan dalam ovarium yang tidak seimbang akan mempengaruhi proses folikulogenesis baik
dari segi hormon atau keadaan sel dalam jaringan organ ovarium.

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mengurangi efek oksidan dalam tubuh yang
bersifat negatif. Antioksidan dikelompokan menjadi antioksidan enzimatis dan non-enzimatis.
Dalam penelitian ini ingin mengetahui super-oxide dismutase (SOD) melindungi sel dari
kerusakan akibat stress oksidatif dalam sel yang dapat ditemukan pada organisme aerob (Sayuti &
Yenrina, 2015).

Aktivitas enzim antioksidan dapat diamati melalui menurunnya kadar malondialdehyde
(MDA) (Yener et al., 2013). MDA merupakan hasil dari radikal bebas yang telah mengoksidasi
asam lemak tidak jenuh. Sehingga tingginya kadar MDA mengindikasikan dalam membran sel
terjadi proses oksidasi. Kadar MDA yang menurun berbanding terbalik dengan kadar antioksidan
dalam tubuh (Winarsi et al., 2010).

Kerusakan sel akibat radikal bebas tersebut dapat dicegah melalui penggunaan zat aktif
misalnya dengan flavonoid agar meningkatkan kadar SOD dan menurunkan MDA dalam tubuh.
Senyawa yang diperoleh dari tumbuhan lebih sukar diserap, sehingga diperlukan cara untuk
mengoptimalkan penyerapannya dengan memperkecil ukuran. Nanopartikel memiliki ukuran 1-
1000 nm berupa koloid padat dan disalut dengan polimer. Ukuran nano adalah ukuran yang mudah
untuk diserap ke dalam sel (Tiyaboonchai, 2018).

Nanopartikel dengan penyalutan kitosan saat ini sedang banyak dikembangkan sebagai
media penghantaran obat. Hal ini dikarenakan kelebihan teknologi tersebut diantaranya partikel
herbal lebih mudah menyebar dalam sirkulasi darah, pencapain pada target pengobatan lebih
akurat dan meningkatkan luas permukaan sehingga kelarutannya meningkat (Purbowatiningrum

dkk., 2017). Berdasarkan uraian diatas menjadi latar belakang dalam penelitian ini.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian diatas menjadi latar belakang dalam penelitian ini. Berdasarkan latar

belakang yang telah dijelaskan, maka rumusan masalah pada penelitian meliputi :

1.

Apakah nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus berpengaruh terhadap kadar

superoxide dismutase pada ovarium Mus musculus?

2. Apakah nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus berpengaruh terhadap kadar
malondehyde ovarium Mus musculus?
1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini, yaitu :
1. Mengetahui bahwa nanopartikel nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus
berpengaruh terhadap kadar superoxide dismutase pada ovarium Mus musculus.
2. Mengetahui bahwa nanopartikel nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus
berpengaruh terhadap kadar malondehyde ovarium Mus musculus.
1.4 Hipotesis
Hipotesis dari penilitian ini, yaitu :
1. Adanya pengaruh pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus terhadap
kadar superoxide dismutase ovarium Mus musculus.
2. Adanya pengaruh nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus berpengaruh terhadap
kadar malondehyde ovarium Mus musculus.
1.5 Manfaat

Manfaat dilakukan penelitian ini, yaitu :



1. Memberikan informasi tentang pengararuh nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A.
calamus terhadap kadar superoxide dismutase ovarium Mus musculus.
2. Memberikan informasi tentang pengaruh nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus

terhadap kadar malondehyde ovarium Mus musculus.

1.6 Batasan masalah

Batasan masalah penelitian ini adalah:

a. Nanopartikel yang digunakan merupakan hasil dari kombinasi ekstrak ethanol 70% dengan
komposisi simplisia A. sativum 36%, C. mangga 36%, dan A. Calamus 28%.

b. Bahan yang digunakan merujuk pada penelitian obat herbal subur kandungan Madura.

c. Parameter penelitian ini ovarium Mus musculus diuji kadar superoxide dismutase dengan kit
Elabscience kode BC-K020 M dan malondehyde diuji dengan kit Elabscience kode BC- K025
S.

d. Hewan yang digunakan pada penelitian ini berupa mencit (Mus musculus) betina usia 8
minggu, strain Balb/C, berat + 25 gr

e. Simplisia A. sativum, C. mangga dan A. Calamus diperoleh dari Meteria medica kota Batu.

f. Pelaksanaan lima kelompok perlakuan dilakukan selama 14 hari.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Obat Herbal

Rakyat Indonesia telah mengenal jamu dan obat herbal sejak ratusan tahun lalu. Peran jamu
selain sebagai obat dapat digunakan untuk memelihara kesehatan (Mudjiono et al., 2014) Jamu
memiliki kelebihan yaitu komponen bioaktif dari berbagai macam bahan dapat saling
mempertinggi manfaat dari jamu. Sedangkan dalam dosis yang besar jamu perlu diwaspadai
karena dapat mengakumulasi toksik. Akan tetapi interaksi bahan dalam resep jamu dapat saling
menetralisir toksik pada antar bahan yang digunakan (Leatemia, 2010).

Jamu secara umum menggunakan bahan dasar yang berasal dari tanaman. Tanaman
digunakan untuk jamu karena memiliki kandungan zat aktif di dalamnya (Murdijati-Gardtijo et

al., 2018). Allah SWT telah berfirman dalam surah ‘Abasa ayat 24-32 yang tertulis :

a5 e 5 YV Ui g G (Y1) W a9 s 26 o) B oA W U Y Faae ) iy i
YRy 5 &T el g ) T sl Y Gl s Y4 S5 G55 4T A)
Artinya: “Maka, hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya.Sesungguhnya Kami telah
mencurahkan air (dari langit) dengan berlimpah. Kemudian, Kami belah bumi dengan sebaik-
baiknya.Lalu, Kami tumbuhkan padanya biji-bijian,anggur, sayur-sayuran,zaitun, pohon kurma,
kebun-kebun (yang) rindang, buah-buahan, dan rerumputan. (Semua itu disediakan) untuk
kesenanganmu dan hewan-hewan ternakmu ” (Q.S. ‘Abasa [80]: 24-32).
Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah SWT membasahi bumi dengan air hujan utuk menumbuhkan
berbagai tanaman yang memiliki berbagai bentuk dan tujuan. Keanergaman tumbuhan yang ada

juga telah dimanfaatkan bagi manusia dan hewan untuk metabolisme tubuh. Tumbuhan dengan
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kandungan zat aktif tertentu juga dimanfaatkan sebagai obat (Lajnah Pentashihan Mushaf Al-
Qur’an, 2010).

Potensi tanaman dengan memanfaatkan kandungan zat yang terdapat didalamnya dapat
digunakan sebagai obat. Berdasarkan Al-Jauziyah (2003) Rasulullah SAW pernah bersabda dalam

riwayat Ahmad yang dishahihkan pada Ash-Shahihah no. 451 sebagai berikut :

ea a s shale (e dale lasgd O35 ) 2 O3 &)

Artinya : “ Sesungguhnya Allah Ta’alatidak menurunkan penyakit, kecuali Allah juga
menurunkan obatnya. Ada orang yang mengetahui ada pula yang tidak mengetahuinya.” (HR.
Ahmad 1/377, 413 dan 453 dishahihkan Al-Hakim).
Hadist tersebut secara implisit menjelaskan tentang anjuran kepada manusia untuk mendalami
pengetahuan tentang pengobatan, karena setiap penyakit memiliki obat yang dapat
menyembuhkan. Demikian dengan infertilitas yang dapat diobati dengan jamu subur kandungan.

Resep utama jamu subur kandungan dari PJ. Ribkah Maryam Jokotole berupa bawang putih
(A. sativum), temu mangga (C. mangga) dan rimpang jeringau (A. calamus). Khasiat jamu tersebut
berdasarkan label yang tertera yaitu menyuburkan kandungan, memperkuat otot-otot rahim,
menyehatkan badan dan kandungan serta mencegah terjadinya keguguran.
2.2 Bawang Putih (Allium sativum)

Klasifikasi tumbuhan bawang putih, sebagai berikut (Cronquist, 1981):

Kingdom : Plantae
Devisio : Magnoliophyta
Classis : Liliopsida
Ordo - Liliales
Familia . Liliaceae

Genus » Allium



Spesies : Allium sativum L.

Allium sativum atau bawang putih termasuk tumbuhan tipe herba parenial yang berumbi
lapis. Bawang putih tumbuh secara berumpun dengan batang sejati di bawah tanah. Akar bawang
putih berupa serabut kecil yang tumbuh dari pangkal batang serta bersifat rudimenter (Santoso,
2000).

Kandungan bioaktif dalam bawang putih paling banyak terdiri atas komponen
organosulfur, saponin, komponen fenol, dan polisakarida (Queiroz et al., 2009). Komponen
organosulfur dalam bawang putih seperti allicin (diallyl thiosulfonate), diallyl sulfide (DAS),
diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide (DATS), E/Z-ajoene, S-allyl-cysteine (SAC), dan S-
allyl-cysteine sulfoxide (alliin). Komponen fenol dalam bawang putih terdiri atas 20 macam
dengan kandungan terbanyak berupa f-resorcylic acid (Shang et al., 2019).

Allium sativum memiliki senyawa lain yaitu saltyvine ( dapat mempercepat pertumbuhan
sel dan serta jaringan saraf), belerang, diallysulfide-aliprofil sulfida ( Anti cacing) protein,
vitamin ( A, B1, dan C) lemak fosfor dan besi. Allium sativum berperan sebagai antibakteri,
antioksidan, antijamur, antiprotozoa, dan sebagainya. A. sativum sudah kini memiliki potensi
sebagai anti tumor serta baik untuk sistem kardiovaskular (Hernawan & Setyawa n, 2003).

Menurut Prasonto et al., (2017) bawang putih memiliki kandungan antioksidan antara lain
alkaloid, tanin, fenolik, flavonoid dan triterpenoid. Aktivitas antioksidan pada ketiga senyawa
tersebut disebabkan karena senyawa tersebut merupakan senyawa dengan gugus —OH yang
terhubung karbon cincin aromatik yang merupakan senyawa fenol. Bawang putih memiliki
kandungan fitoesterogen antara lain matairesinol, daidzein, genistein, glycitien, formononetin,
pinoresinol, coumestrol, dan lariciresinol (Lilian et al., 2006).

2.3 Temu mangga (Curcuma mangga)

Klasifikasi tumbuhan Temu mangga (Curcuma mangga), sebagai berikut (Cronquist,

1981):

Kingdom : Plantae
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Devisio : Magnoliophyta
Classis : Liliopsida

Sub classis : Arecidae

Ordo : Zingiberales

Familia : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma mangga Val.

Curcuma mangga memiliki ciri khas berupa umbi bewarna kuning dan beraroma seperti
mangga kweni. Batang berada dalam tanah berupa rimpang, batang semu bewarna hijau serta daun
tunggal berpelepah. Bunga terbelah dengan benang sari menempel pada putik (Bos et al., 2007).

Senyawa polifenol yang paling banyak ditemukan di Famili Zingiberaceae berupa
kurkumin, demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin (Sarma & Sharma, 2017). Curcuma
mangga memiliki komponen utama berupa myrcene (81,4%), minyak atsiri (0, 28%), dan
kurkuminoid (3%). Kunir putih memiliki kandungan senyawa fenol berupa flavonoids, dan tanin
(Pujimulyani et al., 2010) yang berfungsi sebagai pelindung sel granlosa. melalui reseptor

hormone FSH-LH pada permukaan sel granlosa (Hendrikos dkk., 2014).

2.4 Jeringau (Acorus calamus)

Klasifikasi tumbuhan jeringau (Acorus calamus), sebagai berikut (Crounquist, 1981):

Kingdom : Plantae
Devisio : Magnoliophyta
Classis : Liliopsida

Sub classis : Arecidae

Ordo : Arales

Familia : Araceae

Genus : Acorus
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Spesies : Acorus calamus L.

Acorus calamus (Acoraceae) atau jeringau termasuk tumbuhan obat yang memiliki
rimpang. Rimpang jeringau memiliki kulit rimpang bewarna merah muda dengan bagian dalam
bewarna putih dan bersifat aromatis. Daun bertekstur tebal dan keras menyerupai pedang serta
memiliki aroma yang khas apabila dikoyak. Bunga berbentuk bonggol dengan ujung meruncing,
dengan habitat di tempat yang lembab (Imam dkk., 2013).

Jeringau memiliki kandungan fenol, flavonoid dan triterpenoid (Djarkasi et al., 2019).
Jeringau memiliki fungsi sebagai anti karminatif, spasmodik, anthelmintik, ekspektoran, nervine
(obat penenang) dan nauseate (mual) (Balakumbahan et al., 2010). Jeringau juga dapat mengobati
kolik, asma bronkhitis, pengobatan epilepsi, demam, penyakit mental, disentri, diare kronis, dan
tumor di perut serta bersifat stimulan (Paithankar et al., 2011).

Acorus calamus seperti flavonoid, alkaloid, polifenol dan minyak atsiri. Acorus calamus
memiliki sifat antimikroba terhadap Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, dan
Penicillium marneffei. Rimpang jeringau mengandung minyak atsiri, tanin, sterol, lender, resin,

glukosa dan kalsium oksalat .

2.5 Nanopartikel

Nanopartikel adalah partikel dengan diameter 1-1000 nm yang berupa koloid padat. Pada
nanopartikel terdapat makromolekuler material. Makromolekuler material dapat menjerat senyawa
aktif obat yang telah terlarut sehingga dapat berperan sebagai pembawa obat (Tiyaboonchai,
2018).

Perubahan ukuran dari senyawa makroskopik menjadi mikroskopik menyebabkan keadaan
molekul menjadi tidak stabil yang berada di permukaan. Senyawa berukuran nanopartikel
memiliki luas permukaan yang akan bersifat lebih reaktif. Reaktifitas yang tinggi pada
nanopartikel, sehingga hampir semua jenis nanopartikel bebas memiliki kecenderungan untuk

membentuk partikel yang lebih besar (Wilczewska et al., 2012).
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Nanopartikel dapat dibuat menggunakan metode gelasi ionik, yaitu metode yang sering
dipakai peneliti dikarenakan proses yang sederhana, tidak memerlukan pelarut organik serta
pengontrolannya yang mudah. Prinsip kerja dari metode ini adalah terbentuknya interaksi
elektrostatik antar gugus amina oleh kitosan yang muatannya posistif dengan polianon TPP yang
bermuatan negatif akan membentuk struktur intramolekuler tiga dimensi (Abdassah, 2017).
Metode gelasi ionik berdasarkan pencampuran polimer yang bersifat polikation dengan polianion.
Polimer polikation yang umum digunakan adalah kitosan sedangkan polimer polianion yang
umum dipakaiadalah tripolifosfat (TPP),zat yang bisa berfungsi sebagai pengikat silang yang baik.
Penambahan TPP yang memiliki rapatan muatan negatif tinggi akan meningkatkan kekuatan

mekanik gel kitosan (Sreekumar et al., 2018).

2.6 Kitosan

Kitosan adalah senyawa poli (N- amino-2-deoksi-p-D-glukopiranosa) atau glukosamin
hasil deasetilasi kitin/poli (N-asetil- 2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranosa). Kitosan memiliki sifat
khusus berupa sifat bioaktif, antibakteri, pengkelat, biokompatibel dan dapat terbiodegrasi.
Kitosan dapat larut pada media bersifat sedikit asam, sehingga penerapan secara langsung pada
biomedis kurang baik. Aplikasi kitosan pada biomedis dimanfaatkan dalam mekanisme
penghantaran serta pelepasan obat. Keterbatasan dari mekanisme pelepasan obat dengan kitosan
adalah mudah menyerap air serta memiliki derajat swelling yang tinggi dalam lingkungan berair,

kondisi tersebut menyebabkan pelepasan obat yang lebih cepat (Rampino et al., 2013).

2.7 Mencit
Mus musculus (mencit) adalah hewan model di laboratorium yang digunakan secara umum
(Nugroho, 2018). Kelebihan dari penggunaan hewan model berupa mencit antara lain biaya

pemeliharaan lebih murah, lebih efisien waktu serta tingkat reproduksi tinggi (sekitar 10-12
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anak/kelahiran). Sifat genetik lebih mudah diseragamkan daripada hewan ternak besar dengan
waktu yang lebih singkat (Kartika dkk., 2013).

Penggunaan mencit umumya dalam riset yang berkaian dengan fisiologi, farmakologi,
biokimia, patologi, histopatologi, toksikologi, zoologi komperatif dan biologi molekuler.
Pemakaian mencit struktur anatomi dan fisiologi mencit memiliki kemiripan dengan struktur
anatomi dan fisiologi manusia, menjadi salah satu alasan sering digunakannya mencit sebagai
hewan coba (Veterinus dkk., 2021).

Taksonomi Mus musculus sebagai berikut (Auffray & Britton-Dividian, 2014) :

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Subphylum  : Vertebrata

Classs : Mammalia
Order : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

Mencit berdasarkan jenis kelaminnya dibedakan menjadi dua, yaitu betina dan jantan.
Mencit betina memiliki organ reproduksi inti antara lain uterus, oviduct dan ovarium. Sedangkan
organ reproduksi mencit jantan meliputi testis beserta salurannya misal duktus ejakulatorius ductus
deferens dan kelenjar asesories. Kematangan organ reproduksi pada mencit akan terjadi pada umur
10-12 minggu (Nugroho, 2018).

2.8 Ovarium

Ovarium merupakan organ yang berfungsi menghasilkan oosit dan hormon-hormon
reproduksi pada betina Ovarium mengandung banyak folikel yang merupakan unit fungsional
dasar dari ovarium. Folikel mengalami pertumbuhan dan perkembangan pada korteks ovarium

yang disebut folikulogenesis (Gannon, 2013). Menurut Lewis (2007) folikel ovarium terbagi
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menjadi 4 kondisi yaitu istirahat, tumbuh, preovulasi, dan atresia. Ukuran ovarium dipengaruhi
oleh aktivitas reproduksi dan optimalisasi fungsinya. Selain itu pembatasan nutrisi pada mencit
menyebabkan folikel atresia sehingga jumlahnya menjadi sedikit (Chavatte-Palmer et al., 2014).
Morfologi ovarium yang baik mendukung optimalisasi fungsi ovarium yang akan menjadikan
ovarium berkualitas baik sehingga berfungsi untuk menghasilkan oosit dan mempertahankan
jumlah corpus luteum (Ramadhani, 2016).

Ovarium tersusun oleh jaringan dasar stroma, kumpulan dari jaringan ikat, otot polos serta
pembuluh darah yang berjumlah banyak sehingga bergelung-gelung. Ovarium terbagi menjadi
korteks yang terhubung secara langsung dengan tunika albugenia serta medulla yang berada di
dalamnya (Vidal & Dixon, 2018). Stroma korteks tersusun atas jaringan ikat longgar. Lapisan
tunika albuginia dapat menipis maupun menghilang akibat desakan perkembangan folikel ovarium
serta korpus luteum. Medulla ovarium terdapat saraf serta pembuluh darah (Eroschenko, 2015)
2.9 Mekanisme Hormonal

Ovarium dalam mekanisme pembentukan folikel dipengaruhi oleh beberapa hormon
diantaranya Lutein hormon (LH), Follicle Stimulating Hormone (FSH), estrogen dan
progesteron (Campbell, 2010). Siklus reproduksi diawali dengan hipotalamus melepaskan gnrh
yang akan merangsang pituitari anterior untuk mensekresikan fsh dan LH dalam jumlah kecil.
hormon fsh merangsang pertumbuhan folikel dibantu oleh LH serta sel-sel folikel yang sedang
tumbuh mulai memproduksi estradiol (Vidal & Dixon, 2018).

Permulaan siklus seksual wanita diawali dengan meningkatnya konsentrasi FSH dan
LH. peningkatan ini menyebabkan pertumbuhan sel teka dan sel granulosa dipercepat (Sloane,
2003). Sel teka dan sel granulosa juga menyekresikan cairan folikular yang mengandung estrogen
berkonsentrasi tinggi penimbunan cairan ini dalam folikel menyebabkan terbentuknya antrum
dalam sel sel theca dan sel granulosa. Apabila antrum telah terbentuk sel teka dan granulosa akan

melakukan proliferasi, sekresi bertambah cepat, dan folikel yang tumbuh menjadi folikel vesikuler
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folikel vesikuler terus membesar akibat bertambahnya jumlah sel teka dan granulosa pada salah
satu kutub folikel (Lewis, 2007).

Hormon Lutein akan merangsang sel-sel teka pada folikel yang masak untuk memproduksi
estrogen, selanjutnya peningkatan kadar estrogen diiringi peningkatan hormon Lutein akan
menyebabkan terjadinya ovulasi.Folikel yang berkembang di bawah pengaruh LH akan
menyekresikan estrogen dan progesterone. Lutein hormon akan merangsang terjadinya ovulasi
dan mempengaruhi korpus luteum untuk menyekresikan estrogen dan progesteron proses terakhir
disebut dengan laktogenik yang pada beberapa spesies berada di bawah pengaruh prolactin (Hall
& Guyton, 2007). FSH memiliki fungsi utama untuk merangsang pertumbuhan folikel pada
ovarium tetapi tidak menyebabkan ovulasi. Fungsi utama FSH adalah menstimulasi perkembangan
gametogenesis dan folikel pada wanita yang bekerja pada folikel ovarium yang belum dewasa,
menginduksi perkembangan oosit dan folikel dewasa (Eroschenko, 2015).

Sistem sinyal reseptor FSH berperan penting dalam pertumbuhan dan diferensiasi folikel
dominan melalui pembentukan cairan folikel, proliferasi sel, produksi E2 dan ekspresi reseptor
LH (Ecochard et al., 2017). Hormon LH turut Membantu perkembangan folikel hingga mencapai
kematangan sempurna. Hormon LH maupun FSH diperlukan untuk steroidogenesis ovarium
dengan tepat, menstimulasi produksi androgen dan FSH menstimulasi perubahan androgen
menjadi estrogen dan sel granulosa (Katzung et al.,, 2012). Progresteron hanya akan
disekresikan setelah ovulasi terjadi kadar progesteron setelah ovulasi akan terus meningkat hingga
mencapai jumlah maksimal (Campbell, 2010). Jika terjadi fertilisasi pada sel telur, hormon
progesteron akan dipertahankan hingga kebuntingan terjadi. apabila tidak terjadi fertilisasi kadar
hormon progesteron akan menurun hingga berakhirnya siklus (Sloane, 2003).

2.10 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang tidak stabil karena kurangnya elektron berpasangan.

Karakter radikal bebas berupa waktu paruh yang pendek dan tingkat reaktivitasnya tinggi. Radikal

bebas sebagian besar dapat terbentuk secara alami yang melibatkan prooksidan ROS dan reactive
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nitrogen species (RNS) (Leverve, 2009). Radikal bebas dalam jumlah normal membantu dalam
mengurangi inflamasi dan bakteri di dalam tubuh. Jika dalam jumlah banyak radikal bebas dalam
tubuh, dapat menyebabkan kerusakan sel hingga DNA mengalami mutasi (Murray et al., 2009).

Proses terbentuknya radikal bebas, dimulai saat molekul yang belum stabil berusaha
mengambil elektron lain yang tersedia. Proses tersebut akan terjadi secara berantai sehingga dapat
merusak ribuan molekul lain. Apabila jumlah ROS dan RNS berlebihan dalam tubuh akan
menyebabkan stress oksidatif (Berawi & Agverianti, 2017). Stres oksidatif merupakan suatu
kondisi yang terbentuk ketika jumlah antioksidan lebih sedikit dibandingkan dengan radikal bebas
(Rani & Singh Yadav, 2015).

Stres oksidatif memiliki hubungan yang erat dengan proses inflamasi sistemik, proliferasi
sel endotel, apoptosis, serta vasokonstriksi. Efek jangka panjang stres oksidatif dapat
menimbulkan penyakit degeneratif seperti kanker, diabetes melitus, aterosklerosis yang
merupakan penyebab penyakit jantung koroner ataupun gagal jantung (Rani & Singh Yadav,
2015).

Kerusakan sel akibat radikal dapat terjadi melalui tiga macam, yaitu : (1) kerusakan DNA,
kerusakan terhadap DNA sehingga mengalami kerusakan sel, (2) modifikasi protein, disebabkan
oleh cross linking (pindah silang) protein mediator asam amino yang membentuk, (3) peroksida
komponen lipid pada membran sel dan sitosol, menyebabkan munculnya reduksi asam lemak
(otokatalisis) secara berantai sehingga membran dan organel sel mengalami kerusakan (Sayuti &

Yenrina, 2015).

2.11 Antioksidan
Antioksidan merupakan molekul kimia yang dapat menstabilkan molekul lain melalui
donor elektron, sehingga dapat mencegah terbentuknya reaksi radikal bebas pada peroksida lipid

(Rani & Singh Yadav, 2015). Antioksidan memiliki karakteristik mudah mengalami oksidasi.
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Antioksidan akan tereduksi oleh radikal bebas sehingga dalam melindungi sel dari kerusakan
akibat oksidasi atau oksigen reaktif (Werdhasari, 2014).

Antioksidan dalam menjalankan perannya, tidak lepas dengan senyawa oksidan. Senyawa
oksidan akan mengakibatkan stress oksidatif yang akan mengganggu fungsi dan kerja sel.
Kerusakan oleh radikal bebas dapat dicegah dengan antioksidan. Kedua senyawa tersebut selalu
berhubungan, sehingga bisa dikatakan bahawa keduanya berpasangan. Allah SWT telah berfirman

dalam surah Yasin ayat 36 yang tertulis :

€7 03k ¥ e s aeandl B im0 i Lan K 215591 I8 ol A
Artinya : “Mahasuci (Allah) yang telah menciptakan semuanya berpasang pasangan, baik dari
apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka sendiri maupun dari apa yang tidak mereka
ketahui” (Q.S. Yasin [36] : 36).
Tafsir Al-Misbah (1999) menjelaskan bahwa kata zauj yang memiliki arti berpasangan tidak hanya
pada makhluk hidup saja melainkan untuk dua hal yang berdampingan ataupun berpasangan. Hal
tersebut ditegaskan oleh ar-Raghib bahwa kesamaan yang dimaksud dapat bersifat selaras ataupun
bertolak belakang. Hubungan antara oksidan-antioksidan yang bertolak belakang dalam menjaga
kondisi sel, diperlukan dalam jumlah yang tepat agar dapat saling menyeimbangkan.

Antioksidan berdasarkan sumbernya terbagi dua, yaitu antioksidan endogen dan eksogen
(Wedhasari, 2014). Antioksidan endogen berasal dari dalam tubuh yang secara alami diproduksi
dalam sel, meliputi katalase (CAT), superoksida dismutase (SOD) dan gluthathion peroksidase
(GPx). Antioksidan eksogen berasal dari luar tubuh yang diperoleh dari yang dikonsumsi, antara
seperti betakaroten, isoflavon, vitamin (A, C, dan E), saponin, polifenol (Arulselvan et al., 2016).

Antioksidan dalam proses masuk ke dalam tubuh memiliki tiga macam mekanisme (Sayuti
& Yenrina, 2015) :

1. Antioksidan primer berperan dalam mencegah terbentuknya radikal bebas baru. Tindakan

pencegahan yang terjadi melalui sifat pemutus reaksi berantai (chain-breaking antioxidant)
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dengan cara berikatan dengan radikal lipid dapat mengubahnya menjadi produk yang stabil.
Mekanisme yang terjadi diawali dengan pemberian atom hidrogen terhadap radikal lipid,
ataupun bentuk radikal antioksidan. Berikut contoh golongan antioksidan primer, yaitu (Sen
& Chakraborty, 2011):

a. Superoksida dismutase (SOD)

SOD merupakan antioxidan endogen yang bertugas dalam dalam pertahanan tubuh. SOD
memiliki tiga bentuk : (1). Cu-SOD berada di luar sel (ekstraseluler), (2). Cu-Zn SOD berada di
dalam sitosol, (3) Mn-SOD berada di mitokondria. Aktivitas SOD paling tinggi dijumpai pada
organ hepar. Aktivitas SOD lainnya dapat dijumpai pada organ : hati, otak, limpa, darah, usus,
pankreas, kelenjar adrenal, ovarium, paru-paru, dan lambung (Kabel, 2014).

SOD melindungi sel dari kerusakan dengan cara mengubah anion superoksida menjadi
komponen lain yang kurang berbahaya, yaitu hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida setelah
bereaksi dengan enzim katalase di dalam mitokondria menghasilkan senyawa H.O serta O,
sedangkan H>O, yang terdapat di sitosol akan bereaksi dengan enzim glutation peroksidase
(Zulaikhah, 2017)

SOD meupakan enzim primer endogen (Poitout & Robertson, 2008). Radikal bebas dapat
terbentuk dari molekul yang mengandung atom oksigen yang dapat memproduksi radikal bebas
atau yang diaktifkan oleh radikal berupa radikal hidroksil, superoksida, dan hidroksi peroksida.
Kerusakan yang terjadi akibat radikal bebas pada sel terutama perubahan makromolekul seperti
asam lemak pada membran lipid, protein, dan DNA (Kohen & Nyska, 2002).

b. Glutathion Peroksidase (GPx)

GPx merupakan antioksidan endogen dalam sitoplama dan sebagian kecil dalam
mitokondria. Enzim Gpx dalam melindungi sel, dengan cara membentuk peroksida organik pada
proses oksidasi kolestrol serta asam lemak. Hidrogen peroksida serta lipid perosida setelah
bereaksi dengan enzim GPx akan diubah menjadi lipid senyawa air (Winarsi et al., 2010).

c. Katalase (CAT)
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Antioksidan endogen jenis katalase berperan dalam mendukung kerja enzim SOD sehingga
dapat mempercepat rekasi perubahan pada berbagai macam peroksida dan radikal bebas menjadi
oksigen dan air (Arulselvan et. al., 2006).
Antioksidan sekunder berperan sebagai sistem pertahanan preventif. Mekanisme yang terjadi
melalui memotong rantai reaksi oksidasi dari radikal bebas, sehingga radikal bebas tidak dapat
bereaksi dengan komponen seluler. Contoh antioksidan seluler antara lain : vitamin A, vitamin E,
vitamin C, 3-karoten, serta flavonoid yang berasal dari tumbuh-tumbuhan (Sayuti & Yenrina,
2015).
Antioksidan tersier berperan sebagai antioksidan repaired. Mekanisme yang terjadi dengan cara
memperbaiki kerusakan akibat raadikal bebas yang reaktif terhadap biomolekuler sel. Contoh dari
antiokidan tersier adalah methionin sulfoksida reductase serta enzim DNA repair (Kohen & Nyska,
2002).
2.10 Stress oksidatif dan reproduksi

Perkembangan oosit terjadi di dalam ovarium, pada meiosis tahap | akan diperoleh oosit
yang dapat berkembang. Proses ini terjadi dengan meningkatnya Reactive Oxygen Spesies (ROS)
dan dihambat oleh adanya antioksidan. Sedangkan pada meiosis Il akan diinduksi oleh
keberadaaan antioksidan. Kemudian peningkatan produksi hormone steroid pada perkembangan
folikel akan meningkatkan P450, yang berperan dalam pembentukan ROS dalam ovarium (Ruder
et al., 2008).
ROS yang diproduksi oleh folikel pre-ovulatory berperan penting dalam merangsang terjadinya
ovulasi. Sedangkan kehilangan oksigen akan menstimulasi terjadinya angiogenesis folikular, yang
akan berperan dalam perkembangan folikel. ROS yang dihasilkan oleh folikuler akan menginisiasi
terjainya apoptosis, dimana glutathione dan Follicular Stimulating Hormon (FSH) bersifat saling
menyeimbangkan saat pertumbuhan folikuler. Hormon estrogen akan meningkatkan respon
terhadap FSH, dan memicu pembentukan katalase pada folikel yang dominan dan menghindari

apoptosis (Vidal & Dixon, 2018).
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Penurunan Cu, Zn-SOD juga meningkatkan PGF2-alpha atau makrofag, atau penurunan
pada aliran darah. PGF2-alpha akan menstimulasi produksi anion SO pada sel luteal dan leuoksit
fagositik pada korpus luterum. Penurunan aliran darah pada ovarium disebabkan oleh produksi
ROS yang berlebih. Kosentrasi dari Mn-SOD pada kopus luteum saat regresi meningkatkan
produksi ROS pada mitokondria akibat reaksi inflamasi dan sitokinesis (Silvestris et al., 2019).
Sedangkan gangguan pada korpus luteum disebabkan oleh penurunan Mn-SOD pada sel yang
mengalami regresi. Pada tahap ini kematian sel sangat dekat, keberadaan Cu, Zn-SOD sangat

berkaitan dengan produksi progesterone (Ruder et al., 2009).



BAB I111

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian tentang pengaruh nanopartikel Allium sativum, Curcuma manga dan jeringau
Acorus calamus terhadap kadar superoxide dismutase dan malondehyde ovarium Mus musculus
hal ini merupakan penelitian ekmperimental menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan

lima jenis perlakuan dan enam ulangan.

3.2 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan pada penilitian ini, yaitu :
1. Variabel bebas : nanopartikel Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus yang
terdiri dari dua dosis 25 mg/kg BB dan 50 mg/kgBB serta klomifensitrat dosis 0,9 mg/kgBB.
2. Variable terikat : kadar superoxide dismutase dan malondehyde

3. Variable kontrol : mencit perlakuan dengan aquades.

3.3 Waktu dan Tempat

Penelitian ini berlangsung sejak bulan April hingga Oktober 2020. Proses penelitian
dimulai dari pembuatan nanopartikel ekstrak kombinasi hingga uji SOD dan MDA ovarium mencit
di pelbagai laboratorium antara lain : Laboratorium Farmasi, Universitas Ma Chung Malang
sebagai tempat pembuatan nanopartikel; Lab. Mikrobiologi. Lab. Fisiologi Hewan, Lab. Hewan
Coba, Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang; Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi Universitas Brawijaya Malang

sebagai lokasi pengujian kadar SOD dan MDA ovarium mencit.
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3.4 Populasi dan sampel
Sampel menggunakan hewan coba mencit (Mus musculus) betina strain Balb-C, berat badan
+ 25 g, serta berumur £ 8 minggu yang diperoleh dari UPHP (Unit Pengembangan Hewan

Percobaan) yang berada di JI. Soekarno Hatta Malang.

3.5 Alat dan Bahan
351 Alat

Alat yang digunakan pada perawatan mencit, yaitu: kandang hewan coba, tempat minum,
tempat makan, timbangan analitik (Sartorius), beaker glass 500 ml (IsoLab), beaker glass 1000
ml (IWAKI), erlemeyer 500 ml (IWAKI), corong, kertas saring whatmann, gelas ukur (IWAKI),
toples, spatula, rotary evaporator, hot plate (Barnsteaad), homogenizer (IKA T-25 Ultra-Turrax),
sonikator (Cole Pamer CV188), tube 15 ml, setrifugasi (Thermoscientific Heraceus Labokuge
200), incubator (Memmert UNB 400), stirrer, saringan 80 mesh, spatula, mortar, pistil, freezer,
mikropipet 1 ml (BioRad), gavage 16G. tube 1,5 ml, icepack (thermafrezz), spektrofotometer,
tissue grinde, vortex mixer, water bath, 96-well microplate, microplate reader, dan multichannel
pippetor.
3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Mus musculus betina strain Balb-C,
berat badan £ 25 g, dan berumur + 8 minggu, etanol 70%, simplisia bawang putih (Allium
sativum), temu mangga (Curcuma mangga) dan jeringau (Acorus calamus), tween 80, kitosan,
STTP (Sodium tripolifosfat), pakan mencit tipe BR-1, ovarium, NaCl 0,9 %, aquades, PBS steril,
HCG, PMSG, Giemsa, klomifen sitrat (Profertil), Kit SOD (Elabscience) dan kit MDA

(Elabscience).
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3.6 Kegiatan Penelitian
3.6.1 Persiapan Hewan Coba
Persiapan pemeliharaan mencit meliputi mempersiapkan tempat pemeliharaan kandang,
tempat minum, sekam kayu, tempat pakan untuk mencit. Mencit sebelum perlakuan diaklimatisasi

selama. 14 hari, dengan pemberian pakan BR-1 dan air minum secara ad libitum.

3.6.2 Pembagian Kelompok Sampel

Subjek penelitian ini dibagi menjadi lima kelompok. Pada penelitian ini jumlah sampel
untuk setiap kelompok dari hasil rumus Federer (Muntaha et al., 2015) minimal 4,75 ekor, untuk
hasil yang lebih optimal dipilih enam ekor untuk setiap kelompok. Sehingga total mencit yang
digunakan dalam penelitian ini adalah 30. Pembagian kelompok perlakuan dikelompokkan sebagai
berikut :
1. K- (Kontrol negatif): perlakuan 0,3 ml Aquades
2. P1 (Perlakuan satu): perlakuan 0,3 ml nanopartikel ekstrak kombinasi 25 mg/kg BB
3. P2 (Perlakuan dua): perlakuan 0,3 ml nanopartikel ekstrak kombinasi 50 mg/kg BB
4. P3 (Perlakuan tiga): perlakuan 0,3 ml jamu subur kandungan “Ribkah Jokotole Madura”

75mg/kg BB.

5. P4 (Perlakuan empat): perlakuan 0,3 ml Klomifensitrat 0,9 mg/kg BB

3.6.3 Pembuatan Ekstrak

Simplisia Allium Sativum (36%), Curucuma manga (36%) dan Acorus calamus (28%)
dengan massa total 100 gr dimaserasi menggunakan etanol 70% dalam perbandingan 1: 4
(Muchtaromah, et al., 2020). Dilakukan perendaman selama 24 jam dan pengadukan sesekali,
kemudian dilakukan penyaringan dengan bantuan corong bunchner yang telah dilapisi kertas

saring whatman. Hasil penyaringan yang berupa ampas dilakukan maserasi kembali selama 24
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jam. Hasil penyaringan kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator bersuhu 40-50°C,

kemudian disimpan dalam erlemeyer 250 ml (Karmila et al., 2017, modifikasi).

3.6.4 Pembuatan Nanopartikel Ekstrak Kombinasi

Disiapkan larutan Asam Asetat Glasial 0,5% (0,5ml) dilarutkan dalam 100ml akuades,
selanjutnya ditambahkan kitosan 0,5 % (0,5 gr). Kemudian ditambahkan TPP 0,5%
(0,1gr)sebanyak 20 ml dan diaduk dengan bantuan magnetic stirrer. Ditambahkan 0,1 gr hasil
ekstrak kombinasi Allium Sativum, Curucuma mangga dan Acorus calamus dan dihomogenkan
kembali dengan magnetic stirrer. Ditambahkan tween 80 sebanyak 1 ml dan dihomogenizer
dengan kecepatan 10.000rpm selama 60 menit. Larutan tersebut disonifikasi selama 90 menit
dengan frekuensi 20kHz (amplitude 90%). Selanjutnya hasil sonifikasi dituang dalam tube 15 ml
untuk dilakukan sentrifugasi 3000 rpm selama 30 menit. Pellet yang diperoleh dikeringangkan
dengan incubator dengan suhu 40°C. Selanjutnya pellet yang telah kering diubah menjadi serbuk
dengan cara menggerus menggunakan nitrogen cair. Hasil serbuk disaring untuk memdapatkan

serbuk berukuran nanopartikel (Pakki ef al., 2016, modifikasi).

3.6.5 Pemberian Ekstrak Nanopartikel
3.6.5.1 Sinkronisasi dan Pengecekkan Siklus Estrus

Fase estrus Mus musculus diserentakkan dengan PMSG dan HCG 5 IU tiap ekor. Induksi
pertama berupa 5 Ul PMSG melalui intraperitonial, kemudian dilanjutkan dengan 5 IU HCG
setelah 48 jam induksi sebelumnya (Sari, 2017). Pengecekkan fase estrus dilakukan dengan
menggambil lendir pada lubang vagina mencit. Proses pengambilan dengan menggunakan pipet
tetes yang berisi NaCl 0,9 % dan cairannya dikeluar masukkan secara perlahan sebanyak 1-2 kali.
Lendir yang telah diperoleh diteteskan pada objek glass dan difiksasi dnegan methanol 10%hingga

kering, kemudian diwarnai dengan giemsa. Setelah kering dilakukan pencucian dengan aquades
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yang mengalirdan dikeringkan kembali. Preparat kemudian diamati dengan perbesaran 100x (Cora

& Ooistra, 2015, modifikasi).

3.6.6.1 Penentuan Dosis Perlakuan

Pemberian dosis mengacu pada Muchtaromah et. al. (2020) nanopartikel Allium Sativum,
Curucuma mangga dan Acorus calamus dilakukan secara oral dengan dosis 25mg/kgBB dan
50mg/kgBB. pemberian dosis jamu sebesar 75 mg/kgBB dan klomifensitrat sebanyak

0,9mg/kgBB.

3.6.6 Tahap Pengambilan Data
Pengambilan data dilakukan setelah hari ke 15 pemberian perlakuan. Mencit kemudian
didislokasi serta dibedah untuk keperluan pengambilan organ ovarium. Organ ovarium digunakan

sebagai bahan pengukuran kadar SOD dan MDA.

3.6.6.1 Pengujian SuperoxideDismutase (SOD)

Penelitian ini pada kadar SOD dengan Kit dari Elabscience dengan metode WST-1 (Total
Superoxide Dismutase Activity Assay Kit) kode BC-K020 M. Organ ovarium dibuat menjadi
homogenate 10% dan disenrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 1500 xg. Langkah
pengujian terdiri dari pembacaan blank, standart, kontrol dan sampel pada gelombang 450nm.
Pembacaaan kontrol dengan komposisi ddH.O sebanyak 20 pil, enzyme working solution 20ul, dan
substrate application solution 200ul. Pembacaaan blank kontrol dengan komposisi ddH.O
sebanyak 20 ul, enzyme diluent 20ul, dan substrate application solution 200ul. Pembacaaan
sampel well dengan komposisi sampel sebanyak 20 pl, enzyme working solution 20ul, dan
substrate application solution 200ul. Pembacaaan blank sampel well dengan komposisi sampel
sebanyak 20 ul, enzyme diluent 20ul, dan substrate application solution 200ul (Elabscience,

2019b).
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3.6.6.2 Pengujian Malondehyde (MDA

Pengujian kadar MDA pada organ ovarium mencit menggunakan kit dari Elabsciece kode
BC- K025 S dengan metode TBA (Calorymetric Assay Kit). Secara bergantian ovarium mencit
ditimbang dan digerus sebanyak + 0,1 mg ditambahkan buffer PBS hingga 1 ml. Kemudian
disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm dan disimpan pada suhu dingin.
Langkah pengujian terdiri dari pembacaan blank, standart, control dan sampel pada Optical
Density 523 nm. Pembacaaan blank dengan komposisi etanol absolut 0,1 ml, reagen 1 (clarificant)
0,1 ml, reagen 2 (reagen asam) 3 ml dan reagen 3 (chromogenic agent) 1 ml. Pembacaan standart
dengan komposisi reagen 4 (10 nmol/ml standart) 0,1 ml, reagen 1 volume 0,1 ml, reagen 2 volume
3 ml, dan reagen 3 sebanyak 1 ml. Pembacaan kontrol dengan komposisi supernatant sampel 0,1
ml, reagen 1 sebanyak 0, 1 ml, reagen 2 sebanyak 3 ml dan asam asetat glasial 50% sebanyak 1m.
Pembacaan sampel dengan komposisi supernatant sampel 0,1 ml, reagen 1 sebanyak 0,1 ml, reagen
2 sebanyak 3 ml dan reagen 3 sebanyak 1 ml (Elabscience, 2019a).
3.7 Analisis Data

Hasil pengujian kadar SOD dan MDA diuji normalitasnya dengan uji Kolmogorov-
Smirnov. Menurut Sugiyono (2011) apabila data yang didapatkan tergolong normal (sig.>0,05)
akan dilakukan uji Homogenitas Levene, data yang tidak memenuhi syarat (nonparametrik) akan
diuji dengan Welch dan Brown-Forsthe. Apabila data syarat parametrik telah dipenuhi maka
dianalisis menggunakan One Way Anova. Jika diperoleh F hitung > F tabel 5% maka H1 diterima

dan Ho ditolak. Jika terjadi perbedaan data yang signifikan dilakukan uji Duncan.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Nanopartikel Allium sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus terhadap
kadar Superoxide Dismutase Ovarium Mencit (Mus musculus)

Superoksida Dismutase (SOD) merupakan salah satu penanda dalam mencegah
terbentuknya radikal bebas atau oksida lain (Harjanto, 2003). SOD termasuk antioksidan
intraseluler yang merupakan metaloenzim yang mengkatalisis dismutase anion superoksida
menjadi hidrogen peroksida dan oksigen. SOD dianalisis dengan menggunakan xantin dan
xantin oksidase penangkal radikal  bebas (scavanger)  kemudian diamati melalui
spektrofotometer (Sugito, 2012). SOD sebagai salah satu antioksidan dibutuhkan oleh tubuh
dalam jumlah yang cukup, sehingga keseimbangan antara antioksidan dan radikal bebas dalam
tubuh dapat dicapai. Ketidakseimbangan kadar antioksidan dan radikal bebas dalam waktu

yang lama akan menyebabkan munculnya penyakit degeneratif.

4,000
3,000 I I
- L B
3 2,000 :[
1,000
0,000
P1 P2 P3 P4

Rata-rata 2,299 2,585 3,423 3,293 1,838
TREATMENT
Gambar 4.1 Grafik Data Hasil Rata-rata kadar Superoxide dismutase Ovarium Mencit

yang Dipengaruhi Beberapa Perlakuan

Data yang telah diperoleh dari pengukuran kadar SOD ovarium mencit Balb/C normal
dihitung menggunakan software analisis statistik dengan SPSS 25.0 for Windows. Data

peningkatan kadar SOD yang telah diperoleh rerata secara berurutan dari nilai tertinggi hingga
27



28

terendah: P2 (3,423 U/mL), P3 (3,293 U/mL), P1 (2,585 U/mL), K- (2,299 U/mL), dan P4 (1,838
U/mL). Kadar SOD tertinggi terdapat pada P2 dengan pemberian nanopartikel dosis 25 mg /
kgBB.

Data tersebut kemudian diuji normalitasnya melalui tes Kolmogorov-Smirnov didapatkan
signifikansi 0,217> o = 0,05. Hasil yang diperoleh terdistribusi normal sehingga dilanjutkan
dengan uji Homogenitas Levene. Hasil uji homogenitas menandakan data memiliki signifikansi
0,377 > a=0,05, yang artinya data terindikasi homogen dan memenuhi syarat parametrik. Menurut
Sugiyono (2015) data yang memiliki distribusi normal dan homogen dapat dilakukan uji
parametrik, salah satunya dengan Analysis of Variant (ANOVA).

Hasil perhitungan dengan ANOVA, didapatkan nilai signifikansi 0,000 pada taraf 5%
dengan arti hipotesa nol ditolak dan hipotesa satu diterima. Hipotesa satu menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak nanopartikel Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus
memberikan efek terhadap kadar superoksida dalam tubuh. Hasil ANOVA yang signifikan

dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan.

Tabel 4.1 Pengaruh pemberian beberapa perlakuan terhadap kadar superoxide dismutase

mencit menggunakan uji Duncan

Perlakuan Kadar SOD  Notasi
K- (mencit normal) 2,299 b
P1(nanopartikel dosis 25 2,585 c
mg/kgBB)
P2 (nanopartikel dosis 50 3,423 d
mg/kgBB
P3 (jamu subur kandungan 75 3,293 d
mg/kgBB)

P4 (klomifen sitrat 0,9 mg/kgBB) 1,838 a
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Hasil yang diperoleh dari uji lanjut DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) menunjukkan
bahwa hasil kadar tertinggi pada perlakuan P2 yaitu nanopartikel dosis 50 mg/kg BB (3,423).
Hasil P2 tidak berbeda nyata dengan P3 atau jamu subur kandungan dosis 75 mg/kgBB (3,293).
Kadar SOD terbaik selanjutnya pada perlakuan P1, K- dan terendah pada P4. Perlakuan dalam
bentuk nanopartikel menurut (Rampino et al., 2013) memiliki keunggulan seperti memperbaiki
profil farmakokinetik, menurunkan toksisitas, melindungi dari degradasi enzimatik atau
memperoleh pelepasan zat aktif terkendali.

Hasil P1 yaitu dengan pemberian nanopartikel dosis 25 mg/kg BB (2,585 U/mL), berbeda
nyata dengan mencit K- atau perlakuan normal (2,299 U/mL). Khaira, (2010) menjelaskan bahwa
ketika keadaan normal, peredaman radikal bebas pada aktivitas pertahanan dilakukan oleh
antioksidan endogen, contohnya : CAT, katalase, GSH-Px, GSH, SOD. Peningkatan kadar SOD
diduga terdapatnya zat aktif dalam ekstrak kombinasi yang digunakan. Kandungan antioksidan
dalam kombinasi A. sativum, C. mangga dan A. calamus menurut Muchtaromabh, et al., (2020)
terdapat kandungan alkaloid, flavonoid dan triterpenoid.

Flavonoid dalam menangkal radikal bebas dapat melalui mekanisme langsung dan tidak
langsung (Abarikwu et al., 2017). Flavonoid pada mekanisme langsung akan mengahmbat proses
inisiasi dan propagasi radikal bebas. Mekanisme tidak langsung dengan cara mengaktifasi nuclear
factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) sehingga sintesis enzim antioksidan endogen meningkat
(Zulaikhah, 2017). Menurut Hardiningtyas dkk., (2014) flavonoid berperan sebagai antioksidan
hidrofilik dan hidrofobik, sedangkan senyawa triterpenoid tergolong dalam senyawa antioksidan
lipofilik.

Kandungan alkaloid menurut Macadova et al., (2019) dapat berperan pada tingkat
NADPH-okidase ataupun bertindak sebagai pro-oksidan. Mekanisme kerja alkaloid sebagai
antiokidan dengan cara mengaktifasi Nrf2 sehingga dapat menghambat produksi NADPH-

oksidase. Pengambatan produksi NADPH-oksidase menurut Barbior (2004) dapat menekan
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produksi superoksida dari oksigen dan NADPH. Alkaloid dan antioksidan yang lain bekerja dalam
melawan radikal bebas dengan kadar yang sesuai kebutuhan (Khaira, 2010).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Wulandari (2016) dengan ekstrak yang memiliki
kandungan flavonoid dan alkaloid menunjukkan aktifitas antioksidan sebesar 77,83 % yang masuk
dalam kategori sedang. Hal ini juga didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Mukholifah
(2015) bahwa hasil pemberian ekstrak yang mengandung flavonid memiliki sifat yangs mirip
dengan estradiol sehingga dapat meningkatkan kadar antoksidan di dalam tubuh.

Hasil P4 yaitu dengan pemberian klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kg BB (1,838 U/mL),
berbeda nyata dengan perlakuan mencit normal (K-). Hasil perlakuan klomifen sitrat menunjukkan
kadar SOD yang rendah. Menurut Zakariya dkk., (2014) klomifen sitrat bekerja sebagai zat
antiestrogen.

Jiang & Kuang (2014) menjelaskan bahwa klomifen sitrat berkaitan dengan peningkatan
gonadrotropin-releasing hormone (GnRH) melalui pemblokiran umpan balik negatif yang akan
diterima oleh reseptoer estrogen di hiptalamus. GnRH menurut (Vidal & Dixon, 2018) akan
merangsang pembentukan Luteinizing-hormone (LH) yang dimana akan mempengaruhi
pematangan sel telur. Menurut penjelasan Wang et al., (2017) saat pematangan sel ovum akan
mengahasilkan tingkat ROS yang tinggi di dalam ovarium hingga saat ovulasi terjadi.

Kondisi antioksidan yang tinggi dalam ovarium menurut (Ruder et al., 2008) terjadi saat
proses inisiasi meiosis Il dan setelah ovulasi. Tingkat SOD tertinggi menurut Laloraya et al.,
(1989) dalam Wang et al., (2017) pada fase pro-estrus, memiliki berkolerasi dengan kondisi
fertilisasi yang rendah. Setelah tejadi ovulasi tingkat SOD dalam ovarium akan meningkat untuk
menghilangkan jumlah ROS yang berlebih saat ovulasi. Ambe et al., (2005) berpendapat bahwa
tingkat antioksidan dengan estradiol intrafolikular memiliki korelasi yang positif tentang kualitas
oosit yang dihasilkan.

Radikal bebas dalam tubuh terbentuk akibat input elektron yang tinggi serta aliran electron

yang terbatas akan menimbulkan reduksi pada rantai respirasi kompleks 1 dan Il (Rani & Singh
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Yadav, 2015). Mukholifah (2015) menambahkan bahwa radikal anion superoksida akan diubah
menjadi hidrogen peroksida (H20>) akibat kurangnya jumlah oksigen pada kompleks I dan I1l.

Bhuiyan (2009) menyatakan bahwa yang melakukan pengaturan terkait keseimbangan
redoks seluler adalah nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) Cichoz-Lach (2014)
menjelaskan bahwa pada kondisi fisiologis, Nrf2 akan mengikat kelch-like ECH-associated
protein-1 (Keapl) yang berada di sitosol, dan selebihnya tidak diaktifkan sehingga mudah
terdegradasi. Apabila kondisi tekanan oksidatif terjadi, Nrf2 akan membagi bentuk Keapl menjadi
Keapl modifikasi atau fosforilasi Nrf2 sehingga dapat diaktifkan.

Chatterjee et al., (2016) menjelaskan bahwa Nrf2 yang aktif akan melakukan translokasi
menuju nukleus serta melakukan interaksi dengan elemen respon antioksidan (ARE). Hal tersebut
akan mempromosikan ekspresi gen target sitoprotektif termasuk enzim antioksidan dan enzim
detoksifikasi fase Il. Natsir, dkk., (2017) menjelaskan saat proses respirasi yang terjadi
mitokondria akan mengubah asetat menjadi ATP, sebagai hasil samping radikal bebas dalam
jumlah besar dihasilkan dan menyebabkan mitokondria mengalami cedera seluler.

Gunawan (2011) menjelaskan bahwa untuk melindungi mitokondria dari kerusakan
akibat stress oksidatif memerlukan peningkatan antioksidan melalui aktivasi Nrf2. Mekanisme
yang terjadi akan melindungi channel pore mitokondria terhadap permeabilitas transisi,
mempertahankan kondisi redoks, dan meningkatkan biogenesis dengan melalui transkripsi nuklear

faktor pernapasan 1 (Nrfl) yang dipromosikan.

4.2 Pengaruh Nanopartikel Allium sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus
terhadap kadar Malondehyde Ovarium Mencit (Mus musculus)
Malondehyde (MDA) merupakan produk akhir peroksida lipid yang berupa senyawa
dialdehida. Tingkat MDA dapat digunakan sebagai petunjuk adanya proses oksidasi melalui

proses enzimatik dan non-enzimatik (Hadiningtyas dkk., 2014).
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Gambar 4.2 Grafik Data hasil rata-rata kadar Malondehyde Mencit yang dipengaruhi

beberapa Perlakuan

Data yang telah diperoleh dari pengukuran kadar MDA ovarium mencit Balb/C normal
dihitung menggunakan software analisis statistik dengan SPSS 25.0 for Windows. Data
peningkatan kadar MDA yang telah diperoleh rerata secara berurutan dari nilai tertinggi hingga
terendah: P4 (22,124 U/mL), K- (20,096 U/mL), P2 (16,648 U/mL), P3 (16,096 U/mL), dan P1
(15,914 U/mL). Kadar SOD tertinggi terdapat pada P4 dengan pemberian klomifen sitrat 0,9
mg/kgBB.

Data tersebut kemudian diuji normalitas melalui tes Kolmogorov-Smirnov didapatkan
signifikansi 0, 153 > o = 0,05. Hasil yang diperoleh terdistribusi normal sehingga dilanjutkan
dengan uji Homogenitas Levene. Hasil uji homogenitas menandakan data memiliki signifikansi
0,064 > a.= 0,05, yang artinya data terindikasi homogen dan memenuhi syarat parametrik. Menurut
Nugroho (2011) data yang memiliki distribusi normal dan homogen dapat dilakukan uji

parametrik, salah satunya dengan Analysis of Variant (ANOVA).
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Tabel 4.2 Pengaruh pemberian beberapa perlakuan terhadap kadar malondehyde ovarium

mencit menggunakan uji Duncan

Perlakuan Kadar Notasi
(Mg/mL)

K- (mencit normal) 20,100 b
P1(nanopartikel dosis 25 15,914 a
mg/kgBB)

P2 (nanopartikel dosis 50 16,648 a
mg/kgBB

P3 (jamu subur kandungan 75 16,096 a
mg/kgBB)

P4 (klomifen sitrat 0,9 mg/kgBB) 22,124 c

Hasil yang diperoleh dari uji lanjut DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) menunjukkan
bahwa hasil kadar MDA tertinggi pada perlakuan P4 yaitu klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kg BB
(22,124 pg/mL). Hasil P4 berbeda nyata dengan K- atau perlakuan normal (20,293 pug/mL). Hasil
tertinggi selanjutnya diikuti oleh pelakuan nanopartikel 50 mg/kgBB (P2) sebesar 16,6489 pg/mL,
jamu subur kandungan 75 mg/kgBB (P3) sebesar 16,096 pug/mL dan paling rendah di perlakuan
nanopartikel 25 mg/kgBB (P1) sebesar 15,901 pg/mL. Hasil pada perlakuan P2, P3 dan P1
memiliki hasil yang saling tidak berbeda nyata.

Menurut Peker et al., (2020) Klomifen sitrat adalah antagonis dari estrogen, sehingga
meningkatkan pelepasan hormon luteinizing (LH) serta hormon perangsang folikel (FSH) dengan
berinteraksi melalui reseptor estrogen di hipotalamus. Klomifen sitrat memiliki kemampuan
mengikat untuk durasi yang lebih lama dalam mengikat reseptor estrogen di hipotalamus, sehingga

korpus luteum mencit mengalami fase luteal yang lebih lama. Menurut Silvestris et al., (2019)
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meningkatnya FSH akan meningkatkan produksi ROS pada mitokondria akibat reaksi inflamasi
dan sitokinesis.

Manco (2008) menyebutkan bahwa yang tergolong raztive oxygen spesies (ROS) antara
lain, superoksida, radikal hidroksil, dan radikal peroksil, dengan penambahan non-radikal, seperti
hidrogen peroksida, asam hipoklorit dan ozon, yang dihasilkan selama proses metabolisme
oksigen.

Mukherjee (2011) menjelaskan bahwa ROS akan menimbulkan lipid perosidasi yang
membentuk produk seperti seperti 4-hydroxynonenal (HNE) serta malondialdehyde (MDA) dalam
mengoksidasi asam lemak tidak jenuh. MDA menurut Chichoz (2014) merupakan hasil dari
peroksida lipid yang mengalami pemutusan rantai karbon pada asam lemak.

Gunawan (2011) menjelaskan bahwa propagasi peroksida lipid dalam membentuk lipid
hidroperoksida bersifat stabil. Jika kondisi transisi metal terjadi, maka radikal peroksi (L-O*) akan
mengkatalis subsitusi tersebut sehingga terbentuknya produk akhir berupa MDA.

Proses terbentuknya MDA dipengaruhi oleh faktor lingkungan serta aktivitas fisik
(Anggraeni et al., 2017). Aktivitas yang tinggi akan meningkatkan jumlah MDA melalui ikatan
silang terhadap berbagai molekul, sehingga memiliki dampak negatif antara lain toksisitas sel,
penguraian lipid dalam membran sel, dan mutagenesis dalam sel (Bhuiyan & Hoque, 2010).

Nurhidayah (2009) berpendapat apabila menambahkan antioksidan dalam konsentrasi
yang tinggi akan mempengaruhi laju oksidasi. Masrifah (2017) menambahkan konsentrasi laju
oksidasi juga dipengaruhi oleh struktur antioksidan berdasarkan pengujian sampel yang dilakukan.
Andayani (2008) berpendapat bahwa antioksidan dalam jumlah yang besar dapat ditemukan di
tanaman obat.

Proses oksidasi dapat dihambat dengan menggunakan senyawa antioksidan. Flavanoid
merupakan salah satu antioksidan yang telah banyak diteliti sebelumnya menurut Djarkasi et al.,
(2019) memiliki peran sebagai inhibitor enzim HMG-KoA reduktase sehingga dapat menurunkan

peroksida lipid. Antioksidan golongan flavonoid dalam mencegah radikal bebas salah satunya
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sebagai akseptor elektron melalaui mekanisme langsung (Kutorini, 2010). Flavanoid dalam
mengikan radikal bebas melalui mekanisme langsung dengan cara mendonorkan ion hidrogen atau
mereduksi atom logam dengan efek menetralkan sifat toksik (Abarikwu et al., 2017).

Kefer (2009) menjelaskan bahwa cara mekanisme penghambatan, radikal lipid dalam
mencapai kondisi stabil melakukan ikatan dengan tirterpenoid yang berfungsi sebagai antioksidan
alami. Karakteristik triterpenoid dalam mencegah terbentuknya radikal bebas dengan cara
memodulasi enzim SOD, sehingga terjadi pengikatan yang lebih stabil pada radikal bebas

terkonversi (Alaiya, 2015).

4.3 Integrasi Al-Qur’an

Hasil penelitian ini diketahui bahwa pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga dan
A. calamus dapat meningkatkan kadar SOD dan menurunkan MDA. Hal tersebut merupakan
bukti bahwa Allah SWT telah menciptakan sesuatu dengan ukuran yang sesuai. Hal ini tetah

dijelaskan dijelaskan dalam firman Allah SWT pada surah Al-Qomar (54) ayat 49:

19y i Ll o2 6
Artinya : “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu sesuai dengan ukurannya”(Q.S. Al-
Qamar [54]:49).

Menurut mufasir kata kulla syai’in memiliki arti sebagai “segala sesuatu” dan kata bigodrin
memiliki arti “menurut ukuran” (Mahalli & Suyuthi, 2007). Menurut Shihab (1999) menjelaskan
bahwa segala sesuatu oleh Allah SWT telah ditetapkan memiliki pengaturan dan maksud masing-
masing dalam melaksanakan fungsi dan menunjang keseimbangan.

Penjelasan tafsir Q.S Al-Qamar [54] : 49 oleh para musafir dapat dijelaskan bahwa Allah
SWT menciptakan segala sesuatu dengan suatu kadar tertentu memiliki tujuan agar dapat
menjalankan fungsi dengan baik. Penetapan kadar, pengarutan dan fungsi memiliki tujuan untuk

memperoleh suatu keseimbangan. Sebagaimana Allah SWT telah mencipatakan ovarium dengan
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ukuran sebaik mungkin dalam menjalankan proses folikulogenesis. Penerapan dosis nanopartikel
A. sativum, C. mangga dan A. calamus terhadap kondisi antioksidan dalam tubuh dengan
parameter SOD menunjukkan bahwa perlakuan yang menunjukkan hasil tertinggi adalah
nanopartikel dosis 50 mg/kg BB. Penerapan dosis nanopartikel A. sativum, C. mangga dan A.
calamus terhadap kondisi stress oksidatif dalam tubuh menunjukkan hasil terbaik pada perlakuan
25 mg/kgBB.

Sifat antioksidan dan stress oksidatif yang terdapat dalam sel bekerja secara berpasangan.
Sifat yang berpasangan tersebut sesuai dalam firman Allah SWT dalam surah Yasin ayat 36 yang

tertulis :

€77 0343 Y Uiy pemdl] Gy n 391 i Lan R 215390 G518 o) G
Artinya : “Mahasuci (Allah) yang telah menciptakan semuanya berpasang pasangan, baik dari
apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka sendiri maupun dari apa yang tidak mereka
ketahui” (Q.S. Yasin [36] : 36).
Ar- Raghib dalam Tafsir Al-Misbah (1999) menegaskan bahwa kesamaan yang dimiliki pasangan
dapat bersifat serupa ataupun bertolak belakang. Hubungan antara oksidan-antioksidan bersifat
bertolak belakang dalam menjaga kondisi sel. Antioksidan dalam menjalankan perannya akan
mendonorkan elektron yang digunakan untuk menstabilkan radikal bebas. Radikal bebas yang
telah stabil tidak akan berpotensi merusak sel, sehingga antioksidan diperlukan dalam jumlah yang
tepat agar dapat menyeimbangkan radikal bebas.

Nanopartikel A. sativum, C. mangga dan A. calamus memiliki antioksidan berupa alkaloid,
flavonoid dan triterpenoid, sehingga dapat mengoptimalkan kadar antioksidan endogen dalam
tubuh dalam melawan radikal bebas. Antioksidan ataupun stress oksidatif merupakan suatu
senyawa yang memiliki sifat antagonis dan agonis. Sehingga dalam tubuh kadar kedua senyawa

tersebut harus seimbang dalam arti sesuai kebutuhan dengan mekanisme fisiologis yang terjadi
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khususnya di ovarium. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam surah Al-Mulk (67) ayat 3

yang tertulis

() o5hd e 55 b Sl a8 S5 (e 30 G31A 1 (o 5 L i o s s G518 g3l
Artinya : “(Dia juga) yang menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Kamu tidak akan melihat pada
ciptaan Tuhan Yang Maha Pengasih ketidakseimbangan sedikit pun. Maka, lihatlah sekali lagi!
Adakah kamu melihat suatu cela?” (Q.S. Al-Mulk [67]: 3).
Menurut mufasir pada kalimat maa taraa fii kholgirrahman min tafawuut memililiki arti “kamu
sekali-kali tidak melihat pada cipataan Allah SWT yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak
seimbang” bermakna bahwa Allah menciptakan segala sesuatu seimbang dan sesuai tanpa ada
kekurangan. Selanjutnya pada kalimat faarjingi’l bashor hal taraa min futhuur memiliki arti
“maka lihatlah berulang-ulang adakah kamu lihat sesuatu yang tidak seimbang (Mahalli &
Suyuthi, 2007). Menurut Shihab (1999) bahwa Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu
dalam keadaan yang telah seimbang sebagai rahmat dan kasih sayang terhadap ciptaan-Nya.
Pembelajaran dari Al-Mulk Q.S. Al-Mulk [67] : 3 bahwa Allah SWT telah mengatur segala
sesuatu baik sifat dan kegunaan dalam menciptakan makhluk-Nya pada kondisi keseimbangan
yang sempurna, sehingga dapat memenuhi perannya masing-masing (Shihab, 1999). Hal ini juga
berlaku pada ovarium yang dalam proses folikulogenesis membutuhkan kondisi sel yang seimbang
antara antioksidan dan radikal bebas. Pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga dan A.
calamus dapat memperbaiki kondisi sel yang tinggi radikal bebas. Radikal bebas yang berlebih
dalam organ dapat merusak struktur histologi dan fungsi ovarium. Berdasarkan hal tersebut
menunjukkan bahwa sebagai rahmat dan kasih sayang Allah SWT dalam menciptakan makhluk-
Nya, mulai dari senyawa ataupun komponen dalam sel telah diciptakan dengan seimbang sesuai
dengan fungsinya. Sehingga pembelajaran tersebut dapat meningkatkan keimanan dan ketagwaan

kepada Allah SWT.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian pengaruh nanopatikel A. sativum, C. mangga, A. calamus
terhadap kadar superoxide dismutase dan malondehyde ovarium Mus musculus maka dapat
disimpulkan bahwa:

1. Pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga, A. calamus berpengaruh terhadap kadar
superoxide dismutase ovarium mencit (Mus musculus). Kadar superoxide dismutase paling
tinggi sebesar 3,423 U/mL pada perlakuan nanopartikel 50 mg/kgBB (P2).

2. Pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga, A. calamus berpengaruh terhadap kadar
malondehyde ovarium mencit (Mus musculus). Kadar malondehyde paling rendah pada
perlakuan (P1) nanopartikel 25 mg/kgBB sebesar 15,914 pl/mL dan pada perlakuan
nanopartikel 50 mg/kg BB (16,645 pl/mL).

5.2 Saran

Penggunaan klomifensitrat sebagai perlakuan pembanding kurang tepat, dikarenakan
sifatnya yang sitotoksik. Sehingga perlu dilakukan perubahan dosis ataupun jangka waktu

pemberian terhadap kolomifensitrat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alur Penelitian
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Analizis data

Lampiran 2. Data Hasil Analisis Kadar Superoxide Dismutase

Tabel 1. Data kadar superoxide dismutase ovarium mencit setelah pemberian nanopartikel

A. sativum, C. mangga dan A. calamus

Ulangan
Perlakuan Jumlah Rata-Rata +SD
1 2 3 4 5 6

K- 2,003 | 2,985 | 2,089 | 2,191 | 2,406 | 2,118 | 13,792 2,299 + 0,363

P1 2,081 | 2,756 | 2,551 | 2,773 | 2,682 | 2,667 | 15,51 2,585 +0,259

P2 3,996 | 3,335 | 3,652 | 3,33 | 3,361 | 3,266 | 20,54 3,423 + 0,160
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P3 3,292 | 3,288 | 3,266 | 3,305 | 3,279 | 3,326 | 19,756 3,293 £ 0,021

P4 1,893 11,893 | 1,878 | 1,833 | 1,727 | 1,803 | 11,027 1,838 + 0,065

Analisis statistik kadar superoxide dismutase ovarium mencit setelah pemberian

nanopartikel A. sativum, C. mangga dan A. calamus

Uji normalitas data menggunakan Kolmogorov-smirnov test

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
SOD

N 30

Normal Parameters®®  Mean 2,6875
Std. ,64038
Deviation

Most Extreme Absolute 217

Differences Positive ,148
Negative -,217

Test Statistic 217

Asymp. Sig. (2-tailed) ,001°

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

B. Uji Homogenitas
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Test of Homogeneity of VVariances
Levene

Statistic dfl df2 Sig.

SO Based on Mean 1,102 4 25 377

D

Keterangan : Sig 0.3770>0,05 = variansi data homogen

C. One way ANOVA

ANOVA

SOD

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between 10,748 4 2,687 58,681 ,000
Groups
Within 1,145 25 ,046
Groups
Total 11,893 29

Keterangan : signifikan 0.000<0.05 = HO ditolak, maka terdapat pengaruh yang signifikan antara

pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus terhadap kadar SOD Ovarium

mencit

D. Duncan
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SOD
Duncan?
Kelompo Subset for alpha = 0.05
Kk N 1 2 3 4
5 6 11,8378
1 6 2,2987
2 6 2,5850
4 6 3,2927
3 6 3,4233
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,300

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.

Lampiran 3. Data Hasil Analisis Kadar Malondehyde

Tabel 1. Data kadar malondehyde ovarium mencit setelah pemberian nanopartikel A.

sativum, C. mangga dan A. calamus

Per Ulangan
la- Jum Rata-
ku 1 2 3 4 5 6 lah Rata#SD
an
21, 20, 20, 17, 120

20,096 +
K- 20, 20, 66 60 18 07 /57

1,565

6 444

7 7 1 4 3




P1

P2

P3

P4

16,
11 15,
1 222
18,
18 556
14,
96
3 16
24,
88 25,
9 519

15,

77

18,

70

15,

44

19,

66

15, 16,

66 25

14, 14,

55 77

15, 17,

33 47

21,

92 20,

16,

44

15,

29

17,

35

20,

11

15,914 +
95,
0,447
481
16,648 +
99,
1,970
89
16,096 +
96,
1,077
574
132
22,124 +
74
2,511
2
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Analisis statistik kadar superoxide dismutase ovarium mencit setelah pemberian

nanopartikel A. sativum, C. mangga dan A. calamus

Uji normalitas data menggunakan Kolmogorov-smirnov test

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
MDA
N 30
Normal Parameters*®  Mean 18,1753
Std. 2,97264
Deviation
Absolute ,153
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Most Extreme Positive ,153
Differences Negative -,112
Test Statistic ,153
Asymp. Sig. (2-tailed) ,070°

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

B. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
Levene

Statistic dfl  df2 = Sig.

MD Based on 2,937 4 125 ,064

A Mean 56

Keterangan : Sig 0.064>0,05 = variansi data homogen

C. One way ANOVA

ANOVA
MDA
Sum of Mean

Squares df  Square F Sig.




Between
Groups
Within
Groups

Total

186,294

69,967

256,261

4 46,574 16,64
1

25 2,799

29

,000

55

Keterangan : signifikan 0.000<0.05 = HO ditolak, maka terdapat pengaruh yang signifikan antara

pemberian nanopartikel A. sativum, C. mangga, dan A. calamus terhadap kadar MDA Ovarium

mencit
D. Duncan
MDA

Duncan?

Subset for alpha = 0.05
kelompok N 1 2 3
2 6 15,9135
4 6 16,0957
& 6 16,6483
1 6 20,0955
5 6 22,1237
Sig. ,480 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.
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Lampiran 4. Perhitungan dosis

1. Dosis Perlakuan Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus

Penentuan dosis nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga dan
Acorus calamus mengacu pada penelitian sebelumnya adalah dosis 50 mg/kgBB. Makapenelitian
ini mengambil dosis 50 mg/kgBB serta rentang dibawahnya yaitu 25 mg/kgBB. Pemilihan dosis
25 mg/kgBB ini berlandaskanhipotesis penelitian ini yang mana pemberian nanopartikel
kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus dosis rendah diharapkan
mampumempengaruhi parameter.

Berikut ialah perhitungan dosis nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus pada mencit:

a. Perhitungan Dosis 25 mg/kgBB

Dosis Acuan: 25 mg/kgBB

Berat Badan Mencit 20 gr

Perhitungan = Berat Badan Mencit x Dosis

1000
Dosis untuk 20 gr mencit = 20x 25=0,5mg
1000
Dosis untuk 25 gr mencit= 25x 25 =0,625 mg
1000

b. Perhitungan Dosis 50 mg/kgBB
Dosis Acuan: 50 mg/kgBB
Berat Badan Mencit 20 gr

Perhitungan = Berat Badan Mencit x Dosis
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1000
Dosis untuk 20 gr mencit = 20 X 50_:1 mg
1000
Dosis untuk 25 gr mencit= 25 xiz 1,25 mg
1000

2. Dosis Perlakuan Pemberian Jamu Subur Kandungan
Penentuan dosis jamu subur kandungan ini mengacu pada penelitian sebelumnya
Muhctaromah dkk (2017) yaitu 75 mg/kgBB. Dosis jamu subur kandungan perkapsul yaitu
500 mg/kgBB yang diminum 8 kapsul/hari (2 x sehari @4 kapsul) dan dihitung menggunakan
faktor konversi 0,018 (Laurence, 1964), sehingga diperoleh perhitungan sebagai berikut:
500 mg/kgBB x 8 = 4000 mg/kgBB
4000 mg/kgBB x 0,018 = 72 mg/kgBB, kemudian dibulatkan dengan menaikkan dosis

menjadi 75 mg/kgBB

Dosis untuk 20 gr mencit = 20x75=15mg
1000

Dosis untuk 25 gr mencit= 25 x 75:_1,9 mg
1000

3. Dosis Perlakuan Pemberian Obat Sintetik Klomifen Sitrat
Penentuan dosis klomifen sitrat ini mengacu pada penelitian sebelumnya
Muhctaromah dkk (2017) yaitu 0,9 mg/kgBB. Dosis klomifen pertablet yaitu 50 mg/kgBB
dengan faktor konversi 0,018 (Laurence, 1964), sehingga diperoleh perhitungan sebagai
berikut:
50 mg/kgBB x 0,018 = 0,9 mg/kgBB

Dosis untuk 20 gr mencit = 20x0,9=0,018 mg
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Dosis untuk 25 gr mencit=

1000

1000

Lampiran 5. Dokumentasi Peneliti

6.1 Tahap ekstraksi

Penimbangan

simplisia
kombinasi Allium
sativum, Curcuma
mangga dan Acorus
calamus

(36%:36%:28%)

h—

Pemekatan ekstrak

menggunakan

Rotary Evaporator

Ekstraksi

maserasi
menggunakan
pelarut etanol

70% dan dishaker

25x0,9=0,02 mg

Penyaringan

untuk
mendapatkan

maserat

Didapatkan

ekstrak pekat dan
dipindahkan ke

botol

Botol ekstraksi
disimpan dalam

freezer




6.2 Pembuatan Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga dan

Acorus calamus

Penimbangan ekstrak

Penimbangan kitosan

Homogenasi larutan
kitosan-STPP dan
penambahan larutan

AAG

Pencampuran ekstrak ke

larutan kitosan-STTP-

Penambahan tween 80

Sentrifugasi

Sonikasi

Pemisahan pellet

dengan supernatan

Penimbangan STTP

Homogenasi
menggunakan

homogenizer ultra turrax

Penuangan larutan pada

tabung ependorf 15 ml

Hasil pellet nanopartikel
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Hasil pengeringan pellet

Penimbangan serbuk

nanopartikel

Penumbukan pellet

Hasil serbuk

nanopartikel

Penyaringan serbuk

nanopartikel
menggunakan ayakan 30

mesh

Penyimpanan dalam

freezer

3 Proses Perlakuan dan Pengujian Sampel

Aklimatisasi dan

pemeliharaan

mencit

Penimbangan Sinkronisasi
berat badan menggunakan
mencit PMSG HCG




Induksi PMSG

HCG

Dislokasi mencit

Proses pembuatan
homogenat dalam

kondisi dingin

Pemberian
perlakuan melalui

sonde oral

Pembedahan
mencit dan
pengambilan

organ ovarium

Proses apus

vagina mencit

Penimbangan

organ ovarium

Homogenat siap

digunakan untuk
uji SOD dan

MDA
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