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Pengaruh Pemberian Madu Sumbawa Terhadap Aktivitas Protease Dan
Kadar Malondialdehyde (MDA) Pada Hepar Tikus Putih
(Rattus norvegicus) Yang Diinduksi Diazinon

ABSTRAK

Diazinon merupakan salah satu organofosfat yang biasa digunakan oleh
petani untuk membasmi hama. Paparan diazinon secara terus-menerus dapat
menyebabkan peningkatan ROS dan menebabkan kerusakan pada sel-sel tubuh
termasuk hepar. Madu Sumbawa diketahui mengandung antioksidan seperti
flavonoid, polifenol dan vitamin C sehingga dapat digunakan untuk menangkap
radikal bebas dan meningkatkan kadar antioksidan yang diperlukan oleh tubuh.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian madu Sumbawa
pada tikus yang diinduksi diazinon berdasarkan aktivitas protease dan kadar
MDA hepar tikus. Tikus yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus
(Rattus norvegicus) jantan dengan berat 130-180 gram. Kelompok kontrol (-)
merupakan kelompok yang tidak diinduksi diazinon dan madu sumbawa.
Kelompok kontrol (+), kelompok perlakuan 1, 2 dan 3 merupakan kelompok
yang diinduksi diazinon dengan dosis 60 mg/kgBB selama 7 hari. Kelompok
kontrol (+) tidak diberikan terapi madu sumbawa. Sedangkan pada kelompok
perlakuan 1 diberikan terapi madu Sumbawa dengan konsentrasi 25%,
kelompok perlakuan 2 diberikan terapi madu Sumbawa dengan konsentrasi
50% dan kelompok perlakuan 3 diberikan terapi madu Sumbawa dengan
kosentrasi 75%. Terapi madu Sumbawa diberikan selama 14 hari sebanyak 1
ml setiap harinya. Hasil dari penelitian ini dihitung dengan pengukuran one-
way ANOVA. pemberian 1 ml madu Sumbawa dengan konsentrasi 25%, 50%
dan 75% mampu menurunkan aktivitas protease dan kadar Mallondialdehyde
(MDA) pada hepar tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi diazinon.
Hal tersebut telah ditunjukkan pada kelompok perlakuan 1, 2 dan 3 yang
berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok kontrol (+).
Kesimpulannya adalah Pemberian terapi madu Sumbawa dengan konsentrasi
25%, 50% dan 75% telah mampu menurunkan aktivitas protease dan kadar
MDA pada hepar tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi diazinon
dibanding kontrol (+) dengan konsentrasi terbaiknya adalah 75% dan
konsentrasi efektifnya adalah 25%.

Kata kunci : diazinon, hepar, madu Sumbawa, protease, MDA.
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The Influence Of Giving Sumbawa Honey Toward Protease Activity and
Malondialdehyde (MDA) in Hepar of Rattus norvegicus
Induced Diazinon

ABSTRACT

Diazinon is one of organophosphate which used to eradicate of pest.
Exposure diazinon continously can increase ROS and cause damage on the cells
of body including the hepar. Sumbawa honey is known contains antioxidants like
vitamin C, flavonoids and polifenol so it can use to binding the oxidant and
increase the levels of antioxidants that are needed by the body. This research aims
to know the effectiveness of administering Sumbawa honey in rat that induced
diazinon based on the levels of MDA and protease activity of rats hepar. The rats
used in the study was a rat (Rattus norvegicus) males weighing 130-180 grams. (-)
control group is group which is not induced diazinon and Sumbawa honey. (+)
control group, treatment group 1, 2, and 3 is group that induced diazinon 60
mg/kgBB. (+) control group not given the therapy Sumbawa honey. Treatment
group 1 given Sumbawa honey with concentration 25%, treatment group 2 given
Sumbawa honey with concentration 50% and treatment group 3 given sumbawa
honey with concentration 75%. Sumbawa honey therapy is given for 14 days as
much 1 ml every day. The results of this research were calculated by one-way
ANOVA measurements. administration of 1 ml of Sumbawa honey with a
concentration of 25%, 50% and 75% was able to reduce protease activity and
mallondialdehyde (MDA) levels in the hepar of white rats (Rattus norvegicus)
that induced by diazinon. That thing was showed in treatment groups 1, 2 and 3
which were significantly different (p<0.05) with the (+) control group. The
conclusion is that the treatment of Sumbawa honey with a concentration of 25%,
50% and 75% has been able to reduce protease activity and MDA levels in the
hepar of white rats (Rattus norvegicus) that induced of diazinone compared (+)
control with the best concentration is 75% and the effective concentration is 25 %.

Key word : diazinon, hepar, Sumbawa honey, protease, MDA.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diazinon merupakan salah satu dari banyak pestisida yang bersifat toksik
atau racun. Pada umumnya akan segera diabsorpsi melewati kulit, paru-paru
dan saluran cerna. Diazinon merupakan jenis insektisida orgonofosfat yaitu
cairan coklat muda yang berbau menyengat serta dapat larut dalam air.
Apabila diazinon sudah masuk ke dalam tubuh dan terjadi kontak maka zat
racun ini bekerja cepat dan mudah terabsorpsi dalam tubuh (Isvasta, 1993).
Ciri yang mudah dilihat dari orang terkena racun biasanya timbul rasa mual,
muntah, nyeri lambung, kejang dan peradangan mulut (Munaf, 1997).

Diazinon 60 EC merupakan salah satu insektisida yang dipakai dalam
suatu usaha pertanian untuk memberantas hama pengganggu. Para petani
umumnya menggunakan diazinon untuk penyemprotan tanaman kedelai,
sayuran seperti kubis, nanas, sawi putih dan sawi hijau. Pemakaian diazinon
dilakukan dengan cara penyemprotan. Sisa dari penyemprotan akan menempel
pada daun tanaman, biji-bijian dan sebagian ke perairan. Petani sering tidak
memperhatikan akibat dari penyemprotan diazinon, saat penyemprotan
tanaman dengan arah angin, sehingga diazinon dapat mengenai petani melalui
kulit dan pernapasan. Sedangkan, tempat absorpsi racun berlangsung lewat
kulit, paru-paru dan saluran pencernaan. Ketiga tempat absorpsi ini saluran
cerna merupakan tempat yang paling penting berkaitan dengan kasus

keracunan makanan. Hal ini sebagai akibat dari absorpsi racun, karena



sebagian besar peristiwa keracunan diawali dengan tertelannya makanan.
Berbagai jenis racun, walaupun hanya sedikit dapat diabsorpsi di saluran cerna
(Donatus, 2001). Absorpsi racun pangan di saluran cerna dapat terjadi di
lambung dan usus halus (Nahdhinah, 1998).

Menurut Yuningsih (2010), organofosfat telah dilaporkan menyebabkan
kematian akut pada beberapa jenis ternak. Diazinon masih banyak digunakan
oleh masyarakat dan terdeteksi adanya residu pada pakan ternak. Menurut
Yuningsih dan Sri Yuliastuti (1998), telah dilaporkan bahwa organofosfat
diazinon telah menyebabkan kematian pada ayam di Sukabumi, Bogor dan
Garut pada tahun 1998.

Penelitian yang dilakukan oleh Ngabekti (1998), menunjukkan bahwa
masih ditemukannya residu diazinon pada sayuran kubis, selada dan tomat di
pasar di Kota Semarang sebesar 6,9 x 102 — 5,91 x 10 ppm. Jumlah residu ini
masih di bawah batas maksimal residu (BMR) sebesar 7,5 x 102 ppm
(Ngabekti dan Isnaeni, 2000). Namun, paparan residu pestisida dalam produk
pertanian tetap harus diwaspadai karena efek negatif yang ditimbulkannya.

Hepar merupakan organ parenkim dalam tubuh manusia yang paling
besar dan sangat penting untuk mempertahankan fungsi hidup dan berperan
dalam hampir setiap metabolism tubuh. Diazinon menyebabkan kerusakan sel
hepar yang terjadi pada asam lemak tak jenuh fosfolipid membrane sel,
sehingga terbentuk peroksida lipid. Pada akhir rangkaian degradasi peroksida

lipid akan menghasilkan etana, pentana dan malondialdehid (MDA).



Malondialdehid ini dapat dijadikan indikator peningkatan peroksida lipid yang
terbentuk akibat radikal bebas (Cochrane, 1991). Selain itu, Protease juga
dapat menjadi indikator peningkatan peroksidasi lipid karena kerusakan sel
yang terjadi pada keadaan inflamasi juga diakibatkan oleh pelepasan enzim
protease oleh neutrofil yang berfungsi melisiskan sel yang nekrosis
(Stephenson, 1992).

Madu merupakan produk asli yang di hasilkan oleh lebah. Pulau
Sumbawa dikenal sebagai daerah penghasil madu paling banyak di Indonesia
dan banyak terdapat pohon bidara yang kaya akan antioksidan. Madu sering
digunakan sebagai sarana pengobatan penyakit degenerative seperti anti
inflamasi, antioksidan dan meningkatkan system imun (Ewetu et al, 2013).
Madu Sumbawa termasuk kedalam golongan madu poliflora yang merupakan
golongan madu yang dihasilkan dari berbagai jenis tanaman dari nectar bunga,
yang berasal dari anekaragam bunga. Madu poliflora mengandung enzim asam
amino bebas yang jumlahnya lebih banyak dibanding dengan madu monoflora
(Rosita, 2007).

Madu Sumbawa dihasilkan oleh lebah Apisdorsatta (Hadisoesilo, 2001).
Sifat antioksidan dalam madu ini disebabkan oleh berbagai macam komponen
yang ada di dalam madu, diantaranya adalah komponen flavonoid, fenolat,
vitamin C, asam amino, enzim, katalase dan lain-lain (Ensmingerdkk, 1995).
Dengan banyaknya komponen dalam madu yang memberikan sifat

antioksidan tersebut, flavonoid adalah salah satu yang paling banyak diteliti.



Flavonoid dalam madu sendiri banyak sekali unsurnya dan sangat dipengaruhi
oleh geografis, sumber nekatar bunga, iklim, proses pengolahan dan lain-lain
(Estevinho, dkk. 2008).

Flavonoid sebagai salah satu kelompok senyawa fenolik yang berperan
sebagai antioksidan. Aktivitas antioksidatif flavonoid bersumber pada
kemampuan mendonasikan atom hidrogennya sehingga radikal bebas dapat
dengan mudah untuk dinetralkan. Berdasarkan hal tersebut pada proposal
skripsi ini akan dibahas mengenai pengaruh madu Sumbawa terhadap hepar

yang terpapar oleh diazinon.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:
1. Apakah pengaruh madu Sumbawa terhadap aktivitas protease hepar tikus
putih (Rattusnorvegicus) yang diinduksi diazinon?
2. Apakah pengaruh madu Sumbawa terhadap kadar MDA hepar tikus putih

(Rattusnorvegicus) yang diinduksi diazinon?

1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :
1. Hewan coba yang digunakan yaitu tikus putih (Rattus norvegicus) dengan
berat badan 130-180 gram. Tikus didapat dari Laboratorium Epidemiologi

Fakultas Peternakan Universitas Bawijaya Malang.



2. Diazinon diinduksikan secara per-oral dengan dosis 60 mg/Kg BB tikus
per hari selama 7 hari pada hari ke-8.

3. Madu Sumbawa yang digunakan diambil dari hutan Sumbawa, kemudian
dideterminasikan di Balai Materia Medica Batu Malang.

4. Madu Sumbawa yang diberikan yaitu konsentrasi 25% dalam 1 mL secara
per oral berdasarkan kelompok perlakuan 111, 50% dalam 1 mL pada
kelompok perlakuan IV dan 75% dalam 1 mL pada kelompok perlakuan VV
pada hari ke-8 selama 10 hari.

5. Variabel yang diamati adalah aktivitas Protease dengan metode hitung
Walter dan kadar Malondialdehyde (MDA) dengan uji TBA pada organ

hepar.

1.4 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Untuk mengetahui pengaruh madu Sumbawa terhadap aktivitas protease
hepar tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi diazinon.
2. Untuk mengetahui pengaruh  madu Sumbawa terhadap kadar
Malondialdehyde (MDA) hepar tikus putih (Rattus norvegicus) yang

diinduksi diazinon.



1.5 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini adalah:
1. Memberikan sarana informasi tambahan tentang manfaat madu Sumbawa
bagi masyarakat.
2. Memberikan informasi tentang pengaruh madu Sumbawa sebagai

alternatif pengobatan keracunan akibat diazinon.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Diazinon

Diazinon merupakan insektisida organofosfat yang banyak digunakan
dalam bidang pertanian untuk membasmi hama pengganggu (Himawan, 2012).
Diazinon mempunyai nama IUPAC O,O-diethyl-O-(2-isopropyl-6-methyl-4-
pyrimidinyl) phosphorothioate dengan rumus molekul C12H2:1N2O3PS (Gambar
2.1). Diazinon merupakan salah satu organofosfat insektisida yang bersifat toksik.
Diazinon dapat masuk ke dalam tubuh melalui kulit, paru-paru dan saluran cerna

(Isvasta, 1993).

S
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Gambar 2.1 Struktur diazinon (Bennet, 2001)

Diazinon dalam bidang pertanian digunakan untuk membasmi serangga.
Mekanisme kerja diazinon yaitu dengan cara menghambat enzim kolinesterase
secara irreversibel. Enzim kolinesterase ini berfungsi untuk memecah asetilkolin
yang merangsang saraf otot (Usman, 2013).

Diazinon memberikan efek terhadap hewan dapat berupa keracunan akut
akibat terhambatnya enzim asetilkolinesterase yang berfungsi memecah

neurotransmitter asetilkolin (ACh) (Yuningsih,2010). Asetilkolin yang tidak



terhidrolisis dapat menyebabkan hantaran impuls yang tertunda sehingga akan
mengakibatkan salivasi berlebih, diare, kejang, kelumpuhan dan berakhir

kematian (Wulandari, 2006).

2.2 Mekanisme Kerja Diazinon

Diazinon termasuk dalam senyawa xenobiotik karena berupa agen yang
tidak diperlukan oleh tubuh (Wulandari, 2006). Metabolisme organofosfat sebagai
xenobiotik terdiri dari 2 fase, yaitu fase | dimana enzim metabolik mengaktivasi
komponen kimia dengan mengenali gugus fungsi organofosfat dan fase Il
merupakan proses perubahan struktur organofosfat menjadi molekul hidrofilik
seperti asam glukoronat, sulfat, glisin dan asam glutamat dengan bantuan enzim
agar mudah diekskresi (Wulandari, 2006).

Metabolisme organofosfat fase | (Gambar 2.2) terdiri dari reaksi oksidasi
yang merupakan suatu reaksi aktivasi thionoorganofosfat  menjadi
oxonoorganofosfat dan atom sulfur dengan bantuan enzim Cytochrome P450
(CYP) sehingga oxonoorganofosfat menjadi molekul aktif yang mampu
menghambat fungsi dari AChE. Reaksi hidrolisis termasuk dalam metabolisme
fase I, dimana hidrolisis terjadi setelah reaksi oksidasi berlangsung dengan
bantuan enzim paraoxonase (PON) reaksi ini penting untuk proses detoksifikasi.
Detoksifikasi organofosfat terjadi ketika paraoxonase memecah organofosfat
menjadi dialkilfosfat dan leaving group. Organofosfat juga dihidrolisis oleh

carboxylesterase (CE) yang mampu melakukan inaktifasi diri pada proses



hidrolisis. Fase Il metabolisme diazinon merupakan proses perubahan struktur
diazinon menjadi molekul hidrofilik seperti asam glukoronat, sulfat, glisin dan

asam glutamat dengan bantuan enzim agar mudah diekskresi (Elersek and Metka,

2011).
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Gambar 2.2 Metabolisme diazinon (Hreljac, 2009)

2.3  Anatomi Hepar

Hepar merupakan organ yang mempunyai berbagai macam aktivitas
metabolisme (Salasia dan Hariono, 2010). Hepar dibungkus oleh jaringan ikat
tipis (kapsula Glisson) yang menebal dihilum, tempat vena porta dan arteri
hepatika memasuki hepar dan duktus hepatikus kiri dan kanan serta tempat
keluarnya pembuluh limfe. Hepar terletak dipermukaan caudal dari diafragma dan

membentang disisi medial dan sisi dexter lengkungan costae sinister. Bagian
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cranial hepar berbentuk cembung yang bersentuhan dengan otot diafragma dan

bagian visceral berbentuk cekung (Bredo, 2011).

Mouse Liver
(Visceral Surface)

M
| e) -

Rat Liver

Gambar 2.2 Hepar Tikus (Bredo, 2011).

Hepar tikus terbagi menjadi empat lobus yaitu lobus sinister, lobus medial,
lobus dexter dan lobus caudatus (Gambar 2.3) (Boorman, 2006). Beberapa
ligamentum yang merupakan peritoneum membantu menyokong hepar. Dalam
hepar terdapat tiga jenis jaringan yang penting yaitu sel parenkim hepar, susunan
pembuluh darah dan susunan saluran empedu (Darmawan, 2003). Secara
mikroskopis, setiap lobus hepar terbagi menjadi struktur-struktur yang disebut
sebagai lobulus, yang merupakan unit mikroskopis dan fungsional organ. Setiap
lobulus merupakan badan heksagonal yang terdiri atas lempeng-lempeng sel hepar
berbentuk kubus, tersusun radial mengelilingi vena sentralis yang mengalirkan
darah dari lobulus. Hepar memiliki kapiler-kapiler yang disebut sebagai sinusoid.
Sinusoid dibatasi oleh sel fagositik atau sel kupffer yang fungsi utamanya adalah

menelan bakteri dan benda asing dalam darah. Selain cabang-cabang vena porta
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dan arteri hepatica juga terdapat saluran empedu. Saluran empedu interlobular
membentuk kapiler empedu yang sangat kecil yang disebut sebagai kanalikuli
yang bersatu membentuk saluran empedu yang makin lama makin besar hingga

menjadi duktus koledokus (Price and Lorraine, 2006).

2.4 Fisiologi Hepar

Hepar adalah organ dalam yang paling besar dan mempunyai peranan
utama dalam metabolisme tubuh. Hepar memproduksi empedu yang membantu
pencernaan lemak dan hepar sendiri memproses asam amino, glukosa, asam
lemak serta gliserol. Hepar juga mempunyai fungsi yang lebih jauh, yaitu
menetralkan racun. Hepar melaksanakan fungsi pencernaannya terhadap sebagian
besar bahan kimia beracun melalui aktivitas enzim dengan dua cara yaitu
degradasi dan konjugasi. Tujuan utama hepar adalah menghasilkan produk
sampingan yang larut dalam air yang dapat dipakai sebagai bahan makanan atau
bila berupa bahan asing (bukan bahan makanan) membuat bahan tersebut dapat
dikeluarkan melalui urin ( Jeharatman dan Koh, 2005).

Hepar adalah organ tempat nutrien diserap dari saluran cerna, diolah dan
disimpan untuk dipakai oleh bagian tubuh yang lain. Hepar menjadi perantara
antara sistem pencernaan dan darah. Hepar memiliki berbagai fungsi
dibandingkan organ lain dalam tubuh. Fungsi utama hepar yaitu metabolisme

karbohidrat, metabolisme lipid, metabolisme protein, penyimpanan glikogen,
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vitamin A, D, B12, zat besi, darah, detoksifikasi dan sekresi empedu (Junqueira,

2000).

2.5  Akibat Toksisitas Diazinon

Hepar yang terpapar diazinon mengalami perubahan struktur
mikroanatominya. Perubahan itu meliputi dilatasi sinusoid, konstriksi vena
sentralis, degenerasi hidropik, degenerasi lemak, inti piknotik, karyoreksis dan
karyolisis (Wulandari dkk, 2006). Dilatasi sinusoid menurut Ressang (1984),
dapat terjadi karena adanya desakan pada dindingnya akibat terjadinya
pembendungan pada vena oleh zat toksik.

Degenerasi hidropik terjadi karena hidrasi ion natrium akibat permeabilitas
dinding sel yang terganggu akibat mekanisme toksisitas senyawa xenobiotik.
Selain itu, terjadi gangguan pada metabolisme energi di dalam sel, terutama
mekanisme transpor aktif pada Na+/K+-ATPase. Akibatnya hepatosit tidak
mampu memompa ion natrium ke luar dari sel. Jumlah ion natrium dalam sel yang
berlebihan menyebabkan influks air yang hebat sehingga sebagian organel
sitoplasma seperti RE dapat diubah menjadi kantong-kantong berisi air (Price dan
Wilson, 1984).

Degenerasi lemak yang parah akan terbentuk vakuola lemak dalam sel
sehingga mendesak inti sel ke arah tepi. Degenerasi lemak dapat terjadi karena
terganggunya metabolisme lemak, seperti adanya gangguan terhadap fungsi

mitokondria, hipoksia yang menghambat oksidasi asam lemak yang masuk ke
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dalam sel atau dapat pula disebabkan malnutrisi protein sehingga mengganggu
sintesis lipid acceptor protein yang membawa lipid keluar dari sel. Jika degenerasi
lemak terus berlangsung, maka hepatosit dapat mengalami nekrosis (Sudiono
dkk., 2003).

Menurut Zimmerman dalam Cassaret dan Doull (1975) zat toksik seperti
karbon tetraklorida dan fosfat dapat menyebabkan gangguan pada fungsi beberapa
organel sel seperti pada mitokondria, retikulum endoplasma dan lisosom. Fungsi
mitokondria dalam mekanisme selular tubuh salah satunya adalah dalam
metabolisme lemak. Gangguan pada fungsi mitokondria akan menyebabkan
sintesis dan sekresi lemak tidak seimbang akibatnya lemak akan terakumulasi
dalam sel parenkim hepar. Diazinon yang termasuk golongan pestisida
organofosfat diduga dapat menyebabkan degenerasi lemak dengan cara

mengganggu fungsi mitokondria.

2.6 Hubungan Malondialdehyde (MDA) Dengan Residu Diazinon
Kerusakan sel hepar terjadi pada asam lemak tak jenuh fosfolipid
membran sel akibat paparan diazinon, sehingga terbentuk peroksida lipid. Pada
akhir rangkaian degradasi peroksida lipid akan menghasilkan etana, pentana dan
malondialdehid (MDA). Malondialdehid ini dapat dijadikan indikator peningkatan
peroksida lipid yang terbentuk akibat radikal bebas (Cochrane, 1991). Stres
oksidatif merupakan keadaan ketidakseimbangan antara reactive oxygen species

(ROS) dengan antioksidan (Wati, 2013). Peroksidasi lipid terjadi saat stres
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oksidatif berlangsung. Peroksidasi lipid merupakan bentuk dari polyunsaturated
asam lemak yang bersifat tidak stabil, sehingga dapat dengan mudah diurai
menjadi kompleks senyawa salah satunya Malondialdehyde (MDA). MDA
bersifat mutagenik, tumorigenik dan bereaksi tinggi saat terjadinya produksi

polyunsaturated asam lemak dan metabolisme asam arakidonat (Singh, 2014).

2.7 Hubungan Aktivitas Protease dengan Residu Diazinon.

Pemberian diazinon pada tikus akan menimbukan ROS berlebih pada
hepar. ROS berlebih akan memicu stress oksidatif yang dapat mengaktifkan sel-
sel sitokin proinflamator seperti TNF-a, IL 4 dan IL 13. TNF-o akan
menyebabkan inflamasi dan akan meningkatkan aktivasi neutrofil, sedangkan IL 4
dan IL 13 akan mengaktifkan sel B yang memproduksi IgE untuk mengaktifkan
sel mast. Sel mast dan neutrofil yang teraktifasi akan menghasilkan protease
sebagai respon adanya inflamasi. Oleh sebab itu, kadar protease dapat digunakan
sebagai indikator tingkat keparahan inflamasi, bila semakin tinggi kadar
proteasenya makan akan semakin tinggi kadar inflamasinya (Campbell et al,

2006).

2.8 Madu Sumbawa
Madu merupakan cairan kental yang dihasilkan oleh lebah. Madu

diperoleh dari nektar bunga ataupun dari bagian tanaman hidup lainnya yang



15

kemudian diolah dengan cara diikat dengan senyawa-senyawa tertentu dan
disimpan di sarang lebah (Azrizal, 2017).

Madu Sumbawa dikenal sebagai madu terbaik di Indonesia karena madu
diperoleh dari hutan Sumbawa. Madu Sumbawa dihasilkan oleh lebah-lebah hidup
di hutan Sumbawa, sehingga memperoleh makanan secara alami dari hutan.
Sumbawa juga memiliki letak geografis yang kering dan rendah, sehingga kadar
air dalam madu Sumbawa rendah (Zulhawa, 2010). Sumbawa terkenal dengan
pohon bidara atau Ziziphus mauritiana. Bidara merupakan tumbuhan yang
dilaporkan memiliki kandungan flavonoid tinggi sehingga memiliki aktivitas
antikanker, antiinflamasi, antifungi dan antioksidan (Haeria, 2016).

Madu Sumbawa termasuk ke dalam golongan madu poliflora yang
merupakan golongan madu yang dihasilkan dari berbagai jenis tanaman dari
nektar bunga, yang berasal dari aneka ragam bunga. Madu poliflora mengandung
enzim asam amino bebas yang jumlahnya lebih banyak dibanding dengan madu
monoflora (Rosita, 2007).

Madu mengandung komponen antioksidan diantaranya vitamin C,
polifenol, mangan, flavonoid dan beberapa antioksidan lain. Antioksidan akan
menurunkan dampak negatif dari oksidan dengan cara memberikan elektronnya
sehingga akan mengubah oksidan menjadi molekul yang tidak berbahaya.
Antioksidan juga mampu mencegah pembentukan radikal bebas dan memperbaiki

kerusakan akibat adanya radikal bebas (As’ari, 2009).
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a. Vitamin C

Antioksidan merupakan substansi yang diperlukan tubuh untuk
menetralisir radikal bebas dan mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal
bebas terhadap sel normal, protein dan lemak. Antioksidan menstabilkan radikal
bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas dan
menghambat terjadinya reaksi berantai peroksidasi lipid dari pembentukan radikal
bebas yang dapat menimbulkan stres oksidatif. Antioksidan yang dikenal ada 2,
yaitu berupa enzim atau golongan antioksidan endogen dan ada yang berupa
mikronutrien. Enzim antioksidan dibentuk dalam tubuh, yaitu super oksida
dismutase (SOD), glutation peroksida, katalase dan glutation reduktase.
Sedangkan antioksidan yang berupa mikronutrien dikenal tiga yang utama, yaitu :
b-karoten, vitamin C dan vitamin E (Iswara, 2009).

Selain itu vitamin C juga dapat menyumbangkan elektron ke dalam reaksi
biokimia intraseluler dan ekstraseluler. Vitamin C adalah 6 atom karbon lakton
yang disintesis dari glukosa yang terdapat dalam hepar. Bentuk utama dari
vitamin C yang dinamakan adalah L-ascorbic dan dehydroascorbic acid. Vitamin
C mampu menghilangkan senyawa oksigen reaktif di dalam sel hepatosit bahkan
neutrofil, monosit, protein serta dapat bereaksi dengan besi-ferritin. Diluar sel,
Vitamin C mampu menghilangkan senyawa oksigen reaktif, mencegah Low
Density Lipoprotein (LDL) teroksidasi, mentransfer elektron ke dalam tokoferol

teroksidasi dan mengabsorpsi logam dalam saluran cerna (Adi et al. 2009).



17

Sebagai antioksidan, vitamin C dapat langsung bereaksi dengan anion
superoksida, radikal hidroksil, oksigen singlet dan lipid peroksida. Sebagai
reduktor menurut Berger (2009) vitamin C akan mendonorkan satu elektron
membentuk semidehidroaskorbat yang tidak bersifat reaktif dan selanjutnya
mengalami reaksi disproporsionasi membentuk dehidroaskorbat yang bersifat
tidak stabil. Dehidroaskorbat akan terdegradasi membentuk asam oksalat dan
asam treonat.

b. Polifenol

Senyawa fenol merupakan suatu senyawa yang mengandung gugus
hidroksil (-OH) yang terikat langsung pada gugus cincin hidrokarbon aromatik.
Klasifikasi senyawa fenol yang terkandung dalam madu yaitu fenol sederhana,
benzoquinone, asam fenolat, asetofenon, naftokuinon, xanton, bioflavonoid
kumarin, stilben, turunan tirosin, asam hidroksi sinamat, flavonoid, lignan dan
tanin (Dhianawaty, 2013).

Senyawa fenol alami yang bersifat antioksidan dapat diklasifikasikan
dalam 2 kelompok, yaitu kelompok lipofilik dan hidrofilik (di antaranya senyawa
fenol). Aktivitas antioksidan dari senyawa fenol terbentuk karena kemampuan
senyawa fenol membentuk ion fenoksida yang dapat memberikan satu
elektronnya kepada radikal bebas. Gambaran pada umumnya yaitu, antioksidan
senyawa fenol (PhH) dapat bereaksi dengan radikal bebas (ROO¢) membentuk
ROOH dan sebuah senyawa fenol radikal (Phe) yang relatif tidak reaktif.

Selanjutnya, senyawa fenol radikal (Phe) dapat bereaksi kembali dengan radikal
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bebas (ROO°) membentuk senyawa yang bersifat tidak radikal (Dhianawaty,
2013).
C. Flavanoid

Flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol yang terbesar ditemukan
di alam. Senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu, dan biru dan sebagian
zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan. Flavonoid
mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon, dimana dua
cincin benzene (C6) terikat pada suatu rantai propan (C3) sehingga membentuk
suatu susunan C6-C3-C6. Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis struktur,
yakni 1,3-diarilpropan atau neoflavonoid. Senyawa-senyawa flavonoid terdiri dari
beberapa jenis tergantung pada tingkat oksidasi dari rantai propane dari sistem
1,3-diarilpropana. Flavon, flavonol dan antosianidin adalah jenis yang banyak
ditemukan dialam sehingga sering disebut sebagai flavonoida utama. Banyaknya
senyawa flavonoida ini disebabkan oleh berbagai tingkat hidroksilasi, alkoksilasi
atau glikosilasi dari struktur tersebut. Penggolongan flavonoid berdasarkan
penambahan rantai oksigen dan perbedaan distribusi dari gugus hidroksil (Sjahid,
2008).

Telah banyak penelitian yang menyatakan bahwa senyawa flavonoid
memiliki potensi sebagai antioksidan karena memiliki gugus hidroksil yang
terikat pada karbon cincin aromatik sehigga dapat menangkap radikal bebas yang

dihasilkan dari reaksi peroksidasi lemak. Senyawa flavonoid akan
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menyumbangkan satu atom hidrogen untuk menstabilkan radikal peroksi lemak

(Hamid, 2010).

2.9 Hewan Coba Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Menurut Maula (2014), klarifikasi dari tikus putih yaitu sebagai berikut:
Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Subphylum  : Vertebrata

Class : Mammalia
Ordo : Rodentia
Family : Muridae
Genus . Rattus
Species : norvegicus

Tikus termasuk hewan mamalia, sehingga untuk hewan coba hasil yang
didapat pada tikus tidak akan jauh berbeda dengan mamalia lain. Tikus memiliki
lama hidup 2-3 tahun. Berat tikus dewasa 300-400 g untuk jantan dan 250-300 g
untuk tikus betina dewasa. Tikus putih memiliki kelebihan dibanding tikus liar
yaitu mudah dalam perawatannya, cepat dewasa dan lebih cepat untuk

berkembang biak (Maula, 2014).
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Pemberian diazinon yang diinduksikan secara per oral akan diserap oleh
intestine dan dimetabolisme dalam hepar. Metabolisme diazinon dalam dosis
rendah dapat dimetabolisme di dalam intestine dan pulmo. Pemberian diazinon
dengan dosis tinggi menyebabkan metabolisme dalam intestine menjadi jenuh,
sehingga memungkinkan toksik untuk lolos ke dalam pembuluh vena porta.
Diazinon bersifat lipofilik dan dapat berikatan dengan protein plasma sehingga
dapat terdistribusikan ke hepar. Diazinon termasuk dalam senyawa xenobiotik
karena berupa agen yang tidak diperlukan oleh tubuh. Metabolisme OP sebagai
xenobiotik terdiri dari 2 fase, yaitu fase | dimana enzim metabolik mengaktivasi
komponen kimia dengan mengenai gugus fungsi OP dan fase Il merupakan proses
perubahan struktur OP menjadi molekul hidrofilik seperti asam glukoronat, sulfat,
glisin, dan asam glutamat dengan bantuan enzim agar mudah diekskresi.

Metabolisme organofosfat fase | terdiri dari reaksi oksidasi yang merupakan
suatu reaksi aktivasi thionoorganofosfat menjadi oxonoorganofosfat dan atom
sulfur dengan bantuan enzim Cytochrome P450 (CYP). sehingga oxono-
organofosfat menjadi molekul aktif yang mampu menghambat fungsi dari AChE.
Reaksi hidrolisis termasuk dalam metabolisme fase I, dimana hidrolisis terjadi
setelah reaksi oksidasi berlangsung dengan bantuan enzim paraoxonase (PON)
reaksi ini penting untuk proses detoksifikasi. Oxonoorganfosfat yang bersifat aktif
akan menyebar ke seluruh tubuh melalui pembuluh darah. Pemaparan
organofosfat dapat meningkatkan ACh sehingga keseimbangan ion dalam sel akan
terganggu dan akan mempengaruhi produksi ROS. Paparan organofosfat dapat

meningkatkan kadar antioksidan endogenus akibat adanya produksi ROS yang
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meningkat signifikan sebagai upaya respon oleh tubuh dan antioksidan endogenus
akan mengalami penurunan setelah beberapa hari. ROS akan terbentuk secara
tidak terkendali akibat penurunan dari antioksidan endogenus dan akirnya
terciptalah keadaan stress oksidatif. Stress oksidatif merupakan keadaan
ketidakseimbangan antara ROS dan antioksidan baik enzimatis ataupun non
enzimatis.

Proses peroksidasi lipid akan berlangsung bersama dengan peningkatan
kadar Reactive Oxygen Species ( ROS). ROS akan membentuk molekul stabil
dengan mengambil elektron dari lipid yaitu atom hidrogen PUFA pada membran
sel dan akan menghasilkan molekul malondialdehyde (MDA). Sehingga
peningkatan ROS dapat meningkatkan kadar MDA.

Pemberian diazinon pada tikus akan menyebabkan semua perubahan yang
mengarah pada stres oksidatif dan toksisitas. ROS berlebih akan memicu stress
oksidatif yang dapat mengaktifkan sel-sel sitokin proinflamator seperti TNF-a, IL
4 dan IL13. TNF-o akan menyebabkan inflamasi dan akan meningkatkan aktivasi
neutrofil, sedangkan IL 4 dan IL 13 akan mengaktifkan sel B yang memproduksi
IgE untuk mengaktifkan sel mast. Sel mast dan neutrofil yang teraktifasi akan
menghasilkan protease sebagai respon adanya inflamasi. Oleh sebab itu, kadar
protease dapat digunakan sebagai indikator tingkat keparahan inflamasi, bila
semakin tinggi kadar proteasenya makan akan semakin tinggi kadar inflamasinya.

Madu Sumbawa mengandung antioksidan seperti vitamin C, polifenol,
flavonoid dan beberapa antioksidan lain. Antioksidan akan menurunkan dampak

negatif dari oksidan dengan cara memberikan elektronnya sehingga akan
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mengubah oksidan menjadi molekul yang tidak berbahaya. Antioksidan juga
mampu mencegah pembentukan radikal bebas dan memperbaiki kerusakan akibat

adanya radikal bebas.

3.2 Hipotesis Penelitian

Berasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat
diajukan adalah sebagai berikut : terapi madu Sumbawa pada tikus (Rattus
norvegicus) yang telah diinduksi diazinon dapat menurunkan aktivitas protease

dan kadar malondialdehyde (MDA).



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan April 2018 yang bertempat di
Laboratorium Epidemiologi, Fakultas Peternakan, Universitas Brawijaya, Malang.
Pembacaan kadar MDA (Malondyaldehyde) di Laboratorium Farmakologi,
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang. Pembacaan aktivitas

protease di Laboratorium Biokimia, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaaya.

4.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai hewan
coba dengan berat badan 130-180 gram. Hewan coba diaklimatisasi selama 7 hari,
ditempatkan di Laboratorium Farmakologi Universitas Brawijaya Malang. Hewan
coba dibagi menjadi 5 kelompok dan besar sampel ditentukan dengan rumus

Federer (Kusrianingrum, 2010) :

t(n-1) > 15

Keterangan :
5(n-1)> 15

t = jumlah perlakuan
5n-5 >15

n = jumlah pengulangan
5n >20
n >4

berdasarkan perhitungan tersebut, maka perlakuan dibagi menjadi 5

kelompok dan tiap kelompok diperlukan jumlah minimal 4 ekor sehingga total
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tikus yang diperlukan adalah 20 ekor. Semua kelompok tikus diberi minum dan
pakan secara ed libitum. Kelompok K- merupakan kelompok kontrol sehat yang
tidak diberi induksi diazinon ataupun madu Sumbawa. Kelompok K+ merupakan
kelompok kontrol yang diinduksi Diazinon sebanyak 60 mg/kgBB diberikan
secara per oral. Kelompok P1 merupakan kelompok yang diinduksi Diazinon
sebanyak 60 mg/kgBB dan diterapi dengan madu Sumbawa sebanyak 1 ml
dengan konsentrasi 25% yang keduanya diberikan secara per oral. Kelompok P2
merupakan kelompok yang diinduksi Diazinon sebanyak 60 mg/kgBB dan
diterapi dengan madu sumbawa sebanyak 1 ml dengan konsentrasi 50% yang
keduanya diberikan secara per oral. Kelompok P3 merupakan kelompok yang
diinduksi Diazinon sebanayk 60 mg/kgBB dan diterapi dengan madu Sumbawa
sebanyak 1 ml dengan konsentrasi 75% yang keduanya diberikan secara per oral.
Berikut diperinci pada Tabel 4.1 Rancangan penelitian.

Tabel 4.1 Rancangan penelitian

Kelompok Perlakuan Perlakuan

Tikus Normal Tanpa di beri diazinon dan tanpa terapi

Tikus Positif Diazinon 60 mg/kgBB

Tikus perlakuan (1) Diazinon 60 mg/kgBB, 1 mL madu Sumbawa
25%

Tikus perlakuan (2) Diazinon 60 mg/kgBB, 1 mL madu Sumbawa
50%

Tikus perlakuan (3) Diazinon 60 mg/kg BB, 1 mL madu Sumbawa

75%




26

4.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam pemeliharaan hewan coba berupa kandang
tikus, botol minum, tempat makan tikus, lampu, sonde, spuit, mortir. Pengujian
Malondialdehyde (MDA) berupa pipet, stir bar, tabung, mikrosentrifugasi
poliprolena, gunting, kertas saring, pinset, blander, mikroskop cahaya, semi-
mikrokuvet, spektrofotometer, vortex, magnetic stirrer, water bath.

Pengujian aktivitas protease berupa seperangkat alat bedah, seperangkat alat
gelas, mortar, mikro pipet, penangas air, waterbath, appendof, lemari pendingin,
pH meter digital (Inolab-WTW), seperangkat alat sentrifugasi (tabung
sentrifugasi, alat sentrifugasi) Denley tipe BR401), inkubator (memmert), vortex
(Guo-Huq), Sonikator (Branson 200), spektrofotometri UV, mikroskop cahaya
(nikon BX-53), autoclaf, spuit, hot plate.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
norvegicus) dengan berat 130-180 gram, organofosfat (diazinon), aquades,
makanan pellet. Bahan yang digunakan untuk pengujian kadar Malondialdehyde
(MDA) yaitu organ hepar, 2-thiobarbiturat acid, asam asetat glacial, natrium
hidroksida, malondialdehida bis, PBS. Bahan yang digunakan untuk pengujian
aktivitas protease yaitu Tri Chloro acetic Acid, tirosin, kasein, HCI, KCI,
KH2PO4, NaCl, Na2HPO4.H20, Tween, NaN3 1% . Poly Methyl Sulfonyl

Fluoride, etanol absolut, Tris-HCI, KMnO4.
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4.4 Tahapan Penelitian
1. Persiapan hewan coba.
2. Pemberian diazinon pada tikus.
3. Terapi madu Sumbawa.
4. Pengambilan dan pembuatan preparat organ hepar.
5. Pengukuran kadar MDA.
6. Pengukuran aktivitas protease.

7. Analisis data.

4.5 Variabel Penelitian
Variabel yang diamati dari penelitian ini meliputi:
Variabel bebas : Dosis induksi diazinon dan dosis induksi terapi madu
Sumbawa.
Variabel tergantung  : Kadar MDA dan aktivitas protease.

Variabel kontrol : Tikus strain wistar.

4.6  Prosedur Kerja
4.6.1 Persiapan Hewan Coba
Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
norvegicus) sehat dengan berat badan 130-180 gram yang sudah disertifikasi

layak etik. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok dengan jumlah ulangan minimal 4
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kali setiap kelompok perlakuan. Tikus diberikan pakan basal pada semua tikus
selama 7 hari.

Kandang tikus dibuat menggunakan bak plastik dengan ukuran
p..t=30x45x20 cm yang dilengkapi dengan botol minum tikus dan serbuk
gergaji sebagai alas. Kandang ini akan diberi tutup kayu dan kawat strimin agar

tikus tidak kabur.

4.6.2 Induksi Diazinon

Dosis diazinon 600 EC yang diberikan pada tikus sebanyak 60 mg/kgBB.
Diazinon 1 mL diencerkan dalam akuades sebanyak 100 mL dengan konsentrasi 6
mg/mL. Diberikan secara per oral menggunakan sonde sebanyak 1,5 mL sekali
setiap hari pada tikus K+, P1, P2 dan P3. Induksi diazinon dilakukan pada hari ke

8 sampai hari ke 14.

4.6.3 Terapi Madu Sumbawa

Terapi madu Sumbawa diberikan per oral pada hari ke 14 sampai hari ke
28 setiap hari sebanyak 1 kali. Madu Sumbawa diberikan sebanyak 0,25 ml
diencerkan hingga mencapai volume 1 mL menggunakan akuades sebagai
pengencer diinduksikan pada kelompok P1.

Kelompok P2 diberikan terapi madu Sumbawa diberikan per oral pada hari

ke 14 sampai hari ke 28 setiap hari sebanyak 1 kali. Madu Sumbawa diberikan
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sebanyak 0,5 ml diencerkan hingga mencapai volume 1 ml menggunakan akuades
sebagai pengencer.

Terapi madu Sumbawa pada kelompok P3 diberikan per oral pada hari ke
14 sampai hari ke 28 setiap hari sebanyak 1 kali. Madu Sumbawa diberikan
sebanyak 0,75 ml diencerkan hingga mencapai volume 1 ml menggunakan

akuades sebagai pengencer.

4.6.4 Pengambilan Sampel Organ Hepar

Pengambilan sampel organ hepar tikus putih (Rattus norvegicus)
dilakukan pada hari ke 29. Tikus dieuthanasia dengan cara dislocatio 0s
cervicalis dan diletakkan di atas papan bedah secara rebah dorsal. Pembedahan
dilakukan pada bagian abdomen dilanjutkan dengan pengambilan organ hepar.
Hepar dipotong menggunakan gunting bedah dan dimasukkan dalam pot yang

berisi larutan PBS.

4.6.5 Isolasi Protease

Organ hepar seberat 0,5 gram dipotong kecil-kecil, lalu ditambah larutan
PBS Tween : PMSF (9:1) sebanyak 1 mL, ditambah sedikit pasir kuarsa dan
digerus dengan mortar dingin. Setelah itu ditambah dengan larutan PBS-Tween :
PSMF (9:1) sebanyak 2 mL dan dipindahkan ke dalam tabung polipropilen.
Kemudian dihomogenkan dengan alat getar vorteks selama 10 menit, disonikasi

selama 10 menit dan diputar dengan alat sentrifugasi selama 15 menit (6000 rpm).
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Selanjutnya supernatannya diambil dan ditambah etanol absolut dingin dengan
perbandingan 1:1 dan dibiarkan selama semalam hingga terbentuk endapan.
Setelah itu diputar selama 15 menit (10.000 rpm), diambil endapannya dan
dikeringkan sampai bau etanol hilang. Kemudian endapan ditambah dengan
larutan 0,02 M Tris-HCI pH 6,5 dingin dengan perbandingan volume 1:1 dan

dilakukan homogenasi (Aulani’am, 2013).

4.6.6  Pengukuran Aktivitas Protease

Dicampurkan kasein 500 ppm sebanyak 200ul, buffer fosfat Ph 7 sebanyak
300uL dan enzim protease sebanyak 100upL. Kemudian didiamkan selama 60
menit pada suhu 37°C di atas penangas air. Selanjutnya, dilakukan proses
sentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm. Ditambahkan TCA 4%
(b/c) dan ditunggu selama 30 menit pada suhu 27°. Diambil supernatan sebanyak
100uL dan diencerkan 5 kali volume buffer fosfat lalu diukur nilai absorbansi

pada A maks tirosin sebesar 275nm (Wati, 2013).

Perhitungan aktivitas protease menggunakan rumus Walter (1984):

Aktivit ) [tirosin] v
ivitas enzim = X X
Mr Tirosin p Xq fp

v = volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (menit)
P = Jumlah Enzim (ml)

fp = faktor pengenceran.
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4.6.7  Pengukuran Kadar MDA

Pengukuran kadar MDA dilakukan sesuai dengan metode yang digunakan
Aulanni’am et al (2012). Organ hati dengan berat 1 gram dimasukkan ke dalam
mortar dingin dan digerus hingga halus. Kemudian 500 pl NaCl 0,9%
ditambahkan dan dilakukan homogenasi. Homogenat diambil dan dipindahkan ke
tabung ependorf. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm
selama 20 menit dan diambil supernatannya. Supernatan sebanyak 100 pL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 550 pl,100 ul TCA, 100 uL HCL 1
N ,100 pL. Na-Thio 1 % dan dihomogenkan kembali. Setelah itu disentrifugasi
500 rpm selama 10 menit, dipanaskan dalam water bath 100°C selama 30 menit.
Sampel kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang

gelombang maksimum (A maks = 532 nm )

4.6.8 Analisa Data

Parameter yang digunakan dalam penelitian ini adalah nilai aktivitas
protease dan kadar MDA (malondialdehyde) pada organ hepar. Analisa data yang
digunakan berupa data kuantitatif untuk mengetahui nilai aktivitas protease dan
kadar MDA (malondialdehyde) pada organ hepar menggunakan uji ANOVA serta
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) o=5%, untuk mengetahui

perbedaan setiap perlakuan.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Madu Sumbawa Terhadap Aktivitas Protease

Pada Hepar Tikus Putih (Rattus norvegicus) Yang Diinduksi Diazinon

Enzim protease merupakan enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis
ikatan peptida pada protein. Aktivitas protease merupakan kemampuan enzim
protease untuk memecah protein. Satu unit aktivitas protease didefinisikan sebagai
jumlah enzim yang dapat menghasilkan satu pmol produk tirosin per menit pada
kondisi pengukuran. Aktivitas protease diukur dengan menggunakan
spektrofotometri dengan larutan kasein sebagai substrat didapat hasil sesuai pada
(Lampiran 11). Hasil pengukuran aktivitas protease kemudian dilanjutkan

dengan perhitungan menggunakan One-Way ANOV Asesuai dengan (Tabel 5.1).

Tabel 5.2 Rata-rata aktivitas protease hepar tikus putih Rattus norvegicus

Perlakuan Rata-rata Aktivitas Protease =*
SD
(ng/mL)

Kontrol - 0,945 +0,0312

Kontrol + 1,265 *+ 0,069°

Perlakuan 1 1,052 +0,026"

Perlakuan 2 1,045 +0,012°

Perlakuan 3 0,987 + 0,026

Keterangan : penggunaan notasi menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan

(p<0,05) antar kelompok perlakuan.
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Hasil analisis aktivitas protease diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan terhadap kelompok kontrol positif (K+).
Kelompok kontrol positif diberi perlakuan induksi diazinon dengan dosis 60
mg/kgBB tanpa diberi terapi madu Sumbawa diperoleh hasil rata-rata sebesar
1,265 ng/mL, sehingga diketahui berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan
kelompok K(-).

Enzim protease yang terdapat pada kelompok kontrol negatif (K-) disebabkan
oleh protease secara normal berada di dalam sel yang berfungsi untuk sinyal
tranduksi dan regulasi sel. Protease memiliki peran dalam sinyal transduksi untuk
aktivasi hormon polipeptida, faktor perkembangan dan pertahanan tubuh. Faktor
perkembangan yaitu pada perakitan kolagen dan prokolagen, serta berperan pada
proliferasi sel yaitu kontrol proteolitik oleh siklin, degradasi serta berperan pada
kematian sel yang terprogram (apoptosis) (Hardiany, 2013). Aktivitas protease
dalam sel normal sampai saat ini belum didapatkan standar normalnya, sehingga
nilai aktivitas protease pada kelompok kontrol negatif (K-) digunakan sebagai
standar untuk diketahui adanya peningkatan atau penurunan yang terjadi akibat
dilakukannya perlakuan.

Peningkatan yang terjadi pada kelompok kontrol positif (K+) disebabkan oleh
adanya induksi diazinon. Diazinon yang masuk didalam tubuh akan diubah oleh
enzim Cytochrome P450 menjadi oxonoorganofosfat yang bersifat radikal bebas.
oxonoorganofosfat akan menyebabkan stress oksidatif dan menginduksi
peroksidasi lipid (Himah, 2017). Reactive Oxygen Species (ROS) yang berlebih di
dalam jaringan tidak ternetralisir oleh antioksidan dapat menyebabkan stres

oksidatif. Kondisi stres oksidatif akan menyebabkan kerusakan molekul seperti
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DNA, lipid dan protein. Bila kondisi tersebut berlangsung dalam waktu lama
dapat menyebabkan kerusakan struktur dan fungsi sel (Hussain et al., 2016).

Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang memiliki elektron tidak
berpasangan pada orbit paling luar dan bersifat sangat reaktif. Radikal bebas ini
akan merusak membran sel yang mengandung asam lemak jenuh (PUFA)
menjadi peroksidasi lipid yang tidak stabil. Proses peroksidasi lipid terdiri dari
beberapa tahapan reaksi yaitu inisiasi, propogasi dan terminasi. Tahap inisiasi
terjadi saat atom hidrogen pada gugus metilen oleh ROS membentuk radikal
karbon (L°). Tahapan propagasi terjadi saat radikal karbon akan bereaksi dengan
oksigen dimana akan terbentuk radikal peroksil (LOO®) dan berlanjut berikatan
dengan atom hidrogen lipid lain membentuk hidrogen peroksida (LOOH) yang
bersifat sitotoksik, sehingga terjadi reaksi berantai. Tahap terminasi akan terjadi
saat radikal karbon yang terbentuk saat inisiasi ataupun radikal lain yang
terbentuk pada tahap propagasi bereaksi dengan radikal lain membentuk produk
non radikal (Setiawan dan Suhartono, 2007).

Kerusakan sel yang terjadi akibat adanya peroksidasi lipid yaitu disebabkan
oleh perubahan kandungan cairan membran dan menyebabkan keluarnya enzim
dari sel (Surya,2013). Pada akhir rangkaian dari degradasi peroksidasi lipid akan
menghasilkan entana, pentana dan MDA (Cochrane, 1991). Radikal bebas dapat
menyebabkan peningkatan infiltrasi sel-sel inflamasi yang dapat melepaskan
enzim protease. keadaan inflamasi menyebabkan infiltrasi sel-sel inflamasi seperti
neutrofil, monosit dan limfosi. Pada bagian inflamasi, sel-sel inflamasi aktif
melepaskan banyak enzim (protease netral, elastase, kolagenase, asam hidrolase,

fosfotase, lipase) (Biswas, 2015).
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Kelompok perlakuan 1 (P1) yang diinduksi diazinon dan diterapi
menggunakan madu Sumbawa konsentrasi 25% diperoleh rata-rata aktivitas
protease sebesar 1,052 ng/mL yang berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan
kelompok K(+) dan berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok K(-).
Kelompok perlakuan 2 (P2) yang diinduksi dengan diazinon dan diterapi dengan
madu Sumbawa dengan konsentrasi 50% diperoleh rata-rata aktivitas protease
sebesar 1,045 ng/mL yang berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok
K(+) dan berbeda secara signifikan dengan kelompok K(-). Pada kelompok
perlakuan 3 (P3) yang diinduksi dengan diazinon dan diterapi dengan madu
Sumbawa 75% diperoleh rata-rata aktivitas protease sebesar 0,987 ng/mL yang
berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok K(+), namun tidak berbeda
secara signifikan dengan K(-).

Penurunan aktivitas protease pada kelompok perlakuan P1, P2, dan P3
dapat terjadi akibat adanya antioksidan yang terkandung dalam madu Sumbawa
seperti polifenol, flavonoid dan vitamin C. Madu mengandung komponen
antioksidan diantaranya vitamin C, polifenol dan flavonoid (As’ari, 2009).
Mekanisme kerja antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi pertama merupakan
fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen. Fungsi kedua
merupakan fungsi sekunder antioksidan, yaitu memperlambat laju autooksidasi
dengan berbagai mekanisme diluar mekanisme pemutusan rantai autooksidasi
dengan pengubahan radikal lipid ke bentuk yang lebih stabil (Nofianti et al,
2015).

Flavonoid dan polifenol merupakan antioksidan alami yang terdapat pada

tumbuhan yang bekerja dengan cara menangkap atau menetralkan radikal bebas
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seperti reactive oxygen species (ROS) terkait dengan gugus OH fenolik, sehingga
dapat memperbaiki keadaan jaringan yang rusak atau terhambatnya proses
inflamasi (Asfari et al, 2016). Terhambatnya proses inflamasi dapat menurunkan
sel-sel inflamasi. Sehingga, aktivitas protease di dalam sel akan menurun.
Terhambatnya peroksidasi lipid akan menyebabkan penurunan kerusakan molekul
seperti DNA, lipid dan protein. Kerusakan sel yang terjadi akibat adanya
peroksidasi lipid yaitu disebabkan oleh perubahan kandungan cairan membran
dan memoblisasi enzim sehingga dapat keluar melewati membran yang rusak
tersebut (Surya,2013).

Vitamin C sebagai antioksidan sekunder bertugas menangkap radikal
bebas dan menghambat reaksi berantai (Sayuti, 2015). Vitamin C (L-Askorbat)
bekerja menangkap radikal bebas dengan cara menerima elektron tunggal dari
superoksida, hidrogen peroksida, hipoklorit, radikal hidroksil dan peroksil. Seperti
polifenol, vitamin C secara tidak langsung dapat menurunkan aktivitas protease
dengan cara menurunkan stres oksidatif dan menghambat reaksi berantai
pengubahan superoksida menjadi hidrogen superoksida (Marks, 2000).

Madu Sumbawa memiliki niliai 1Cso sebesar 23293,9 ppm (Sumarlin et al,
2014). Hasil tersebut diketahui bahwa madu Sumbawa memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat lemah karena memiliki nilai 1Cs0>500 ppm (Azmi, 2015).
Nilai ICso (Inhibitory Concentration) merupakan besarnya konsentrasi senyawa
uji yang dapat menghambat radikal bebas sebanyak 50% (Ridho, 2013).
Berdasarkan hasil yang didapat diketahui bahwa madu Sumbawa dengan
konsentrasi 25%, 50% dan 75% sebanyak 1 ml memiliki pengaruh dalam

menurunkan aktivitas protease, karena nilai yang diperoleh berbeda secara
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signifikan (p<0,05) dengan kelompok K(+). Keadaan kelompok K(-) merupakan
kelompok yang dianggap sehat karena tidak adanya nilai standar aktivitas protease
pada hepar. Pemberian madu Sumbawa dengan konsentrasi 75% merupakan
konsentrasi yang efektif dikarenakan dengan konsentrasi tersebut lebih mampu
menahan terjadinya peroksidasi lipid sehingga menyebarnya kerusakan sel akibat
rantai peroksidasi lipid akan terhambat dan akirnya aktivitas protease hepar

menurun.

5.2 Pengaruh Pemberian Madu Sumbawa terhadap Kadar Mallondialdehyde

(MDA) Hepar Tikus Putih (Rattus norvegicus) Yang Diinduksi Diazinon

Pengukuran kadar Mallondialdehyde (MDA) hepar tikus putih pada setiap
kelompok dilakukan dengan menggunakan metode uji Thiobarbituric Acid
(TBA). Hasil didapat dari pengukuran nilai absorbansi pada panjang gelombang
532 nm (Lampiran 10). Hasil pengukuran kadar Mallondialdehyde (MDA)
selanjutnya dianalisis menggunakan One-Way ANOVA (Tabel 5.1)

Tabel 5.1 Rata-rata kadar Mallondialdehyde hepar tikus putih (Rattus norvegicus)

Perlakuan Rata-rata Kadar MDA = SD
(ng/mL)

Kontrol - 0,231 +0,016%

Kontrol + 0,373 + 0,049°

Perlakuan1 0,285 *0,031?

Perlakuan2 0,270 + 0,029?

Perlakuan 3 0,240 * 0,058?

Keterangan : penggunaan notasi menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan

(p<0,05) antar kelompok perlakuan.
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Hasil analisa kadar Mallondialdehyde (MDA) diperolen bahwa kadar
MDA pada kelompok kontrol negatif K(-) memiliki rata-rata sebesar 0,231
ng/mL. Keberadaan MDA merupakan indikator dimana terjadinya kerusakan sel
yang disebabkan oleh peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid terjadi akibat adanya
ikatan antara radikal bebas dengan asam lemak jenuh. Radikal bebas terjadi secara
terus menerus di dalam tubuh. Radikal bebas yang dihasilkan dari sisa proses
metabolisme protein, karbohidrat dan lemak pada mitokondria, proses peradangan
dan reaksi fagositosis (Sayuti, 2015). Dalam proses metabolisme sel normal,
glukosa akan dioksidasi melalui reaksi yang melibatkan logam menjadi anion
enediol, kemudian diubah menjadi ketoaldehid dan O, . 0, mengalami dismutasi
menjadi H>O, yang tidak bisa didegradasi oleh Kkatalese atau gluthation
peroksidase sehingga menghasilkan OH*® yang sangat reaktif. Anion superoksida
dapat bereaksi dengan NO membentuk molekul reaktif peroxynitrit (ONOO")
(Berawi, 2017). Sehingga, dapat diketahui bahwa MDA yang dihasilkan oleh
kelompok kontrol negatif merupakan hasil dari metabolisme sel yang secara
normal berjalan didalam tubuh.

Kelompok kontrol positif (K+) diberi perlakuan induksi diazinon dengan
dosis 60 mg/kgBB tanpa diberi terapi madu Sumbawa. Sehingga, diperoleh hasil
rata-rata kadar MDA sebesar 0,373 ng/mL dan diketahui berbeda secara signifikan
(p<0,05) dengan kelompok K(-). Diazinon termasuk dalam senyawa xenobiotik
karena berupa agen yang tidak diperlukan oleh tubuh (Wulandari,2006).
Pemberian diazinon pada tikus dapat menyebabkan terjadinya peningkatan
peroksidasi lipid hepar (Shah, 2010). Metabolisme diazinon sama seperti OP lain

terjadi di hepar. Metabolisme xenobiotik terdiri dari 2 fase, yaitu fase | dimana
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enzim metabolik mengaktivasi komponen kimia dengan mengenai gugus fungsi
OP dan fase Il merupakan proses perubahan struktur OP menjadi molekul
hidrofilik seperti asam glukoronat, sulfat, glisin dan asam glutamat dengan
bantuan enzim agar mudah diekskresi (Wulandari,2006).

Pemberian diazinon pada kelompok kontrol positif (K+) menyebabkan
diaiznon yang masuk didalam tubuh akan diubah menjadi oxonoorganofosfat
yang bersifat radikal bebas dalam tubuh. oxonoorganofosfat akan menyebabkan
stress oksidatif dan menginduksi peroksidasi lipid (Himah, 2017). Salah satu
produk akhir dari proses peroksidasi lipid adalah MDA. Mekanisme pembentukan
MDA melalui peroksidasi lipid diawali dengan penghilangan atom hidrogen (H)
dari molekul lipid tak jenuh rantai panjang radikal hidroksil (*OH), sehingga lipid
bersifat radikal. Radikal lipid ini bereaksi dengan atom oksigen (O2) membentuk
radikal peroksil (*O0), yang selanjutnya menghasilkan MDA (Yustika, 2013).

Kelompok perlakuan 1 (P1) yang diinduksi diazinon dan diterapi
menggunakan madu Sumbawa konsentrasi 25% diperoleh rata-rata kadar MDA
sebesar 0,285 ng/mL yang berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok
K(+). Kelompok perlakuan 2 (P2) yang diinduksi dengan diazinon dan diterapi
dengan madu Sumbawa dengan konsentrasi 50% diperoleh rata-rata kadar MDA
sebesar 0,270 ng/mL yang berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok
K(+). Kelompok perlakuan 3 (P3) yang diinduksi dengan diazinon dan diterapi
dengan madu Sumbawa 75% diperoleh rata-rata kadar MDA sebesar 0,240 ng/mL
yang berbeda secara signifikan (p<0,05) dengan kelompok K(+).

Penurunan kadar MDA pada kelompok perlakuan P1, P2, dan P3 dapat

terjadi akibat adanya antioksidan yang terkandung dalam madu Sumbawa seperti
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polifenol, flavonoid dan vitamin C. Flavonoid dan polifenol memiliki mekanisme
sebagai antioksidan yang bersifat secara langsung dan tidak. Mekanisme secara
langsung vyaitu dengan cara mendonorkan ion hidrogen sehingga dapat
menetralisir efek radikal bebas dan menghambat rantai peroksidasi lipid.
Sedangkan mekanisme tidak langsung vyaitu meningkatkan ekspresi gen
antioksidan endogen melalui beberapa mekanisme, salah satunya yaitu aktivasi
nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) yang merupakan gen yang
berperan dalam sintesis enzim antioksidan endogen seperti gen SOD
(Kamilatussaniah, dkk., 2015). Peningkatan kadar antioksidan di dalam tubuh
secara tidak langsung dapat menurunkan stres oksidatif sehingga proses
peroksidasi lipid menurun dan berakhir dengan penurunan kadar MDA. Vitamin
C sebagai antioksidan sekunder bertugas menangkap radikal bebas dan
menghambat reaksi beratai (Sayuti, 2015). Vitamin C (L-Askorbat) bekerja
menangkap radikal bebas dengan cara menerima elektron tunggal dari
superoksida, hidrogen peroksida, hipoklorit, radikal hidroksil dan peroksil (Marks,
2000).

Berdasarkan hasil yang didapat diketahui bahwa madu Sumbawa dengan
konsentrasi 25%, 50%, dan 75% sebanyak 1 ml memiliki pengaruh dalam
menurunkan aktivitas MDA, karena nilai yang diperoleh berbeda secara signifikan
(p<0,05) dengan kelompok K(+) dan tidak berbeda signifikan (p>0,05) dengan
kelompok K(-). Pemberian madu Sumbawa dengan konsentrasi 25% merupakan
konsentrasi yang efektif dikarenakan dengan konsentrasi tersebut telah mampu
menahan terjadinya peroksidasi lipid sehingga menyebarnya kerusakan sel akibat

rantai peroksidasi lipid akan terhambat dan akirnya kadar MDA hepar menurun.
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Hasil yang telah didapat antara rata-rata aktivitas protease dan kadar MDA
menunjukkan bahwa kadar MDA pada kelompok perlakuan 1, 2 dan 3 telah
mampu turun hingga mendekati rata-rata kadar MDA normal pada kelompok K(-)
namun pada hasil rata-rata aktivitas protease hanya kelompok perlakuan 3 yang
mampu turun aktivitas proteasenya mendekati rata-rata aktivitas protease normal
pada kelompok K(-). Hasil yang seharusnya terjadi yaitu turunnya kadar MDA
pada kelompok perlakuan 1, 2 dan 3 yang mendekati keadaan normal harus
berbanding lurus dengan turunnya aktivitas protease. Peneliti berspekulasi bahwa
tidak sejalannya hasil antara rata-rata kadar MDA dan aktivitas protease
dikarenakan ada faktor yang mempengaruhinya. Faktor yang mempengaruhi
tersebut adalah kesalahan pemotongan lobus hepar yg dilakukan secara acak
sebelum sampel organ tersebut diujikan ke laboratorium. Pemotongan lobus hepar
seharusnya seragam pada semua kelompok supaya hasilnya dapat menjelaskan

makna yang sebenarnya.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Beradasarkan penelitian ini dapat ditarik kesimpulan :

1. Pemberian terapi madu Sumbawa dengan konsentrasi 25%, 50% dan 75%
telah mampu menurunkan aktivitas protease pada hepar tikus putih (Rattus
norvegicus) akibat induksi diazinon dibanding kontrol (+) dengan
konsentrasi terbaiknya adalah 75%.

2. Pemberian terapi madu Sumbawa dengan konsentrasi 25%, 50% dan 75%
telah mampu menurunkan kadar MDA (Malondialdehyde) pada hepar
tikus putih (Rattus norvegicus) akibat induksi diazinon dibanding kontrol

(+) dengan konsentrasi terbaiknya adalah 25%.

6.2. Saran

1. Perlu dilakukannya penelitan lebih lanjut mengenai dosis toksisitas madu

Sumbawa.
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