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RINGKASAN

Tri Yuliyani

Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre sampai Post Hatching Terhadap
Panjang Badan, Kadar Superoksida Dismutase dan Kadar Malondialdehid Larva Zebrafish
Stunting. Program Studi Magister Kebidanan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Ketua Komisi Pembimbing Prof. Dr. dr. M. Muljohadi Ali, Sp.FK; Anggota Dr. dr. Umi
kalsum, M.Kes.

Stunting merupakan suatu gejala kegagalan pertumbuhan linear yang terjadi anak
usia dibawah 5 tahun ditandai dengan tinggi badan/panjang badan menurut umur dengan
nilai Z-skor (HAZ) berada dibawah -2 Standart Deviasi - berdasarkan pengukuran WHO.
Stunting dapat disebabkan akibat paparan bahan toksik (pestisida) seperti rotenon.
Mekanisme rotenon sebagai endocrine disrupting chemicals (EDCs) dapat mengganggu
homeostatis hormon dan menurunkan jumlah Adenosine Triphospate (ATP) serta
peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS). ROS yang tinggi menyebabkan
stress oksidatif ~ dan Interaksi ROS dengan polyunsaturated fatty acid (PUFA)
menimbulkan terjadinya peroksidasi lipid dengan salah satu produknya malondialdehyde
(MDA) sehingga menyebabkan kerusakan sel. Superoxide dismutase (SOD) adalah enzim
antioksidan utama yang berperan dalam eliminasi stress oksidasi. Pegagang mengandung
fitonutrien utamanya adalah triterpenoid yang berperan sebagai antioksidan dan bekerja
untuk menyeimbangkan oksidan dalam sel sehingga stress oksidatif dapat diatasi. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) terhadap panjang badan larva zebrafish yang diinduksi rotenon melalui
mekanisme radikal bebas.

Desain penelitian ini adalah true experimental dengan post test control group
design menggunakan hewan coba embrio zebrafish berusia 0 hpf — 144 hpf. Embrio
zebrafish dikelompokkan menjadi 5 yaitu kontrol (diberikan embrionik medium), Rotenon
(diberikan rotenon 12.5 ppb pada 2 hpf-72 hpf), dan kelompok perlakuan yang diberikan
rotenon 12.5 ppb pada 2 hpf-72 hpf dan pegagan 5 pg/mL dengan lama paparan mulai 2
hpf sampai 96, 120 dan 144 hpf secara berurutan. Pengukuran panjang badan dan rasio
panjang kepala dilakukan pada usia 72 — 144 hpf menggunakan software image raster 3.
Pada usia 144 hpf (6 dpf) larva diterminasi dan dilakukan homogenisasi untuk dilakukan
pengukuran kadar SOD dan kadar MDA dengan metode ELISA. Data dianalisis secara
statistik menggunakan program SPSS versi 23.0 dengan uji normalitas Shapiro Wilk, uji
homogenitas, uji One Way Annova dan korelasi Pearson.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada usia 144 hpf (6 dpf) panjang badan
larva zebrafish pada kelompok rotenon berbeda signifikan dengan kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. kelompok perlakuan tidak berbeda signifikan dengan kelompok
kontrol diusia 144 hpf (6 dpf). Korelasi antar pegagan dengan SOD bernilai positif dengan
hubungan yang sangat kuat sedangkan korelasi pegagan dengan MDA bernilai negative
dengan hubungan yang kuat.

Berdasarkan hasil tersebut diketahui bahwa paparan rotenon 12,5 ppb dapat
mengganggu pertumbuhan panjang badan pada larva zebrafish. Mekanisme rotenon
dengan menghambat kompleks | mitokondria dan homeostatis hormon. Gangguan pada
mitokondria mengakibatkan jumlah Adenosine Triphospate (ATP) berkurang sehingga
terjadi kegagalan proses pembelahan sel dan apoptosis. Pemberian pegagan (Centella
asiatica) mampu meningkatkan panjang badan dengan koreksi panjang badan sebesar
99,6% di usia 144 hpf (6 dpf). Pegagan (Centella asiatica) secara signifikan dapat
meningkatkan kadar SOD dan menurunkan kadar MDA. Hal ini menunjukkan adanya
proteksi dari pegagan (Centella asiatica) pada larva zebrafish akibat paparan rotenon,
sehingga tidak ada gangguan pada proses pembentukan ATP. di mitokondria dan
homeostatis hormon. Berbagai bahan aktif pegagan (Centella asiatica) dapat
meningkatkan antioksidan enzimatik seperti SOD dapat menstabilkan radikal bebas
dengan cara free radical scavenger serta dapat memodulasi antioksidan endogen melalui
peningkatan ekspresi NRF2.
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Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre
sampai post hatching dapat meningkatkan panjang badan, kadar superoksida dismutase
dan menurunkan kadar malondialdehid larva zebrafish stunting.
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SUMMARY

Tri Yuliyani

Effect of Ethanol Extract Gotu kola (Centella asiatica) Pre to Post Hatching Against body
length, levels of superoxide dismutase and malondialdehyde levels Stunting Zebrafish
larvae, Master of Midwifery Medical Faculty Brawijaya = University . Chairman of the
commission: Prof. Dr. dr. M. Muljohadi Ali, Sp.FK; Member Dr. dr. Umi Kalsum, M. Kes.

Stunting a linear growth failure symptoms that occur children under 5 years of age
is characterized by height / length of the body according to age with the value of Z-score
(HAZ) is below -2 Standard Deviation based on the measurement of the WHO., Stunting
can be caused due to exposure to toxic substances (pesticides) like rotenon. Rotenon as
Endocrine Disrupting chemicals (EDCs) that interfere with hormone homeostasis and
decreases the amount of Adenosine Triphospate (ATP) and increase the production of
reactive oxygen species (ROS). High ROS cause oxidative stress and ROS interaction with
polyunsaturated fatty acids (PUFA) cause lipid peroxidation with one of its products
malondialdehyde (MDA) that cause cell damage. Superoxide dismutase (SOD) is a major
antioxidant enzyme that plays a role in oxidative stress elimination. Pegagan main
triterpenoids contain phytonutrients that act as antioxidants and work to balance the oxidant
within the cell so that oxidative stress can be overcome. The purpose of this study was to
determine the effect of ethanol extract of Gotu kola (Centella asiatica) to body length
zebrafish larvae induced rotenon through free radical mechanism.

Design of this research is true experimental with posttest control group design
using experimental animals aged 0 hpf zebrafish embryos - 6 dpf. Zebrafish embryos were
divided into 5 groups : controls (given embryonic medium only), Rotenone (given 12.5 ppb
rotenon at 2 hpf-3 day post fertilization-dpf), and a group of 12.5 ppb rotenon treated at 2
hpf-3 dpf and 5 pg/mL extract with long exposure from 2 hpfto 4, 5 and 6 dpf respectively.
Measurement body length and head length ratio do at the age of 3-6 dpf using software
raster image 3. At the age of 6 dpf larvae terminated and carried out homogenization to
measured levels of SOD and MDA levels by ELISA. Data were statistically analyzed using
SPSS version 23.0 with Shapiro Wilk normality test, homogeneity test, One Way Annova
test and Pearson correlation.

The results showed that the length of the body in the treatment groups did not
different significantly from the control group at 6 dpf. Gotu kola (Centella asiatica) can
increase the length of the body with a body length correction amounting to 99.6% at the
age of 6 dpf, Gotu kola (Centella asiatica) can significantly improve the levels SOD and
lower levels of MDA.This ‘points to the protection of Gotu kola (Centella asiatica) on
zebrafish larvae caused by exposure to rotenon, so there is no disruption in the formation
of ATP in mitochondria and hormone homeostasis. A variety of active ingredient of Gotu
kola (Centella asiatica) can improve enzymatic antioxidants such as SOD can stabilize free
radicals by means of free radical scavenger and can modulate the expression of
endogenous antioxidants through increased NRF2.

It is concluded that ethanol extract of ethanol Gotu kola (Centella asiatica) pre to
post hatching can increase the length of the body, levels of superoxide dismutase and
decresed malondialdehyde levels Stunting Zebrafish larvae.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Stunting merupakan kegagalan pertumbuhan linear pada anak usia
dibawah 5 tahun ditandai dengan tinggi badan/panjang badan menurut umur
dengan nilai Z-skor (HAZ) berada dibawah -2 Standart Deviasi (SD) berdasarkan
pengukuran  WHO ' (Prendergast & Humphrey, 2014). Stunting menjadi
permasalahan di dunia yang terdapat pada anak berusia dibawah 5 tahun dengan
prevalensi pada tahun 2012 berjumlah 162 juta dan jika tidak dilakukan upaya
penurunan maka stunting dapat diproyeksikan menjadi 127 juta pada tahun 2025
dengan distribusi anak stunting sebesar 56% di Asia dan 36% di Afrika
(Kementrian Kesehatan RI, 2016). Jumlah anak stunting di Indonesia menempati
peringkat kelima dunia (MCA Indonesia, 2010). Berdasaran hasil Riskesdas 2013
terlihat adanya peningkatan prevalensi stunting di Indonesia menjadi 37,2% pada
tahun 2013 dibandingkan tahun 2010 sebesar 35,6%, yang mempunyai arti bahwa
satu dari tiga balita di Indonesia mengalami stunting. Prevalensi balita stunting
akan menjadi masalah kesehatan masyarakat jika prevalensinya mencapai
> 20 %, dengan melihat tingginya persentase balita stunting di Indonesia maka ini
merupakan masalah kesehatan yang harus segera ditanggulangi.

Dampak stunting terhadap kesehatan dapat mengakibatkan  kelainan
patologis yang terkait dengan peningkatan morbiditas dan mortalitas, kehilangan
potensi pertumbuhan fisik, menggangu perkembangan syaraf dan fungsi kognitf,
serta peningkatan risiko penyakit kronis di saat dewasa (De Onis & Branca, 2016),
terjadi perubahan epigenetik permanen dalam metabolisme, perubahan struktur
anatomi dan fungsi organ sehingga memiliki risiko tinggi terhadap penyakit

hipertensi, kardiovaskuler, diabetes (Prendergast & Humphrey, 2014). Menurut De
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Onis dan Branca (2016), gangguan pertumbuhan ini dimulai dari dalam kandungan
dan berlanjut sampai usia 2 tahun pertama setelah dilahirkan. Upaya pemerintah
dalam mencegah stunting melalui gerakan 1.000 hari pertama kehidupan yang
merupakan jendela kritis dimana pertumbuhan linier yang paling cepat dan sensitif
terhadap faktor lingkungan, nutrisi, infeksi dan perawatan psikososial (De Onis &
Branca, 2016). Upaya intervensi tersebut diantaranya perbaikan gizi dan
kesehatan ibu hamil, asi eksklusif selama 6 bulan, dan pemberian makanan
pendamping asi setelah bayi berusia 6 bulan serta asi tetap diberikan sampai usia
2 tahun (Kementrian Kesehatan RI, 2016).

Studi epidemiologi- menjelaskan bahwa defisiensi mikronutrien , infeksi
berulang, menyusui yang tidak optimal, pemberian makanan pendamping yang
tidak tepat, status gizi ibu, akses ke pelayanan kesehatan serta faktor lingkungan
antara lain paparan terhadap pestisida merupakan penentu utama terjadinya
stunting (Badham & Sweet, 2010; Martorell et al., 2012; Black et al., 2013). Salah
satu pestisida yang biasa digunakan adalah rotenon. Berdasarkan hasil penelitian
Primaditya et al., (2017) dengan induksi rotenon konsentrasi 12,5 ppb yang
dipaparkan pada 2 hours post fertilization (hpf) sampai 72 hpf (pre hatching) dapat
menghasilkan model stunting pada larva zebrafish dengan tingkat kepercayaan
sebesar 98%.

Rotenon sebagai endocrine disrupting chemicals (EDCs) yang
mengganggu homeostasis hormon (Diamanti et al., 2009) dengan mekanisme
kerjanya menghambat respirasi komplek 1 mitokondria sehingga menurunkan
jumlah Adenosine Triphospate (ATP) dan terjadinya peningkatan produksi reactive
oxygen species (ROS) (Radad et al., 2006). Stres oksidatif adalah suatu keadaan
jumlah radikal bebas melebihi jumlah antioksidan. Stres oksidatif disebabkan oleh
Reactive Oxygen Species (ROS) yang dapat menyebabkan kerusakan sel

(Muthusami et al., 2005). Superoxide dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan
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utama yang berperan dalam eliminasi stres oksidasi (Fuji et al., 2005) dan mampu
mencegah terbentuknya senyawa radikal bebas baru (Winarsi, 2014).
Berdasarkan penelitian Aly et al., (2014) menjelaskan bahwa anak yang
mengalami stunting terjadi peningkatan stres oksidatif dan penurunan enzim
antioksidan seperti superoxide dismutase, catalase, dan glutathione. Dalam studi
tersebut ditemukan peningkatan konsentrasi Malondialdehid (MDA) pada anak
stunting. Hal ini menunjukkan pertahanan antioksidan dalam tubuh terjadi
penurunan sehingga terjadi peningkatan reaksi lipid peroksida. Oleh karena itu
diperlukan penambahan nutrisi antioksidan dan suplemen makanan mikronutrien
untuk memulihkan stres oksidatif.

Salah satu tanaman yang mengandung antioksidan adalah pegagan
(centella asiacitica). Pegagang mengandung makronutrien, mikronutrien dan
fitonutrien utamanya adalah triterpenoid yang berperan sebagai antioksidan dan
bekerja untuk menyeimbangkan oksidan dalam sel sehingga stres oksidatif dapat
diturunkan (Chandrika & Kumarab, 2015). Pegagan sebagai antioksidan dimana
salah satu mekanisme kerjanya adalah memiliki kemampuan aktivitas menangkap
radikal bebas (free radical scavenger activity) (Sugunabai & Karpagam, 2015).
Berdasarkan hasil penelitian Alaiya et al., (2015) menunjukkan air perasan
pegagan mampu menetralkan efek radikal bebas yang disebabkan oleh stres
oksidatif pada tikus melalui peningkatan kadar SOD. Hal ini juga didukung dengan
penelitian Alaiya et al.,, (2014) yang melaporkan bahwa kandungan senyawa
Triterpenoid berupa Asiaticosida mampu menangkal senyawa radikal bebas
dengan melihat penurunan indikator kadar MDA dalam tubuh tikus yang
mengalami stres oksidatif.

Menurut Sorribes et al., (2013) usia larva zebrafish dapat dianalogikan
dengan usia manusia yaitu 72 hours post fertilization (hpf) sama dengan bayi baru

lahir dan 144 hpf sama dengan usia 2 tahun pada manusia. Berdasarkan penelitian
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Cory’ah et al (2017), pegagan dapat meningkatkan ekspresi IGF-1 pada larva
zebrafish yang diinduksi rotenon. IGF-1 berperan penting dalam pertumbuhan
linear sel somatik, jaringan, dan diferensiasi (Wood et al., 2015). Pada penelitian
sebelumnya dengan pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica)
konsentrasi 5 pg/ml yang diberikan pada usia 2 hours post fertilization (hpf) sampai
48 hpf (pre hatching) terbukti secara signifikan dapat meningkatkan panjang badan
pada stunting larva zebrafish akibat induksi rotenon, namun penambahan panjang
badan tersebut belum maksimal (Primaditya et al., 2017). Mempertimbangkan hal
tersebut maka pada penelitian ini pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella
asiatica) diperpanjang dari pre hatching (2 hpf — 48 hpf) sampai dengan post
hatching (72 hpf — 144 hpf) yang mengacu pada program 1.000 hari pertama
kehidupan dalam mengatasi masalah stunting.

Penelitian ini merupakan pohon penelitian yang mengembangkan teori dan
keilmuan mengenai stunting. Penelitian sebelumnya telah dibuktikan oleh
Ridlayanti (2016) mengenai proteksi pegagan sebagai pencegahan stunting
khususnya terhadap perkembangan syaraf yaitu ekspresi BDNF serta mengurangi
terjadinya kematian sel akibat stres oksidatif melalui ekspresi Hsp60 dan Bax oleh
Wijayanti (2016). Penelitian mengenai stunting lainnya dengan mempelajari faktor
pertumbuhan IGF-1 dan IRS (Cory’ah et al., 2017); pencegahan stunting melalui
mekanisme sel otot dan tulang seperti GLUT-4 dan osteocalcin ( Primaditya et al.,
2017); GLUT-1 dan osteocalcin ( Yuningsih et al., 2017); osifikasi tulang dan
osteoklastogenesis (Primihastuti et al., 2017); OPG dan RANKL ( Ariati et al.,
2017); proses vaskulogenesis dan angiogenesis dengan menilai ekspresi VEGF
dan VEGFR ( Wardani et al., 2017); dan menilai ekspresi ERK ¥ dan protein
Ki-67 (Zakiah et al.,2017).

Berdasarkan latar belakang di atas, maka peneliti tertarik untuk

mengetahui pengaruh ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pada masa pre
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sampai post hatcing terhadap panjang badan, kadar superokside dismutase

(SOD) serta malondialdehid (MDA) larva zebrafish stunting yang diinduksi rotenon.

1:2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah penelitian adalah : “Apakah ekstrak etanol

pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat meningkatkan

panjang badan, kadar superoksida dismutase dan menurunkan kadar
malondialdehid larva zebrafish stunting yang diinduksi rotenon ?”

Sub masalah yang dapat dibuat berdasarkan rumusan masalah di atas
yaitu :

1.2.1 Apakah ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat meningkatkan panjang badan larva zebrafish stunting
diusia 144 hours post fertilization (hpf)/ 6 dpf ?

1.2.2 Apakah ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat meningkatkan kadar superoksida dismutase (SOD) larva
zebrafish stunting diusia 144 hpf/ 6 dpf ?

1.2.3 Apakah ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat menurunkan kadar malondialdehid (MDA) larva zebrafish

stunting diusia 144 hpf/ 6 dpf ?

1.2.4 Apakah terdapat hubungan antara ekstrak etanol pegagan (Centella
asiatica) pre sampai post hatching terhadap panjang badan, kadar SOD,

dan kadar MDA larva zebrafish stunting ?

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan Umum
Membuktikan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post

hatching dapat meningkatkan panjang badan, kadar superoksida
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1.3.2

1.4

14.1

dismutase dan menurunkan kadar malondialdehid larva zebrafish stunting

yang diinduksi rotenon.

Tujuan Khusus

Membuktikan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat meningkatkan panjang badan larva zebrafish stunting
diusia 144 hpf/ 6 dpf.

Membuktikan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat meningkatkan kadar superoxide dismutase (SOD) larva
zebrafish stunting diusia 144 hpf/ 6 dpf.

Membuktikan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post
hatching dapat menurunkan kadar malondialdehid (MDA) larva zebrafish
stunting 144 hpf/ 6 dpf.

Membuktikan ada hubungan antara ekstrak etanol pegagan (Centella
asiatica pre sampai post hatching terhadap panjang badan, kadar SOD,

dan kadar MDA larva zebrafish stunting.

Manfaat Penelitian

Manfaat Teoritis.

Penelitian ini dapat menambah wawasan dan pemahaman tentang
mekanisme terjadinya stunting akibat -induksi rotenon melalui stres
oksidatif.

Penelitian ini dapat menambah wawasan dan pemahaman tentang
manfaat ekstrak pegagan (Centella asiatica) dalam mengatasi stunting
akibat induksi rotenon.

Penelitian ini dapat digunakan sebagai bahan rujukan penelitian lain.



1.4.2 Manfaat Praktis
1. Hasil penelitian ini dapat digunakan oleh masyarakat untuk mengetahui
pengaruh pestisida khususnya rotenon yang digunakan untuk menangkap

ikan dan petani sayur yang memiliki dampak negatif terhadap kesehatan
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khususnya dalam pertumbuhan anak.
2. Dapat dijadikan sebagai acuan untuk pemanfaatan tanaman herbal
pegagan (Centella asiatica) di layanan kesehatan terutama masalah

pencegahan stunting.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Stunting
2.1.1 Pengertian Stunting

Stunting adalah bentuk malnutrisi yang lazim terjadi pada anak balita
dengan kriteria panjang badan/tinggi badan sesuai umur dengan nilai z-score
kurang dari -2 standart deviasi (SD) (de Onis & Branca, 2016). = Stunting
diakibatkan pemberian makanan yang tidak sesuai dengan kebutuhan gizi dalam
waktu yang lama dan dapat terjadi sejak dalam kandungan dan diketahui secara

klinis pada usia 2 tahun (MCA Indonesia, 2010).

Pengukuran panjang badan (PB) dilakukan pada usia bayi sampai 24 bulan
(2 tahun), sedangkan tinggi badan (TB) dilakukan pada anak usia > 2 tahun yang
mampu berdiri sendiri tanpa bantuan (Cogill, 2003). Cara mengukur panjang

badan dan tinggi badan dapat dilihat pada gambar 2.1
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Gambar 2.1  Teknik pengukuran tinggi badan dan panjang badan (Cogil, 2003)
(A) Pengukuran tinggi badan pada anak usia > 2 tahun.
(B) Pengukuran panjang badan pada bayi sampai usia 2 tahun.

Hasil pengukuran panjang badan atau tinggi badan dimasukkan ke dalam

grafik length for age berdasarkan standart WHO sesuai dengan umur dan jenis
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kelamin. Grafik length for age menurut standart WHO sesuai jenis kelamin
ditunjukkan pada gambar 2.2
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Gambar 2.2 Grafik length for age menurut standart WHO (2006)
(A).Grafik length for age untuk anak perempuan, (B) Grafik length for age
untuk anak laki-laki

2.1.2 Faktor Penyebab Stunting
Faktor pertumbuhan dan perkembangan pada anak secara umum adalah
genetik dan lingkungan. Faktor genetik merupakan modal dasar untuk mencapai

pertumbuhan dan perkembangan anak yang baik. Sebuah studi yang memantau

10
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kesehatan dan panjang badannya dari bayi baru lahir sampai berusia 21 bulan
menunjukkan bahwa pertumbuhan merupakan fenomena periodik dengan
pertumbuhan yang stastis dan diselingi fase pertumbuhan yang cepat. Meskipun
tinggi badan merupakan sifat yang diwariskan dari orang tua dengan lebih 200 gen
yang diidentifikasi, namun hanya 10% dari gen yang diwariskan dapat
menghasilkan tinggi yang optimal (Martorell et al., 2012). Oleh karena itu faktor
lingkungan sangat menentukan tercapai atau tidaknya potensi bawaan tersebut.
Adapun faktor lingkungan seperti status gizi ibu waktu hamil, pemberian asi dan
makanan pendamping asi yang tidak tepat, sering terkena infeksi,akses ke
pelayanan kesehatan dan lingkungan yang terpapar zar kimia/pestisida
merupakan penentu terjadinya stunting (Badham & Sweet, 2010; Martorel et al.,

2012).

2.1.3 Mekanisme Stunting

Stunting terjadi dimulai dari fase konsepsi, antenatal, neonatus, usia 2
tahun, anak pra sekolah, pubertas hingga dewasa yang mengalami gangguan
nutrisi, infeksi, paparan zat kimia sehingga mengganggu proses pertumbuhan dan
perkembangan (Prendergast & Humphrey, 2014). Hasil penelitian di Amerika
menunjukkan wanita hamil yang mengkonsumsi kalsium, suplemen besi, dan
asam folat sejak hamil dapat menurunkan risiko premature dan BBLR (berat
badan lahir rendah), jika bayi premature dan BBLR tidak mendapatkan gizi yang
baik dapat menimbulkan terjadinya stunting. Balita stunting yang menjadi dewasa
stunting memiliki potensi melahirkan anak yang stunting jika selama hamil
mengalami kekurangan nutrisi (Branca & Ferrari, 2002). Proses ini dapat dilihat

pada gambar 2.3
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Gambar 2.3 Kekurangan nutrisi pada siklus kehidupan (Branca & Ferari,
2012)

Menurut Prendergast & Humphrey (2014) adanya kontaminasi makanan
dengan aflatoxin yang dikonsumsi anak-anak usia 9 bulan sampai 5 tahun dapat
menyebabkan terjadinya stunting dan adanya paparan arsenik saat hamil
mengakibatkan terjadinya BBLR dan penurunan IGF-1. IGF-1 = bekerja sebagai
mediator Growth Hormon (GH) sehingga GH dan IGF-1 sangat berperan dalam
pertumbuhan, metabolisme tulang, metabolisme energi jaringan perifer, sistem

imun dan fungsi otot terutama pada bayi (Laron, 2001).

Mekanisme stunting dapat melalui inflamasi, dimana diketahui adanya
inflamasi. akan mempengaruhi pertumbuhan janin, BBLR dan stunting
(Prendergast & Humphrey, 2014). Adanya peningkatan IL-6 sebagai mediator
inflamasi kronis berpengaruh pada perkembangan tulang. IL-6 bertanggung jawab
dalam menghambat mineralisasi tulang sehingga terjadinya gangguan pada

pertumbuhan tulang dan terjadilah stunting (De Benetti et al., 2006).

2.1.4 Manifestasi Stunting Jangka Pendek dan Panjang

Manifestasi jangka pendek stunting meliputi beberapa aspek seperti

pertumbuhan/perkembangan, kesehatan, dan ekonomi. Efek pada pertumbuhan
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dan perkembangan terjadi penurunan kemampuan kognitif dan motorik
(Stewart et al., 2013). Gangguan tersebut diakibatkan keterlambatan kematangan
sel-sel syaraf di daerah cereblum yang merupakan pusat koordinasi gerak motorik
(Dewey & Begum, 2011). Pada aspek kesehatan berhubungan dengan
peningkatan mortalitas dan morbiditas, sedangkan pada aspek ekonomi yaitu

peningkatan biaya perawatan kesehatan jika anak sakit (Stewart et al., 2013).

Manifestasi jangka panjang stunting yang terlihat saat dewasa yaitu cacat
kognitif sehingga terjadi penurunan intelektual, produktivitas ekonomi dan kinerja
yang rendah, penyakit kardiovaskuler dan gangguan metabolik, meningkatnya
risiko penyakit degenerative serta meningkatnya risiko terjadinya stunting pada

generasi selanjutnya (Prendergast & Humphrey, 2014).

2.1.5 Penanganan Stunting

Menurut de onis (2013) penanganan stunting yang tepat dimulai sejak
dalam kandungan hingga berusia 2 tahun, dimana kondisi ini anak mengalami
pertumbuhan yang pesat. Upaya pemerintah untuk menangani masalah stunting
dengan program 1.000 hari pertama kehidupan dengan melakukan kegiatan (MCA

Indonesia, 2010) :

1. Kebutuhan zat gizi ibu hamil terpenuhi dengan makanan yang bergizi,
mengontrol kesehatan kehamilannya, mengkonsumsi suplemen zat gizi.

2. Pemberian asi eksklusif sampai 6 bulan dan dilanjutkan dengan makanan
pendamping asi saat bayi berusia 6 bulan dan asi tetap diteruskan sampai 2
tahun.

3. Pertumbuhan balita terpantau secara rutin diposyandu sehingga terdeteksi

dengan cepat saat terjadi gangguan pertumbuhan
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4. Mudahnya mendapatkan akses air bersih dan fasilitas sanitasi serta

kesadaran menjaga kebersihan lingkungan.

Adanya keseimbangan energi dan protein dalam kehamilan merupakan
salah satu cara mencegah terjadinya stunting. Pemberian suplemen zat besi,
vitamin A dan zink pada ibu hamil dapat meningkatkan panjang badan sampai 0,64
cm dibandingkan wanita hamil yang hanya mengkonsumsi vitamin A (Stewart et
al., 2013). Pemberian asi eksklusif sampai usia 6 bulan merupakan upaya
pemenuhan gizi dan pembentukan sistem imun sehingga bayi tidak mudah terkena
infeksi karena salah satu faktor penyebab stunting diakibatkan infeksi yang

berulang (Black et al., 2008).

Bayi berusia 6 bulan sampai 24 bulan mengalami pertumbuhan linear yang
begitu cepat sehingga diperlukan pemenuhan nutrisi yang adekuat, kuantitas dan
kualitas dari makanan pendamping asi yang mengandung gizi dan aman untuk
kesehatan. Menurut Prendegast & Humphrey (2014) adanya defisiensi
mikronutrien seperti zat besi, zink, iodium, vitamin A dan mikrinutrien lainnya dapat
menyebabkan gangguan pada fungsi saraf dan kekebalan tubuh. Selain upaya
yang disebutkan di atas, faktor risiko dapat dikurangi dengan peningkatan prilaku
hidup bersih dan sehat (PHBS) dan pengendalian sanitasi lingkungan dapat
mencegah infeksi serta kesadaran pengelolaan pangan yang bersih dan sehat

(Kusumawati, 2015).

2.2 Rotenon

2.2.1 Rotenon dan Manfaatnya

Rotenon adalah pestisida alami yang diesktrak dari akar tanaman tropis
dan sub tropis berasal dari family Leguminosae dan berasal dari genus

Lonchocarpus di Amerika dan Derris di ‘Asia (Turner et al., 2007). Rotenon

14



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

digunakan dalam pengendalian ikan, membunuh ikan yang tidak diinginkan dan

membasmi gangguan pada ikan (Radad et al., 2006). Rotenon juga dapat

digunakan untuk insektisida, pestisida dan piscisida serta rotenon tidak stabil di

kondisi alkali, cahaya, dan udara (Turner et al., 2007).

2.2.2 Struktur Fisik dan karakteristik Kimia

Menurut Ling (2003) struktur fisik dan karakteristik kimia Rotenon sebagai

berikut :

Nama Umum
Nama Lain

Nama Kimia

Rumus Empiris
Berat Molekul

Kelarutan dalam air

Kelarutan dalam etanol
Titik Didih

Titik Cair

Tekanan Penguapan
Tipe Pestisida
Stabilitas

Gambaran Umum

Rotenon

Tubatoxin; Cube

(2R,6aS,12aS) 1,2,6,6a,12, 12 ahexahydro-2-

isopropenyl-8, 9-dimethoxychromeno(3,4-
b)furo(2,3-h))chrome-6-one

C23H2206

394,43 g/mol

Sedikit larut dalam air 0,2 mg/L @ 20°C, 15
mg/L @-100°C

2 g/lL @ 20°C

~ 220°C

~ 163°C

<1 mPa-20°C

Botanical

Sensitif terhadap air dan cahaya

Berwarna putih atau Kristal kecoklatan
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Gambar 2.4 Struktur Molekul Rotenon (Ling, 2003)

2.2.3 Toksisitas

Toksisitas adalah kemampuan suatu senyawa kimia dalam menimbulkan
kerusakan pada permukaan tubuh atau mengenai bagian dalam tubuh.
Environmental Protection Agency (EPA) (2007) mengklasifikasikan toksisitas
rotenon menjadi kelas | dan kelas Il (sangat toksik atau sedikit toksik). Pada
konsentrasi tinggi rotenon dapat menyebabkan gangguan transport elektron pada
mitokondria sehingga oksigenisasi terganggu yang mengakibatkan kematian sel

sampai kematian organisme (Ott, 2006).

Toksisitas rotenon yang terlarut dalam air tergantung dari pH air, jumlah
bahan organik, temperature, dan cahaya yang menembus air (Ott, 2006). Gejala
toksisitas akut akibat rotenon adalah sakit kepala, mual, pusing, iritasi kulit dan
muntah serta pada keracunan berat dapat menyebabkan kejang, tidak sadar

hingga meninggal (Ling, 2003).

2.2.4 Mekanisme Kerja Rotenon

Rotenon merupakan endocrine disrupting chemicals (EDCs) yang

menggangu sekresi, sintesis, metabolism, transport, pengikatan dan eliminasi
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BRAWIJAYA

hormone dalam tubuh. (Utami et al., 2013). Rotenon sangat lipofilik (larut dalam
lemak) sehingga sangat mudah menembus membran sel melalui difusi pasif dan
tidak memerlukan transporter (Khotimah et al., 2015). Sifat lipofilik dari rotenon
menyebabkan mudah rotenon terkumpul pada bagian subseluler seperti

mitokondria.

Mitokondria merupakan organel pada sel yang memiliki fungsi dalam
pengaturan aktivitas metabolism sel, penghasil energi dalam bentuk adenosine
triphosphate (ATP) dan respirasi sel (Kuhlbrandt et al., 2015). Mitokondria sebagai
penghasil ATP memiliki empat proses dalam pembentukannya yaitu glikolisis,
dekarboksilasi oksidatif, siklus krebs (siklus asam sitrat) dan transport elektron

(Murray et al., 2003). Proses pembentukan ATP dapat dilihat pada gambar 2.5

o
g ]
) A Glikolisis
g bz / .
& ?;j; . i—< 2 | NADH | 4 o X\\J;T'/Fqé’
AN, 2 piruvat '.-_ _ = ‘_."_'h
¥ A P = //“A}":\"\\\:\
=4 il
i
2 1z
f% 2 [ NADH 3 > = Aalv e
2 asetil — Co-A “i\’ 5 e }.{\:\i&
| ] Al
= S
S o T
= > 2 22N
2 1 sik 5 . \‘IV@
£ A i us _ -2 7z
= N4 Gl @ 2 [ FADH, = 4 . T =
2 = ATP =4 / 1 ZHN
}V;-"\T\{IQL : sl ///_—\\’Ll
0, H,O
Hasil ATP: NP T 32 ATP = 36 ATP

Sumber: Siclogy Mader 5. 5.

Gambar 2.5 Proses pembentukan ATP di mitokondria

1. Tahap glikolisis terjadi perubahan glukosa menjadi 2 piruvat dan
menghasilkan 2 ATP, 2NADH, 2 asam piruvat dan proses ini terjadi di
sitoplasma. 2. Tahap dekarboksilasi oksidatif terjadi di matriks mitokondria
dengan merubah asam piruvat menjadi 2 asetil Ko-A, 2CO2, 2NADH. 3.
Siklus krebs mengubah asetil Ko-A menjadi 6NADH, 2FADH2, 4 CO2, dan
proses ini terjadi di matriks mitokondria. 4 Tranport elektron terjadi di
membran plasma mengubah NADH dan FADH menjadi 32 ATP, 6H20
(Murray et al., 2003)
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Rotenon memiliki mekanisme kerja dengan menghambat kompleks | pada
mitokondria dengan cara inhibisi NADH sehingga terbentuk elektron bebas dan
bereaksi dengan molekul oksigen. Hal ini akan menghasilkan radikal bebas seperti
O2* (superoxide) yang kemudian akan membentuk H>O: (hydrogen peroxide)
sehingga produksi ROS akan meningkat dan penurunan produksi ATP. Adanya
gangguan pada kompleks | mitokondria dapat berlajut menghambat kompleks
selanjutnya sehingga menyebabkan disfungsi mitokondria, kematian sel karena
apoptosis (Li et al., 2003; Xu et al., 2016). Pada gambar 2.6 menunjukkan prinsip

kerja rotenon dalam menghambat kompleks | mitokondria.

1120 +2H HLO
complex | complex | comglex [l complex IV L
MADH Buccinate Cytoctroms bo,  Ciochroms = ADPTPT ATP
datydrogenase dehydroganass oxldase ATE
mammallan wyrihass

Gambar 2.6 Mekanisme Kerja Rotenon pada Mitokondria
Rotenon yang menghambat fosforilasa oksidatif pada kompleks |
mitokondria (Xu et al., 2016)

Hasil penelitian Khotimah et al. (2015) pada model zebrafish parkinson
yang diinduksi rotenon menunjukkan penurunan aktifitas lokomotor zebrafish
akibat disfungsi mitokondria. Adanya disfungsi mitokondria menyebabkan
penurunan produksi ATP, peningkatan Ca?", terganggunya permeabilitas
mitokondria dan peningkatan produksi ROS. Hal ini berakibat terjadinya

autooksidasi dopamine atau enzim tirosin hidrokinase sehingga dopamine sebagai
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neurotransmitter dalam motilitas akan menurun. Stres oksidatif akibat disfungsi
mitokondria menyebabkan apoptosis pada neuron dopaminegik dan pelepasan
protein caspase pada pasien Parkinson (Carriera et al., 2014). Bedasarkan
penelitian Pinho et al. (2013) menjelaskan rotenon dapat mengakibatkan kelainan
denyut jantung (bradikardi) dan odema jantung. Hal ini dikarenakan adanya
gangguan pada rantai respirasi di mitokondria sehingga terjadi kekurangan

ubiguinone yang sering dimanifestasikan pada kardiovaskuler.
2.3 Radikal Bebas dan Antioksidan
2.3.1 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang mempunyai satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan di bagian luar orbitnya. Molekul ini bersifat labil
dan sangat reaktif -untuk merebut elektron dari molekul lain agar mendapatkan
pasangan elektronnya (Astuti, 2012). Secara fisiologis sel akan menghasilkan
radikal bebas akibat reaksi biokimia dalam kehidupan aerob. Semua organisme
aerob dalam menghasilkan ATP memerlukan oksigen melalui fosforilasi oksidatif
yang terjadi di mitokondria. Proses tersebut mereduksi O, menjadi H,O dengan
pengalihan 4 elektron. Pengalihan elektron kadang berjalan kurang sempurna
sehingga terbentuklah radikal bebas yang dapat merusak sel jika tidak dihentikan
(Suryohudoyo, 2007). Berdasarkan Winarsi (2011) terbentuknya radikal bebas
melalui 3 tahapan yaitu sebagai berikut :

1. Tahapan inisiasi yaitu tahapan awal terbentuknya radikal bebas, Misalnya:

Fe** + H.0, T Fe**+ OH + eOH

R1-H + eOH == Rle + H>O

2. Tahapan propagansi yaitu perpanjangan rantai radikal, misalnya :

R2- H + Rye tas ™ R> + Ri1—H

R; —H + Rye e Rz;e + Rze + R, — H
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3. Tahapan terminasi, yaitu reaksi senyawa radikal dengan radikal lain atau

dengan menangkap radikal sehingga terjadi perubahan potensi propagansi

Rl. + Re —_— Rl -R
Ro,e + R — R:i—-R;
Roe + Rje =i R> - R>

Radikal bebas dapat juga terbentuk dari senyawa yang bukan radikal
bebas, tetapi mudah berubah menjadi radikal bebas seperti singlet oksigen (20>),
hidrogen peroksida (H202), asam hipoklorat (HOCl)dan ozon (Os) yang disebut

Reactive Oxygen Species (ROS) atau senyawa oksigen reaktif (Musarofah, 2015).

ROS adalah molekul yang terbentuk akibat reduksi oksigen yang tidak
sempurna. ROS terdiri dari radikal bebas dan non radikal bebas. Senyawa oksidan
non radikal kurang berbahaya dibandingkan reaktifitas senyawa radikal, karena
reaktifitas senyawa radikal dapat mengakibatkan terbentuknya senyawa radikal
baru. Senyawa radikal baru ini jika bertemu senyawa lain dapat menghasilkan
senyawa radikal baru lagi dan seterusnya sehingga terbentuk reaksi berantai
(chain reaction). Reaksi ini akan berhenti jika bertemu dengan antioksidan

(Musarofah, 2015).

Secara fisiologis terbentuknya ROS di dalam tubuh akibat reaksi rantai
respirasi pada mitokondria karena menggunakan oksigen sebagai bahan
utamanya. Dalam kondisi normal pada metabolism sel akan mengubah oksigen
menjad H>O sekitar 95% tanpa membentuk radikal bebas. Berikut proses reduksi

Oz menjadi H,0:

O +4H"+4e -~  2H20
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Di dalam mitokondria oksigen akan menjadi air melalui 4 tahapan reaksi elektron

yaitu:

Reaksi 1 102t € - O
Reaksi 2 O+ e = H20:>
Reaksi 3 : H202+ e - OH
Reaksi 4 :OH + e - H20

Hasil pada reaksi tersebut akan menghasilkan dua radikal bebas yaitu O2" dan
OH-, serta hidrogen peroksida (H20.) adalah senyawa reaktif namun bukan

oksidan yang kuat (Rodrigo, 2009).

Radikal bebas akan berbahaya bagi tubuh jika konsentrasinya tinggi
sehingga menyebabkan kerusakan sel. Konsentrasi yang tinggi dapat dapat
menyebabkan sistem pertahanan endogen tidak sanggup menetralkannya
sehingga terjadi stres oksidatif. Adanya radikal bebas yang tinggi dalam tubuh
dapat menimbulkan berbagai penyakit seperti gangguan neurodegenerative
(Parkinson, Alzheimer, sklerosis), penyakit kardiovaskuler (penyakit jantung,
hipertensi), gangguan paru, penyakit penuaan, penyakit autoimun, diabetes,

penyakit hati, tumor dan kanker (Musarofah, 2015).

Timbulnya penyakit tersebut diakibatkan karena ROS merupakan mediator
dari kerusakan struktur sel, termasuk membrane protein, DNA dan lipid. Reaksi
radikal hidroksil pada lemak tidak jenuh akan membuat golongan radikal yang
merusak sel dengan cepat. Reaksi radikal dengan protein dapat menimbulkan
reaksi oksidasi rantai asam amino dan denaturasi pada protein sekitar. Adanya
oksidasi DNA dapat menimbulkan untaian DNA terputus dan menghasilkan basa

yang teroksidasi (Alessio, 2006; Oliveira, 2010).
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2.3.2 Antioksidan

2.3.2.1 Definisi Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat melindungi sel dari reaktifitas
radikal bebas oksigen reaktif (ROS) dengan cara memberikan elektron pada
senyawa oksidan (pengikatan oksigen dan pelepasan hidrogen (Winarsi, 2014;

Musarofah, 2015).

2.3.2.2 Macam — macam Antioksidan

1. Antioksidan Primer (Antioksidant Endogenous)

Antioksidan Primer sering disebut juga dengan antioksidan enzimatis yang
berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas baru dengan cara
mengubah radikal bebas menjadi molekul yang kurang reaktif. Adapun
yang termasuk antioksidan primer adalah enzim superoksida dismutase
(SOD), katalase, dan glutation peroksida (GSH-Px). Mekanisme kerja
enzim ini dengan memutus reaksi berantai (polimerasi) dan mengubahnya
menjadi molekul yang lebih stabil. Aktifitas enzim ini dipengaruhi oleh
mineral seperti seng (Zn), tembaga (Cu), mangan (Mn) yang terkandung

dalam makanan dan minuman (Musarofah, 2015).

Tabel 2.1 Macam — macam Enzim Antioksidan (Rodrigo, 2009)

Enzim Antioksidan Nama Kimia Penangkap Karakteristik
Agen Oksidan
SOD Superoksida Oz Mengurangi senyawa reaktif
dismutase (H202) dan mengkatalisis
Oz menjadi Oz

GSH-PX Glutation H202 Mengkatalisis molekul
peroksidase oksigen dan H202 menjadi

air
CAT Katalase H202 Mengkatalisis molekul
oksigen dan H202 menijadi

air
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Superoksida dismutase (SOD) merupakan enzim antioksidan pertama
pada pertahanan tubuh terhadap ROS yang bekerja untuk mengkatalisis
radikal superoksida menjadi oksigen dan hidrogen peroksida. Radikal
superoksida dapat mengalami dismutase spontan walaupun tanpa adanya
SOD yang akan mengubah menjadi H20,, namun kecepatan dismutase
akan lebih cepat 1000 kali dengan SOD dibandingkan dismutase spontan

(Widiyanti, 2014).

. Antioksidan Sekunder (Antioksidant Eksogenous)

Antioksidan sekunder sering disebut juga antioksidan non enzimatis yang
berfungsi mencegah terjadi reaksi berantai dan menangkap radikal bebas
sehingga tidak menimbulkan kerusakan yang besar. Antioksidan sekunder
termasuk dalam pertahanan preventif dengan komponen nutrisi dan non
nutrisi. Antioksidan sekunder meliputi brtakaroten, vitamin C, vitamin E,
flavon, katekin, asam lipoat, flavonoid, isoflavon, antosianin dan isokatekin

yang diperoleh dari buah-buahan dan sayuran (Musarofah, 2015).

. Antioksidan Tersier

Antioksidan tersier adalah 'senyawa yang memiliki kemampuan
memperbaiki sel dan jaringan yang telah rusak akibat serangan radikal
bebas seperti perubahan radikal lipid menjadi bentuk yang lebih stabil.
Mekanisme - kerja enzim ini dengan mencegah terjadinya reaksi
autooksidasi minyak dan lemak. Penambahan antioksiden tersier akan
mencegah reaksi oksidasi pada tahapan inisiasi dan propagansi.

Inisiasi R*+ AH - RH + A*

Radikal lipid
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Propagansi : ROO*+ AH - ROOH + A*

Reaksi penghambat antioksidan primer terhadap radikal
lipid
Terbentuknya radikal antioksidan (A*) pada reaksi tersebut bersifat lebih

stabil dan tidak mampu bereaksi dengan molekul lipid lain sehingga tidak

terbentul radikal lipid baru (Musarofah, 2015).

2.4 Peroksida Lipid dan MDA

Peroksida lipid merupakan reaksi secara berantai dan terjadi selama stres
okdidatif sehingga akan terbentuk senyawa aktif seperti propanedial dan
4-hyrdoxynonenal (HNE) yang dapat mengakibatkan kerusakan sel. Peroksida
lipid terjadi pada setiap spesies kimia yang mampu mengambil atom hidrogen dari
asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) yang terdapat pada membran sel. Peroksida
lipid dari asam lemak tidak jenuh ganda akan mudah terurai dan membentuk

senyawa kompleks seperti malondialdehid (MDA) (Singh et al., 2014).

Malondialdehid (MDA) merupakan senyawa dengan tiga karbon, aldehid
yang dihasilkan oleh mekanisme berbeda dengan berat molekul rendah. Proses

pembentukan MDA ditunjukkan pada gambar 2.7
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Gambar 2.7. Skema pembentukan MDA melalui asam lemak tak jenuh ganda
(Grotto et al., 2009)

2.5 Pegagan (Centella Asiatica)
2.5.1 Kilasifikasi pegagan

Pegagan (Centella asiatica) atau Gotu Kola merupakan tanaman di daerah
tropis dan subtropis . Tanaman ini salah satu tumbuhan herbal yang digunakan
dalam pengobatan tradisional. Pegagan tumbuh di Indonesia pada daerah tropis,
di dataran rendah (ketinggian 2500m di atas permukaan laut) serta tempat yang
lembab dan subur seperti tepi parit, tegalan padang rumput dan bebatuan (BPOM
RI, 2009). Sekarang ini pemanfaatan pegagan di bidang farmakologi berkembang

dengan pesat (Damaiyani.J & Metusala.D, 2011).

Berdasarkan Jahan et al., (2011) pegagan (centella asiatica)

diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom . Eukaryota

Subkingdom : Embryophyta

Deuvisi :Spermatophyta
Subdevisi . ~Angiospermae

Kelas :Dicotyledoneae
Subkelas Rosidae

Superorder . Aralianae

Order . Arariales (Umbelliflorae)
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Family . Apiaceae or umbelliferae
Subfamily " Hydrocityle

Genus . Centella

Spesies : Centella asiatica

2.5.2 Morfologi Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan (centella asiatica) dengan tinggi tanaman sekitar 5,39 cm- 13,3
cm, bentuk batang beruas dan lunak sera menjalar hingga 1 meter. Setiap ruas
tumbuh akar dan daun dengan panjang tangkai 5-15 cm serta akar yang berwarma
putih. Akar berbentuk rimpang dengan banyak stolon dan berkelompok dan
merayap hingga dapat menutupi tanah. Daun berwarna hijau dan bentuk daun
bulat seperti ginjal pada manusia, bundar dengan garis tengah 1-7 cm dan lebar
serta pada tepi daun bergerigi. Pada permukaan daun dan bagian punggung licin.
Jumlah daun pada tanaman induk 5-8 helai sedangkan pada anaknya berjumlah

2-5 helai.

Bunga pegagan berbentuk bunga majemuk dengan ukuran yang sangat
kecil. Bentuk bunga cukung, bundar lonjong dan meruncing pada bagian ujung.
Kelopak bunga tidak bercuping dan jumlah bunya pada umumnya terdiri 3-5 buah.
Buah pegagan berukuran kecil berbentuk lonjong atau pipih, panjang buah 2-2,5
mm dan lebar 7 mm, baunya wangi, menggantung, kulitnya keras, berlekuk dua,
berusuk jelas, berwarna kuning kecoklatan dan rasa yang pahit (BPOM RI, 2010;

Chandrika & Kumarab, 2015).
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Gambar 2.8 Tanaman pegagan (centella asiatica)
A. Morfotipe pegagan (centella asiatica) ; B. Tanaman pegagan
beserta bagian-bagiannya; C. Daun dan batang; D. Bunga
pegagan (Chandrika & Kumarab, 2015).

2.5.3 Kandungan Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan mengandung beberapa fitokimia yang bermanfaat seperti
triterpeneoid, karatenoid, glikosida, flavonoid, alkaloid dan minyak atsiri
(Chandrika & Kumarab, 2015). Komponen utama dan terpenting dari pegagan
adalah triterpene saponin. Kualitas triterpenoid dipengaruhi oleh lokasi dan
lingkungan dimana pegagan tersebut tumbuh (James & Dubery, 2009). Zat aktif

triterpene saponin dalam pegagan ditunjukkan pada tabel 2.2 berikut ini :

Tabel 2.2 Kandungan Triterpene dari Centella Asiatica (Hashim et al., 2011)

Jenis Triterpene Waktu Retensi (min) Konsentrasi treiterpene
dalam ekstrak centella
asiatica (mg/mL)

Madecassoside 6,313 3,10 + 4,58
Asiaticoside 7,997 1,97 + 2,65
Asam Madecassic 12,199 0,55 + 2,99
Asam Asiatica 13,573 0,55 +0,89
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Centella asiatica mengandung makronutrien, mikronutrien, protein dan
vitamin seperti tiamin, karoten, dan asam askorbat. Komposisi zat gizi dalam

centella asiatica sebagai berikut :
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Tabel 2.3 Kandungan Zat Gizi Pegagan (Centella asiatica) per 100 gram
(Hashim et al., 2011; Joshi & Chaturvedi, 2013)

Kandungan Zat Gizi Jumlah
Kalori 37kkal
Makronutrien
Karbohidrat 6,7 %
Protein 2%
Air 87,7 %
Serat 1,6 %
Lemak 0,2%
Mineral
Kalium 391 mg
Kalsium 171 mg
Natrium 21 mg
Phosphor 32 mg
Magnesium 87 mg
Sodium 5,6 mg
Zat besi 5,6 mg
Vitamin
B- Carotein 3,9 mg
Vitamin C (Asam ascorbic) 48,5 mg

Vitamin A 0,44 mg
Vitamin B1 (Thiamin) 0,09 mg
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,19

Beberapa manfaat pegagan (centella asiatica) bagi kesehatan tubuh yaitu:

I Vitamin B3 (Niasin) 0,1 mg
2.5.4 Manfaat Pegagan (Centella asiatica)
l 1. Antioksidan

Terbentuknya radikal bebas dapat dikarenakan paparan bahan toksik.
Sistem antioksidan pada organisme aerobik berfungsi melindungi sel dari

kerusakan oksidatif oleh oksigen akibat metabolism oksigen (Pitella

et al.,2009). Pegagan (centella asiatica) mengandung triterpen yang tinggi

BRAWIJAYA

sehingga dapat sebagai antioksidan dan penyembuh luka (Rahman et al.,
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2013). Aktivitas antioksidan pegagan (centella asiatica) sebesar 84%
dibandingkan vitamin C (88%) dan pada ekstrak biji anggur (83%). Selain
triterpenoid, flavonoid yang terkandung dalam pegagan (centella asiatica)
juga berperan sebagai antioksidan penting (Chandrika & Kumarab, 2015).
Antioksidan pada pegagan (centella asiatica) bekerja dengan cara aktivitas
radikal bebas superokside (84,4%), aktivitas scavenging radikal bebas
(92,7%), dan menghambat peroksidasi asam linoleat (98,2%) (Vimala et

al., 2003; Sugunabai & Karpagam, 2015).

. Anti Inflamasi

Penelitian yang dilakukan Li et al. (2009) dengan pemberian madekasosida
dengan dosis 3,0 dan 30 mg/kg/BB pada mencit yang telah diinduksi
kolagen sapi. Hasil penelitian tersebut menunjukkan hasil efek anti
inflamasi yaitu dengan terhambatnya proliferasi sel limfosit, mengurangi
produksi prostaglandin dan ekspresi enzim sikloogsigenase yang berperan
dalam proses inflamsi, penurunan interleukin (IL) 6 dan tumuor necrosis
factor (TNF-a) serta ukuran sel lebih kecil dibandingkan jaringan yang tidak
mendapatkan madekasosida.

Kardioprotektif

Senyawa aktif yang berperan sebagai kardioprotektif adalah asiaticoside
dan asam arjunolat. Senyawa aktif tersebut dapat mengurangi kadar enzim
glutamate piruvat transaminase, glutamat oksaloasetat transaminase,
laktat dehidrogenase dan keratin posfokinase. Enzim-enzim inilah sebagai
marker diagnostic dari disfungsi jantung (Gnanapragasam et al., 2004).
Neuroprotektif

Berdasarkan penelitian Xu,L etal. (2013) dengan pemberian maecasoside
dari pagagan (centella asiatica) pada tikus yang diinduksi MPTP sehingga

mengalami disfungsi lokomotor dapat meningkatkan dopamine pada
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2.6

2.6.1

striatum, penurunan malonedealdehida (MDA) peningkatan GSH dan
BDNF. Selain efek antioksidan centella asiatica memiliki peranan untuk
melindungi neuron dopaminergik melalui peningkatan neurotropin seperti
BDNF. Ekstrak daun centella asiatica menunjukkan neuroproteksi melalui
jalur BDNF yang berkontribusi besar untuk melindungi neuron dopamine
dan konservasi dopamine (Khotimah et al., 2015). Uji efektifitas ekstrak
centella asiatica menunjukkan dapat memperbaiki aktivitas lokomotor dan
meningkatkan ekspresi tirosin hidroksilase pada zebrafish yang telah
dipapar rotenon. Rotenon secara selektif merusak neuron dopaminnergik
yang dapat mengakibatkan penyakit Parkinson (Hanum et al., 2016).

Manfaat lain dari centella asiatica adalah anticemas, penyakit vaskuler,
anti dabetes, anti protozoa dan mengurangi retardasi mental (Jamil et al.,
2007). Kegunaan lain dari centella asiatica sebagai anti-ageing, anti
jerawat, anti selulit, mengurangi stretch marks dan mencegah Kkulit

kemerahan serta iritasi (Jamer et al., 2009).

Zebrafish (Danio rerio)

Karakteristik Zebrafish

Zebrafish adalah ikan di air tawar yang berasal dari sungai India dan Nepal.

Penyebaran zebrafish sampai ke daerah Asia Tenggara dan Amerika (Spance,

2008). Klasifikasi zebrafish diperlihatkan pada tabel 2.4

Tabel 2.4 Klasifikasi Zebrafish (Danio rerio) (Richard, 2011)

Taksonomi Nama
Kingdom Animal

Filum Chordota
Kelas Actynoptergii
Ordo Cypriniformes
Family Cyprinidae
Subfamily Rasborine
Genus Brachydanio

Spesies Brachydanio rerio
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Zebrafish hidup secara berkelompok dengan rentang hidup antara 2-3
tahun bahkan ada yang sampai 5 tahun dalam perawatan dan pemeliharaan yang
baik. Zebrafish dewasa pada saat berusia 90 dpf dengan rata-rata panjang badan
2 — 3 cm sedangkan pada usia 2 -3 tahun panjang badan mencapai 4-5 cm
(Richard, 2011). Pada zebrafish dewasa memiliki garis-garis putih dan hitam/biru
yang horizontal mulai dari sirip sampai ekor (caudal fin) sehingga tampak seperti
zebra. Terdapat perbedaan bentuk tubuh zebrafish jantan dan betina, pada jantan
memiliki bentuk tubuh yang memanjang dengan garis-garis warna biru dan emas
terutama pada sirip dubur jantan. Zebrafish betina memiliki tubuh yang lebih besar
(perut lebih besar), bagian perut berwana putih, dan terdapat garis-garis perak

pada sisi tubuh (Aoyama et al., 2015).

Gambar 2.9 Perbedaan Zebrafish Jantan dan Betina (Aoyama et al., 2015).
A. Zebrafish jantan
B. Zebrafish betina

2.6.2 Perkembangan Zebrafish
Zebrafish berkembang biak dengan bertelur, ikan betina mampu
menghasilkan telur rata-rata 2-3 hari sebanyak 200 telur. Zebrafish memiliki siklus

gelap terang (10:14) dalam berkembang biak (Sharif, 2014). Proses pembuahan
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telur terjadi di luar tubuh sehingga tergantung kemampuan ikan jantan untuk
membuahinya (Richard, 2011). Perkembangan zebrafish dari telur sampai
embriogenesis melalui tahapan pembelahan sel (cleavage), blastula, gastrula,
segmentasi - pharingula dan periode menetas (hatching). Dikatakan embrio
zebrafish yaitu sejak berbentuk telur sampai menetas (hatching) pada usia 72 hpf
(Kimmel et al., 1995).

Post embryonic = development adalah periode pertumbuhan dan
perkembangan dari bentuk tubuh serta morfogenesis menuju zebrafish dewasa
setelah embriogenesis. Pertumbuhan dan perkembangan ini diawali dari larva.
Larva adalah fase dimana zebrafish diantara embrio dan juvenile, sedangkan
juvenile adalah usia 4 minggu post fertilisasi sampai 6-12 minggu post fertilisasi.
Pada periode ini karakteristik sama dengan dewasa yaitu lipatan pada sirip larva
sudah menghilang namun maturitas seksual belum terjadi. Zebrafish dewasa
adalah ikan yang sudah mampu memproduksi gamet dan telah menunjukkan
karateristik seksual sekunder saat kawin (Parichy, 2011). Tahapan perkembangan
zebrafish ditunjukkan pada tabel 2.5 sebagai berikut :

Tabel 2.5 Perkembangan Zebrafish (Kimmel et al., 1995)

Periode Usia Panjang Keterangan
Badan
Zigot 0 hpf Telur yang dibuahi
dan akan segera
menyelesaikan- siklus
zygote yang pertama

Pembelahan 3/4 Terjadi pembelahan 2
(Clevage) hpf sel hingga 7 sel
dengan cepat dan

serempak
Blastula 2Y Fase cepat, siklus
hpf pembelahan sel

matasinkronous
(8,9), epiboly mulai
terbentuk dan
berubahnya
blastokist menjadi ) ;
blastoderm

Gastrula 51, Sudah terbentuknya Q C) O Q

hpf epiboly dengan : A 4

GLom epiboly 907 episoly Bud stage Z-50Mite
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w sempurna. Terbentuk

S primary germ  cell,

- embrionik  axis dan

i tail bud

o~ Segmantasi 10 hpf 0,9 - 1,6 Terbentuk

o mm lengkungan faring

—— promordia,

8 perkembangan D—
= neuron, terjadi tahap = el
it organogenesis serta . rrmemns  wmmemes | zeemus

adanya gerakan awal
pada bagian ekor

Faringula 24hpf 19-2,9 Tahap philotipic
mm embrio, sumbu tubuh
lurus dari lengkung

yolksack, sudah
terbentuk  sirkulasi
dan sirip

Hatching 48 hpf 3,1-3,5 Sistem organ

mm terbentuk sempurna,

sirip.  pectoral dan
kartilago kepala a8-hour
terjadi
perkembangan
dalam persiapan
penetasan

Fase Early Larva

LarvaMuda 3dpf 35mm  Embrio keluar dari
korion, dapat & =
berenang  aktif
mampu bergerak
menjauh jika disentuh

5dpf = 3,9 mm  Sudah memiliki 6 gigi
dan aktif makan

7dpf 4,5mm  Sudah memiliki 8 gigi
dan tulang rawan di
belakang sudah
tumbuh
Mild Larva 14 dpf 6,2 mm  Sudah memiliki 10
gigi, neuron _ dan
syaraf terbentuk
sempurna
21 dpf 7-7,78 Tulang faringeal
mm dorsal dan tunas sirip
anal terbentuk
Juvenile 30dpf 9-10mm Sudah memiliki 12
gigi, terdapat
pigmentasi dan garis-
45 dpf 12,5-14  garis pada tubuh
mm
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Gambar 2.10 Larva dan dewasa zebrafish (Santoriello et al., 2012)
(A) Larva zebrafish pada usia 3-5 dpf beserta panjang badan dan
organ. (B) Ikan zebrafish beserta organ dan panjang badan

Menurut Sorribes et al., (2013) usia pada zebrafish dapat dianalogikan
pada usia manusia berdasarkan ontogeni siklus bangun tidur. Usia 3 dpf, 6 dpf,
dan 9 dpf analog dengan usia bayi baru lahir, 2 tahun, dan 8 tahun pada manusia.
2.6.3 Zebrafish sebagai Model Penelitian

Zebrafish (Denio rerio) merupakan ikan vertebrata kecil yang disukai
menjadi hewan model dalam penelitian. Penelitian . yang mempelajari toksikologi,
proses pertumbuhan dan perkembangan serta penyakit yang terdapat pada
manusia. Adapun alas an zebrafish digunakan sebagai hewan coba adalah :

1. Memiliki kesamaan genetik dengan manusia dimana sekitar 70% gen
penyakit manusia homolog dengan zebrafish (Santoriello et al., 2012).
Berdasarkan penelitian Barbazuk et al. (2000), hasil analisa dari Expressed
Sequence Tags (ESTs) 80% gen antara manusia dan zebrafish saling

berhubugan dan 56% gen meiliki segmen yang homolog.
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Memiliki ukuran yang kecil sehingga mudah dalam pemeliharaan dan
perawatan dalam jumlah yang besar serta memerlukan biaya yang murah
dalam perawatannya.

Kemampuan zebrafish dalam berkembang biak yang tinggi dan dapat
menghasilkan telur sebanyak 200 — 300 perminggu (Richard, 2011).
Proses embryogenesisi yang cepat dan transparan pada usia embrio
sampai dewasa awal sehingga perkembangan zebrafish mudah diamati.
Genom pada zebrafish mudah dimanipulasi karena fertilisasi dilakukan di

luar tubuh ikan (Padilla et al., 2012).
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BAB 3

KERANGKA TEORI DAN KONSEP PENELITIAN
3.1 Kerangka Teori
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Gambar 3.1 Kerangka Teori
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Pertumbuhan dipengaruhi oleh dua faktor yaitu faktor internal dan faktor
eksternal. Genetik dan lingkungan berpengaruh terhadap tumbuh kembang,
terutama pertumbuhan fisik khususnya panjang badan. Faktor lingkungan dalam
kehidupan sehari-hari dapat dilihat dalam penggunaan bahan toksik seperti
pestisida (rotenon).

Mekanisme kerja rotenon di dalam sel adalah menghambat kompleks |
mitokondria yang menyebabkan produksi ROS meningkat sehingga memicu
terjadinya stres oksidatif dan inflamasi yang di mediatori IL-6 sebagai pro-inflamasi
dan IL-10 sebagai antiinflamasi. Hal tersebut dapat menghambat kerja mediator
pertumbuhan vyaitu IGF-1 sehingga dapat mengakibatkan down regulation.
Gangguan pada IGF-1 mempengaruhi proses osifikasi tulang baik tulang rawan
ataupun tulang keras.

Konsentrasi ROS yang tinggi akan menghambat antioksidan endogen
seperti Superokside dismutase (SOD) dan catalase. Penurunan kadar SOD dan
catalase akan mengakibatkan sistem pertahanan antioksidan terganggu sehingga
terjadi penurunan aktivitas antioksidan SOD dalam mendismutase radikal
superoksida menjadi hidrogen peroksida dan antioksidan catalase yang
mengkatalisis hidrogen peroksida menjadi air dan udara. Hal ini menyebabkan
peningkatan jumlah superoksida dan hidroksil yang akan mengalami peroksida
lipid sehingga akan membentuk senyawa kompleks Malondialdehid (MDA).
Ketidakseimbangan antara ROS (prooksidan) dan antioksidan dapat
mengakibatkan kerusakan sel sehingga terjadi gangguan pertumbuhan panjang

badan yang akan berpengaruh terjadinya stunting.
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Faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
salah satunya adalah penggunaan pestisida (rotenon). Mekanisme kerja rotenone
menghambat kpmplek | motokondria sehingga kemampuan oksidatif fosforilasi
menurun dan sintesis ATP terhambat ( EPA, 2007; Turner, 2007). Komplek |
berperan sebagai regulasi ROS dan menentukan efisiensi dari produksi ATP. oleh
mitokondria. Gangguan pada aktivitas ini menimbulkan penurunan produksi ATP
oleh sel dan meningkatnya ROS, hal ini dapat menyebabkan terjadinya stress
oksidatif.

Konsentrasi ROS yang berlebihan dalam mitokondria akan menghambat
antioksidan endogen seperti Superokside dismutase (SOD). Penurunan kadar
SOD akan mengakibatkan sistem pertahanan antioksidan tidak dapat mengkatalis
radikal superoksida menjadi hidrogen peroksida, sehingga terjadi peningkatan
jumlah superoksida dan hidroksil yang akan mengalami peroksida lipid dan akan
membentuk senyawa kompleks Malondialdehid (MDA). Ketidakseimbangan
antara ROS (prooksidan) dan antioksidan menyebabkan stres oksidatif yang
berasosiasi dengan terjadinya kerusakan sel sehingga terjadi gangguan
pertumbuhan, dalam hal ini pertumbuhan panjang badan yang akan bepengaruh
terhadap terjadinya stunting.

Centella asiatica mengandung triterpenoid yang tinggi memiliki  efek
sebagai antioksidan, antiinflamasi dan nutrisi. Triterpenoid memiliki mekanisme
penangkapan radikal bebas dan memiliki aktivitas menghambat terjadinya reaksi
oksidasi serta menghambat pembentukan ROS (Salamah, 2014). Penambahan
antioksidan dari luar dapat meningkatkan kadar SOD dan radikal superoksida
dapat mengalami dismutase dengan bantuan SOD membentuk H,O; pada semua
sel anaerob dengan melibatkan transfer satu. atau dua elektron. Centella asiatica
sebagai penurun ROS dapat mencegah terjadinya stres oksidatif dan kerusakan

sel sehingga pertumbuhan pada balita dapat berjalan secara normal, khususnya
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panjang badan/tinggi badan sesuai dengan umur dan kejadian stunting dapat
dicegah.
3.3 Hipotesis
Hipotesis utama penelitian ini adalah :” Ekstrak etanol pegagan (Centella
asiatica) pre sampai post hatching dapat meningkatkan panjang badan, kadar
superoksida dismutase dan menurunkan kadar malondialdehid larva zebrafish
stunting yang diinduksi rotenon”.
Sub hipotesis dari penelitian ini adalah :
1. Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
meningkatkan panjang badan larva zebrafish stunting diusia 144 hours

post fertilization (hpf)/ 6 dpf.

2. Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
meningkatkan kadar superoxide dismutase (SOD) larva zebrafish stunting

diusia 144 hpf/ 6 dpf.

3.  Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
menurunkan kadar malondialdehid (MDA) larva zebrafish stunting diusia

144 hpf/ 6 dpf.

sampai post hatching terhadap panjang badan, kadar SOD, dan kadar

MDA larva zebrafish stunting.

H 4.  Ada hubungan antara ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre
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BAB 4
METODE PENELITIAN

Pada penelitian ini, pertama-tama yang dilakukan adalah membuat model stunting
larva zebrafish yang diinduksi rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb. Larva
zebrafish dikatakan stunting jika panjang badan kurang -2 standart deviasi
dibandingkan dengan kontrol dan tidak memiliki kelainan kongenital ( De Onis et
al., 2012). Usia zebrafish dapat dianalogikan dengan usia manusia yaitu usia larva
144 hours post fertilization (hpf) /6 day post fertilization (dpf) setara dengan usia
anak 2 tahun (Sorribes et al., 2013). Langkah kedua yang dilakukan adalah
pemberian pegagan konsentrasi 5 pug/mL bersamaan dengan paparan rotenon
untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol pegagan terhadap mekanisme stunting

pada larva zebrafish.
4.1 Jenis dan Desain Penelitian

Jenis Penelitian ini adalah eksperimen murni (true experiment) dan
menggunakan post test control group design dengan memberikan perlakuan pada
larva zebrafish. Dalam desain penelitian terdiri dari kelompok perlakuan dan
kontrol dengan penentuan sampel pada setiap kelompok dilakukan secara acak.
Larva zebrafish sebagai subyek penelitian diikuti perkembangannya dari O hour

post fertilizasation (hpf) sampai 144 hpf.

4.2 Populasi dan Sampel

4.2.1 Populasi Penelitian

Pada penelitian ini, populasinya adalah embrio — larva zebrafish dengan
usia 0= 144 hpf yang merupakan hasil fertilisasi induk betina dan jantan zebrafish
wild type dengan perbandingan 2 betina dan 1 jantan. Zebrafish indukkan

(dewasa) dipelihara dan dibiakkan di Laboratorium Farmakologi Fakultas
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Kedokteran Universitas Brawijaya. Adapun ciri zebrafish yang digunakan sebagai
hewan coba adalah memiliki strip horizontal berwarna biru tua kehitaman dan
memiliki warna dasar perak. Hewan coba ini telah diuji dan diidentifikasi di
Laboratorium Hidrologi Fakultas Ilmu Perikanan dan Kelautan Universitas

Brawijaya (Khotimah et al., 2015)

4.2.2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah embrio - larva zebrafish yang berusia
0-144 hpf. Pengambilan sampel penelitian dilakukan secara random alokasi.
Sampel penelitian terdiri dari 5 kelompok dengan jumlah sampel yang diambil
sebanyak 20-30 embrio pada masing-masing kelompok dan dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali (triplicate) sehingga jumlah embrio yang digunakan
sebesar 300 embrio (Lucitt et al., 2008). Adapun kelima kelompok sampel

penelitian terdiri dari:

1. Kontrol (K) adalah embrio zebrafish yang tidak diberikan rotenon dan
ekstrak etanol pegagan hanya mendapatkan medium embrionik.

2. Rotenon (R) adalah embrio zebrafish yang diberikan rotenon konsentrasi
12,5 ppb.

3. Perlakukan 1 (P1) adalah embrio zebrafish yang diberikan rotenon
konsentrasi 12,5 ppb dan ektrak etanol pegagan konsentrasi 5 ug/mL sejak
2 hpf sampai 96 hpf (4 dpf).

4. Perlakuan 2 (P2) adalah embrio zebrafish yang diberikan rotenon
konsentrasi 12,5 ppb dan ektrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/mL sejak
2 hpf sampai 120 hpf (5 dpf).

5. Perlakuan 3 (P3) adalah embrio zebrafish yang diberikan rotenon
konsentrasi 12,5 ppb dan ektrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/mL sejak

2 hpf sampai 144 hpf (6 dpf).
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4.3

Kriteria Inklusi dan Ekslusi

Embrio yang digunakan untuk penelitian ini telah memenuhi kriteria inklusi

dan eksklusi sebagai berikut :

1. Kriteria Inklusi

4.4

4.4.1

4.4.2

Embrio zebrafish berusia 0-2 hpf yang berwarna bening transparan dan
tidak adanya jamur saat dilihat menggunakan mikroskop yang tersambung

dengan software optilab.

. Kriteria Ekslusi

Embrio zebrafish berwarna putih dan tidak dibuahi, lengket dengan telur
yang lain, berjamur dan hatching sebelum berusia 72 hpf (3 dpf) serta

embrio yang mati atau cacat sebelum berakhirnya penelitian.

Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat Penelitian

Pemeliharaan zebrafish, embrio zebrafish, pembuatan larutan rotenon,
larutan embrionik, pembuatan ektrak etananol pegagan (centella asiatica),
pengukuran panjang badan dilakukan di Laboratorium Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

Pemeriksaan kadar SOD dan MDA dilakukan Laboratorium Biomedik

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

Waktu Penelitian

Penelitian ini berlangsung sejak bulan Desember 2017 sampai dengan

Februari 2018.
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Variaberl Penelitian

. Variabel Independent (Bebas)

Variabel independent dalam penelitian ini adalah pemberian akstrak etanol
pegagan (centella asiatica).

Variabel Dependent (Terikat)

Variabel dependent dalam penelitian ini adalah panjang badan, rasio
panjang kepala dan badan, kadar SOD dan kadar MDA.

Variabel Kendali

Variabel kendali dalam penelitian ini adalah konsentrasi  rotenon,
konsentrasi ekstrak etanol pegagan, medium embrionik, kebersihan well

plate, suhu 28°C + 1°C, pakan ikan, air filtrasi.

Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini dapat dilihat pada table 4.1 :

Tabel 4.1 Definisi Operasional

Variabel

Definisi Operasional Hasil Ukur Skala Data

Kriteria Stunting

Kriteria ~ yang = berdasarkan < -2 Standart Ratio
dengan ketentuan panjang Deviasi

badan sesuai umur < -2 SD

dengan confidence coefficient

sebesar 95%

Panjang
Larva Zebrafish

Badan Pengukuran panjang badan Ratio
dari moncong mulut (snhout)
sampai pangkal sirip ekor
(caudal fin)-pada usia 3, 4, 5,
dan 6 dpf. Larva zebrafish yang
diletakkan pada obyek glass
dengan kondisi air minimal,
posisi larva lurus dan diam
kemudian diamati dengan
mikroskop stereometri
(Olympus SZ61) dan dilakukan
pengambilan gambar
menggunakan optilab versi 2.0.
Pengukuran panjang badan
menggunakan software

Immage Raster versi 3.

Panjang badan
dalam millimeter
(mm)

Rasio

<
=
2

Kepala
Panjang Badan

Panjang PK: PB Ratio

dan

Pengukuran = rasio  panjang
kepala dan panjang badan
larva zebrafish dengan cara
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menghitung panjang badan dan
panjang kepala yang diukur
dari snout sampai operculum
kemudian dibandingkan untuk
melihat proporsi panjang badan
larva pada usia 3, 4, 5, dan 6

-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

dpf.
Ekstrak Etanol Waktu dalam pemberian Ada lima Ratio
Pegagan pegagan dengan konsentrasi 5 kelompok
(Centella asiatica) ug/mL pada setiap kelompok perlakuan yang
pada masa pre terdiri dari
sampai dengan kontrol (K),
post hatching Rotenon (R),
Rotenon +
Pegagan 4
dpf(P1),
Rotenon +
Pegagan 5 dpf
(P2), dan
Rotenon +
Pegagan 6 dpf
(P3)
Kadar Superoxde = SOD merupakan enzim ng/m Ratio

Dismutase (SOD) antioksidan — endogen pada L
larva zebrafish yang diberikan
ekstraksi  etanol  pegagan.
Larva diterminasi pada 6 dpf
dan kadar SOD diukur dengan

metode Elisa kit merk

BioAssay Technology.
Kadar MDA merupakan produk dari nmol Ratio
Malondialdehid proses - peroksida lipid dan /mL
(MDA) merupakan = marker  untuk

mengetahui stress - oksidatif
dalam larva zebrafish. Larva
diterminasi pada 6 dpf dan
kadar MDA diukur dengan
metode Elisa Kit merk
BioAssay Technology.

l 4.7 Alat dan Bahan Penelitian

1. Pemeliharaan zebrafish dan memperoleh telur
Alat : alat pH meter, jaring, penyaring air (filtrasi), aerasi, aquarium 60 liter,
kotak plastik tempat penangkaran telur, tanaman/ bunga plastik hias,
pompa air, inkubator dengan suhu 28° C + 10 C, well plate dengan 6
sumuran, pipet plastik, mikropipet dan tip (Blue dan Yellow) laptop (dengan

software Optilab dan Image Raster), kamera digital, sentrifugasi dingin

BRAWIJAYA

4°C,mikroskop, alat gerus (homogenizer), lampu aquarium.
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Bahan : pakan ikan (tetramint), air aqua dan fish All.

Pembuatan ekstrak etanol pegagan

Alat : gelas ukur, corong Buchner , pipet tetes, rotary evaporator untuk
menguapkan pelarut etanol dan mengentalkan ekstrak, gunting, kertas
saring, benang penngikat, spatel dan pinset, erlenmeyer, oven, pompa air,
water bath, selang pompa air, blender, botol hasil ekstraksi, pompa
vacuum, mortar dan stamfer, alumunium foil, plat tetes, vial dan timbangan
analitik.

Bahan : simplisia pegagan dan larutan etanol.

Pembuatan medium embrionik

Alat : tabuk reaksi 500 ml, timbangan digital, kertas saring, dan sendok
pengaduk.

Bahan : untuk medium embrionik 200 ml adalah CaCl 0,08 gr, KCI 0,06 gr,
NaCl 2 gr, MgS0O4 3,2 gr dan aquades 200ml.

Pengukuran Panjang Badan dan Rasio Panjang Kepala dan Badan

Alat : objek glass, pipet plastik, mikroskop stereometri (Olympus SZ61),
Kamera Optilab Versi 2.0

Bahan : medium embrionik

Pengukuran kadar SOD

Alat : Rat Super Oxidase Dismutase Elisa Kit merk BioAssay Technology
( Cat.No EO0168Ra), tabung reaksi, mikropipet dan tip, evendoft, vortex,
sentrifuge, microplate reader, inkubator, ELISA reader

Bahan : Standart solution, standart diluent, Streptavidin HRP, larutan

substrat A dan B, washing buffer, antibodi anti rat SOD, stop solution.
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6. Pengukuran kadar MDA
Alat : Rat Malondialdehyd Elisa Kit merk BioAssay Technology ( Cat.No
EO0156Ra), evendoft, vortex, sentrifuge, mikropipet dan tip, ELISA reader,
inkubator.
Bahan : Standart solution, standart diluent, Streptavidin HRP, larutan

substrat A dan B, washing buffer, antibodi anti rat MDA, stop solution,

4.8 Prosedur Penelitian

4.8.1 Persipan Fertilisasi dan Perawatan Embrio

Zebrafish dewasa jenis wild type dipelihara di laboratorium farmakologi
dalam aquarium yang berisi 60 liter air tawar dengan suhu 260 C — 28,50 C dan
pH air 6,8 sampai 7,5. Jumlah zebrafish dewasa untuk setiap aguarium berisi 25
sampai 30 ekor dengan perbandingan betina 2 dan jantan 1. Pengurasan dan
pembersihan aquarium dilakukan seminggu sekali dan spon penyaring (filtrasi)
diganti/ dibersihkan setiap 3 hari sekali. Untuk menjaga kebutuhan oksigen dalam
aquarium dipasang aerator. Untuk menghindari zebrafish stress lingkungan maka
pada bagian luar aquarium ditutupi dengan kertas manila. Pemberian makan pada

zebrafish dilakukan minimal 2 kali sehari berupa pakan ikan tetramin.

Persiapan peneluran dengan meletakkan kotak plastik (trap) untuk
menampung telur/ embrio zebrafish pada dasar aquarium dan letakkan
hiasan/bunga plastik di atas trap. Penatalaksanaan fertilisasi disesuaikan dengan
siklus gelap terang dengan perbadingan 10 jam kondisi gelap dan 14 jam dalam
kondisi terang, kemudian trap diangkat dan embrio dipindahkan ke dalam cawan
petri yang bersih untuk dibersihkan. Pembersihan embrio dilakukan dengan
membilas embrio menggunakan air aqua sehingga embrio bersih dari kotoran

dan jamur. Setelah embrio bersih dan telah diseleksi sesuai kriteria inklusi maka
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pindahkan embrio tersebut ke dalam well plate 6 sumuran yang telah berisi
medium embrionik 15 ml. Setiap well dimasukkan sebanyak 20 — 30 embrio

kemudian disimpan dalam inkubator dengan suhu 28° C + 1.

4.8.2 Pembuatan Medium Embrionik
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Menurut Avdesh et al. (2012) pembuatan medium embrionik 200 ml
dengan kepekatan 10 kali ~dengan cara semua bahan ditimbang dengan
timbangan digital sesuai takaran ( CaCl 0,08 gr; KCI 0,06 gr; NaCl 2 gr; MgS04
3,2 gr) dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian tambahkan aquades sampai
dengan 200 ml, selanjutnya aduk larutan tersebut hingga semua bahan larut.
Kemudian stok medium embrionik dimasukkan ke dalam botol, tutup botol dengan
rapat dan simpan dalam lemari es dengan suhu 2 — 8° C. Untuk menggunakan
stok medium embrionik tersebut medium mebrionik harus ditambahkan air aqua

dengan perbadingan medium embrionik dan air aqua adalah 1 : 9.
4.8.3 Pembuatan Larutan Rotenon

Rotenon (sigma R8875) dalam bentuk serbuk yang dilarutkan dengan
dimethyl sulfoxide 1% (DMSO) sehinggan diperoleh konsentrasi rotenon 2 X 103
Mg/L yang dan dijadikan sebagai stok (Khotimah et al., 2015). Untuk pembuatan
rotenon konsentrasi 12,5 ppb dan volume yang dibutuhkan 15 ml (5 ml x 3

sumuran) dengan menggunakan rumus sebagai berikut :

Vix M1 = VoX M2 Keterangan :
Vix2.108=15%x125 V1 “Volume awal
V1 = 93,75 ug/L M1 : Konsentrasi stok

V2 : Volume yang diinginkan

M2 : Konsentrasi akhir yang dinginkan
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Cara membuat rotenon konsentrasi 12,5 ppb yaitu ambil rotenon stok
dengan menggunakan mikropipet sebanyak 93,75 ug/L kemudian tambahkan air

filtrasi sampai dengan 15 ml.

4.8.4 Pembuatan Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)
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Pegagan yang diperoleh dari Materi medica Kota Batu akan dibuat
menjadi ekstrak pegagan dengan menggunakan etanol sebagai pelarut. Bagian
tanaman pegagan yang digunakan adalah bagian atas /berada di atas tanah,
sedangkan bagian akar dan stolon tidak digunakan (Khotimah et al., 2015).

Prosedur pembuatan ekstrak pegagan sebagai berikut :

1. Pegagan dicuci sampai bersih menggunakan air yang bersih, setelah
bersih dikeringkan dengan diangin-anginkan kemudian dipotong kecil-
kecil dan dimasukkan kedalam oven dengan suhu 40°C.

2. Pegagan yang telah di oven dihaluskan menggunakan blender lalu
disaring dengan kertas saring kemudian ditimbang serbuk pegagan
sebanyak 100 gram.

3. Serbuk pegagan dimasukkan ke dalam gelas erlenmeyer dan
ditambahkan larutan etanol 98 % sebanyak 900 ml kemudian dikocok
selama 30 menit hingga tercampur dan diamkan semalam (24 jam) sampai
mengendap.

4. Rendaman pegagan yang sudah dibiarkan semalam diambil lapisan
bagian atasnya (campuran etanol dan zat aktif) kemudian disaring
menggunakan corong buncher.

5. Proses evaporasi untuk memisahkan larutan etanol dan zat aktif
menggunakan rotary evaporator. Rendaman pegagan dimasukkan ke
dalam labu evaporasi 1 liter dan pasang pada evaporator. Mengisi air pada

water bath hingga penuh dan dipanaskan hingga suhu 70° C (sesuai titik
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didih pelarut). Proses ini berlangsung dalam waktu 1,5 sampai 2 jam untuk
satu labu (900 ml).
6. Hasil ekstraksi ditimbang dan diperoleh ekstrak pegagan sebanyak 10.99

gram , kemudian dimasukkan dalam botol plastik yang telah diberi label
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dan dilakukan penyimpanan dalam freezer.

4.8.,5 Pembuatan Larutan Pegagan (Centella asiatica)

Pembuatan larutan stok pegagan 1000 pg/mL (1 mg/mL) dengan
mengambil ekstrak pegagan sebanyak 100 mg kemudian tambahkan aquadest
sebanyak 10 ml. Dari stok pegagan tersebut diencerkan kembali untuk
mendapatkan konsentrasi ekstrak pegagan yang diinginkan. Pada penelitian ini
konsentrasi ekstrak pegagan yang diinginkan adalah 5 pug/mL, sehingga untuk

membuatnya dengan menggunakan rumus :

Vi1 X M = Vox M2 Keterangan :
Vi x 10000 ug/mL = 15 mL x 5 pg/mL V1 : Volume yang ditambahkan
M1 : Konsentrasi awal/ stok
Va SRE : wioLli i V2 : Volume akhir
1000 pg/mL
Vi = 0,075 mL= 75 pL M2 : Konsentrasi akhir

Berdasarkan hitungan di atas, maka untuk membuat larutan pegagan
konsentrasi 5 pg/mL dengan cara mengambil 75 pg/mL dari stok pegagan dan

ditambahan air filtrasi sampai dengan 15 mL.

4.8.6 Pemberian Larutan Rotenon dan Ekstrak Etanol Pegagan (Centella

asiatica)

Pemberian larutan rotenon dan ekstrak etanol pegagan diberikan

bersamaan dengan pembagian kelompok sebagai berikut :
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1. Rotenon (R)
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Larutan rotenon konsentrasi 12,5 ppb yang telah disiapkan dimasukkan

ke masing-masing well sebanyak 5 ml untuk setiap sumuran. Larutan
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rotenon ini diberikan saat usia embrio 2 hpf, 24 hpf, dan 48 hpf. Pada usia
72 hpf (3 dpf) embrio dibilas menggunakan medium embrionik sebanyak
1 kali untuk menghilangkan paparan rotenon. Larva yang telah hatching
letakkan di obyek glass untuk diamati dibawah mikroskop kemudian
diambil gambar pada usia 72 hpf -144 hpf (3-6 dpf). Medium embrionik
diganti setiap hari.
2. Rotenon dan pegagan (P1, P2, dan P3)

Pada kelompok perlakuan penelitian, pemberian larutan rotenon
konsentrasi 12,5 ppb dan ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/mL
diberikan bersamaan pada embrio zebrafish usia 2 hpf, 24 hpf dan 48 hpf.
Pada usia 72 hpf (3 dpf) embrio zebrafish dibilas dengan medium
embrionik sebanyak 1 kali untuk menghilangkan paparan rotenon. Lama

paparan rotenon dan ekstrak etanol pegagan ditunjukkan pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Pemberian Larutan Rotenon dan Ekstrak Etanol Pegagan

Kelompok | 2 hpf-72 hpf (3 dpf) | 96 hpf (4 dpf) | 120 hpf (5 dpf) | 144 hpf (6 dpf)

KN Embrionik Medium (EM)
Rotenon | Rotenon 12,5 ppb Embrionik Medium
P1 RO 12,5 (599 Pega/gan z Embrionik Medium
Pegagan 5 pug/mL ng/mL
P2 ROIETEN 12,3 (959 Pegagan 5 pg/mL EM
Pegagan 5 ug/mL
P3 Rotenon 12,5 ppb Pegagan 5 pg/mL

Pegagan 5 ug/mL
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4.8.7 Pengukuran Panjang Badan

Pengukuran panjang badan dilakukan pada usia larva zebrafish 72 hpf -
144 hpf (3-6 dpf). Larva dipindahkan di obyek glass dan diamati serta difoto

dengan mikroskop Olympus SZ61 yang sudah terhubung dengan kamera Optilab.
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Panjang badan diukur dengan software Image Raster versi 3 yang telah
dikalibrasi. Panjang badan larva diukur mulai dari moncong mulut (snout) sampai

sirip ekor (caudal fin) (Spence et al., 2008).
4.8.8 Pengukuran Rasio Panjang Kepala dan Panjang Badan

Pengukuran rasio panjang kepala dan panjang badan dilakukan pada usia
72 hpf -144 hpf (3-6 dpf). Panjang kepala diukur dari snout sampai operculum
dengan software Image Raster versi 3. Pengukuran rasio panjang kepala dan
panjang badan dengan cara membandingkan hasil panjang kepala dengan

panjang badan.
4.8.9 Pengukuran Kadar SOD

Kadar SOD diukur dengan Rat Super Oxidase Dismutase Elisa Kit (Cat.
No EO0168Ra) Merk BioAssay Technology pada larva zebrafish usia 144 hpf

(6 dpf). Adapun langkah-langkah pengukuran kadar SOD sebagai berikut :

Homogenasi jaringan

1. Dilakukan homogenisasi dengan menggerus 30 larva zebrafish dalam
500 pL rifa buffer menggunakan cawan petri berada di atas es dengan ujung
plunger.

2. Sampel yang telah digerus di masukkan kedalam ependorf dan dilakukan

sentrifugasi dengan kecepatan 2500 RPM dengan suhu 4 °C selama 20

IVERSITA

menit.

BRAWIJAYA
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10.

11.

12.

13.

14.

300 pL supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam ependorf yang telah
diberi label.

Prosedur Assay

Semua reagen, larutan standart dan sampel larva zebrafish disiapkan pada
suhu ruangan. Pengukuran dilakukan pada suhu ruangan.

Microplate well ELISA kit SOD disiapkan dan diberi label.

40 uL sampel dimasukkan ke semua well sampel dan di tambahkan 10 pL
biotin conjugate antibody ke well sampel.

Microplate well dimixer sebentar dan diinkubasi

Menyiapkan larutan standart.

50 pL larutan standart di masukkan ke masing-masing well standart

50 L streptavidin-HRP dimasukkan ke dalam well sampel dan well standart
dan tutup dengan sealer.

Pencampuran dilakukan dengan dimixer dan diinkubasi selama 60 menit.
Pencucian dilakukan sebanyak 3 kali dengan menggunakan washing buffer
300 pL.

50 pL substrat solution A dimasukkan ke masing-masing well sampel dan
standart.

50 pL substrat solution B dimasukkan ke masing-masing well sampel dan
standart

Microplate well ditutup dan dimixer sebentar kemudian diinkubasi selama
10 menit pada suhu 37°C.

50 uL stop solution dimasukkan ke masing-masing well sampel dan standart
kemudian dimixer.

Pengukuran dilakukan dengan ELISA reader pada 450 nm.
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4.8.10 Pengukuran kadar MDA

Kadar MDA diukur dengan Rat Malondialdehyde Elisa Kit (Cat. No
EO156Ra) Merk BioAssay Technology pada larva zebrafish usia 144 hpf (6 dpf).
Prosedur kerja pengukuran kadar MDA sama dengan langkah kerja pengukuran
kadar SOD.

4.9 Pengumpulan dan Analisis Data
49.1 Pengumpulan Data
Data penelitian yang dikumpulkan dan ditabulasi meliputi :
1. Data Panjang Badan dan Ratio Panjang Kepala - Badan
2. Data Pengukuran Kadar SOD
3. Data Pengukuran Kadar MDA
4.9.2 Analisis Data

Teknik analisis data pada penelitian ini menggunakan SPSS 23.00. Data
yang didapatkan dari penelitian ini merupakan data yang berskala rasio, sehingga
digunakan analisis parametrik. Sebelum melakukan analisis parametrik terdapat
syarat yang harus dipenuhi yaitu data berdistribusi normal dan merupakan data
yang homogen. Pada penelitian ini uji normalitas menggunakan Shapiro Wilk,
dikatakan berdistribusi normal jika p-value >0,05 dan uji homogenitas
menggunakan uji Levene, jika p-value > 0,05 maka data memiliki varians yang
sama (homogen).

Untuk mengetahui perbedaan pengaruh ekstrak etanol pegagan terhadap
panjang badan, rasio panjang kepala dengan panjang badan, kadar SOD dan
kadar MDA pada kelompok rotenon (R) dengan kelompok perlakuan (P1, P2, dan
P3) menggunakan uji One Way Annova. Jika didapatkan nilai p < 0,05 maka
disimpulkan ada perbedaan pada kelompok tersebut dan dilanjutkan dengan uji

Post Hoc LSD (Least Signifikan Difference). Uji Post Hoc LSD bertujuan untuk
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mengetahui pada kelompok yang mana terdapat perbedaan bermakna, sehingga
dapat diketahui berapa lama pemberian ekstrak etanol pegagan berpengaruh
pada masing-masing variabel dependen yang diuji. Jika syarat One Way Annova

tidak terpenuhi maka analisis yang digunanakan adalah Kruskal-Wallis

Untuk mengetahui adanya hubungan pemberian ekstrak etanol pegagan
terhadap, panjang badan, rasio panjang kepala dengan panjang badan, denyut
jantung, kadar SOD dan kadar MDA pada kelompok rotenon (R) dengan

kelompok perlakuan (P1, P2, dan P3) menggunakan uji korelasi Pearson.

Pada uji korelasi dilihat koefisien korelasinya untuk melihat kekuatan
hubungan antara kedua variabel dan arah hubungannya. Nilai korelasi berkisar
antara 0 sampai 1 dan dapat bernilai positif ataupun negatif. Kriteria hasil uiji

korelasi sebagai berikut :

1. Korelasi positif berarti terdapat hubungan yang positif yang memiliki arti
pemberian ekstrak etanol pegagan akan diikuti peningkatan kadar SOD
dan penurunan kadar MDA.

2. Korelasi negative berarti terdapat hubungan yang negative, yang memiliki
arti  waktu pemberian ekstrak etanol pegagan akan diikuti dengan
penurunan kadar SOD dan peningkatan Kadar MDA.

Adapun kekuatan hubungan antar variabel digunakan kriteria seperti pada
table 4.3

Tabel 4.3 Kriteria Koefisien Korelasi (Dahlan, 2011)

Nilai Koefisien Korelasi Interpretasi Hasil
0 Tidak ada korelasi
0-<0,2 Korelasi sangat lemah
0,2-<0,4 Korelasi Lemah
0,4-<0,6 Korelasi Sedang
0,6-<0,8 Korelasi Kuat
08-1 Korelasi sangat kuat
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4.10 Alur Penelitian

Fertilisasi zebrafish jantan dan betina (1:2) dengan siklus gelap terang (10 :14)

1

v
Seleksi 300 embrio zebrafish yang sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi

yang dibagi jadi 3 well/plate

Randomisasi embrio pada 0-2 hpf pada 5 kelompok, tiap kelompok terdapat 60 embrio

v

Rotenon (2-72 hpf) Rotenon (2-72 hpf) Rotenon (2-72 hpf)
Kontrol Rotenon + + +
(K) (R) pegagan 5 pug/mL pegagan 5 pg/mL pegagan 5 pg/mL

(2 hpf- 96 hpf)
(P1)

(2 hpf- 120 hpf)
(P2)

(2 hpf- 144 hpf)
(P3)

Pemberian paparan rotenon sebanyak 3 kali pada 2- 24 hpf,24 - 48 hpf, dan

48 - 72 hpf sesuai kelompok.Lama pemberian ekstrak pegagan bervariasi :

- P1 sebanyak 4 kali pada 2- 24 hpf,24 - 48 hpf, 48 — 72 hpf dan 96 hpf

- P2 sebanyak 5 kali pada 2- 24 hpf,24 - 48 hpf, 48 — 72 hpf, 96 hpf dan 120 hpf
- P3 sebanyak 6 kali pada 2- 24 hpf,24 - 48 hpf, 48 — 72 hpf, 96,120 dan 144 dpf

!

Hatching pada 72 hpf

v

Pembilasan dengan embrionik medium

v

Pengukuran PB dan Rasio PK : PB dengan mikroskop dan Immage Raster pada 72-144 hpf

v

Terminasi dan homogenisasi jaringan pada usia larva 144 hpf

!

Pemeriksaan kadar SOD dan MDA dengan ELISA kit

v

Analisa data dan penarikan kesimpulan

Gambar 4.1 Alur Penelitian
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BAB 5
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya dengan hewan coba larva zebrafish yang sesuai dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. Parameter penelitian ini selain kadar superoksida
dismutase (SOD) dan malondialdehid (MDA) adalah panjang badan larva

zebrafish.

5.1 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai Post
Hatching terhadap Panjang Badan Larva Zebrafish Stunting

Pengukuran rata-rata panjang badan dilakukan dengan mengambil foto
larva zebrafish menggunakan mikroskop yang terhubung dengan software optilab.
Panjang badan larva diukur dengan software image raster 3. Berikut ini merupakan
grafik pertumbuhan larva zebrafish berdasarkan rata-rata panjang badan setiap

kelompok.

3.80
3.75
3.70

3.65 Kontrol

3.60
Rotenon

3.55
P1(R + CA 96 hpf)

3.50
P2(R + CA 120 hpf)

3.45
—¥=—P3(R + CA 144 hpf)

3.40

RATA-RATA PANJANG BADAN (MM)

3.35
72 96 120 144

USIA LARVA (HOURS POST FERTILIZATION)

Gambar 5.1 Rerata Panjang Badan Larva Zebrafish untuk Semua Kelompok
pada Usia 72, 96, 120, dan 144 hpf.
Grafik pertumbuhan larva zebrafish (n=30) dari usia 72 hpf sampai 144 hpf
menunjukkan pada kelompok rotenon memiliki tingkat pertumbuhan
panjang badan yang paling rendah di bandingkan pada kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan.
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Pertumbuhan semua kelompok larva zebrafish pada usia 72 hpf (3 dpf)
terlihat pada titik awal yang hampir sama, namun dengan bertambahnya usia larva
terlihat ada perbedaan pertumbuhan panjang badan yang jauh pada kelompok
rotenon dibandingkan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan terutama diusia
144 hpf (6 dpf). Data rata-rata panjang badan larva zebrafish di analisis dengan uiji
One Way Annova yang terlebih dahulu dilakukan uji normalitas menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan didapatkan p-value data panjang badan 72 hpf dan 144 hpf
secara berurutan 0.201 dan 0.138, yang memiliki arti semua data terdistribusi
normal. Hasil uji Levene untuk data panjang badan 72 hpf dan 144 hpf diperoleh
p-value berurutan sebesar 0.640 dan 0.368 yang berarti semua data panjang
badan homogen. Prasyarat pengujian One way anova telah terpenuhi dan
diperoleh p-value 0.00 sehingga dapat dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD
dengan tingkat  kepercayaan 5 %.

Tabel 5.1 Hasil Perbandingan Rerata Panjang Badan Larva Zebrafish dengan

ANNOVA
Kelompok Mean + SD p-value
Panjang Badan Kontrol 3.4 +0.08
72 hpf (3 dpf) Rotenon 3.36 + 0.08
P1(Rotenon + Pegagan 96 hpf) 3.4 +0.06 0.247

P2(Rotenon + Pegagan 120 hpf) 3.39 £ 0.07
P3(Rotenon + Pegagan 144 hpf) 3.39 £ 0.06

Panjang Badan Kontrol 3.76 + 0.07 b

144 hpf (6 dpf) Rotenon 3.59 + 0.09 d
P1(Rotenon + Pegagan 96 hpf) 373+0.06 5  0.000
P2(Rotenon + Pegagan 120 hpf) 3.76 + 0.07 b
P3(Rotenon + Pegagan 144 hpf) 3.74 + 0.08 b

Keterangan : Pada nilai mean = sd jika terdapat notasi yang berbeda memiliki arti ada
perbedaan yang signifikan (p < 0.05) dan jika terdapat notasi yang sama
memiliki arti tidak ada perbedaan yang signifikan (p > 0.05).

Pada tabel 5.1 terlihat bahwa panjang badan larva zebrafish pada usia
72 hpf (3 dpf) pada kelompok kontrol, kelompok rotenon dan semua kelompok
perlakuan tidak ada perbedaan yang signifikan (p-value 0.247). Hal ini

menunjukkan tidak ada perbedaan panjang badan yang signifikan antara semua

58



-
o
3

-2
s
—
T
o

g
)
o=
=
ar
-

BRAWIJAYA

kelompok, sehingga dapat dikatakan bahwa larva zebrafish saat hatcing memiliki
rerata panjang badan yang sama. Selisih panjang badan larva zebrafish antara
kelompok kontrol dengan kelompok rotenon pada usia 144 hpf (6 dpf) diperoleh
0.17 yang berarti selisih panjang badan tersebut mencapai >2SD (>0.16). Proporsi
panjang kepala dan panjang badan juga diamati dalam penelitian ini. dengan
membandingkan panjang kepala terhadap panjang badan didapatkan rasio 1 : 5
pada semua kelompok, sehingga pada larva zebrafish memiliki proporsi tubuh
yang sama pada semua kelompok (data terlampir). Memperhatikan hal tersebut
diatas maka kriteria stunting pada penelitian ini telah terpenuhi. Hal ini juga
diperkuat dengan hasil analisis One way annova adanya perbedaan secara

signifikan (p-value= 0.00).

3.90

. -[ bl bl b B Kontrol
. E' Rotenon
. | [T P1(R + CA 96 hpf)
, P2(R + CA 120 hpf)
. W P3(R + CA 144 hpf)
3.10
72 144

Usia Larva (Hours Post Fertilization)

w w w
D N
o o o

w
N
o

Rerata Panjang Badan (mm)
w w
w wv
o o

w
N
o

Gambar 5.2 Perbandingan Panjang Badan Larva Zebrafish pada Usia 72 dan

144 hpf.

Rerata panjang badan larva zebrafish (n=30) pada kelompok rotenon terlihat
perbedaan yang jauh dibandingkan kelompok kontrol dan semua kelompok
perlakuan di usia 144 hpf. Jika terdapat notasi yang sama memiliki arti tidak
ada perbedaan yang signifikan (p > 0.05).

Pada gambar 5.2 terlihat rerata panjang badan larva zebrafish di usia 72
hpf kelompok rotenon memiliki panjang badan yang lebih rendah, namun
perbedaan panjang badan tersebut tidak signifikan berbeda. Pada usia 144 hpf

rerata panjang badan kelompok rotenon terlihat jauh tertinggal di bandingkan
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kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Perbandingan antar kelompok
perlakuan (P1, P2, dan P3) tidak memiliki perbedaan panjang badan secara
signifikan (p-value>0.05) dan antar kelompok perlakuan (P1, P2, dan P3) dengan
kelompok kontrol tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0.05).

Hal tersebut menunjukkan dengan pemberian ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) pre sampai post hatching memiliki pengaruh yang signifikan
(p-value<0.05) terhadap penambahan panjang badan larva zebrafish stunting
yang diinduksi rotenon diusia 144 hpf (6 dpf). Pada penelitian ini terdapat angka
koreksi panjang badan sebesar 99.6 % pada usia 144 hpf (6 dpf).

52 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai Post
Hatching terhadap Kadar Superokside Dismutase (SOD) Larva
Zebrafish Stunting Usia 144 hpf

Pemeriksaan kadar SOD dilakukan dengan metode ELISA  Kit yang
dilakukan pada usia larva zebrafish 144 hpf. Hasil perhitungan rerata kadar SOD
pada semua kelompok dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas. Berdasarkan
hasil uji Shapiro-Wilk diperoleh nilai signifikansi 0.131 (p-value>0.05) yang berarti
data rerata kadar SOD terdistribusi normal sedangkan hasil uji Levene didapatkan
nilai signifikansi 0.222 (p-value >0.05) yang berarti data rerata kadar SOD
homogen. Berdasarkan hasil di atas data rerata kadar SOD telah memenuhi
prasyarat uji One way annova. Hasil uji One Way Annova didapatkan p-value 0.00
sehingga dapat dilanjutkan dengan uji LSD. Rerata kadar SOD pada larva
zebrafish usia 144 hpf pada kelompok kontrol, rotenon, dan semua perlakuan

secara lengkap ditunjukkan pada gambar 5.3.
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Gambar 5.3 Perbandingan Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan
(Centella asiatica) terhadap Kadar SOD
Kadar SOD tertinggi pada kelompok kontrol dan yang terendah
pada kelompok rotenon. Pada kelompok perlakuan P2 dan P3
memiliki kadar SOD mendekati kontrol. Adanya notasi yang
berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan.(n=5).

Gambar 5.3 menunjukkan hasil analisis uji One way anova dan Post Hoc
LSD ada perbedaan rerata kadar SOD  secara bermakna (p-value=0.00).
Kelompok rotenon memiliki kadar SOD yang paling rendah dibandingkan kontrol
dan ini menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p-value=0.00). Pada
kelompok P1, P2, dan P3 terdapat peningkatan kadar SOD yang berbeda
bermakna dibandingkan kelompok rotenon (p-value<0.05). Rerata kadar SOD
pada kelompok P1 terdapat perbedaan yang bermakna dibandingkan P2 dan P3
dimana didapatkan p-value=0.00, sedangkan Kelompok P2 dengan P3 tidak
memiliki perbedaan secara signifikan (p-value>0.05).

Hal tersebut menunjukkan bahwa dengan adanya paparan rotenon pada
saat pre hatching dapat menurunkan kadar SOD pada larva zebrafish. Pemberian
ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
meningkatkan kadar SOD. Peningkatan kadar SOD yang paling baik pada
kelompok P2 dan P3 yang artinya dengan pemberian ekstrak etanol pegagan

(Centella asiatica) sampai 120 hpf (5 dpf) dan 144 hpf (6 dpf) lebih baik
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dibandingkan pemberian hanya sampai 96 hpf (4 dpf). Jadi, hipotesis penelitian
ini terbukti yaitu dengan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai
post hatching dapat meningkatkan kadar SOD larva zebrafish stunting.

5.3 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai Post
Hatching terhadap Kadar Malondialdehid (MDA) Larva Zebrafish
Stunting Usia 144 hpf

Pemeriksaan kadar MDA dilakukan dengan metode ELISA Kit yang
dilakukan pada usia larva zebrafish 144 hpf. Hasil perhitungan rerata kadar MDA
pada semua kelompok dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas. Berdasarkan
hasil uji Shapiro-Wilk diperoleh nilai signifikansi 0.112 (p-value>0.05) yang berarti
data rerata kadar MDA terdistribusi normal sedangkan hasil uji Levene didapatkan
nilai_signifikansi 0.179 (p-value >0.05) yang berarti data rerata kadar MDA
homogen. Berdasarkan hasil di atas data rerata kadar MDA telah memenubhi
prasyarat uji One way annova. Hasil uji One way annova didapatkan p-value 0.00
sehingga dapat dilanjutkan dengan uji LSD. Rerata kadar MDA pada larva
zebrafish usia 6 dpf pada kelompok kontrol, rotenon, dan semua perlakuan secara

lengkap ditunjukkan pada gambar 5.4.
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Gambar 5.4 Perbandingan Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella
Asiatica) terhadap Kadar MDA
Kadar MDA tertinggi pada kelompok rotenon dan yang terendah pada
kelompok kontrol. Pada kelompok perlakuan P2 memiliki kadar SOD yang
paling rendah dibandingkan P1 dan P3. Adanya notasi yang berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan. (n=5)

Gambar 5.4 menunjukkan hasil analisis uji One Way Annova dan Post Hoc
LSD. ada perbedaan rerata kadar MDA secara bermakna (p-value=0.00).
kelompok rotenon memiliki kadar MDA yang paling tinggi dibandingkan kontrol
dan didapatkan p-value=0.00 sehingga dapat dikatakan ada perbedaan yang
bermakna antar dua kelompok tersebut. Pada kelompok perlakuan P1, P2, dan P3
terdapat penurunan kadar MDA dibandingkan kelompok rotenon, dimana terdapat
perbedaan yang signifikan (p-value< 0.05). Kelompok P2 memiliki rerata kadar
MDA yang paling rendah dibandingkan P1 dan P3, namun perbedaan rerata kadar
MDA tersebut tidak berbeda secara signifikan (p-value>0.05). Perbedaan rerata
kadar MDA pada kelompok kontrol dengan P2 dan P3 tidak berbeda secara
signifikan (p-value>0.05).

Hasil uraian di atas menunjukkan bahwa dengan paparan rotenon pada
saat pre hatching dapat meningkatkan kadar MDA pada larva zebrafish.
Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching

dapat menurunkan kadar MDA pada larva zebrafish. Pemberian ekstrak etanol
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pegagan (Centella asiatica) baik selama 96, 120 dan 144 hpf menghasilkan

penurunan kadar MDA yang tidak berbeda secara signifikan. Jadi hipotesis

penelitian ini terbukti yaitu dengan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre
sampai post hatching dapat menurunkan kadar MDA larva zebrafish stunting.

54 Korelasi antara Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre
Sampai Post Hatching terhadap Panjang Badan, Kadar SOD, dan
Kadar MDA Larva Zebrafish Stunting
Korelasi antar ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) terhadap panjang

badan,kadar SOD dan kadar MDA dilakukan dengan uji Pearson correlation. Hasil

korelasi antar variabel tersebut di tampilkan pada tabel 5.2

Tabel 5.2 Hasil Uji Korelasi Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica)
terhadap Panjang Badan, Kadar SOD, dan Kadar MDA

Korelasi Pearson p-value Keterangan
Correlation

Pegagan dengan kadar SOD 0.951** 0.00 Hubungan yang
sangat kuat

Pegagan dengan kadar MDA -0.779** 0.00 Hubungan yang
kuat

Pegagan dengan panjang badan 0.636** 0.00 Hubungan yang
kuat

Kadar SOD dengan panjang 0.793** 0.00 Hubungan yang

badan kuat

Kadar MDA dengan panjang -0.690** 0.00 Hubungan yang

badan kuat

Kadar SOD dengan kadar MDA -0.817** 0.00 Hubungan yang

sangat kuat

Berdasarkan pada tabel 5.2 menunjukkan adanya korelasi yang signifikan
antar ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) terhadap kadar SOD. Nilai
koefisien sebesar 0.951 menunjukkan hubungan positif yang sangat kuat, yang
berarti dengan pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) sampai 96,

120, dan 144 hpf dapat meningkatkan kadar SOD.
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Ada korelasi yang signifikan antar ekstrak etanol pegagan (Centella
asiatica) terhadap kadar MDA. Nilai koefisien sebesar -0.779 menunjukkan
hubungan negatif yang kuat, dimana mengandung arti dengan pemberian ekstrak
etanol pegagan (Centella asiatica) sampai 96, 120, dan 144 dpf dapat menurunkan
kadar MDA.

Korelasi antar kadar SOD terhadap panjang badan didapatkan p-value 0.00
yang berarti ada korelasi yang signifikan. Nilai koefisien sebesar 0.793
menunjukkan hubungan positif yang kuat, dimana mengandung arti dengan

peningkatan kadar SOD dapat disertai dengan penambahan panjang badan.
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BAB 6
PEMBAHASAN

6.1 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai Post
Hatching terhadap Panjang Badan Larva Zebrafish Stunting
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Berdasarkan gambar 5.1 terlihat pertumbuhan rerata panjang badan
kelompok rotenon yang paling rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. Pada larva zebrafish usia 72 hpf (3 dpf) memiliki rerata
panjang badan yang tidak berbeda secara bermakna (p-value>0.05). Hal ini
menunjukkan larva zebrafish saat hatching dalam kondisi normal pada semua
kelompok.

Pada usia 144 hpf (6 dpf) rerata panjang badan pada kelompok rotenon
dengan kontrol memiliki perbedaan yang signifikan dimana secara statistik
didapatkan p-value <0.05. Kelompok rotenon diusia 144 hpf (6 dpf) memiliki selisih
panjang badan dengan kelompok kontrol sebesar 0.17 (> 2 SD). Pada penelitian
ini tidak hanya mengamati panjang badan larva zebrafish tetapi juga
memperhatikan rasio panjang kepala dan panjang badan. Didapatkan rasio
panjang kepala dan panjang badan sebesar 1 : 5 pada semua kelompok. Hal ini
menunjukkan larva zebrafish memiliki proporsi tubuh yang normal, sehingga dapat
disimpulkan bahwa larva zebrafish kelompok rotenon mengalami gangguan
pertumbuhan panjang badan yaitu stunting. Usia zebrafish 72 hpf (3 dpf) dan 144
hpf (6 dpf) analog dengan usia manusia yaitu bayi baru lahir dan 2 tahun (Sorribes
et al., 2013)

Stunting merupakan gangguan pertumbuhan pada anak yang ditandai
dengan panjang badan/ tinggi badan dibandingkan dengan umur kurang -2 SD dan

baru didiagnosa pada saat anak berusia 2 tahun (WHO, 2017). Selain kriteria
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tersebut Picasso (2016) menyebutkan anak stunting memiliki panjang badan
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normal saat lahir, memiliki proporsi tubuh yang normal dan tidak disertai dengan
kelainan kongenital.

Hasil penelitian 'menunjukkan bahwa rotenon dapat mengganggu
pertumbuhan panjang badan pada larva zebrafish. Mekanisme rotenon dengan
menghambat kompleks | mitokondria - mengakibatkan jumlah Adenosine
Triphospate (ATP) berkurang sehingga terjadi kegagalan proses pembelahan sel
dan apoptosis. Gangguan pada  kompleks | mitokondria menyebabkan
peningkatan produksi ROS (Li et al., 2003).

Paparan rotenon dapat mempengaruhi homeostatis hormon seperti pada
hormon pertumbuhan (growth- hormone) dan hormon tiroid. Defesiensi atau
hiposekresi dari kedua hormon tersebut pada masa anak-anak dapat
mengakibatkan terjadinya critinisme atau dwarmfisme, sedangkan jika terjadi
hipersekresi dari growth hormone sampai akhir pubertas dapat menyebabkan
gigantisme (Kopchick et al., 2000).

Berdasarkan hasil analisis statistik uji One Way Annova menunjukkan pada
larva zebrafish usia 144 hpf (6 dpf) perbandingan panjang badan antar kelompok
P1 (rotenon + pegagan 96 hpf), P2 (rotenon + pegagan 120 hpf) dan P3 (rotenon
+ pegagan 144 hpf) dengan kelompok kontrol tidak ada perbedaan yang signifikan
(p-value>0.05). Hal ini dapat disimpulkan bahwa dengan pemberian ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat meningkatkan
panjang badan larva zebrafish stunting pada usia 144 hpf (6 dpf). Angka koreksi
panjang badan diusia 144 hpf (6 dpf) sebesar 99.6 %.

Penelitian lain yang dilakukan oleh Bueno et al ( 2017) di daerah pinggiran
Brazil dengan melakukan intervensi pada 75 anak stunting dengan usia < 24 bulan
sebanyak 38 orang (50,7%) dan usia > 24 bulan sebanyak 37 orang (49,3%).
Selama penelitian anak stunting diberikan makanan seimbang (memenuhi 80%

kebutuhan energi) dan lama perawatan selama 41 bulan menghasilkan 18 orang
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(24%) pulih dari stunting (HAZ > -1). Usia anak stunting saat memulai intervensi
sangat berpengaruh terhadap keberhasilan pemulihan. Anak usia < 24 bulan
memiliki kesempatan yang lebih tinggi untuk pulih- menjadi normal, mengingat usia
24 pulan pertama merupakan tahapan kritis perkembangan dimana tubuh anak
lebih rentan terhadap efek dari intervensi nutrisi (Fernandes et al., 2012). Hal ini
didukung dengan penelitian lain bahwa anak stunting pada usia 0 — 2 tahun
dengan dilakukan intervensi dengan baik akan memiliki tinggi badan yang normal
pada usia 4 — 6 tahun (Aryastami, 2017).

Menurut Chandrika & Kumarab (2015), pegagan (Centella asiatica)
memiliki kandungan zat gizi makronutrien (karbohidrat, protein, air, serat, dan
lemak), mineral (kalium, kalsium, natrium, magnesium, sodium, dam zat besi) dan
vitamin. Kandungan zat inilah yang memenuhi kebutuhan nutrisi pada proses
pertumbuhan. Penelitian lain menunjukkan pegagan (Centella asiatica) mampu
meningkatkan fungsi mitokondria sehingga melindungi terjadinya disfungsi
mitokondria pada tikus Alzheimer’'s. Pengobatan dengan pegagan (Centella
asiatica) selama 2 hari secara signifikan terjadi peningkatan ATP pada
Hippocampal Neuron tikus yang mengalami Alzheimer’s (Gray et al., 2017).

Hal ini menunjukkan adanya proteksi dari pegagan (Centella asiatica) pada
larva zebrafish akibat paparan rotenon, sehingga tidak ada gangguan pada proses
pembentukan ATP di mitokondria dan homeostatis hormon. Ini sejalan dengan
hasil satu tim penelitian yang menunjukkankan pemberian pegagan (Centella
asiatica) dapat meningkatkan osifikasi tulang rawan dan tulang keras melalui
penurunan kadar IL-6 dan peningkatan kadar IL-10 (Zahara et al., 2018; Nuraenah
et al., 2018).

Penelitian sebelumnya dengan pemberian ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) dapat meningkatkan ekspresi BDNF yang merupakan salah

satu faktor pertumbuhan yang berperan dalam proliferasi, differensiasi,
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kelangsungan hidup dan fungsi neuron (Ridlayanti et al., 2016). Pernyataan
tersebut didukung ' dengan hasil penelitian Cory’ah et al. (2017) menyatakan
pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan
ekspresi IGF-1 dan IRS. IGF-1 berperan dalam memediasi pertumbuhan dan
perkembangan sel somatik termasuk otot dan tulang pada saat prenatal dan post
natal (Wood et al., 2005). Hasil penelitian lain juga menunjukkan ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan ekspresi OPG dan menurunkan
ekspresi RANKL (Arianti et al., 2017) serta meningkatkan osifikasi dalam proses
pembentukan tulang (Primihastuti et al., 2017).

Penelitian ini membuktikan dengan pemberian ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat meningkatan panjang badan
larva zebrafish stunting. Lama pemberian pegagan (Centella asiatica) selama 120
hpf (5 dpf) dan 144 hpf (6 dpf) memiliki panjang badan yang baik dimana rerata
panjang badan mendekati kondisi normal.

6.2 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai Post
Hatching terhadap Kadar Superokside Dismutase (SOD) Larva
Zebrafish Stunting

Berdasarkan hasil analisis statistik uji One way annova, didapatkan
p-value = 0.00 . Ini menunjukkan dengan paparan rotenon dapat menurunkan
kadar SOD pada larva zebrafish. Perbandingan kadar SOD antara = kelompok
rotenon dengan kelompok kontrol dan kelompok P1 (rotenon + pegagan 96 hpf),
P2 (rotenon + pegagan 120 hpf) serta P3 (rotenon + pegagan 144 hpf) ada
perbedaan yang bermakna (p-value<0.05). Perbandingan kadar SOD antara
kelompok P2 (rotenon + pegagan 120 hpf) dan P3 (rotenon + pegagan 144 hpf)
dengan kelompok kontrol tidak memiliki perbedaan yang signifikan (p-value>0.05).
Dapat disimpulkan bahwa dengan pemberian pegagan (Centella asiatica) selama
120 dan 144 hpf dapat meningkatkan kadar SOD larva zebrafish stunting

mendekati kondisi normal. Ini sejalan dengan hasil satu tim penelitian yang
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menunjukkan pemberian pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan kadar
antioksidan catalase (Darwitri et al., 2018).

Paparan rotenon dapat menurunkan kadar SOD dikarenakan rotenon yang
bersifat endocrine disrupting chemicals (EDCs) dan menghambat kompleks |
mitokondria sehingga terjadi peningkatan produksi ROS. Konsentrasi ROS yang
tinggi dapat merusak sel-sel osteoblast dengan mencegah pertumbuhan dan
perkembangan sel osteoblas serta menginduksi terjadinya kematian sel (Rao &
Rao, 2013). Adanya stres oksidatif mengakibatkan penurunan jumlah osteoblast
dan mengaktifkan RANKL sehingga sinyal osteoclastogenesis lebih berperan
(Nojiri et al., 2011). Penelitian lain menyatakan tikus yang kekurangan Cu/zZn SOD
(SOD1) pada sitoplasma mengalami penurunan massa otot, kekuatan tulang serta
penurunan kepadatan mineral pada tulang (Smietana et al., 2010)

Ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan akan terjadi stres
oksidatif. Adanya produksi ROS dalam tubuh akan merangsang terbentuknya
sintesis protein antioksidan endogen. Hal ini merupakan mekanisme tubuh dalam
menjaga homeostatis. Enzim antioksidan endogen seperti SOD bertindak sebagai
pertahanan garis pertama dalam menghadapi ROS. SOD akan mendismutasi
anion superoksida (O2*) menjadi hidrogen peroksida (H202) dan oksigen (O2)
(Ighodaro & Akinloye, 2017). Antioksidan SOD sangat penting dalam mencegah
terjadinya peroksida lipid serta mempertahankan struktur dan fungsi membran sel
(Nimse & Pal, 2015).

Pegagan (Centella asiatica) yang memiliki kandungan utamanya
triterpenoid dapat bertindak sebagai antioksidan (Chandrika & Kumarab, 2015).
Penelitian Khotimah et al. (2015) dengan pemeriksaan UPHLC menemukan
kandungan asiaticoside pada pegagan (Centella asiatica) sebesar 2,94 ppm yang
memiliki kemampuan sebagai antioksidan dan anti inflamasi. Pada penelitian ini

menggunakan simplisia pegagan (Centella asiatica) yang sama dengan penelitian
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Khotimah et al (2015), sehingga diasumsikan memiliki kandungan asiaticoside
yang sama. Flavanoid yang terkandung dalam pegagan (Centella asiatica)
berperan sebagai antioksidan yang penting (Chandrika & Kumarab, 2015).

Penelitian lain menyatakan asiaticoside yang terkandung dalam pegagan
(Centella asiatica) dapat meningkatkan antioksidan enzimatik (SOD, Catalase dan
GPx) dan non enzimatik (vitamin E dan askorbat) (Kanchi, 2013). Menurut Raju
et al (2015) pegagan (Centella asiatica) dapat menstabilkan radikal bebas dengan
cara free radical scavenger. Pegagan (Centella asiatica) dapat memodulasi
antioksidan endogen melalui peningkatan ekspresi NRF2 (Gray et al., 2016).
NRF2 merupakan faktor transkripsi-yang mengatur respon antioksidan di dalam
tubuh. NRF2 akan aktif jika diinduksi dengan keadaan stres oksidatif (Li & Kong,
2009).

6.3 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre Sampai
Post Hatching terhadap Kadar Malondialdehid (MDA) Larva Zebrafish
Stunting

Hasil analisis statistik pada penelitian ini dengan menggunakan uji One way
annova didapatkan p-value 0.00 Ini menunjukkan dengan paparan rotenon dapat
meningkatkan radikal bebas ditandai dengan peningkatan kadar MDA.
Perbandingan kadar MDA pada kelompok kontrol dengan P2 dan P3 tidak
berbeda secara signifikan (p-value>0.05). Dapat disimpulkan bahwa dengan
pemberian pegagan (Centella asiatica) selama 120 hpf (5 dpf) dan 144 hpf (6 dpf)
lebih baik dalam menurunkan kadar MDA larva zebrafish stunting.

Salah satu aldehid yang dihasilkan melalui proses peroksida lipid adalah
MDA. MDA merupakan produk peroksida lipid yang paling mutagenik dan banyak
digunakan sebagai biomarker dalam penelitian radikal bebas (Ayala et al., 2014).
ROS dengan jumlah yang banyak di dalam tubuh akan memicu timbulnya

penyakit.
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Stres oksidatif dalam tubuh dapat dihambat dengan mengkonsumsi
makanan yang mengandung antioksidan seperti pegagan (Centella asiatica). Hasil
penelitian lain dengan pemberian air rebusan pegagan (Centella asiatica) yang
mengandung flavonoid sebagai antioksidan secara signifikan dapat menekan
peroksida lipid sehingga terdapat penurunan kadar MDA (Muchtaromah et al.,
2016).

Pegagan (Centella asiatica) secara signifikan dapat menurunkan kadar
MDA dan meningkatkan enzim antioksidan seperti SOD, catalase dan glutathione
peroksidase sehingga dapat melindungi tubuh dari efek negative ROS (Choi et al.,
2016). Pegagan (Centella asiatica) bekerja sebagai scavenger radikal bebas
superoksida, hidrogen peroksida dan nitrit oksida (Sugunabai et al., 2015). Hal ini
yang menyebabkan penurunan produksi ROS dalam tubuh sehingga disertai
penurunan kadar MDA. Menurunnya kadar MDA menunjukkan adanya hambatan

terhadap peroksida lipid.

6.4 Korelasi Antara Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pre
Sampai Post Hatching dengan Panjang Badan, Kadar SOD, dan Kadar
MDA Larva Zebrafish Stunting

Hasil analisis statistik uji korelasi menggunakan Pearson menunjukkan
korelasi antara ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dengan kadar SOD
menunjukkan hubungan positif yang sangat kuat. Hal ini menunjukkan bahwa
dengan pemberian pegagan (Centella asiatica) sangat berhubungan dengan
peningkatan kadar SOD. Kandungan triterpenoid pada pegagan (Centella
asiatica) dapat memberikan efek sebagai antioksidan (Rahman et al., 2013). SOD
merupakan antioksidan enzimatik yang paling kuat di dalam sel dan komponen
sistem pertahanan baris pertama terhadap ROS (lghodaro & Akinloye, 2017).

Dengan kondisi homeostatis antara oksidan dan anti oksidan maka semua proses
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metabolisme sel dalam tubuh berjalan dengan normal dan proses pertumbuhan
berlangsung dengan baik.

Korelasi antara ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) terhadap kadar
MDA memiliki hubungan negatif yang kuat. Ini menunjukkan dengan pemberian
ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dapat menurunkan kadar MDA.
Korelasi antar variabel tersebut lebih rendah dibandingkan kekuatan korelasi
pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) dengan SOD. Hal ini
disebabkan pegagan (Centella asiatica) lebih berperan langsung sebagai
antioksidan dan radical scavenger. Pegagan (Centella asiatica) memiliki
kemampuan sebagai scavenger radikal bebas seperti  superoksida, hidrogen

peroksida dan nitrit oksida (Sugunabai et al., 2015).

Korelasi antar kadar SOD dengan panjang badan memiliki hubungan
positif yang kuat. Hal ini menunjukkan bahwa variabel tersebut memiliki peranan
yang penting terhadap pertumbuhan khususnya pertumbuhan tulang (panjang
badan). Sejalan dengan hasil penelitian dengan adanya peningkatan kadar SOD
pada kelompok perlakuan menghasilkan 42% larva zebrafish yang memiliki
panjang badan normal.

Tulang adalah jaringan dinamis yang terus diperbaharui sepanjang hidup
melalui proses remodeling tulang yang terdiri osteoblast (pembentukan tulang)
dan osteoclas (absorpsi tulang). Kondisi stres oksidatif dapat mempengaruhi
absorpsi tulang (osteoclast) yang patologis (Oevisi et al., 2011). Tikus yang
mengalami defisiensi SOD1 (CuZn-SOD) mengalami kerapuhan tulang akibat
terganggunya proliferasi osteoblast (Nojiri et al., 2011).

Selama diferensiasi- osteoclast yang diinduksi RANKL terjadi sedikit
peningkatan ekspresi SOD1 dan tidak ada ekspresi SOD3. Ini menunjukkan fungsi

SOD1 dikompensasi oleh antioksidan lainnya. Oleh karena itu, kemungkinan
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SOD2 mitokondria adalah enzim SOD yang memiliki peranan penting dalam
diferensiasi osteoclast dengan mengurangi stres oksidatif seluler (Kim et al.,
2017). Hal ini sesuai dengan penelitian Tao-Gou et al (2014) menyatakan
antioksidan SOD2 = diperlukan untuk mempertahankan differensiasi osteoclast.

Osteoclast merupakan sel yang berinti dan berasal dari sel monosit/makropag.

6.5 Implikasi Hasil Penelitian dalam Asuhan Kebidanan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan membuat model
stunting pada larva zebrafish dengan paparan rotenon pada saat intauterin.
Rotenon merupakan salah satu bahan toksik yang digunakan sebagai pestisida.
Sebagain besar rakyat Indonesia adalah petani atau pekebun yang sudah terbiasa
menggunakan pestisida. Penggunaan pestisida yang tidak hati-hati - membuat
lingkungan tercemar sehingga dapat mempengaruhi pertumbuhan pada anak
khususnya pada ibu yang sedang hamil, dimana janin di dalam rahim dapat
terganggu proses pertumbuhannya sehingga menimbulkan anak stunting.

Stunting didiagnosa pada umumnya saat anak berusia 2 tahun dimana
diketahui panjang badan/tinggi badan berdasarkan umur kurang -2 SD. Banyak
ibu-ibu ataupun orang tua yang belum mengerti tentang stunting (perawakan
pendek) sehingga masyarakat belum banyak mengerti untuk memantau
pertumbuhan anaknya. Bidan yang mempunyai tugas dan wewenang memberikan
pelayanan kebidanan pada wanita dan balita hendaknya selalu memberikan
edukasi tentang pentingnya pemantauan pertumbuhan dan perkembangan anak
balita serta upaya pencegahan stunting melalui gerakan 1000 hari pertama
kehidupan.

Pemantauan tumbuh kembang anak dapat dilakukan di pelayanan
posyandu atau pun di puskesmas dengan secara rutin menimbang dan mengukur

panjang badan/tinggi badan anak balita serta didokumentasikan dengan baik dan
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benar pada KMS/ buku KIA. Adanya pendokumentasian yang baik, tentu bidan
dapat mengetahui gangguan pertumbuhan pada bayi/ balita secara dini.
Penanganan stunting yang dilakukan lebih awal akan menghasilkan panjang
badan/ tinggi badan kembali normal. Balita stunting yang tidak teratasi akan
menyebabkan dewasa stunting dan akhirnya akan menghasilkan keturunan yang
memiliki risiko stunting.

Salah satu upaya mencegah stunting dengan menjaga lingkungan yang
bersih dan aman dari bahan toksik (pestisida), pemenuhan nutrisi saat kehamilan
dan setelah melahirkan, pemberian ASI eksklusif pada bayi dan pemberian

makanan tambahan yang tepat pada bayi > 6 bulan.
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7.1

BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan secara umum

bahwa ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat

meningkatkan panjang badan, kadar superoksida dismutase dan menurunkan

kadar malondialdehid larva zebrafish stunting yang diinduksi rotenon. Secara

khusus dapat disimpulkan sebagai berikut :

;44

Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
meningkatkan panjang badan larva zebrafish stunting diusia 144 hpf
(6 dpf).

Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
meningkatkan kadar superoxide dismutase (SOD) larva zebrafish stunting
diusia 144 hpf (6 dpf).

Ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pre sampai post hatching dapat
menurunkan kadar malondialdehid (MDA) larva zebrafish stunting diusia
144 hpf (6 dpf).

Terdapat korelasi positif yang sangat kuat antara ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) terhadap SOD, serta terdapat korelasi negatif yang kuat

antara ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) terhadap MDA.

Saran
Adapun saran yang dapat disampaikan oleh peneliti adalah sebagai
berikut:
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji toksisitas dari pemberian

ekstrak pegagan.

76



-
o
3
-2
|
—
e
o
—
L ]
L=
=
an
-

2.

Perlu dilakukan penelitian uji klinis dengan melibatkan inter profesi

sehingga ekstrak pegagan dapat di aplikasikan ke manusia.
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Centella asiatico [CA) is herbal medicins that used as traditional medicine includi
ayurvedic theraphy since hundreds years ago. This herb containa of pentacyclic triterpenoids
such as asiaticaside, madecassoside, Aslatic acid and brahmoside that proved had anti-oxidant
and anti-inflammatory properties. This research aims to know the effect of ethanolic extract of
CA extract against the length of rotenone-induced zebrafish larvae through the free radicals.
mechanism. This research used zebrafish larvae until 6 dpf that consists of 5 groups [controls,
rotenon 12.5 ppb on 2 hpf-3 dpf, and group treatment given rotenone 12.5 ppb 2 hpf-3 dpf and 5
pg/mL extract with long exposure to start 2 hpfto 4, 5 and 6 dpf respectively). The body length
measured on 3-8 dpf using software Image Raster v 3.0 from optilab v 2.0. Malondialdehyde
(MDA), sup ide D (SOD), lase were l by ELISA on 8 dpi. The results
showed rotenon can inhibit the growth of length > 2 standard deviation (SD) and CA extract
may increased ithe body in 6 dpf which correction value was 89.8%. CA extract significantly
decreased the levels of MDA, and increased the level of 50D and catalase (p=0.000). Ethanol
extract of Centella asiatica may increase in length through the modulation of axidative stress.

Keywords: Centalla Asiatica; Catalase; Malondialdehyde; Rotenone;
Superoxide Dismutase; Zebrafish.

Rotenone is a natural pesticide extracted  ROS interaction with polyunsaturated fatty acid
from the roots of tropical and sub-tropical (PUFA) causes lipid peroxidation with one of its
plants derived from the leguminosae family and  products malondialdehyde (MDA, Antioxidants
from the genus lonchocarpus in America, and  are reductant compounds that function to lower

Derris in Asia that can be used for insecticides,
pesticides and piscisida’. Rotenone as endocrine
disrupting chemicals (EDCs) can disrupt
hormonal homeostasis* and decrease the amount
of Adenosine Triphospate (ATP) and increase the
production of reactive oxygen species (ROS).

oxidation reactions and bind to free radicals that
can inhibit cell damage®. Antioxidants are classified
into endogenous antioxidants and exogenous
antioxidants. Endogenous antioxidants include
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT).
SOD is the main antioxidant enzyme that plays a
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role in the elimination of oxidative stress.6 Catalase
is an enzyme that plays a role in catalyzing the
dismutation of hydrogen peroxide (H202) into
water and oxygen’.

Centella asiatica has the main
phytonutrients of triterpenoids that act as
antioxidants in balancing the oxidants in cells
so that oxidative stress can be prevented®. In
addition Centella asiatica contains nutrients such
as macronutrients (proteins and carbohydrates) and
micronutrients such as vitamins and minerals®®,
Centella asiatica significantly reduced levels of
malondialdehyde (MDA) and increased antioxidant
enzyme levels i,e superoxide, catalase and
glutathione peroxidase in diabetic rats'.

Previous studies have suggested 12.5 ppb
rotenone can induced stunting with 98% confidence
degree and administration of 5 pg/mL pre hatching
(2-72 hpf) significantly increases insulin growth
factor-1 (IGF-1) expression and increases body
length". The purpose of this research is to know
effect of ethanolic extract of Centella asiatica until
the sixth day to rotenone-induced zebrafish larvae
through the antioxidant mechanism.

MATERIALS AND METHODS

Animal Treatment

The mature wild type zebrafish males
and females were identified in the laboratory
of Hydrology Faculty of fisheries and Marine
Sciences University of Brawijaya Malang,
Indonesia. Zebrafish are kept in semistatic 60 L
tank'?, The water temperature was kept between 26-
28°C, pH 6.8-7.5, and a lighting cycle 14:10 (dark:
light)". Fish were fed three times a day (Tetra Bit
Color Tropical Flakes, Tetra Sales, Blacksburg,
Germany)'.

The zebrafish embryo was obtained from
the fertilization of male and female parent with
a ratio of 2:1. Zebrafish embryos 0-2 hpf (hour
post fertilization) with criteria round, transparent,
fertile, and not moldy. The number of larvae
used was 30 larvae/group. All procedures have
been approved by the Ethics Committee, Faculty
of Medicine, Universitas Brawijaya (No. 403/
EC/KEPK/12/2017). Zebrafish embryos were
divided into 5 groups : controls (C), Rotenone
(R), Rotenone + CA extract for 4,5 and 6 days
respectively.

Embryonic Medium

Embrionic medium was made with
concentration of 10x by CaC10.25 gr, KC10.15 gr,
NaCl 5 gr, MgSO4 0.815 gr and 500 ml of aquadest
(Modified from Cold Spring Harbor Laboratory
Press)™,

Extraction of Centella asiatica

Centella asiatica was certified from UPT
Materia Medica, Batu, Malang East Java, Indonesia.
The extraction was done using maceration method
with 98% ethanol solvent'.,

Rotenon and Extract Administration

Rotenone sigma (R8875) with purity of
=05% dissolved in DMSO (dimethyl sulfoxide 1%4)
to obtain a stock solution of 2 x 107 pg/L (ppb).
Rotenone was given at 12.5 ppb and Centella
asiatica extract 5 mg/mL. The extracts were
stocked with concentrations of 1 mg/mL. The
medium was replaced daily",

The Body Length Measurement

The body length measurements of
zebrafish larvae were performed at 3-6 dpf.
Larvae were observed using the Olympus SZ61
stereometry microscope that was connected to
Optilab software version 2.0. The body length was
measured from the tip of the nose (tip of the snout)
to the base of the candal fin using the calibrated
Immage Raster software version 3.0.15
Measurements of Malondialdehyde

The evaluation of MDA, SOD and
Catalase levels was performed on day 6. The
zebrafish larvae were euthanized by put in zebrafish
larvae into ice water containing 5 parts of ice and
1 part of water for 40 minutes. The temperature
of the ice water was held at a temperature of 0°C
monitored using a thermometer'™.

Zebrafish larvae (n=30 larvae/group)
homogenized using 500 uL Ripa Buffer in glass
homogenizer. Homogenate was centrifuged at
4°C, 2500 rpm for 20 min. Supernatant was taken
for evaluation procedure, Malondialdehyde, SOD,
and Catalase were examined in accordance with
the ELISA Kit protocol (Bioassay Laboratory
Technology, Shanghai, China), Cat.No E0156Ra
(MDA), Cat.No E0168Ra (Cat) N. Cat ED869Ra
(Catalase).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by
IBM ANOVA SPSS v23.0 and continued by LSD
post hoc test with 5% confidence level. Normality
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testing was performed using the Shapiro-Wilk test
and homogeneity testing was performed using
Levene test,

RESULTS AND DISCUSSION

Based on figure 1, at the 3 dpfthe growth
chart shows adjacent points in all groups. The
result of statistical analysis of length comparison
at age 3 dpf got p-value equal to 0247, So it can be
concluded that there was no significant difference
between all groups. Figure 2 showed that there
was significant difference of the body length at 6
dpf among groups (p-value = 0.000). The rotenone

]

group had the lowest body length compared to the
control and treatment groups. This is in accordance
with previous studies, where rotenon projections of
221 pg/Land 2.75 pg /L for 32 days significantly
decreased the length of the body length in rainbow
trout'’, Rotenone can decrease bone ossification in
2ebrafish larvae, which causes damage". Increased
ROS in bone cells causes bone growth disorders™®,
Highly concentration of ROS in the body will
induce RANKL (receptor activator of NF-7B
ligand) to interact with RANK thus activating the
RANKL pathway that may cause imbalance in the
formation process and resorption of the bone™., In
addition, the increasing of ROS causes impairment

Age of Larva [dgi/ day)

Fig. 1. The average of body length at 3-6 dpf. Rotenone group showed the average of body length had the shottest
compared to others. Linier growth of R+CA 4 days, R+CA 5 days, dan R+CA 6 almost reach the control group
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Experimental Groups

Fig. 2. The average of body length at 6 dpf. There were significant different among the groups (p =0.000), The
group of R+CA 4 days, R+CA 5 days, and R+CA 6 days have the average of body length more than rotenone group
and had no significant different 1o the control group (p=0.05)
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in Insulin Growth Factor-1{IGF-I)*'. IGF-1 plays

complex [ which causes a decrease in the amount

& role in mediating growth and develog of
somatic cells, including the muscles and bones
during prenatal and post natal®,

Rotenone group showed the average of
body length had the shottest compared to others.
Linier growth of R+CA 4 days, R+CA 5 days, dan
R+CA 6 almost reach the control group.

There were significant different among
the groups (p =0.000). The group of R+CA 4 days,
R+CA 5 days, and R+CA 6 days have the average of
body length more than rotenone group and had no
significant different to the control group (p=>0.05).

Figure 3 showed that the rotenone group
had higher MDA levels and lower SOD and catalase
levels. Another study proved that rotenone 30 mg/
kg for 60 days in mice significantly increased levels
of MDA and reduced endogenous antioxidants
such as GSH". Rotenone inhibit the mitochondrial

(- n R+ CAd days
Experimental Groups

of Adenosine Triphospate (ATP) so that the nucleus
fails to divide and apoptosis occurs™. Leakage
of complex T results in the increasing of free
electrons reacting to oxygen molecules resulting
in superoxide (02-) production.25 Superoxide will
be converted to hydrogen peroxide (H202) and 02
by SOD as an endogenous antioxidant. Hydrogen
peroxide will be convert by catalase to H20 and
02*. Hydrogen peroxide is not reactive” ,but if
H202 reacts with Fe2+ or Cul+ (Haber-Weiss
and Fenton reaction) to form a highly reactive
hydroxyl (OH-) radical®® . Hydroxyl radicals can
attack polyunsaturated fatty acid (PUFA) by lipid
peroxidation process to form hydroperoxide.4
One of the secondary aldehydes produced by lipid
peroxidation is Malondialdehyde (MDA which
is capable of inactivating many cellular proteins®.

# MDA jnmolfmL)
W 500 |ng/mL)
# CAT (ng/ml)

ReCAScays R+CABdan

Fig. 3. The average of MDA, SOD and Catalase. There were significant different among the groups (p =0.000),
CA extract significantly decreased the MDA level, and increased the antioxidant (SOD and Catalase) in zebrafish

larvae-induced rotenon

Table 1. The Average of MDA, SOD, and Catalase st 6 dpf Zebrafish larvae

Group Control Rotenon

Body length 3dpf (mm) 340 £ 0.08a 338 +0.08a
(n=30)
Body length 6dpf (mm) 3.76:0070  3.5920.09a
(n=30)

MDA {[nmolimL) 507 +14a 1438 22 81c
(n=5)
S00D (ng/miL) 8B0£012c 505:021a
(n=5)
Catalase (ng/mL) 2518+1.08c 147T8:031a
(n=5)

R+CA4 R+CAS R+CAS e
days  days days g

340:008a 338+007a 3.38 £ 0.08a 0.247

37320080 37620070 3,74 2008b 0.000

§39+280b 709+183ab 7.77:183adb 0000

7.07 0270 872037c B.54 £ 0.32c 0.000

223421070 240321.37c 23932127c 0.000
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There were significant different among
the groups (p =0.000). CA extract significantly
decreased the MDA level, and increased the
antioxidant (SOD and Catalase) in zebrafish larvae-
induced rotenon.

Research cc cted on 2
increased MDA levels and decreased the amount
of antioxidants such as catalase, SOD and GSH.29
Stunting is a growth disorder in which the body
length corresponds to <-25SD age based on the
WHO child growth chart.30 Stunting children
found normal body length at birth, no congenital
abnormalities, and have the same body proportions
with normal children®,

Based on figure 3, 5 pg/mL Centella
asiatica extract for 4, 5, and 6 dpf significantly
decreased MDA level compared to rotenone group
(p<0.05). Administation of Centella asiatica in
this study was given from intrauterine to extra
uterine. This refers to the occurrence of stunting

as SOD, glutathione peroxidase, and catalase
to protect the body from the ROS reactions™, It
has potential as a scavenger of superoxide free
radicals, hydrogen peroxide, nitric oxide. This
condition leads to a decrease in ROS production
in the body, thus reducing MDA levels. MDA is
an poly-unsaturated fatty acid oxidation product
by free radicals hydroxyl and metabolite of cell
components production®. Another study proved
that ethanolic extract of Centella asiatica stabilized
free radicals by radical scavenger and show H202
scavenging activity””, It also increase the activity
of SOD, Catalase, and ghutathione peroxidase, and
glutathione reductase’. Centella asiatica increases
the expression of the NRF2 gene™, which is the
key transcription factor regulating the antioxidant
response”.

Decreasing the MDA levels, elevated SOD
and Catalase levels were followed by a significant
increase in body length between treatment groups

starting from within the womb and conti until
2 years (first 1000 days of life)*. Figure 3 also
showed that administration of ethanol in extract of
Centella asiatica for 4,5 and 6 days significantly
increased the SOD and Catalase levels (p<0.05).
Administration of Centella asiatica extract for 4,5
and 6 days were able to correct the body length of
99.6%. Centella astatica might increased the body
length through the expression of osteoprotegerin
(OPG) as receptor for osteoblast and decreasing
the expression of RANKL (receptor activator
of Nuclear kappa beta ligand) as indicator for
osteoclastonegesis.32 Thus, the binding of
OPG and RANKL inhibit of osteoclastogenesis
process™.

Centella asiatica contains phytonutrients
including of triterpenoids, carotenoids, flavonoids,
alkaloids, glycosides, and essential oils’. The
high level of triterpen in Centelia asiatica can
provide antioxidant protection33. Asiaticoside
contain in Centella asiatica by UHPLC (ultra high
performance liquid ch phy) examinati
of 2.94 ppm. 12 The ethanolic extract of Centella
asiatica in tthis study came from the same simplia
as the previous study (Khotimah, et al), so it is
assumed to have the same asiaticoside content. In

idition, fla ids ¢ ined in Centella asiatica
can act as an important antioxidant®,

Centella asiatica significantly decreases
MDA and increases antioxidant enzymes, such

compared to the r group (p-value <0.05).
Administration of Centella asiatica showed non-
significant body length to control (p-value> 0.05)
with correction of body length at 6 dpf of 99.6%.

CONCLUSION

1t can be concluded that Centella asiatica
increased the body length in rotenone-induced
zebrafish larvae. Administration of 5 pg/mL
ethanol extract of Centella asiatica can decrease
free radical activity with decrease MDA, and
increase SOD and catalase level in rotenone-
induced zebrafish larvae,
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Centella asiatica Increased The Body Length Througth Modulation
of Oxidative Stress in Rotenone-induced Zebrafish Larvae
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c

R d li hemicals (EDCs) can disrupt
hormonal hommslasns and and increase the production of

INTRODUCTION

_‘z l F reactive oxygen specics (ROS),

= ROS i with_pol fatty acid (PUFA)
causes lipid peroxidation with one of its products
malondialdehyde (MDA),

Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) are
endogenous antioxidants that plays a role in the elimination
of oxidative siress.

Cenvella asiatica has the main phytonutrients of triterpenoids
that act as antioxidants in balancing the oxidants in cells so that
oxidative stress can be prevented.

SR

omparison of stunting and normal children

METHOD RESULTS AND DISCUSSION
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Contella aviatica Flants Adult zebrafish TR W7 Chbom B 52
’ 11
Table 1. Experimental Groups . s 4 5 & T K " R CAdday Ao CAS diyh R +CA B iy
Age of Larva [dpf/ day) Enpememlﬁmupa
AT N[ e o i i Figure 1, The average of body length at 3-6 dpl Figure 2. Body length analysis 3 and 6 dpf
oot ) ! S i a8 O The rotenone group has the lowest body length compared to the control and treatment groups. The difference of
Rutenme (R | Rotemane 12,5 prib Embryemiz Mdsum body length between control and rdenone group was 0L17 mm (250 = 0.14 mm). Thus, this condition meel the
T stunsling criteria
R&CALdays RS R Tanbeyomic Modin Q0 Rotenon inhibats complex | mitochondria which results in imereased production of ROS amd o decrense in the
RCAS .n_\,.f Resesone 12,4 pph CA S gl I amaunt of ATE. ROS may inhibat osteoblust differentiation and stimulate osteoclastogeneses by mereasing RANKL
| CASpgml eXpression.
25 pph : O Admimistration of Cewnella aviatica showed non-significant body length 1o control (p-value= 0.05) with comection
R & CA G days CAS pgml
" CAS ppmL L of body length at 6 dpf of 99.6%
30
5 :
Su b : =
E
£ = MDA {nmalimL)
= § = 500 {ngimL}
b I I | I I l CAT (ngimi}
R+ CA 4 days R+ CAS days R+ CA B days
Experimental Groups
Figure 3. The average of MDA, SOD and Catalase. CA extra ificantly decreased the MDA level, and
inereased the antioxidant { SOD and Catalase) in zebrafish larvac-induced rotenon
. . e E . Cenrella axtarica has potentinl as o scavenger of superoxide free radicals, hydrogen peroxide. nitric oxide, amd
Ihﬁ‘ Md]\ h_:n";:h IIIL':LELI'.:!,? ol Jll"h d|:l." . hicroxyl, This condition leads o o decresse in ROS production n the bosly, thus reducing MI).’\ levels, [rmr\ﬂu
Fpre Rge: Rr A A DEAAE VoS asiaticn increases the expression of the Nri2 gene, which i the key factor regul the
response
MDA, SOD, and catalase (n=3/group)
o CONCLUSIONS
Statistical analysis was performed by [BM ANOVA Centella asiatica increased the body length in rotenone-induced zebrafish larvae

SPSS ¥23.0 and continued by LSD post hoc test. through the modulation of antioxidant role.

oo o
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Lampiral

n 6 : Determinasi Tanaman Centella asiatica (Pegagan)

DINAS KESEHATAN PROPINSI JAWA TIMUR
UPT MATERIA MEDICA

Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396 Batu (65313)
KOTA BATU

074 /014 /B/ 101.8/2013
Biasa

Detcrminasl Tasamas Fexagas

HUSNUL KHOTIMAH . $.Si.. M.Kes.

MNama
NIP 19751125 200501 2 001
Fakultas Lab Farmakologi Fakultas Kedok Uni i Brawijaya Malang
I. Perihal deteominasi tanaman Pogagan
Kingdom l"hnw:( I’unlﬂllun}
Subkingdom : Track h buluh)
Super Divisi ‘ipn'n-lnpllyu (Men@usal&-n hql]
Divisi (T ga)
Kelas : Dimlcdcmn
Bangsa : Umbelllales
Suku : Umbelliferac
Marga : Comtella
Jenis : Cemtella asiatica ( Linn). Urban
Sinonim . Hhdrocornvle asiatica Linn, = Paseguinus, Rumph
Pegagan. Gagan-gagan., Renang. Kerok baiok (Jawa). Daun kaki kuda {Indonesia). Pegzaga
(Ujung Pandang): A gede, A bat (Sunda). Dau tungke (Bugis): Kos tehosan (

-

Madura). Kori-kori (Halmahera)
Kunci determinasi : Ib -2b — 3b — 4b- 6b- 7b- 9b-10b- 11b - 12b - I3b-14b - 16a-239h- 243b-
244b-248b- 249b-250b-266b-267a- 268a -26%a- 2b- 3
3 Pepganmpﬂmltml b tanpa b g. tetapi dengan rimpang
pendek dan stol lon yang yap gan panjang 10 cm - B0 cm, akar heluar dari sctiap
honggol b k b b yang b k bk baru. Helai daun tunggal. benanghka
panjang uluur 5 cm - 15 cm berbentuk ginjal. Tepinya bergerigi atau beringgit, dengan penampang
1 cm - ‘!cmmmalunmﬂymgurdm-nsz- IOhelmdmm kadang-hadang agak berambut.
Bunga berwarna putih atau muda, dal berupa payvung. tunggal atau -3
bersama-sama keluar dari ketiak daun. Tangkai bunga 5 mm - 50 mm. Buah kecil bergantung, yamg
bentuknys hm"pmsa‘pipih panjang 2 - 2.5 mm, baunya wangi dan msanya pahn
Nama Simplisia Conteline [‘olmnn‘ dm.u: pegagan
Kandusgan kimia @ Asi ik is b iside,  mudocassosude, brahmosde,
brahmi wle, brahmic acid, clmsiat i und, nmo-nmnll.nl centellose, carvtencosds, garam- aram
] i kali natrium, gncsium, kaf . besi. vellanine, zat samak. Scnvawaan
glikosida trll.npl:nolda yang discbul asiaticoside dan scny awaan scjenis, moempuis al hasat anti lepea
(Morbus Hansen), Daun kaki kuda mengandung senyawas plihosida  trigergeponoida,  alhaloed

hidrokatilin, steroid, tanin. minyak atsiei, gula y duksi dan garam-g nuncral sepert garam
garam mincral seperti garsm hkalium, natrium, magnesium. kalsium dan best
Peaogguaass - Penelitian

- Dafinr Pustaka :

- Anonim.Maseria Medicu Indoncsia = Jiid 1 = 197 Dupantcmen Rosclatan Kopulbik

Indoncsin
Ancnit , Serial Tonuman Obed ~ l’l.ln\('.\h 2007 Hadan  POM Koepubdoh Do
- Ancsan , M e o { 2V wdsaber 20PN

- Stoenis (G Van by FLORA. 2008, Pradnya Parsmnta | Jakaria
Syamauhudayat, Sn Wl Hutapcea, Johny Kia 1991 fevemiaris Famamsin (i Todooacsis |,
1 doprart, Keneh publik lndonesia © Badan Ponchitian Dan Pongembungan ks batan

Iaamikian determinasi i hsm boat witok dipesgonaban st TSN LTI

98



Lampiran 7 : Laporan Hasil Analisa Zebrafis

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS BRAWLJAYA MALANG
FAKULTAS PERIKANAN DAN ILMU KELAUTAN

JL. VETERAN TELP. (0341) 575838 MALANG 65145
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LAPORAN HASI
NO : 02/LAB.IIP/HA/FPIK/2012
1. Data Konsumen :
Nama Konsumen . Husnul Khotimah S 8i, M Kes
Instansi : Program Doktor Fakultas Kedokteran
Universitas Brawyjaya
Alamat . Perum Bumi Palape J 4 Malang
Telepon : 081136946739
Status . Mahasiswa 83
Keperluan Analisis : ldentifikasi [kan
2. Sampling Yang dilakukan : Oleh Konsumen
3. Identifikasi Sampel :
Nama Sampel - Danio rerio
Warna : Kuning strip hitam
4. Prosedur Analisa : Dari Lab. llmu - limu Perairan FPIK UB
5. Penyampaian Laporan Hasil Analisis  : Dikirim sendiri
6. Tanggal Tenima Sampel - 05 November 2012
7. Analis : Nuniyami
8. Data Hasil Analisa  terlampir pada buku kerja

. ——._ Malang, 09 November 2012
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Lampiran 8 : Data Panjang Badan Larva Zebrafish Usia 3 dpf — 6 dpf
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! Kelompok
Usia | Nomor
tarmayfayapd Kontrol (mm) | Rotenon (mm) il . .
(mm) (mm) (mm)
3 dpf 1 3.88 3.67 3.80 3.84 3.86
i 3.75 3.69 3.72 3.70 4.00
3 3.79 3.54 3.79 3.87 3.71
4 3.90 3.63 3.78 3.85 3.75
5 3.78 3.60 3.68 3.81 3.72
6 3.88 3.73 3.74 3.75 3.76
7 3.83 3.68 3.76 3.78 3.72
8 3.88 3.62 3.85 3.79 3.84
9 3.86 3.65 3.87 3.89 3.80
10 3.79 3.69 3.80 3.78 3.76
11 3.74 3.53 3.66 3.67 3.70
12 3.63 3.64 3.74 3.80 3.68
13 3.70 3.57 3.65 3.67 3.74
14 3.70 3.66 3.68 3.68 3.68
15 3.70 3.54 3.69 3.72 3.72
16 3.78 3.61 3.66 3.76 3.87
17 3.78 3.59 3.77 3.78 3.72
18 3.73 3.56 3.74 3.72 3.73
19 3.80 3.57 3.66 3.77 3.69
20 3.67 3.65 3.67 3.70 3.63
21 3.73 3.66 3.70 3.67 3.75
22 3.71 3.62 3.72 3.76 3.76
23 3.72 3.50 3.73 3.81 3.74
24 3.75 3.60 3.75 3.68 3.71
25 3.68 3.39 3.78 3.79 3.67
26 3.70 3.35 3.72 3.62 3.81
27 3.72 3.48 3.80 3.79 3.62
28 3.68 3.38 3.74 3.78 3.72
29 3.69 3.62 3.66 3.82 3.65
30 3.81 3.66 3.68 3.83 3.62
Mean 3.76 3.59 343 3.76 3.74
SD 0.07 0.09 0.06 0.07 0.08
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< ! Kelompok
P Usia | Nomor
— Larva | Sampel P1 P2 P3
z__'____ Kontrol (mm) | Rotenon (mm) (mm) (mm) (mm)
g 4 dpf 1 3.62 3.47 3.50 3.50 3.61
= 2 3.67 3.44 353 | 349 | 362
8‘ 3 3.69 3.51 3.60 3.67 3.62
— 4 3.65 3.54 3.50 3.63 3.44
5 3.61 3.57 3.53 3.70 3.50
6 3.64 3.53 3.68 3.61 3.59
7 3.66 3.49 3.56 3.50 3.50
8 3.62 3.59 3.55 3.57 3.52
9 3.61 3.43 3.56 3.52 3.62
10 3.69 3.57 3186 3.49 3.57
11 3.74 3.47 3.62 3.69 3.66
12 3.63 3.33 3.69 3.57 3.61
13 3.64 3.53 3.62 3.68 3.65
14 3.75 3.46 3.62 3.68 3.65
15 3.55 3.57 3.59 3.67 3.59
16 3.58 3.63 3.69 3.59 3.65
17 3.63 3.50 3.64 3.50 3.62
18 3.58 3.60 3.65 3.64 3.58
19 3.55 3.60 3.62 3.58 3.56
20 3.63 3.56 3.61 3.65 3.60
21 3.74 3.63 3.67 3.72 3.60
22 3.70 3.44 3.71 3.62 3.58
23 3.51 3.43 3.70 3.64 3.64
24 3.72 3.50 3.65 3.58 3.59
25 3.63 3.58 3.56 3.50 3.68
26 3.63 3.55 3.68 3.62 3.68
27 3.71 3.32 3.61 3.60 3.58
28 3.75 3.56 3.66 3.63 3.64
29 3.61 3.59 3.62 3.62 3.60
30 3.54 3.42 3.64 3.73 3.61
Mean 3.64 3.51 3.61 3.61 3.60
SD 0.06 0.08 0.06 0.07 0.05
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< ! Kelompok
P Usia | Nomor
— Larva | Sampel P1 P2 P3
z__'____ Kontrol (mm) | Rotenon (mm) (mm) (mm) (mm)
g 5 dpf 1 3.76 3.64 3.73 3.65 3.66
= 2 3.78 3.65 3.67 3.66 3.74
g— 3 3.72 3.57 3.65 3.80 3.70
B 4 3.69 3.55 3.76 3.79 3.72
5 3.73 3.69 3.61 3.80 3.68
6 3.77 3.69 3.67 3.68 3.66
7 3.76 3.67 3.76 3.78 3.70
8 3.68 3.67 3.74 3.60 3.89
9 3.72 3.51 3.76 3.56 3.83
10 3.65 3.58 3.78 3.73 3.60
11 3.67 3.60 3.72 3.84 3.71
12 3.66 3.39 3.63 3.78 3.71
13 3.56 3.58 3.71 3.65 3.75
14 3.70 3.52 3.66 3.70 3.7
15 3.74 3.60 3.63 3.67 3.72
16 3.61 3.57 3.66 3.78 3.67
17 3.61 3.65 3.7 3.82 3.73
18 3.47 3.66 3.72 3.73 3.65
19 3.67 3.57 3.64 3.77 3.66
20 3.63 3.66 3.71 3.68 3.76
21 3.56 3.50 3.66 3.63 3.64
22 3.64 3.64 3.73 3.77 3.70
23 3.61 3.62 3.74 3.71 3.65
24 3.85 3.44 *f 4 3.71 3.64
25 3.75 3.63 3.55 3.64 3.71
26 3.80 3.37 3.66 3.72 3.66
27 3.53 3.34 3.7 3.71 3.67
28 3.66 3.67 3.71 3.63 3.72
29 3.70 3.63 3.68 3.65 3.78
30 3.68 3.59 3.68 3.62 3.75
Mean 3.68 3.58 3.69 3.71 3.71
SD 0.08 0.09 0.05 0.07 0.06
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< ! Kelompok
P Usia | Nomor
= Larva | Sampel P1 P2 P3
z__'____ Kontrol (mm) | Rotenon (mm) (mm) (mm) (mm)
- 6 dpf 1 3.88 3.67 3.80 3.84 3.86
= 2 3.75 3.69 3.72 3.70 4.00
8‘ 3 3.79 3.54 3.79 3.87 3.71
— 4 3.90 3.63 3.78 3.85 3.75
5 3.78 3.60 3.68 3.81 3.72
6 3.88 3.73 3.74 3.75 3.76
7 3.83 3.68 3.76 3.78 3.72
8 3.88 3.62 3.85 3.79 3.84
9 3.86 3.65 3.87 3.89 3.80
10 3.79 3.69 3.80 3.78 3.76
11 3.74 3.53 3.66 3.67 3.70
12 3.63 3.64 3.74 3.80 3.68
13 3.70 3.57 3.65 3.67 3.74
14 3.70 3.66 3.68 3.68 3.68
15 3.70 3.54 3.69 3.72 3.72
16 3.78 3.61 3.66 3.76 3.87
17 3.78 3.59 3.77 3.78 3.72
18 3.73 3.56 3.74 3.72 3.73
19 3.80 3.57 3.66 3.77 3.69
20 3.67 3.65 3.67 3.70 3.63
21 3.73 3.66 3.7 3.67 3.75
22 3.71 3.62 3.72 3.76 3.76
23 3.72 3.5 3.73 3.81 3.74
24 3.75 3.6 3.75 3.68 3.71
25 3.68 3.39 3.78 3.79 3.67
26 3.70 3.35 3.72 3.62 3.81
27 3.72 3.48 3.8 3.79 3.62
28 3.68 3.38 3.74 3.78 3.72
29 3.69 3.62 3.66 3.82 3.65
30 3.81 3.66 3.68 3.83 3.62
Mean 3.76 3.59 3.73 3.76 3.74
SD 0.07 0.09 0.06 0.07 0.08
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Lampiran 9 : Data Rasio Panjang Kepala dan Panjang Badan

Usia 3 dpf 6 dpf
Kelompok | kontrol | Rotenon P1 P2 P3 Kontrol | Rotenon
;
Gambar i ;2
Perbesaran ‘ 3
2,5% ' ‘1
L}
PK:PB 3,40 : 3,36 : 3,40: | 3,39: | 3,39: | 3,76 : 3,59 : 3,73: | 3,76: | 3,74 :
(mm) 0,67 0,65 0,64 0,65 0,63 0,76 0,70 0,73 0,74 0,74
Rasio 15 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 15 1:5 1:5
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Lampiran 10 :Data Kadar SOD dan MDA dengan metode ELISA

repository.ub.ac.id

NO | KELOMPOK | NO.SAMPEL Kons(f]gt/':]‘sl_i)SOD Kon(i?;‘érlj";iL';"DA
1 | Kontrol 1 8.991 3.986
2 8.865 6.014
3 8.741 6.689
4 8.680 3.311
5 8.741 5.338
2 Rotenon 1 5.086 11.419
2 5.381 12.095
3 5.051 16.149
4 4.911 14.122
5 4.842 18.176
Perlakuan 1
3 (P 1 6.882 12.095
2 6.931 12.770
3 7.541 8.041
4 7.029 6.689
5 6.980 7.365
Perlakuan 2
4 | (P2) 1 8.439 6.014
2 9.247 5.338
3 8.321 7.365
4 8.619 6.689
5 8.865 10.068
Perlakuan 3
5 | (P3) 1 8.380 10.743
2 8.148 8.041
3 8.865 7.365
; 4 8.865 6.689
5 8.439 6.014
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Lampiran 11 :Hasil Analisis Statistik

- 1. Perbandingan Panjang Badan Usia 3 dpf
—
> A. Uji Normalitas
jE—
o
—— Tests of Normality
L= ]
3 Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
:1_-’ Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Panjang Badan 3dpf .080 150 .021 .988 150 .201
a. Lilliefors Significance Correction
B. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Panjang Badan 3 dpf
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.633 4 145 .640
C. ANOVA
ANOVA
Panjang Badan 3 dpf
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .026 4 .006 1.370 247
Within Groups .680 145 .005
Total .706 149
D. Post Hoc LSD
Multiple Comparisons
Panjang Badan 3 dpf
LSD
95% Confidence
Int |
Moan nterva
Difference (I- Std. Lower Upper
() Kelompok J) Error Sig. Bound Bound
Kontrol Rotenon .03500" | .01769 .050 .0000 .0700
d: Perlakuan 1 -.00033 | .01769 .985 -.0353 .0346
>— Perlakuan 2 .00500 | .01769 778 -.0300 .0400
i Perlakuan 3 .00900 | .01769 .612 -.0260 .0440
§ Rotenon Kontrol -.03500° | .01769 | .050 |  -.0700 0000
Perlakuan 1 -.03533" | .01769 .048 -.0703 -.0004
§ Perlakuan 2 -.03000 | .01769 .092 -.0650 .0050
e Perlakuan 3 -.02600 | .01769 .144 -.0610 .0090
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T Perlakuan 1 Kontrol .00033 | .01769 .985 -.0346 .0353
(o~
. Rotenon .03533" | .01769 .048 .0004 .0703
= Perlakuan 2 .00533 | .01769 .763 -.0296 .0403
: ) Perlakuan 3 .00933 | .01769 .599 -.0256 .0443
g Perlakuan 2~ Kontrol -.00500 | .01769 778 -.0400 .0300
8 Rotenon .03000 | .01769 .092 -.0050 .0650
5 Perlakuan 1 -.00533 | .01769 .763 -.0403 .0296
-
Perlakuan 3 .00400 | .01769 .821 -.0310 .0390
Perlakuan 3 Kontrol -.00900 | .01769 612 -.0440 .0260
Rotenon .02600 | .01769 .144 -.0090 .0610
Perlakuan 1 -.00933 | .01769 .599 -.0443 .0256
Perlakuan 2 -.00400 | .01769 .821 -.0390 .0310
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
2. Perbandingan Panjang Badan Usia 6 dpf
A. Uji Normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
(I;’anjang Badan 6 046| 150 200" 986 150 138
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
B. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Panjang Badan 6 dpf
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.082 4 145 .368
C. ANOVA
ANOVA
Panjang Badan 6 dpf
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .624 4 .156 27.470 .000
Within Groups .823 145 .006
Total 1.448 149
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D. Post Hoc

Panjang Badan 6 dpf

Multiple Comparisons

LSD
95% Confidence
Interval
Mean
Difference (I- Lower Upper
(1) Kelompok J) Std. Error | Sig. Bound Bound
Kontrol Rotenon .16933" .01946 | .000 .1309 .2078
Perlakuan 1 .02567 .01946 | .189 -.0128 .0641
Perlakuan 2 -.00400 .01946 | .837 -.0425 .0345
Perlakuan 3 .02100 .01946 | .282 -.0175 .0595
Rotenon Kontrol -.16933" .01946 | .000 -.2078 -.1309
Perlakuan 1 -.14367" .01946 | .000 -.1821 -.1052
Perlakuan 2 -.17333" .01946 | .000 -.2118 -.1349
Perlakuan 3 -.14833" .01946 | .000 -.1868 -.1099
Perlakuan 1 Kontrol -.02567 .01946 | .189 -.0641 .0128
Rotenon .14367" .01946 | .000 .1052 1821
Perlakuan 2 -.02967 .01946 | .130 -.0681 .0088
Perlakuan 3 -.00467 .01946 | .811 -.0431 .0338
Perlakuan 2  Kontrol .00400 .01946 | .837 -.0345 .0425
Rotenon .17333" .01946 | .000 .1349 2118
Perlakuan 1 .02967 .01946 | .130 -.0088 .0681
Perlakuan 3 .02500 .01946 | .201 -.0135 .0635
Perlakuan 3  Kontrol -.02100 .01946 | .282 -.0595 .0175
Rotenon .14833" .01946 | .000 .1099 .1868
Perlakuan 1 .00467 .01946 | .811 -.0338 .0431
Perlakuan 2 -.02500 .01946 | .201 -.0635 .0135
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
3. Perbandingan Kadar SOD pada usia 6 dpf
A. Uji Normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar SOD .170 25 .060 .938 25 131

a. Lilliefors Significance Correction
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B. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

A
= Kadar SOD
o~ Levene Statistic dfl df2 Sig.
o 1.566 4 20 222
e
L= ]
o
. C. ANOVA
(=P
j=—
ANOVA
Kadar SOD
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 51.454 4 12.863 175.363 .000
Within Groups 1.467 20 .073
Total 52.921 24
D. Post Hoc

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kadar SOD

LSD
95% Confidence
Sikia Interval
Difference (I- Std. Lower Upper
(1) Kelompok J) Error Sig. Bound Bound
Kontrol Rotenon 3.74940° | .17129 .000 3.3921 4.1067
Perlakuan 1 1.73100" | .17129 .000 1.3737 2.0883
Perlakuan 2 .10540 | .17129 .545 -.2519 4627
Perlakuan 3 26420 | .17129 139 -.0931 .6215
Rotenon Kontrol -3.74940" | .17129 .000 -4.1067 -3.3921
Perlakuan 1 -2.01840" | .17129 .000 -2.3757 -1.6611
Perlakuan 2 -3.64400" | .17129 .000 -4.0013 -3.2867
Perlakuan 3 -3.48520" | .17129 .000 -3.8425 -3.1279
Perlakuan 1 Kontrol -1.73100" | .17129 .000 -2.0883 -1.3737
Rotenon 2.01840" | .17129 .000 1.6611 2.3757
Perlakuan 2 -1.62560" | .17129 .000 -1.9829 -1.2683
Perlakuan 3 -1.46680" | .17129 .000 -1.8241 -1.1095
Perlakuan 2 Kontrol -.10540 | .17129 .545 -.4627 .2519
Rotenon 3.64400" | .17129 .000 3.2867 4.0013
Perlakuan 1 1.62560" | .17129 .000 1.2683 1.9829
Perlakuan 3 .15880 | .17129 .365 -.1985 5161
Perlakuan 3 Kontrol -.26420 | .17129 139 -.6215 .0931
Rotenon 3.48520" | .17129 .000 3.1279 3.8425
Perlakuan 1 1.46680" | .17129 .000 1.1095 1.8241
Perlakuan 2 -.15880 | .17129 .365 -.5161 .1985
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4. Perbandingan Kadar MDA pada usia 6 dpf

= A. Uji Normalitas
s |
o~ Tests of Normality
o
—— Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
= Statistic df Sig. Statistic df Sig.
e Kadar MDA 144 25 .196 .935 25 112
L
j=—

a. Lilliefors Significance Correction

B. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Kadar MDA
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.747 4 20 179
C. ANOVA
ANOVA
Kadar MDA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 247.529 4 61.882 12.621 .000
Within Groups 98.064 20 4.903
Total 345.593 24
D. Post Hoc

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kadar MDA

LSD
95% Confidence
Interval
Mean
Difference (I- Std. Lower Upper
(1) Kelompok J) Error Sig. Bound Bound
Kontrol Rotenon -9.324600" | 1.400 .000 - -6.40329
460 12.24591
Perlakuan 1 -4.324400" | 1.400 .006 | -7.24571 -1.40309
460
Perlakuan 2 -2.027200 | 1.400 163 | -4.94851 .89411
460
Perlakuan 3 -2.702800 | 1.400 .068 | -5.62411 .21851
460
Rotenon Kontrol 9.324600" | 1.400 .000 6.40329 12.24591
460
Perlakuan 1 5.000200" | 1.400 .002 2.07889 7.92151
460
Perlakuan 2 7.297400" | 1.400 .000 4,37609 10.21871
460
Perlakuan 3 6.621800" | 1.400 .000 3.70049 9.54311
460
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' Perlakuan 1 Kontrol 4.324400" | 1.400 .006 1.40309 7.24571
< 460
Y Rotenon -5.000200" | 1.400 .002 | -7.92151 -2.07889
— 460
::.-:.... Perlakuan 2 2.297200 | 1.400 117 -.62411 5.21851
e 460
= Perlakuan 3 1.621600 | 1.400 | .261 | -1.29971 4.54291
= 460
o Perlakuan 2 Kontrol 2.027200 | 1.400 .163 -.89411 4.94851
= 460
e Rotenon -7.297400" | 1.400 | .000 - [ -4.37609
460 10.21871
Perlakuan 1 -2.297200 | 1.400 117 | -5.21851 62411
460
Perlakuan 3 -.675600 | 1.400 .635 | -3.59691 2.24571
460
Perlakuan 3 Kontrol 2.702800 | 1.400 .068 -.21851 5.62411
460
Rotenon -6.621800" | 1.400 .000 | -9.54311 -3.70049
460
Perlakuan 1 -1.621600 | 1.400 .261 | -4.54291 1.29971
460
Perlakuan 2 .675600 | 1.400 .635 | -2.24571 3.59691
460
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
5. Korelasi Pemberian Pegagan terhadap Kadar SOD
Correlations
Kadar SOD Pemberian
Pegagan
Pearson Correlation 1 .951"
Kadar SOD Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
Pearson Correlation 951" 1
Pemberian Pegagan Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
6. Korelasi Pemberian Pegagan terhadap Kadar MDA
Correlations
Pemberian Kadar MDA
Pegagan
Pearson Correlation 1 -779"
Pemberian Pegagan Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
Pearson Correlation - 779" 1
Kadar MDA Sig. (1-tailed) .000
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
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;é. 7. Korelasi Pemberian Pegagan terhadap Pajang Badan
—g Correlations
. Pemberian Panjang Badan
: ) Pegagan Usia 6 dpf
o Pearson Correlation 1 .636™
G
o Pemberian Pegagan Sig. (1-tailed) .000
o
= N _ 120 120
P=B) Pearson Correlation .636 1
e : .
Panjang Badan Usia ;0 (1 taileq) 000
6 dpf
N 120 120
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
8. Korelasi Kadar SOD terhadap Pangjang Badan
Correlations
Kadar SOD Panjang Badan
Usia 6 dpf
Pearson Correlation 1 793"
Kadar SOD Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
Pearson Correlation 793" 1
Panjang Badan Usia 6 dpf Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
9. Korelasi Kadar MDA terhadap Panjang Badan
Correlations
Kadar MDA Panjang Badan
Usia 6 dpf
Pearson Correlation 1 -.690™
Kadar MDA Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
Pearson Correlation -.690" 1
Panjang Badan Usia 6 dpf Sig. (1-tailed) .000
N 20 20

Correlations

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).

10. Korelasi Kadar SOD terhadap Kadar MDA

Kadar SOD | Kadar MDA
Pearson Correlation 1 -.817"
Kadar SOD  Sig. (1-tailed) .000
N 20 20
Pearson Correlation -817" 1

Kadar MDA  Sig. (1-tailed) .000
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
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Seleksi Telur dan Pemeliharaan Embrio 2 hpf — 6 dpf
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Homegenisasi Larva Zebrafish Usia 6 dpf
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