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Studi Kadar Trigliserida Dan Gambaran Histopatologi Hepar Hewan Model
Tikus (Rattus norvegicus) Hiperkolesterolemia Yang Mendapat Terapi Ekstrak
Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)

ABSTRAK

Hiperkolesterolemia adalah suatu keadaan meningkatnya kadar kolesterol di
dalam darah. Penyebab hiperkolesterolemia salah satunya adalah pemberian diet tinggi
lemak yang menyebabkan peningkatan jumlah radikal bebas di dalam tubuh.
Antioksidan endogen tidak mampu mengatasi radikal bebas yang berlebih sehingga
diperlukan antioksidan yang berasal dari luar tubuh. Ekstrak air daun sukun
(Artocarpus altilis) mengandung senyawa bersifat antioksidan yaitu flavonoid yang
berupa kuersetin, DS-6, artoindonesianin F, dan cycloaltilisin menurunkan kadar
trigliserida dan mengurangi perlemakan pada hepar. Tujuan penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh ekstrak air daun sukun terhadap penurunan kadar trigliserida dan
perbaikan histopatologi hepar tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia. Penelitian
ini menggunakan hewan coba tikus yang dikelompokkan menjadi 5 yaitu kelompok
kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok terapi dengan dosis 500 mg/Kg
BB, 1000 mg/Kg BB dan 2000 mg/Kg BB. Pengujian kadar trigliserida menggunakan
metode GPO-PAP. Analisa data kadar trigliserida menggunakan one way ANOVA
a=0,05 dengan uji lanjutan uji Tukey, sedangkan histopatologi hepar secara kualitatif.
Hasil penelitian menunjukkan terapi ekstrak air daun sukun menurunkan kadar
trigliserida secara signifikan (p < 0,05) antar perlakuan. Dosis terapi 2000 mg/kg BB
efektif dalam menurunkan kadar trigliserida sebesar 32,89%. Disimpulkan bahwa
ekstrak air daun sukun yang mengandung flavonoid dapat digunakan sebagai terapi
hiperkolesterolemia berdasarkan penurunan kadar trigliserida dan perbaikan pada
gambaran histopatologi hepar tikus.

Kata kunci : hiperkolesterolemia, daun sukun, trigliserida, histopatologi hepar



Study Of Effect Triglyceride Level And Hepar Histopathology In
Hypercholesterolemia Rats (Rattus norvegicus) With Therapy Of Breadfruit Leaf
(Artocarpus altilis) Water Extract

ABSTRACT

Hypercholesterolemia is a condition where cholesterol level in blood serum
increases. One of the causes of hypercholesterolemia is the consumption of high fatty
diet which increases free radical substances in the body. Endogenous antioxidant in the
body is not able to overcome excessive free radical substances, thus exogeneous
antioxidant is needed. Breadfruit leaf (Artocarpus Altilis) has antioxidant compound
namely flavonoid in the form of kuersetin DS-6, artoindonesianin F, and cycloaltilisin
which can lower triglyceride level and repairing histopathology liver. The purpose of
this research is to know the effects of breadfruit leaf water extract for lowering
triglyceride level and improving hepar histopathology of hypercholesterolemic rats.
This research uses rats as the experimental animals. The rats were divided into 5
groups: negative control group, positive control group, and therapy group with dose of
500 mg/kg bw, 1000 mg/kg bw, and 2000 mg/kg bw. One-way ANOVA a=0,05 with
Tukey test is used in triglyceride level data analysis, whereas hepar histopathology is
conducted with qualitative analysis. The result showed that breadfruit leaf water
extract therapy lowers triglyceride level significantly (p<0,05) between groups.
Therapeutic dose of 2000 mg/kg bw is the effective doses for lowering triglyceride
level until 32,89%. In conclusion, breadfruit leaf water extract contaning flavonoid can
be used as a treatment of hypercholesterolemia based on the lowering of triglyceride
level and improvement of hepar histopathology on rats.

Key word : hypercholesterolemia, breadfruit leaf, triglyceride, hepar histopathology
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hiperkolesterolemia adalah suatu keadaan meningkatnya kadar kolesterol di
dalam darah. Salah satu faktor yang menyebabkan peningkatan kadar kolesterol
pada anjing yaitu hidup di lingkungan yang buruk, kurangnya aktivitas di luar
kandang, dan mengkonsumsi pakan tinggi lemak. Gejala klinis hiperkolesterolemia
pada anjing pada kasus ringan tidak menunjukkan gejala namun pada kasus parah
dapat menyebabkan pankreatitis, gangguan penglihatan, dan kejang (Clarenburg,
2001; Klugger, et al., 2010).

Hiperkolesterolemia dapat membahayakan kesehatan jantung hewan jika tidak
mendapatkan penanganan. Hal ini terjadi karena adanya sumbatan akibat
meningkatnya akumulasi kolesterol dan lipid pada dinding pembuluh darah. Salah
satu penyebab hiperkolesterolemia pada pet animal di Amerika adalah obesitas.
Kejadian obesitas pada tahun 2012 terus meningkat seperti yang dilaporkan
Association For Pet Obesity Prevention (APOP) saat mengadakan survey pasien
pada klinik dokter hewan. Ditemukan sebanyak 52,5% atau sekitar 36.700.000 pada
anjing dan 58,3% atau sekitar 43.200.000 pada kucing mengalami obesitas
(Karyadi, 2006; Ward and Mark, 2013).

Pemeriksaan kimia darah yang dapat dilakukan untuk mengetahui profil lipid
adalah kolesterol total, High Density Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein
(LDL) dan trigliserida. Kolesterol berfungsi sebagai komponen dinding dan
membran sel, dan sebagai prekursor untuk sintesa hormon steroid, vitamin D dan

asam empedu. Keadaan hiperkolesterolemia terjadi apabila kadar kolesterol total



dalam darah melebihi batas normal akibat gangguan metabolisme lemak dalam
darah, yaitu 70-200 mg/dL pada kucing, 150-300 mg/dL pada anjing, dan 40-130
mg/dL pada tikus putih. LDL berfungsi untuk mengangkut kolesterol menuju sel
perifer di seluruh tubuh. HDL berfungsi mengangkut timbunan kolesterol dari
jaringan kembali ke hepar untuk diproses kembali. Peningkatan trigliserida
memberikan pengaruh terhadap Very Low Density Lipopprotein (VLDL) yang
menimbulkan terbentuknya plak pada arteri dan dalam jangka waktu lama memicu
terjadinya aterosklerosis (Miller, 2011; Setyaji, 2011).

Makanan yang mengandung lemak masuk ke dalam usus. Lemak diubah
menjadi lipoprotein agar dapat diangkut dalam darah. Lipoprotein dalam darah
adalah kilomikron, VLDL, IDL, LDL, dan HDL. Trigliserida yang terdapat pada
kilomikron meninggalkan usus dan masuk ke darah lalu diuraikan oleh enzim LPL.
Kilomikron masuk ke dalam hepar dan keluar dalam bentuk VLDL. Enzim LPL
mengubah VLDL menjadi IDL. Gangguan pada enzim LPL menyebabkan
perubahan VLDL menjadi IDL terhambat dan menyebabkan VLDL mengendap di
dalam hepar. Hal tersebut mengakibatkan adanya akumulasi lemak pada sel hepar.
Beberapa kelainan histopatologis hepar dengan keadaan hiperkolesterolemia
menurut penelitian Wresdiyati dkk., (2006) yaitu sinusoid hepar yang melebar dan
beberapa sel mengalami degenerasi. Fungsi utama trigliserida adalah menyediakan
energi untuk sel. Peningkatan kadar TG dapat disebabkan karena gangguan aktivitas
enzim lipoprotein lipase (LPL) karena adanya radikal bebas dan abdominal obesity.
Radikal bebas di dalam tubuh berperan dalam komunikasi antar sel, aktivasi
kuppfer, dan apoptosis atau peristiwa matinya sel. Namun jika radikal bebas dalam

tubuh Dberlebih dapat mengakibatkan dampak negatif. Dampak negatif tersebut



antara lain oksidasi terhadap berbagai komponen sel seperti protein dan DNA yang
dapat menyebabkan timbulnya penyakit seperti kanker dan penuaan sel (Hseu,
2008).

Antioksidan alami dari sel tidak mampu mengatasi radikal bebas yang
berlebih di dalam tubuh. Senyawa yang bersifat antioksidan dari luar diperlukan
untuk melawan efek bahaya radikal bebas dan menurunkan kadar kolesterol yang
tinggi. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Suryanto dan Frendly (2009),
pada uji  ekstrak metanol, ekstrak etanol, dan ekstrak aseton, daun sukun
(Artocarpus altilis) mengandung senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin yang
signifikan. Penggunaan obat yang berasal dari alam merupakan penemuan di masa
ini sangat gencar diteliti karena memiliki efek samping yang sedikit dan mampu
mencegah serta mengobati penyakit. Sejumlah studi epidemiologi melaporkan
bahwa tanaman memiliki senyawa fenolik yang efektif terhadap penyakit kronis
yang fatal. Senyawa-senyawa tersebut bersifat antioksidan karena dapat melawan
radikal bebas yang berlebih di dalam tubuh (Ahmad and Beg, 2013).

Penelitian ini menggunakan ekstrak air daun sukun sebagai terapi
hiperkolesterolemia. Beberapa literatur menyebutkan kandungan daun sukun salah
satunya penelitian yang dilakukan Siddesha et al., (2011), hasil analisis fitokimia
menyebutkan adanya kandungan flavonoid, tanin, dan saponin. Banyaknya
penelitian mengenai kandungan daun sukun tidak sebanding dengan keberadaan
literatur mengenai potensi terapi yang menggunakan hewan model. Penyebaran
tanaman sukun di Indonesia relatif merata yaitu di Sumatera, Jawa, Kalimantan,
Nusa Tenggara, Sulawesi dan Papua sehingga tidak sulit menemukannya. Tanaman

sukun di Indonesia jarang terserang hama dan penyakit yang membahayakan



sehingga dapat dikembangkan dan lebih dimanfaatkan. Indonesia sebagai negara
megabiodiversitas turut memberikan kontribusi sebagai penelitian di luar negeri
yaitu Ragone (2009), mengambil sampel daun sukun dari Indonesia, Filipina dan 16
Pacific Island Groups namun studi efektivitas daun sukun sebagai terapi penyakit
masih terbatas sehingga perlu dikembangkan. Terapi hiperkolesterolemia yang
dapat digunakan pada pet animal umumnya adalah statin, niacin,dan asam fibrin.
Penggunaan bahan kimia sebagai terapi dapat menimbulkan lebih banyak efek
samping sehingga perlu dikembangkan penggunaan obat herbal seperti ekstrak air

daun sukun (Spector, 2014).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang akan dibahas sesuai dengan latar belakang tersebut
adalah
1. Apakah terapi ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) menurunkan kadar
trigliserida pada tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia?
2. Apakah terapi ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) memperbaiki gambaran

histopatologi hepar tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia?

1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini dibatasi
pada :
1. Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) jantan strain
wistar yang diperoleh dari UPHP Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dengan

umur 10-12 minggu dan berat badan sekitar 150 gram. Penggunaan hewan coba



ini telah mendapat persetujuan Laik Etik dari KEP UB no 219-KEP-UB
(Lampiran 1).

2. Pembuatan keadaan hiperkolesterolemia hewan model tikus (Rattus norvegicus)
hiperkolesterolemia dilakukan dengan cara pemberian diet tinggi lemak
(Aulanni’am, 1993; Gani, 2013).

3. Simplisia daun sukun (Artocarpus altilis) didapat dari UPT Materia Medica dan
telah mendapatkan surat keterangan identifikasi oleh Laboratorium Taksonomi
dan Struktur Tumbuhan, UPT Materia Medica, Batu, Malang (Lampiran 2).

4. Dosis terapi pada hewan model hiperkolesterolemia yang digunakan dengan
ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) yaitu dosis 500 mg/kg BB, 1000
mg/kg BB, dan dosis 2000 mg/kg BB selama 14 hari.

5. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah kadar trigliserida diukur
menggunakan metode GPO-PAP dengan kit Biosystem Trigliserida Al5 serta
gambaran histopatologi organ hepar berupa perlemakan yang diamati secara

kualitatif menggunakan mikroskop Olympus BX51.

1.4 Tujuan
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka tujuan dari penelitian
ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) sebagai terapi
pada tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia berupa penurunan kadar

trigliserida.



2. Mengetahui pengaruh ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) sebagai terapi
pada tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia terhadap gambaran

histopatologi hepar berupa penurunan akumulasi lemak.

1.5 Manfaat

1. Memberikan informasi peranan ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) dalam
terapi hiperkolesterolemia berupa penurunan kadar trigliserida.

2. Sebagai bahan informasi dalam mempelajari patomekanisme hiperkolesterolemia
yang diterapi dengan senyawa bersifat antioksidan sehingga dapat membantu
penelitian selanjutnya dalam mengembangkan peran flavonoid, tanin, dan

saponin dari tumbuhan.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hubungan Trigliserida dengan Hiperkolesterolemia

Pemeriksaan kimia darah berupa profil lipid yaitu peningkatan trigliserida
dapat menandai hiperkolesterolemia. Peningkatan TG dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor yaitu asupan lemak yang berlebihan, obesitas, serta aktivitas fisik
yang rendah. Trigliserida di dalam darah tidak beredar secara bebas namun berada
dalam partikel-partikel lipoprotein. Lipoprotein terdiri dari kilomikron, VLDL, IDL,
LDL, dan HDL. Kilomikron mengandung 96% trigliserida, VLDL mengandung
60% trigliserida, LDL mengandung 10% trigliserida, dan HDL mengandung 3%
trigliserida (Cheng dan Hardi, 2004; Krummel, 2008).

Kilomikron bertugas mengangkut semua lipid dari makanan ke dalam
sirkulasi. Trigliserida diangkut dalam bentuk kilomikron dari usus menuju hepar,
kemudian mengalami metabolisme dan dalam jumlah besar sebagai VLDL. VLDL
terdiri dari trigliserida, kolesterol, fosfolipid, dan apolipoprotein yang diproduksi
oleh hepar. VLDL berfungsi mengangkut trigliserida dari hati ke jaringan
ekstrahepatik. Pemberian diet tinggi lemak dapat meningkatkan konsentrasi VLDL
dan trigliserida yang menunjukkan terjadinya penurunan konsentrasi kolesterol
HDL. Rendahnya kadar HDL dalam serum darah menyebabkan kolesterol yang
dimetabolisme menjadi sedikit sehingga banyak kolesterol yang tertimbun. Oleh
karena itu kadar trigliserida yang tinggi cenderung juga disertai dengan LDL yang
meningkat dari normal sehingga terjadi hiperkolesterolemia (Mahley and Bersot,

2007).



2.2 Hubungan Histopatologi Hepar dengan Hiperkolesterolemia

Produk pencernaan yang diserap pada hepar harus melalui kapiler-kapiler
hepar yang disebut sinusoid. Sinusoid hepar adalah saluran darah yang berliku-liku
dan melebar, dengan diameter tidak teratur, dilapisi sel endotel yang tidak utuh,
dipisahkan dari hepatosit dibawahnya oleh ruang perisinusoidal. Zat makanan yang
mengalir di dalam sinusoid yang berliku-liku, menembus dinding endotel yang
tidak utuh dan berkontak langsung dengan hepatosit (Eroschenko, 2003).

Lemak yang diserap oleh usus akan menjadi trigliserida, fosfolipid, ester
kolesteril dan kolesterol yang diangkut dalam bentuk lipoprotein yaitu kilomikron.
Kilomikron masuk ke dalam hepar dan sebagian kolesterol akan dibuang bersama
asam empedu. Sisanya dibuang bersama-sama trigliserida membentuk VLDL. Pada
kondisi hiperkolesterolemia, tubuh akan memperbanyak sintesis asam empedu
untuk mengeluarkan kelebihan kolesterol di dalam tubuh. Hal tersebut
meningkatkan aktivitas sitokrom P-450 sehingga akan menghasilkan radikal bebas
yang berlebihan. Peroksidasi lipid yang terjadi akibat radikal bebas menyebabkan
aktivitas enzim LPL dalam memecah trigliserida dalam kilomikron menjadi asam
lemak bebas, gliserol dan sisa-sisa kilomikron mengalami penurunan dan
menyebabkan kadar trigliserida menjadi tinggi di dalam darah. Aktivitas enzim LPL
yang turun akibat peroksidasi lipid akan menyebabkan VLDL tidak dapat menjadi
IDL, sehingga VLDL akan terakumulasi di dalam hepar (Montilla, et al., 2004;

Muryati, 2008).



Gambar 2.1 Struktur normal hepar. pewarnaan: hematoksilin eosin (Eroschenko,
2003)
Keterangan gambar:
1= sinusoid; 2= cabang arteri hepatika; 3= duktus biliaris; 4= septum
interlobular; 5= lempeng pembatas sel hepar; 6= lempeng-lempeng sel hepar;
7= nuklei sel endotel.

2.3 Patomekanisme Hiperkolesterolemia

Hiperkolesterolemia adalah meningkatnya kadar lemak di dalam darah yang
ditandai dengan kenaikan kadar trigliserida, LDL, dan menurunnya kadar HDL.
Hiperkolesterolemia pada hewan coba tikus (Rattus norvegicus) dapat dibuat
melalui pemberian pakan tinggi lemak. Lemak yang masuk ke dalam usus dibawa
ke aliran dalah dalam bentuk lipoprotein agar dapat diproses menjadi asam lemak
bebas, trigliserida, fosfolipid, dan kolesterol. Lipoprotein berupa kilomikron yang
berasal dari usus masuk dalam aliran darah dan TG di dalam kilomikron dihidrolisa
menjadi asam lemak dan gliserol oleh LPL. Sisa kilomikron tersebut dibawa
menuju hepar. Sisa kilomikron di dalam hepar disintesa menjadi VLDL yang

dibentuk di parenkim hepar. Pada kondisi hiperkolesterolemia terjadi peningkatan
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konsentrasi VLDL yang menyebabkan penumpukan trigliserida sehingga
menyebabkan perlemakan pada hepar. Very Low Density Lipoprotein bertugas
sebagai transport trigliserida ke berbagai jaringan yang membutuhkan. Selanjutnya
VLDL diubah menjadi IDL di dalam sirkulasi oleh enzim LPL dan kemudian
menjadi LDL. LDL diserap oleh hepar melalui proses endositosis yang dibantu oleh
reseptor. LDL merupakan lipoprotein yang memiliki kandungan kolesterol tertinggi
dan bertugas mengedarkan kolesterol ke sel-sel jaringan melalui darah untuk
digunakan dalam sel. Pada hewan dalam kondisi hiperkolesterolemia, sisa jumlah
LDL yang tidak masuk ke dalam sel menjadi berlebih dalam darah. Kolesterol yang
berlebih tidak mampu dibawa HDL menuju hepar untuk dimetabolisme karena
kapasitas HDL kecil sehingga terjadi oksidasi LDL. Kolesterol masuk ke dalam
aliran pembuluh darah jantung dan terjadi penimbunan sehingga timbul plak yang
disebut aterosklerosis. Pada kondisi aterosklerosis terjadi peroksidasi lipid dan
terjadi peningkatan radikal bebas. Pada kondisi ini dibutuhkan antioksidan untuk
mengatasi radikal bebas yang berlebih di dalam tubuh (Maryanto dan Fatimah,
2004).

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dalam tubuh dapat dikelompokkan
menjadi dua, yaitu antioksidan endogen dan antioksidan eksogen. Antioksidan
endogen merupakan antioksidan yang dihasilkan oleh tubuh, berupa enzim yang
dapat mengubah radikal bebas menjadi radikal bebas lain atau senyawa lainnya
yang lebih tidak berbahaya bagi tubuh. Antioksidan eksogen adalah senyawa-
senyawa yang memiliki daya antioksidan yang berasal dari luar tubuh (Ming,

2009).
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Senyawa yang bersifat antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas yang
berlebihan antara lain flavonoid, saponin, dan tanin. Flavonoid dapat mengurangi
kadar kolesterol darah pada hewan coba yang mengalami hiperkolesterolemia dan
mengurangi oksidasi LDL. Saponin dapat berikatan dengan asam empedu dan
kolesterol yang berasal dari makanan membentuk misel yang juga tidak dapat
diserap oleh usus. Sedangkan tanin di dalam tubuh akan berikatan dengan protein
tubuh dan akan melapisi dinding usus, sehingga penyerapan lemak terhambat.
Berdasarkan hal ini, diduga daun sukun (Artocarpus altilis) dapat bersifat sebagai
antioksidan karena mengandung saponin, flavonoid, dan tanin (Siddesha et al.,
2011). Selain itu daun sukun (Artocarpus altilis) juga mengandung polifenol, asam
hidrosianat, asetilkolin, riboflavin, dan fenol. Daun tanaman ini juga mengandung
kuersetin, champorol dan artoindonesianin. Artoindonesianin dan Kkuersetin

merupakan senyawa turunan dari flavonoid (Gustina, 2012).

2.4 Hewan Model Tikus (Rattus norvegicus) Hiperkolesterolemia

Hewan model tikus (Rattus norvegicus) pada penelitian hiperkolesterolemia
menggunakan tikus jantan karena tikus jantan dapat memberikan hasil penelitian
yang lebih stabil (Banarjee, et al., 2006; Hostmark, et al., 2013). Berikut klasifikasi

tikus (Rattus norvegicus) sebagai hewan percobaan menurut Hedrich (2004):
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Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Sub-ordo : Sciurognathi
Famili : Muridae
Sub-Famili : Murinae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
Galur : Wistar

Hewan percobaan tikus memiliki beberapa keunggulan yaitu tikus jantan
mempunyai kecepatan metabolisme obat yang lebih cepat dan kondisi biologis
tubuh yang lebih stabil dibanding tikus betina, mudah dalam penanganan dan
pemeliharaan, biaya yang dibutuhkan tidak mahal, umur relatif pendek, angka
kelahiran tinggi dan relatif cocok untuk berbagai penelitian. Secara garis besar, data

fisiologis tikus (Rattus norvegicus) dapat dilihat dalam tabel berikut

Tabel 2.1 Nilai Fisiologis Tikus

Kriteria Nilai

Bobot badan dewasa Jantan 150-200 g

Suhu tubuh 35,9-37,5 0C
Konsumsi makanan 10mg /100g BB/hari
Konsumsi air minum 10-12ml/100g BB/hari
Kolesterol 40-130 mg/dL
Trigliserida 26-145 mg/dL

(Sumber: Meyer and Harvey, 2004; Sirois, 2005)
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Tikus sebagai hewan percobaan relatif resisten terhadap infeksi. Aktifitasnya
tidak terganggu oleh manusia disekitarnya. Perbedaan tikus (Rattus norvegicus)
dengan tikus lainnya adalah tikus tidak dapat muntah. Hewan model tikus (Rattus
norvegicus) yang digunakan dalam penelitian diberi diet hiperkolesterol. Diet
hiperkolesterol terdiri dari kuning telur puyuh rebus, minyak babi dan asam kholat.
Pemberian diet hiperkolesterol selama 14 hari dapat menganggu metabolisme
kolesterol di dalam tubuh. Hal ini menyebabkan peningkatan kadar TG dan

kolesterol serta menurunnya aktivitas LPL (Gani, 2013).

2.5 Bioaktif Daun Sukun

Tanaman sukun (Artocarpus altilis) memiliki batang yang besar, agak lunak
dan bergetah. Daunnya lebar, menjari dan berbulu kasar, panjang kurang lebih 50-
70 cm, lebar 25-50 cm, pertulangan menyirip, serta memiliki permukaan kasar
hijau. Buah sukun berbentuk bulat atau sedikt bujur. Akar tanaman sukun
mempunyai akar tunggang yang dalam dan akar samping yang dangkal. Tinggi
pohon sukun mencapai 30 meter (Lans, 2006).

Sukun tergolong tanaman tropis karena dapat tumbuh dengan baik di dataran
rendah yang panas dan di daerah basah. Tanaman ini juga dapat tumbuh di daerah
yang kering asalkan terdapat air tanah dan aerasi tanah yang cukup. Daerah
penyebaran tanaman sukun di Indonesia cukup merata terutama di Jawa Tengah dan
Jawa Timur. Tanaman ini perlu dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai herbal
karena kandungannya yang telah banyak diteliti serta tanaman yang jarang terserang
hama dan penyakit yang membahayakan. Taksonomi tanaman sukun (Artocarpus

altilis) menurut Golden and Williams (2001):
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Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Urticales

Famili : Moraceae

Genus . Artocarpus

Spesies . Artocarpus altilis (Park.) Fosberg

Kandungan yang terdapat dalam daun sukun (Artocarpus altilis) telah banyak
diteliti. Menurut penelitian yang dilakukan Suryanto dan Wehantouw (2009),
ekstrak daun sukun (Artocarpus altilis) mengandung komponen fenolik, flavonoid
dan tanin. Penelitian yang dilakukan oleh Novianti (2011), juga menunjukkan
adanya kandungan senyawa golongan flavonoid, saponin, steroid/triterpenoida,
tanin dan glikosida. Berdasarkan penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa
semakin besar konsentrasi ekstrak daun sukun (Artocarpus altilis) yang
ditambahkan maka aktivitas anti radikal bebas dan kandungan total antioksidan juga
semakin besar aktivitasnya. Hal tersebut terjadi karena ekstrak daun sukun
(Artocarpus altilis) mempunyai potensi besar sebagai penangkap radikal bebas
DPPH.

Artoindonesianin dan kuersetin merupakan senyawa turunan dari flavonoid
yang memiliki kemampuan pada penyakit diabetes tipe Il. Kandungan flavonoid,
tanin dan saponin dapat menurunkan kolesterol dalam darah karena bersifat sebagai
antioksidan dengan cara meningkatkan sekresi asam empedu dan menekan
terjadinya oksidasi LDL. Batas aman dalam terapi hewan coba perlu diperhatikan

agar mengetahui dosis yang akan diberikan. Daun sukun (Artocarpus altilis) aman
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terhadap fungsi hati dan ginjal pada dosis 2 gram/kg BB selama 14 hari berdasarkan
penelitian uji toksisitas akut (Amiria 2008; Carjavall et al., 2005; Griffiths et al.,

2002).

Gambar 2.2 Daun sukun (Artocarpus altilis (Ragone, 2009)

Tanaman sukun (Artocarpus altilis) telah dikenal masyarakat luas karena
manfaatnya yaitu sebagai sumber pangan, sumber pendapatan melalui buah dan
kayu batang pohon, tanaman obat dan tanaman pelindung. Daun sukun (Artocarpus
altilis) digunakan masyarakat di Trinidad dan Bahama sebagai penyembuh asma.
Selain itu daun sukun (Artocarpus altilis) juga bisa digunakan sebagai bahan
pencampur pakan ternak. Penelitian ilmiah perlu dilakukan untuk memastikan
khasiat dan keamanan tanaman ini (Tuivavalagi and Samuelu, 2007; Wei, 2005;

Zerega, et al., 2004).



BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Lemak yang masuk ke dalam usus dibawa ke aliran darah dalam bentuk
lipoprotein agar dapat diproses menjadi asam lemak bebas, trigliserida, fosfolipid,
dan kolesterol. Penyerapan pertama kali dilakukan oleh kilomikron yang berasal
dari usus. Trigliserida di dalam kilomikron akan dihidrolisis oleh enzim LPL yang
berada di endotel menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Sisa pemecahan
kilomikron dibawa menuju hepar dan dipilah-pilah menjadi kolesterol dan disintesa
menjadi VLDL untuk transfer kolesterol di berbagai jaringan. Pengeluaran
kolesterol dari dalam tubuh adalah melalui jalur sintesis asam empedu yang
berlangsung di hepar. Trigliserida di dalam VLDL akan dihidrolisis oleh enzim LPL
menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Proses sintesis asam empedu akan
meningkatkan jumlah radikal bebas di dalam tubuh sehingga terjadi peroksidasi.
Peroksidasi mengakibatkan penurunan aktivitas enzim LPL dalam mengurai
trigliserida pada kilomikron menjadi asam lemak bebas, gliserol, dan sisa-sisa
kilomikron saat kondisi hiperkolesterolemia. Perusakan pada kofaktor enzim LPL
akibat radikal bebas mempengaruhi aktivitas enzim LPL dalam menghidrolisis TG
dan mengubah VLDL menjadi IDL kemudian LDL. Hal tersebut menyebabkan
kadar trigliserida menjadi tinggi di dalam darah. Sisa-sisa kilomikron akan
dimetabolisme dalam hepar dan menghasilkan kolesterol bebas dan trigliserida.
Kolesterol atau trigliserida yang dihasilkan oleh hepar akan diangkut ke jaringan
adiposa melalui jalur endogen. Lipoprotein yang berperan dalam jalur ini adalah

VLDL bertugas sebagai transport trigliserida ke berbagai jaringan yang

16
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membutuhkan. Selanjutnya VLDL diubah menjadi IDL di dalam darah oleh enzim
LPL dan kemudian menjadi LDL. Aktivitas enzim LPL yang turun akibat
peroksidasi lipid akan menyebabkan VLDL tidak dapat diubah menjadi IDL
sehingga VLDL akan terakumulasi di dalam hepar (Krummel, 2008).

Radikal bebas yang berlebih di dalam tubuh mengakibatkan dampak negatif
yaitu oksidasi. Meningkatnya oksidasi di dalam tubuh dipengaruhi oleh
menurunnya aktivitas antioksidan di dalam tubuh yang disebabkan oleh diet
hiperkolesterolemia. Senyawa flavonoid, tanin, dan saponin mempunyai sifat
sebagai antioksidan yang dapat menangkal dampak negatif radikal bebas.
Kandungan flavonoid berupa kuersetin, tanin dan saponin pada daun sukun
(Artocarpus altilis) dapat menurunkan kolesterol dalam darah karena bersifat
sebagai antioksidan dengan cara menekan radikal bebas yang diakibatkan oleh

peningkatan peroksidasi lipid dan menekan terjadinya oksidasi LDL.



Diet Hiperkolesterol
e Asam Kholat
e Minyak Babi
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Gambar 3.1. Kerangka konseptual penelitian

Keterangan Gambar :

S : Variabel bebas S : Variabel terikat

— » : Menstimulasi ... . : Menghambat
T : Akibat pemberian diet Efek pemberian terapi
hiperkolesterol, air daun sukun
1: Peningkatan (Artocarpus altilis)
|z Penurunan : Peningkatan

: Penurunan
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka hipotesis yang dapat diajukan
adalah sebagai berikut :
1. Pemberian ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) menurunkan kadar
trigliserida pada hewan model tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia.
2. Pemberian ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) memperbaiki gambaran
histopatologi hepar pada hewan model tikus (Rattus norvegicus)

hiperkolesterolemia.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, Fakultas
Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya dan Laboratorium
Patologi Klinik Rumah Sakit dr. Soetomo Surabaya. Waktu penelitian yaitu pada

bulan Agustus 2013 hingga bulan Maret 2014.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: penangas air, beaker
glass, corong, timbangan digital, spuit, tabung eppendorf, kandang tikus, botol
minum tikus, tempat makan tikus, penjepit (block holder), sentrifuse, tabung
pediatric, spektrofotometer (biosystem type 15), scapel, gunting, pinset, sarung
tangan, pipet mikrohematocrit, mikrotom potong beku, inkubator, gelas objek,
mikroskop cahaya (Olympus BX51).

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah hewan model tikus jantan
(Rattus norvegicus) strain Wistar (umur 10-12 minggu, berat badan 150 gram dan
daun sukun (Artocarpus altilis) diperoleh dari UPT Materia Medica kota Batu-
Malang. Sedangkan bahan kimia yang digunakan yaitu: Asam Kholat, telur puyuh
rebus, minyak babi, akuades, PFA, buffer PH, larutan emulsi, PP, NaoH, etanol,

hematoksilin, eosin, NaCl fisiologis 0.9 %, alkohol dan TG deteksi kit (Biosystem).

20
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4.3 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian sebagai berikut:

1. Rancangan penelitian.

2. Preparasi hewan coba tikus (Rattus norvegicus)

3. Preparasi hewan model hiperkolesterolemia

4. Perhitungan dosis ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis)

5. Preparasi ekstrak kering daun sukun (Artocarpus altilis)

6. Pembuatan ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis)

7. Terapi ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis)

8. Pengambilan serum darah tikus dan pengambilan hepar tikus (Rattus
norvegicus)

9. Pengujian kadar trigliserida dengan metode GPO-PAP

10. Pembuatan preparat histopatologi dengan pewarnaan hematoksilin-eosin (HE).

4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Rancangan Penelitian dan Preparasi Hewan Coba Tikus

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Hewan coba dibagi menjadi lima kelompok, yaitu kelompok A, B, C, D,
dan E. Kelompok A merupakan tikus kontrol (sehat) tanpa perlakuan, kelompok B
tikus hiperkolesterol tanpa terapi, kelompok C merupakan tikus hiperkolesterol dan
diberi terapi dosis sebesar 500 mg per ekor, kelompok D merupakan tikus
hiperkolesterol dan diberi terapi dengan dosis sebesar 1000 mg per ekor, kelompok

E merupakan tikus hiperkolesterol dan diberi terapi dengan dosis sebesar 2000 mg
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per ekor. Setiap perlakuan terdiri dari empat ekor tikus sebagai ulangan. Diagram

alir skema penelitian dapat dilihat pada Lampiran 3 dan rancangan penelitian

terdapat pada Tabel 4.1. Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah:

Variabel bebas : Dosis ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) dan diet
hiperkolesterol

Variabel terikat : Kadar trigliserida dan gambaran histopatologi hepar

Variabel kontrol : Jenis kelamin, umur, berat badan, Rattus norvegicus strain

Wistar, suhu ruangan, kandang, minum, ruangan.

Tabel 4.1. Rancangan penelitian

Variabel yang Diamati Ulangan
Kadar Trigliserida dan Histopatologi Hepar 1 2 3 4 5
Kelompok A (kontrol)

Kelompok B (hiperkolesterolemia)

Kelompok C (terapi dosis 500 mg/kg BB)

Kelompok D (terapi dosis 1000 mg/kg BB)

Kelompok E (terapi dosis 2000 mg/kg BB)

Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah tikus sebagai hewan
percobaan. Tikus yang digunakan dalam penelitian ini adalah spesies Rattus
norvegicus jantan galur wistar berumur 10-12 minggu. Berat badan tikus rata-rata
150 gram. Tikus diadaptasikan untuk menyesuaikan kondisi laboratorium selama 7
hari (Lamanepa, 2005). Estimasi besar sampel dihitung berdasarkan rumus

(Montgomery and Kowalsky, 2011):
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P(n-1)=15 Keterangan

5(n-1)=15 P = jumlah kelompok (terdiri dari lima
5n-5 >15 macam perlakuan)

5n > 20 n = jumlah ulangan yang diperlukan

n >4

Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk hewan coba yang dibagi
menjadi 5 kelompok diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap
kelompok. Penggunaan hewan coba pada setiap perlakuan yang diuji menggunakan
5 kali dalam setiap kelompok. Tikus dikandangkan dalam kandang dari bak plastik
yang dilengkapi penutup kawat, dengan ukuran kandang 17,5 x 23,75 x 17,5 cm,
berlokasi pada tempat yang bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap industri serta
polutan lainnya. Lantai kandang mudah dibersihkan dan disanitasi.

4.4.2 Penentuan Dosis Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)

Penentuan dosis ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) berdasarkan
penelitian Amiria (2008), daun sukun (Artocarpus altilis) aman terhadap fungsi hati
dan ginjal pada dosis 2 gram/kg BB selama 14 hari. Dosis terapi yang diberikan
pada kelompok C 500 mg/kg bb/hari, pada kelompok D 1000 mg/kg bb/hari dan
keompok E 2000 mg/kg bb/hari. Berdasarkan dosis tersebut, maka pada kelompok
C dosis yang diberikan 500mg/kg dengan berat tikus 150 gram diperoleh dosis
75mg/ekor/hari, pada kelompok D dosis yang diberikan 1000 mg/kg dengan berat
tikus 150 gram dosis yang diberikan 150 mg/ekor/hari dan pada kelompok E dosis
yang diberikan 2000 mg/kg dengan berat tikus 150 gram dosis yang diberikan

300mg/ekor/hari.
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4.4.3 Pembuatan Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)

Berdasarkan perhitungan dosis, pembuatan dosis per kelompok perlakuan
yaitu untuk kelompok C = 375 mg, kelompok D = 750 mg, dan kelompok E = 1500
mg dan dimasukkan ke dalam beaker glass dengan menambahkan 50 ml akuades
pada kelompok C, kelompok D dan kelompok E. Kemudian masing-masing direbus
di penangas air pada temperatur 70 °C dengan dilakukan pengadukan hingga air
rebusan menjadi 10 ml. Setelah itu, disaring mengunakan kertas saring sehingga
didapatkan ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) dan didinginkan. Sediaan
ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) untuk kelompok C (terapi dosis 500
mg/kg BB), D (terapi dosis 1000 mg/kg BB) dan E (terapi dosis 2000 mg/kg BB)
disiapkan setiap hari.

4.4.4 Preparasi Hewan Model Hiperkolesterolemia

Berdasarkan metode pakan diet hiperkolesterol (Gani, 2013), susunan ransum
pakan diet hiperkolesterol terdiri dari asam kholat 0,02 gram, minyak babi 2 gram,
dan kuning telur puyuh rebus yang telah dipanaskan pada suhu 100 °C sebanyak 1
gram ditambah aquades hingga 2 ml yang diberikan dengan metode sonde lambung.
Analisa proksimat pakan terdapat pada Lampiran 4.

Pemberian diet tinggi lemak pada kelompok B sebanyak 2 ml/ekor/hari
dengan sonde lambung kemudian diberikan pakan standar sebanyak 16,98
g/ekor/hari 1 jam setelahnya selama 14 hari (Aulanni’am, 1993). Tikus kelompok
C, D, dan E diberikan diet tinggi lemak sebanyak 2 mil/ekor/hari dengan sonde
lambung kemudian diberikan pakan standar sebanyak 16,98 g/ekor/hari 1 jam

setelahnya selama 14 hari. Kelompok A diberi pakan standar sebanyak 20
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g/ekor/hari selama 28 hari. Diagram alir pembuatan pakan diet hiperkolesterol
dapat dilihat pada Lampiran 5.
4.4.5 Terapi Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)

Metode pemberian terapi per oral tiap ekor tikus sebanyak 2 ml pada
kelompok tikus (C) terapi ekstrak air daun sukun dosis 500 mg/kg BB, (D) terapi
ekstrak air daun sukun dosis 1000 mg/kg BB dan (E) ekstrak air daun sukun dosis
2000 mg/kg BB. Pemberian terapi dilakukan selama 14 hari dengan cara sonde
lambung. Pembuatan ekstrak air daun sukun pada kelompok C, D, dan E dapat
dilihat pada Lampiran 6.

4.4.6 Pengambilan Serum dan Hepar

Pengambilan serum dilakukan pada hari ke 29 setelah perlakuan. Pembedahan
dilakukan pada hari ke 29 untuk semua perlakuan diawali dengan cara dislokasi
leher sebelum pembedahan. Setelah itu melakukan pengambilan darah jantung
dengan cara menusukkan spuit 3 ml ke jantung. Kemudian darah tersebut
dimasukkan dalam vacutainer, diletakkan posisi miring 45 °C dan dibiarkan
mengendap pada suhu kamar. Selanjutnya serum tersebut diambil, dimasukkan
dalam tabung eppendrof dan disimpan di refrigator. Selain itu juga dilakukan
pengambilan hepar. Organ yang diambil kemudian dicuci dengan NaCl fisiologis
0.9 % dan direndam larutan Paraformaldehid (PFA) 4 % (Sirois, 2005).

4.4.7 Pengujian Kadar Trigliserida

Pada penetapan kadar trigliserida, digunakan metode GPO-PAP (Enzymatic-
spectrophotometric). Prinsip metode ini adalah pengukuran trigliserida setelah
mengalami pemecahan secara enzimatik oleh lipoproteinlipase. Serum dipipet

sebanyak 500 pl kemudian dimasukkan ke cup sampel dan telah siap untuk
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diperiksa. Reagen yang akan digunakan diencerkan di rak reagen. Reagen dan
sampel dimasukkan di alat Automatikc Analyzer Biosystem A15 dan kemudian
dibaca absorbansinya pada panj ang gelombang 500 nm (Kusmiyati, 2000).

4.4.8 Pembuatan Preparat Histopatologi Hepar

Langkah-langkah dalam proses pembuatan preparat histopatologi berdasarkan
Lemanepa (2005), yaitu:

a. Fiksasi

Fiksasi dilakukan untuk mengawetkan dan mengeraskan jaringan. Jaringan
hepar difiksasi dengan formalin buffer 4% selama 18-24 jam.
b. Dehidrasi

Dehidrasi proses pengeluaran air dari dalam jaringan yang telah difiksasi.
Jaringan dimasukkan dalam aquades selama 1 jam kemudian didehidrasi dengan
alkohol bertingkat 30%, 50%, 70%, 80%, 90% sampali alkohol absolute.

c. Penjernihan (Clearing)

Penjernihan (Clearing) merupakan proses mengeluarkan alkohol dari jaringan
dan menggantinya dengan suatu larutan yang dapat berikatan dengan parafin.
Jaringan dimasukkan kelarutan alkohol xylol selama 1 jam, larutan xylol murni
selama 2 x 2 jam, parafin cair 2 x 2 jam.

d. Embedding

Embedding merupakan proses untuk mengeluarkan cairan clearing agent dari

jaringan dan diganti dengan parafin. Jaringan hepar dicelupkan kedalam parafin cair

yang telah dituang ke dalam wadah hingga parafin memadat.
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e. Pemotongan (Sectioning) dan Penempelan pada Gelas Objek
Jaringan dipotong dengan blog parafin dengan mikrotom setebal 4 mikron,

secara cross section/melintang. Irisan diletakkan pada poly-I-lysin slide. Potongan
terpilih dikeringkan dan diletakkan di atas hot plate 38-40 OC sampai kering.

Selanjutnya preparat disimpan dalam inkubator pada suhu 38-400C lalu siap
diwarnai dengan pewarnaan Hematoksisilin-Eosin (HE).
4.4.9 Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)

Pewarnaan HE ini terdiri dari zat warna yaitu hematoxylin dan eosin. Preparat
dimasukkan dalam larutan xylol 1 dan 2 selama 5 menit, kemudian dimasukkan
dalam etanol bertingkat yang dimulai dari etanol absolut, 95 %, 90 %, 80 %, dan 70
% selama 5 menit. Jaringan kemudian direndam dalam aquades selama 5 menit.
Preparat selanjutnya diwarnai dengan pewarna hematoksilin selama 10 menit
kemudian dicuci dengan air mengalir selama 30 menit dan dibilas akuades selama 5
menit. Setelah itu, preparat diwarnai dengan pewarna eosin selama 5 menit dan
dicuci kembali dengan air mengalir selama 10 menit dan dibilas aquades selama 5
menit. Setelah preparat diwarnai, preparat dimasukkan pada alkohol dari 80 %, 90
%, dan 95 % hingga alkohol absolut. Selanjutnya preparat dimasukkan kedalam
larutan xylol 1-3 selama 3 menit dan dikering anginkan. Terakhir, dilakukan
perekatan menggunakan entelan serta ditutup menggunakan coverglass.

4.4.10 Pengamatan Preparat Histopatologi
Hasil pembuatan preparat histopatologi hepar menggunakan mikroskop

cahaya Olympus BX51 perbesaran 100 kali dilanjutkan perbesaran 500 kali untuk
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melihat adanya akumulasi lemak yang menyebabkan bergesernya inti sel oleh

lemak yang akan diamati secara kualitatif.

4.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengukuran kadar trigliserida ditabulasi.
Selanjutnya data dianalisis menggunakan SPSS rev.22,0 dengan analisis ragam
ANOVA (Analysis of Variance) dan dilanjutkan uji Tukey a = 0.05. Sedangkan data
yang diperoleh dari pengamatan preparat histopatologi jaringan pada hepar

dianalisis secara kualitatif dengan melihat adanya perlemakan di dalam hepar.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)
Terhadap Kadar Trigliserida Tikus (Rattus norvegicus)
Hiperkolesterolemia

Ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) menurunkan kadar trigliserida
(Tabel 5.1) pada tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia. Hasil penelitian
pada tikus (Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia menunjukkan adanya penurunan
kadar trigliserida (Tabel 5.1). Kadar normal trigliserida pada tikus (Rattus

norvegicus) adalah 26 — 145 mg/dL (Meyer dan Harvey, 2004).

Tabel 5.1 Rata-rata kadar trigliserida

Rata-rata kadar TG + (%) Kadar TG
Kelompok
SD (mg/dL) Peningkatan Penurunan

A (Kontrol negatif) 96.7960° + 2,37265

B (Kontrol positif) 193.5916°+ 4,80092 99,99

C (Terapi dosis 500 mg/kg BB) 169.4058 + 4,57866 - 12,49

D (Terapi dosis 1000 mg/kg BB) 156.5890° + 2,23489 - 19,11

E (Terapi dosis 2000 mg/kg BB) 129.9226" + 4,36388 - 32,89

¢ Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang nyata (p < 0,05) antar perlakuan

Hasil analisa statistika menunjukkan bahwa terapi ekstrak air daun sukun
menunjukkan adanya perbedaan nyata (p < 0,05) antar perlakuan yang ditunjukkan
dengan adanya notasi yang berbeda (data lengkap kadar trigliserida ada di
Lampiran 8). Kadar trigliserida pada tikus (Rattus norvegicus) kelompok B

hiperkolesterolemia mengalami peningkatan sebesar 99,99% dibandingkan dengan
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tikus normal. Hal ini membuktikan bahwa diet hiperkolesterolemia selama 14 hari
dapat meningkatkan kadar trigliserida pada kelompok B. Kadar trigliserida tikus
(Rattus norvegicus) kelompok C hiperkolesterolemia yang diterapi ekstrak air daun
sukun dosis 500 mg/kg BB mengalami penurunan sebesar 12,49%, tikus (Rattus
norvegicus) kelompok D hiperkolesterolemia yang diterapi ekstrak air daun sukun
dosis 1000 mg/kg BB mengalami penurunan sebesar 19,11% dan tikus (Rattus
norvegicus) kelompok E hiperkolesterolemia yang diterapi ekstrak air daun sukun
dosis 2000 mg/kg BB mengalami penurunan sebesar 32,89% (Tabel 5.1). Terapi
ekstrak air daun sukun dapat menurunkan kadar trigliserida. Semakin tinggi dosis
terapi semakin tinggi penurunan kadar trigliserida. Pada perlakuan terapi dengan
dosis 500 mg/kg BB, 1000 mg/kg BB, dan 2000 mg/kg BB dapat menurunkan
kadar TG sebesar 129,9226 dan 32,89% (Tabel 5.1). Kadar trigliserida pada
kelompok C, D, dan E menunjukkan penurunan secara nyata (p < 0,05) setelah
pemberian ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) dibandingkan dengan
kelompok hiperkolesterolemia. Kadar trigliserida kelompok A, B, C, D, dan E
terdapat pada Lampiran 8.

Pemberian diet hiperkolesterol berupa 5% kuning telur puyuh rebus, 10%
minyak babi, dan 0,1 % asam kholat dari jumlah diet selama 14 hari memberikan
pengaruh terhadap peningkatan kadar trigliserida pada kelompok B. Kadar
trigliserida pada kelompok A masih dalam batas normal karena diet yang diberikan
adalah pakan standar. Jika dibandingkan kelompok A dan kelompok B, kadar
trigliserida kelompok B lebih tinggi daripada kelompok A. Pemberian diet
hiperkolesterol dapat meningkatan kadar trigliserida karena TG yang berasal dari

makanan sumber lemak jenuh di dalam lambung tidak dapat diserap sehingga
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diserap sebagai asam lemak bebas di dalam mukosa usus dan kemudian diubah lagi
menjadi trigliserida. Sehingga tingginya lemak yang dikonsumsi akan berpengaruh
pada peningkatan sintesa trigliserida di hepar dan kadar trigliserida di dalam darah
(Botham et al., 2006; Dwiloka, 2003).

Diet hiperkolesterol yang diberikan pada kelompok B meningkatkan aktivitas
sintesa asam empedu untuk pengeluaran kolesterol yang berlangsung di hepar.
Sintesa asam empedu menghasilkan efek samping berupa radikal bebas yang
mengakibatkan terjadinya peroksidasi lipid. Tahap pertama pada proses
pembentukan asam empedu adalah reaksi 7o-hidroksilasi. Reaksi 7a-hidroksilasi
memerlukan oksigen, NADPH, serta sitokrom P-450 sebagai katalisator. Ikatan
oksigen dan NADPH akan menghasilkan anion superoksida dan sitokrom P-450
sebagai katalisator akan mempercepat terbentuknya anion superoksida sehingga
semakin banyak radikal bebas yang dihasilkan. Semakin meningkatnya sintesis
asam empedu maka kebutuhan oksigen, NADPH, serta sitokrom P-450 akan
semakin meningkat. Oksigen yang terikat pada sitokrom P-450 merupakan
intermediet dalam pengaktifan oksigen ada berbagai reaksi hidroksilasi sehingga
membuat radikal bebas yang terbentuk semakin banyak. Radikal bebas tersebut
menimbulkan terjadinya peroksidasi lipid. Radikal bebas yang berlebih
mengakibatkan adanya ikatan antara radikal bebas dengan kofaktor enzim LPL
berupa Apo-Cll yang terdapat pada lipoprotein. Kondisi ini mengakibatkan
terjadinya penurunan aktivitas enzim LPL dalam hidrolisis TG yang terdapat di
kilomokron dan di VLDL. Very Low Density Lipoprotein membutuhkan aktivitas
enzim LPL untuk menghidrolisis TG menjadi asam lemak dan gliserol serta

mengubah VLDL menjadi IDL dan IDL menjadi LDL sebagai transport kolesterol
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ke berbagai jaringan yang membutuhkan. Penurunan aktivitas enzim LPL
mengakibatkan VLDL akan terakumulasi di dalam hepar sehingga terjadi
peningkatan kadar trigliserida dalam darah dan peningkatan akumulasi lemak di
dalam hepar.

Hasil analisa uji tukey pada kelompok C, D, dan E menunjukkan bahwa
ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) menurunkan kadar trilgiserida serum
darah secara nyata (p < 0,05). Kelompok E yang merupakan kelompok tikus (Rattus
norvegicus) hiperkolesterolemia yang diberi dosis terapi ekstrak air daun sukun
(Artocarpus altilis) sebesar 2000 mg/kg BB menunjukkan hasil penurunan kadar
trigliserida yang paling efektif, dibandingkan kelompok C dengan dosis ekstrak air
daun sukun (Artocarpus altilis) sebesar 500 mg/kg BB dan kelompok D dengan
dosis 1000 mg/kg BB yang disebabkan karena kadar antioksidan pada dosis 2000
mg/kg berat badan lebih tinggi dibandingkan pada dosis 500 mg/kg berat badan dan
dosis 1000 mg/kg berat badan.

Penurunan kadar trigliserida terjadi akibat kandungan yang terdapat dalam
ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) yaitu berupa flavonoid. Berdasarkan uji
LCMS, flavonoid yang terdapat di dalam daun sukun (Artocarpus altilis) adalah
kuersetin, DS 6, artoindosianin F, dan cycloaltilisin (Lampiran 10). Flavonoid
memiliki kemampuan menangkal radikal bebas berlebih yang dihasilkan oleh
sintesa asam empedu sehingga dapat meningkatkan aktivitas LPL karena terjadinya
peroksidasi lipid dapat dihambat oleh flavonoid yang bersifat sebagai antioksidan.
Peningkatan aktivitas enzim LPL akan menghidrolisis trigliserida menjadi asam
lemak bebas dan gliserol serta dapat disimpan dalam jaringan adipose dan jaringan

otot. Flavonoid efektif dalam penghilangan radikal hidroksil dan anion superoksida
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yang dihasilkan dari sintesa asam empedu. Potensi antioksidan dalam senyawa
flavonoid disebabkan oleh pelepasan atom hidrogen yang terdapat pada gugus
hidroksil. Radikal bebas berikatan dengan atom hidrogen sehingga aktivasinya
berkurang. Radikal bebas yang berikatan dengan antioksidan mempengaruhi
perbaikan pada kofaktor LPL berupa Apo-Cll yang terdapat didalam lipoprotein.
Apo-ClI yang terdapat di kilomikron dan VLDL dapat berikatan dengan LPL untuk
menghidrolisa TG menjadi asam lemak dan gliserol yang dibawa ke jaringan
adipose dan jaringan otot. Peningkatan aktivitas LPL berpengaruh terhadap kadar
TG di dalam darah karena TG dalam lipoprotein dapat dihidrolisa ke jaringan

adipose dan jaringan otot (Packer and Cadenas, 2002).

5.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)
Terhadap Gambaran Histopatologi Hepar Tikus (Rattus norvegicus)
Hiperkolesterolemia

Pemberian diet hiperkolesterol dan terapi ekstrak air daun sukun memberikan
pengaruh terhadap akumulasi lemak di dalam hepar. Perbedaan gambaran
histopatologi kelompok A, B, C, D, dan E diamati secara mikroskopis dan diwarnai
dengan Hematoksilin-Eosin (Gambar 5.1). Setiap masing-masing kelompok
perlakuan memperlihatkan adanya perbedaan pada bagian sinusoid dan sel hepar.
Gambar histopatologi hepar pada kelompok tikus sehat (Gambar 5.1.A)
menunjukkan inti sel hepar yang berada di tengah dan sinusoid tampak teratur.
Gambar histopatologi hepar pada kelompok tikus hiperkolesterolemia (Gambar
5.1.B) terlihat banyaknya inti sel hepar yang bergesar ke tepi dan sinusoid tampak
melebar. Gambar histopatologi hepar pada kelompok C (Gambar 5.1.C) mengalami

perbaikan yang ditunjukkan adanya inti sel hepar yang berada di tengah namun



34

masih banyak inti sel yang tidak normal. Gambar histopatologi hepar pada
kelompok D (Gambar 5.1.D) menunjukkan lebih banyak inti sel hepar yang berada
di tengah namun masih terdapat inti sel yang berada di tepi. Gambar histopatologi
hepar pada kelompok E (Gambar 5.1.E) menunjukkan hasil yang lebih membaik
dibandingkan kelompok tikus yang lain karena banyaknya inti sel yang berada di
tengah namun masih terdapat beberapa inti sel hepar yang berada di tepi.
Akumulasi lemak menyebabkan pergeseran inti sel hepar ke tepi sehingga hal ini
berpengaruh pada bentuk sinusoid.

Gambaran histopatologi hepar pada tikus sehat (Gambar 5.1.A) menunjukkan
struktur yang normal karena sinusoid terbentuk seperti memancar dari vena sentralis
dan inti sel hepar tidak mengalami pergeseran akibat akumulasi lemak. Gambaran
histopatologis kelompok A sesuai dengan pernyataan Wresdiyati et al., (2006),
sinusoid tampak teratur dan tidak tampak adanya akumulasi lemak. Gambaran
histopatologi hepar pada tikus hiperkolesterolemia (Gambar 5.1.B) menunjukkan
sinusoid nampak tidak teratur dan berukuran lebih besar dibandingkan dengan
kelompok A. Inti sel hepar mengalami pergeseran akibat peningkatan akumulasi
lemak. Struktur sinusoid nampak tidak teratur dan tampak seperti adanya ruang
kosong yang lebar. Degenerasi lemak sel menyebabkan terbentuknya ruang kosong
saat pewarnaan HE karena lemak akan hilang akibat proses dehidrasi dengan
alkohol sehingga sinusoid pada jaringan hati tampak melebar. Peningkatan
akumulasi lemak pada hepar terjadi karena efek samping dari sintesa asam empedu
akibat pemberian diet hiperkolesterol. Sintesa asam empedu mengakibatkan

peningkatan peroksidasi lipid sehingga aktivitas enzim LPL dalam mengubah
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VLDL menjadi IDL mengalami penurunan. VLDL akan mengendap di dalam hepar

karena pengeluaran VLDL mengalami penurunan.

Gambar 5.1. Gambaran histopatologi hepar tikus (HE, 400x)
Keterangan gambar:
(A) = kontrol (sehat); (B) = hiperkolesterolemia; (C) = terapi dosis 500
mg/kg BB; (D) = terapi dosis 1000 mg/kg BB; (E) = terapi dosis 2000
mg/kg BB; 1 = sinusoid; 2 = sel hepar normal; 3 = sel hepar yang
mengalami perlemakan; VS = vena sentralis
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Gambaran histopatologi hepar pada tikus hiperkolesterolemia yang mendapat
terapi ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis) dosis 500 mg/kg BB (Gambar
5.1.C) menunjukkan adanya perbaikan pada inti sel hepar dan sinusoid mulai
terlihat jelas jika dibandingkan dengan kelompok B. Penurunan akumulasi lemak
berpengaruh pada struktur sel hepar. Pada dosis ekstrak air daun sukun (Artocarpus
altilis) 1000 mg/kg BB (Gambar 5.1.D) menunjukkan sel hepar yang mengalami
perlemakan lebih sedikit dan sinusoid terlihat lebih jelas dibandingkan kelompok C.
Sedangkan pada dosis 2000 mg/kg BB (Gambar 5.1.E) menunjukkan gambaran
histopatologi mendekati kelompok tikus sehat (A). Sel hepar yang mengalami
perlemakan sangat sedikit dan sinusoid mulai nampak teratur, memancar dari vena
sentralis jika dibandingkan kelompok C, dan D.

Hasil penelitian menunjukkan semakin tinggi dosis yang diberikan, jumlah
perlemakan pada sel hepar mengalami penurunan. Penurunan akumulasi lemak pada
kelompok E lebih tinggi dibandingkan kelompok C, dan D. Hal tersebut terjadi
karena kelompok E merupakan dosis tertinggi yang diberikan yaitu 2000 mg/kg BB.
Peran flavonoid yang terdapat di dalam ekstrak air daun sukun (Artocarpus altilis)
mampu mengurangi akumulasi lemak dengan cara menangkal radikal bebas yang
berasal dari peroksidasi lipid akibat sintesa asam empedu. Sehingga jalur endogen
pengeluaran trigliserida di dalam tubuh tidak terganggu karena peningkatan
aktivitas enzim LPL. Pelepasan trigliserida karena peningkatan aktivitas enzim LPL
menyebabkan VLDL dapat diubah menjadi IDL sehingga akumulasi VLDL yang
mengandung banyak TG di dalam hati dapat berkurang. Semakin banyak
antioksidan yang dikonsumsi, akan mempengaruhi efektivitas perbaikan di dalam

hepar.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Pemberian ekstrak air daun sukun menurunkan kadar trigliserida tikus
hiperkolesterolemia dan dosis efektif adalah 2000 mg/kg BB yang menurunkan
kadar trigliserida sebesar 32,89%.

2. Pemberian ekstrak air daun sukun memperbaiki gambaran histopatologi hepar

tikus hiperkolesterolemia.

6.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih spesifik tentang jenis kandungan bioaktif dari
daun sukun yang menurunkan kadar trigliserida dan memperbaiki gambaran

histopatologi hepar.
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Lampiran 2. Determinasi Daun Sukun
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Lampiran 3. Skema Penelitian
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Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan

A

\ 4

A 4

\ 4

\ 4

Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kelompok D Kelompok E
normal (kontrol hiperkolesterol Diet Diet Diet
negatif) (Kontrol positif) Hiperkoleste Hiperkoleste Hiperkoleste
rol dan terapi rol dan terapi rol dan
1 2 terani 3
v v v v v
Adaptasi selama 7 hari
v v v VL v

Pakan standar
28 hari

Diet tinggi lemak
selama 14 hari

Diet tinggi lemak selama 14 hari

\ 4

4 v \ 4
Terapi Terapi Terapi
Daun Daun Daun
Sukun 500 Sukun 1000 Sukun 2000
mg/Kg BB mg/Kg BB mg/Kg BB
selama 14 selama 14 selama 14
hari + hari + hari +
pakan pakan pakan
standar standar standar

A 4

\ 4

Dislokasi leher — Pembedahan tikus pada hari ke 29

v

Pengambilan organ

Hepar

Histopatologi

Pengambilan darah

!

Serum

y

Kadar Trigliserida

'

Analisis Data
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Lampiran 4. Analisa Proksimat Pakan
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Malang, 08 Nopember 2013
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4.2. Analisa Kadar Kolesterol

LABORATORIUM BIOKTMIA NUTRISI
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[ - —
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2 Pakan hive-khalesteral L 124898
— .1 i S |

“Yogyakart, 20 November 20172
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Lampiran 5. Diagam Alir

a. Diet tinggi lemak (preparasi hewan model hiperkolesterolemia)

Tikus

- Diaklimatisasi selama 7 hari

- Pemberian dengan metode sonde lambung
sebanyak 2 ml

- Pemberian pakan hiperkolesterolemia selama
14 hari untuk kelompok B, C, D & E mulai
hari ke 8 — 21

Y
hiperkolesterolemia

b. Preparasi Ekstrak Air Daun Sukun (Artocarpus altilis)

Simplisia Daun
Sukun

- Ditimbang sesuai dengan kebutuhan dosis

- Dimasukkan ke dalam bekerglass yang telah
berisi 50 ml aquades

- Direbus pada temperatur 70°C hingga
rebusan tinggal 10 ml

- Disaring untuk mengambil ekstrak

\ 4
Ekstrak air daun sukun
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c. Terapi Ekstrak Air Daun Sukun (Artocapus altilis)

50

Kelompok tikus C, D & E dimulai pada hari ke 22 - 35

!

Tikus kelompok C

Diterapi
menggunakan
ekstrak air daun
sukun dengan dosis
500 mg/Kg (75
mg/2ml/ekor) selama
14 hari dengan sonde
lambung

\ 4

Tikus kelompok D

Diterapi
menggunakan
ekstrak  air daun
sukun dengan dosis
1000 mg/Kg (150
mg / 2ml / ekor)
selama 14 hari
dengan sonde
lambung

y

Tikus kelompok E

- Diterapi
menggunakan
ekstrak air daun
sukun dengan
dosis 2000 mg/Kg
(300 mg / 2ml /
ekor) selama 14
hari dengan sonde
lambung

Terapi hiperkolesterolemia




Lampiran 6. Pembuatan Ekstrak Air Daun Sukun
a. Kelompok C (Dosis terapi =500 mg/kg)
Contoh:

BB 1 ekor tikus = 150 g

J . 500 C
Dosis Terapi = —— x —
1000g ~ 150 ¢
1308 L 500 mg
1000 g
C= 75mg

Perhitungan volume (dalam 2 ml terdapat 75 mg):

e Untuk 1 kelompok = Daun Sukun kering % jumlah tikus — 50 ml
=75mg x5 — 50 ml
= 375 mg — 50 ml (direbus dengan waterbath)
=375mg — 10 ml
=75mg — 2 ml

Jadi berat kering daun sukun yang dibutuhkan untuk kelompok C

Dosis pemberian x Jumlah tikus

= 75 mg/ekor x 5 ekor

=375 mg

b. Kelompok D (Dosis terapi = 1000 mg/kg)
Contoh:

BB 1 ekor tikus = 150 g

1000 mg % D

1000 g 150 g

Dosis Terapi =

o1



C.

292 41000 mg
1000 g

D =150 mg
Perhitungan volume (dalam 2 ml terdapat 150 mg):
e Untuk 1 kelompok = Daun Sukun kering x jumlah tikus — 50 ml
=150mg x5 — 50 ml
=750 mg — 50 ml (direbus dengan waterbath)
=750 mg — 10 ml

=150 mg — 2 ml

Jadi berat kering daun sukun yang dibutuhkan untuk kelompok D

Dosis pemberian x Jumlah tikus

= 150 mg/ekor x 5 ekor

=750 mg

Kelompok E (Dosis terapi = 2000 mg/kg)
Contoh:

BB 1 ekor tikus = 150 g

2000 mg % E

Dosis Terapi = —
1000 g 150 g
150 g
E =300mg

Perhitungan volume (dalam 2 ml terdapat 300 mg):
e Untuk 1 kelompok = Daun Sukun kering x jumlah tikus — 50 ml

=300mg x5 — 50 ml
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1500 mg — 50 ml (direbus dengan waterbath)
1500 mg — 10 ml
300 mg — 2 ml

Jadi berat kering daun s
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Lampiran 7. Preparasi Hewan Model Hiperkolesterolemia
Pemberian diet hiperkolesterolemia pada kelompok B, C, D, dan E

dilakukan selama 14 hari. Komposisi pembuatan diet hiperkolesterolemia adalah
asam kholat 0,1%, minyak babi 10%, kuning telur puyuh rebus 5% dan pakan
standar 84,9% dari 20% total pakan per hari. Berikut komposisinya:

e Asam kholat =0,1 % x 20g=0,02 g

e Minyak babi=10%x20g=2¢g

e Kuning telur puyuh rebus =5% x20g=1g

e Aquades

e Pakan standar = 84,9 % x 20 g = 16,98 ¢

Pembuatan pakan diet hiperkolesterol dilakukan setiap hari agar pakan

tidak tengik dan berjamur.

Diagam:

asam kholat 0,02 gam, minyak
babi 2 g dan kuning telur
puyuh 1 g.

— Dicampurkan hingga homogen

— Ditambahkan aquades hingga 2 ml

— Diet hiperkolesterol yang diberikan 3,02 g/2ml/ekor
— Disondekan kedalam lambung tikus

— Diberi pakan standar 16,98 g 1 jam setelah sonde
lambung

Tikus
Hiperkolesterolemia




Lampiran 8. Tabel Kadar Trigliserida Post Examination
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Kelompok Kadar Trigliserida Rata-rata SD
Normal 06500 | 94315 | 9BA50 [ 94T [ 80742 | goooe | oo
Hiperkolesterol | 1g8 630 | 195,866 | 193,798 | 190,181 | 199,483 | 1935916 | 480092
Kelompok C
(terapi dosis 500 | 168,992 | 173127 | 167,959 1 167442 1459 509 | 169,4058 | 457866
mg/kg BB)
Kelompok D
(terapi dosis 1000 | 158,656 | 103307 | 154005 1 155556 | 159 451 | 1565890 | 223489
mg/kg BB)
Kelompok E
(terapi dosis 2000 | 131,783 | 134884 | 128165 /132,300 1 15) 481 | 120,9226 | 436388

mg/kg BB)
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Lampiran 9. Data Dan Uji Statistik Kadar Trigliserida

9.1. Data Kadar Trigliserida

KADAR
KELOMPOK SAMPEL TRIGLISERIDA

(mg/dl)
1 1 96,899
1 2 94,315
1 3 98,450
= 4 94,574
1 5 99,742
2 6 188,630
2 7 195,866
2 8 193,798
2 9 190,181
2 10 199,483
3 11 168,992
3 12 173,127
3 13 167,959
3 14 167,442
3 15 169,509
3 16 158,656
4 17 163,307
4 18 154,005
4 19 155,556
4 20 151,421
> 21 131,783
5 22 134,884
5 23 128,165
5 24 132,300
> 25 122,481

Keterangan:

Kelompok A (Kontrol Negatif)
= Sampel 1-5

Kelompok B (Kontrol Positif) =
Sampel 6-10

Kelompok C (Terapi dosis 500
mg/kg BB) = Sampel 11-15

Kelompok D (Terapi dosis 1000
mg/kg BB) = Sampel 16-20

Kelompok E (Terapi dosis 2000
mg/kg BB) = Sampel 21-25



Tabel 9.1 Tabel Uji Normalitas Data Kadar Trigliserida

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Nilai 1 ,225 5 200" 916 5 ,507
2 ,183 5 200" ,968 5 ,860
3 ,282 5 200" ,863 5 ,239
4 ,189 5 200’ 971 5 ,880
5 ,251 5 ,200° ,926 5 ,572
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tabel 9.2 Uji ANOVA Kadar Trigliserida
ANOVA
Nilai
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 27756,323 4 6939,081 470,890 ,000
Within Goups 294,722 20 14,736
Total 28051,045 24
Tabel 9.3 Uji Tukey Kadar Trigliserida
Nilai
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kelompok 1 2 3 4 5
1,00 5] 96,79600
5,00 5 129,92260
4,00 5 156,58900
3,00 5 169,40580
2,00 5 193,59160
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.



Tabel 9.4 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Nilai Based on Mean 1,266 4 20 ,316
Based on Median ,665 4 20 ,624
Based on Median and with
) ,665 4 13,363 ,627
adjusted df
Based on trimmed mean 1,233 4 20 ,328
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Lampiran 10. Hasil Uji LCMS Kandungan Flavonoid Daun Sukun

EKALIAWANWNALISA\2013\0kt\Spl_sukund

RT: 0.00-7.00 SM: 158

RT:483 RT:568 NL: 1.13E5
AA: 384606 AA: 296281 TIC F: + ¢ ESI Q1MS [302.999-303.001, .
1003 gr.0.55 RT:3.72 312.969-313.001, 338.999-339.001, Keterangan:
50_ AA: 76118 AA: 207282 - 409.499-409.501, 450.999-451.001] MS ICIS
3 ofn oA PG T pl_sukun3 .
03 RT:3.72 NL: 2.77E4 BM Kuersetin
AA; 79960 nvz= 302.50-303.50 F: + c ESI QIMS  MS ICIS ; -
1003 - oso e Dihydrate= 302,50
505 AA: 18603
-- ~ o -
- B — RT 567 NL: 8.01ES BM Kuersetin = 338,50
] AA: 34585 Wz= 3 F: + ¢ ES MS MS [CIS
21005 AA 17313 3 338 5¢ c MS MS ICIS
%5" e 0, . BM DS6 = 409
§ 0 RT: 3.98 NL: 1.96E4
i AA: 24724 miz= 409.00-410.00 F: + c ESI Q1IMS  MS ICIS ; ianin E—
& 100 1 e Gl iiund BM Artoindosianin F=
1 e P N S S NIV A S Bty 312,50
. 1
b RT:493 o1 568 ~ NL: 9.27E4
AA: 386482 miz= 312,50-313.50 F; + cESI QIMS MS ICIS i
s A a0  SpLsuuna ; BM Cycloaltilisin=
f‘tw‘s' : 450,50
° RT: 6.23 NL: 1.72E4
RT: 0.55 RT: 3.68 AA: 86414 miz= 450,50-451.50 F; + c ESIQIMS MS ICIS
1903 an: 53367 AASes11 1485 A Spl_sukund *BM= Berat molekul
A e e
i o o . et i e i
0 1 2 3 4 5 6

Time (min) ”.l‘.f 7 :’4/0 b/3
Yl ansmn
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