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Pengaruh Pemberian Herbal Spray Berbasis Bioaktif dari
Spirulina (Spirulina sp.) terhadap Ekspresi iNOS pada Sel f3-
pankreas dan Aktivitas Protease pada Luka Tikus DM Tipe 1

ABSTRAK

Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit yang disebabkan
oleh gangguan metabolisme karbohidrat. DM juga dapat disebabkan
oleh rusaknya sel-sel § dari pulau-pulau Langerhans pada pankreas
yang berfungsi sebagai penghasil insulin. Pada penderita DM ketika
terluka akan lebih sulit dalam proses penyembuhan lukanya.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
herbal spray Spirulina terhadap perubahan luka sayatan, penurunan
ekspresi iNOS pada sel B-pankreas dan aktivitas protease pada luka
tikus hasil induksi MLD STZ (Multi Low Dose Streptozotocin)
dengan dosis 20 mg/kg BB selama 5 hari berturut-turut. Pada
penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Ratfus norvegicus)
sebanyak 15 ekor yang dibagi dalam 3 kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri dari 5 ekor, tiga kelompok tersebut adalah
kelompok tikus sehat dengan luka sayatan di punggung, kelompok
tikus DM dengan luka sayatan dan kelompok tikus DM dengan luka
sayatan yang diberi terapi herbal spray Spirulina selama 14 hari.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian herbal spray
Spirulina dapat mengurangi panjang luka sayatan pada tikus DM tipe
1 dari 4,28 cm menjadi 0,5 cm, mampu menurunkan ekspresi iNOS
pada sel B-pankreas tikus DM tipe 1 serta mampu menurunkan
aktivitas protease pada luka tikus DM tipe 1 sebesar 48,23%.

Kata kunci: DM tipe 1, luka, herbal spray Spirulina, ekspresi iNOS,
aktivitas protease
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The Effect of Herbal Medicine based on Spray of Bioactive
Spirulina (Spirullina sp.) against iNOS in Pancreatic -Cells and
Protease Activity on Wound type 1 Diabetic Rats

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a disease caused by disorders of
carbohydrate metabolism. DM can also be caused by the destruction
of B cells of the islands of Langerhans in the pancreas that functions
as an insulin-producing. In patients with DM when injured will be
more difficult in the wound healing process. This study aims to
determine the effect of Spirulina herbal spray against changes cuts,
reduction in iNOS expression in -cells of the pancreas and protease
activity in wound induction results MLD STZ rats (Multi Low Dose
Streptozotocin) at a dose of 20 mg / kg for 5 consecutive days in a
row. In this study using 15 rats (Rattus norvegicus) were divided into
three groups with each group consisting of 5 rats, the three groups
are groups of healthy mice with skin wound on his back, a group of
diabetic rats with wound and groups diabetic rats with wound and to
get therapy of Spirulina herbal spray during 14 days. The results
showed that administration of Spirulina herbal spray can reduce the
length of incision wounds in diabetic rats from 4,28 cm until 0,5 cm,
were able to decrease the expression of iNOS in pancreatic (-cells of
DM type 1 rats and be able to decrease of 48,23% protease activity in
wound DM type 1 rats.

Keywords: DM type 1, wound, herbal spray Spirulina, iNOS
expression, protease activity
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Diabetes Melitus (DM) dalam beberapa tahun terakhir ini
bukan lagi merupakan penyakit yang awam bagi masyarakat dan
semakin tahun jumlah penderitanya semakin meningkat. Populasi
penderita DM di Indonesia diperkirakan berkisar antara 1,5 sampai
2,5% kecuali Manado 6%, dengan jumlah penduduk sekitar 200 juta
jiwa sehingga kurang lebih 3-5 juta penduduk Indonesia menderita
diabetes. Tercatat pada tahun 1995, jumlah penderita diabetes di
Indonesia mencapai 5 juta jiwa. Pada tahun 2005 diperkirakan akan
mencapai 12 juta penderita [1]. Semakin meningkatnya penyebaran
penyakit diabetes melitus ini tidak diiringi dengan pengobatan yang
bekerja secara efektif dan efisien, maka perlu adanya penelitian lebih
lanjut untuk mengobati penyakit DM secara efektif dan efisien dari
potensi tanaman herbal yang banyak dihasilkan di Negara Indonesia.

Diabetes melitus adalah suatu penyakit yang timbul akibat
gangguan metabolisme karbohidrat, gangguan ini akan menyebabkan
keadaan hiperglikemia. DM juga dapat disebabkan oleh rusaknya sel-
sel B dari pulau-pulau Langerhans pada pankreas yang berfungsi
sebagai penghasil insulin [2]. Diabetes melitus dapat diklasifikasikan
menjadi dua tipe, yaitu diabetes melitus tipe I dan diabetes melitus
tipe II. Dalam penelitian ini akan membahas penyembuhan dari
penyakit DM tipe I yang merupakan jenis diabetes melitus yang
bergantung pada insulin, kelainan terletak pada sel p pankreas. Sel
ini tidak mampu mensekresi insulin dalam kuantitas dan kualitas
yang cukup atau tidak terjadi sekresi insulin, sehingga
mengakibatkan kekurangan insulin secara absolut [3]. Kerusakan sel
B pankreas menyebabkan konsentrasi glukosa darah tinggi
(hiperglikemia) [4]. Keadaan ini memicu terjadinya autooksidasi
glukosa yang akan menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS)
[S].

Pada penderita DM ketika terluka akan lebih sulit dalam
proses penyembuhan lukanya akibat kadar glukosa darah yang tinggi
yang dapat mengganggu fungsi kekebalan tubuh dalam menghadapi
masuknya virus atau kuman serta memicu produksi ROS yang
berlebih. Sehingga secara tidak langsung juga memicu terjadinya
peningkatan aktivitas enzim protease yang berlebih yang dapat
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menyebabkan kerusakan jaringan dan tidak lagi berperan dalam
penyembuhan luka untuk membunuh bakteri pada sel yang
mengalami inflamasi [6].

Peningkatan produksi ROS dapat dilakukan dengan
menginduksi tubuh tikus sebagai hewan coba dengan MLD-STZ
sehingga dapat menghasilkan radikal nitrogen oksida (NO) dalam
jumlah banyak yang akan bereaksi dengan superoksida membentuk
peroksinitrit (ONOOQO") [7]. Pembentukan NO ini berperan dalam
penghancuran sel P-pankreas, maka dapat digunakan sebagai
parameter untuk mengetahui kerusakan yang terjadi pada sel [
pankreas melalui Ekspresi iNOS dengan metode imunohistokimia.

Pemanfaatan Spirulina sebagai obat diabetes melitus tipe 1
(DM T1) dikarenakan Spirulina memiliki daya potensi besar untuk
mengobati luka sayatan pada penderita diabetes, serta dapat
berpotensi menurunkan kadar glukosa darah. Hal ini diperkuat
dengan adanya kandungan antioksidan pada ekstrak Spirulina
sebanyak 76% [8]. Spirulina juga mengandung banyak protein, asam
lemak esensial seperti y Linoleic Acid, vitamin, mineral serta pigmen
baik B-karoten dan khlorofil o maupun fikosianin yang juga
merupakan senyawa antioksidan [8]. Karena berpotensi dapat
menurunkan kadar glukosa darah dengan jumlah antioksidan yang
melimpah, maka Spirulina juga dapat memperbaiki sel B pankreas
akibat pembentukan NO dan dapat bertindak sebagai scavenger ROS
yang akan menginhibisi aktivitas protease pada organ kulit. Herbal
spray berbahan dasar ekstrak Spirulina lebih praktis daripada metode
sonde ataupun dalam bentuk tablet dikarenakan penggunaan herbal
spray cukup dengan disemprotkan pada bagian luka sayatan
penderita diabetes. Herbal spray bekerja dari luar maupun dalam
tubuh. Cairan hasil semprotan Herbal spray akan masuk ke dalam
tubuh melalui luka. Berdasarkan uraian tersebut, maka perlu
dilakukan penelitian mengenai herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina dalam menginhibisi protease berlebih dalam tubuh
sehingga dapat membantu penutupan luka dan membunuh bakteri
pada sel yang mengalami inflamasi serta dapat memperbaiki
kerusakan pankreas yang ditunjukkan melalui ekspresi iNOS pada
organ pankreas untuk tikus DM T1.



1.2 Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka

dapat dirumuskan beberapa permasalahan sebagai berikut:

1.

Apakah terdapat perubahan pada luka sayatan tikus DM T1 yang
telah diinduksi dengan MLD-STZ setelah pemberian herbal
spray berbasis bioaktif Spirulina?

Bagaimana pengaruh pemberian herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina terhadap ekspresi iNOS pada sel B-pankreas tikus DM
T1?

Bagaimana pengaruh pemberian herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina terhadap aktivitas protease pada luka tikus DM T17?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan rumusan masalah yang telah disebutkan di atas,

maka penelitian ini dibatasi pada:

1.

Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih jantan (Ratfus
norvegicus) strain wistar usia 3 bulan dengan berat badan rata-
rata 130-230 gram, yang diperoleh dari Laboratorium Biologi
Molekuler dan Seluler Jurusan Biologi FMIPA UB. Perlakuan
terhadap tikus telah mendapatkan sertifikat laik etik oleh Komisi
Etik Penelitian Universitas Brawijaya No: 175-KEP-UB.

Dosis MLD-STZ yang diberikan pada tikus adalah 20 mg/kg BB
per hari selama 5 hari berturut-turut dan diinkubasi selama 2
minggu. Sehingga diperoleh tikus DM tipe 1 dengan kadar
glukosa darah > 200 mg/dl. Kadar glukosa darah diukur
menggunakan glukometer digital.

Terapi herbal spray berbasis bioaktif Spirulina diberikan pada
luka tikus DM T1 selama 14 hari berturut-turut dengan cara
dispray pada luka tikus DM T1. Kemudian diamati dan diukur
panjang luka tikus.

Herbal spray dibuat dengan cara mengekstrak Spirulina
(Spirulina sp.) menggunakan pelarut air, pemanasan dan
penyaringan. Kemudian ekstrak dilarutkan dalam ringer solution
jenis NaCl-Fisiologis 0,9%.

Pengukuran aktivitas protease terhadap kulit luka tikus DM T1
menggunakan kasein sebagai substrat yang diukur dengan
metode Spektrofotometri UV.



6. Pengamatan perbaikan sel B-pankreas pada tikus DM T1 dengan
ekspresi iNOS melalui metode imunohistokimia pada preparat
organ pankreas.

1.4 Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang di atas penelitian ini bertujuan
sebagai berikut:

1. Mengetahui perubahan luka sayatan pada tikus DM T1 yang
telah diinduksi dengan MLD-STZ setelah pemberian herbal
spray berbasis bioaktif Spirulina.

2. Mengetahui pengaruh pemberian herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina terhadap penurunan ekspresi iNOS pada sel B-pankreas
tikus DM T1.

3. Mengetahui pengaruh pemberian herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina terhadap aktivitas protease pada luka tikus DM T1.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah dapat
memberikan informasi mengenai manfaat herbal spray berbasis
bioaktif Spirulina (Spirulina sp.) sebagai pengobatan alternatif luka
Diabetes Melitus yang dapat mengurangi efek kerusakan organ tubuh
yang terjadi akibat Diabetes Melitus.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Spirulina (Spirulina sp.)

Spirulina merupakan golongan alga hijau biru yang dapat
ditemukan pada perairan tawar maupun asin. Golongan alga ini telah
lama digunakan sebagai sumber bahan makanan di Meksiko dan
Afrika dikarenakan kandungan proteinnya yang tinggi mencapai 60-
70% [9]. Saat ini terdapat sekitar 2.000 jenis Spirulina di dunia.
Spirulina memiliki ciri-ciri morfologi yang berbentuk benang atau
filamen dengan berpilin yang berbentuk spiral [10].

Spirulina sp. dapat menghasilkan berbagai senyawa bioaktif
yang bernilai tinggi. Spesies mikroalga ini kaya akan protein, asam
lemak essensial seperti y Linoleic Acid, vitamin, mineral serta
pigmen baik [B-karoten dan klorofil o maupun fikosianin [11].
Ekstrak air Spirulina juga terbukti memiliki efek antioksidan sebesar
76% [8]. Potensi mikroalga Spirulina sebagai suplementasi untuk
penyakit diabetes karena kandungan asam lemak gamma linoleat dan
antioksidan dalam Spirulina, yang mengatur metabolisme lemak
dengan baik, serta kandungan protein yang tinggi didalamnya akan
meningkatkan respon insulin.

Spirulina juga mengandung mineral yang baik bagi tubuh salah
satunya kandungan kromium yang baik juga bagi penderita diabetes
untuk merangsang kinerja pankreas memproduksi insulin. Selain itu
Spirulina juga kaya akan berbagai macam asam-asam amino (36,84%
asam amino essensial dan 63,19% asam amino non-essensial), 11
jenis vitamin (seperti Niasin, Tiamin, Riboflavin), 13 jenis asam
lemak (seperti grup omega 3, grup monoenoat, grup omega 6,
beberapa asam-asam lemak jenuh), 11 jenis mineral terutama
mangan dan kalium pigmen dan enzim, seperti klorofil, B-karoten,
karotenoid, fikosianin, enzim superoksida dismutase [12].

B-karoten dan klorofil a yang terkandung dalam Spirulina
merupakan antioksidan. Antioksidan adalah senyawa yang dapat
mengurangi dampak negatif yang ditimbulkan oleh radikal bebas. -
karoten dapat melindungi tubuh dan dapat mencegah berbagai
penyakit, menghambat pertumbuhan sel kanker, mencegah serangan
jantung, katarak, mengobati penyakit kulit, dan meningkatkan fungsi
kekebalan tubuh [13]. Selain memiliki banyak kandungan yang
berperan sebagai antioksidan, berdasarkan penelitian Spirulina juga
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positif mengandung senyawa flavonoid yang merupakan senyawa
antioksidan tersier dan umum terdapat dalam pigmen tumbuhan [14].
Spirulina yang terbukti mengandung senyawa flavonoid
mampu menurunkan kadar glukosa darah melalui beberapa
mekanisme. Pemberian terapi menggunakan Spirulina platensis pada
tikus dengan kondisi diabetes mampu meningkatkan plasma insulin,
C-peptida, dan hemoglobin darah tikus. Selain itu juga meningkatkan
aktivitas enzim heksokinase dan menurunkan aktivitas enzim
glukosa-6-fosfat (G6P). Secara oral, pemberian Spirulina 15 mg/kg
BB mampu menurunkan kadar glukosa darah tikus hasil induksi
streptozotocin, dari 232,33 mg/dL. menjadi 114,00 mg/dL [15]
Klasifikasi Spirulina adalah sebagai berikut [16]:

Kingdom : Protista

Divisi : Cyanophyta
Kelas : Cyanophyceae
Ordo : Nostocales
Famili : Oscilatoriaceae
Genus : Spirulina
Spesies : Spirulina sp.

Gambar 2.1 Spirulina sp. [17]

Tabel 2.1 Komposisi Kimia dari Spirulina (% berat kering) [18]
Komposisi Kimia  Konsentrasi

(%)
Protein 60-71
Karbohidrat 13-16
Lemak 6-7




2.2 Senyawa Antioksidan dalam Spirulina (Spirulina sp.)

Antioksidan ~ adalah  senyawa  kimia yang  dapat
menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas,
sehingga radikal bebas tersebut dapat diredam [19]. Berdasarkan
sumber perolehannya ada 2 macam antioksidan, yaitu antioksidan
alami dan antioksidan buatan (sintetik). Ciri khas adanya senyawa
antioksidan adalah dengan banyaknya senyawa fenol atau
terdapatnya gugus —OH dalam suatu senyawa. Tubuh manusia tidak
mempunyai cadangan antioksidan dalam jumlah berlebih, sehingga
jika terjadi paparan radikal berlebih maka tubuh membutuhkan
antioksidan eksogen. Adanya kekhawatiran akan kemungkinan efek
samping yang belum diketahui dari antioksidan sintetik
menyebabkan antioksidan alami menjadi alternatif yang sangat
dibutuhkan [20].

Antioksidan alami mampu melindungi tubuh terhadap
kerusakan yang disebabkan spesies oksigen reaktif, mampu
menghambat terjadinya penyakit degeneratif serta mampu
menghambat peroksidasi lipid pada makanan. Antioksidan alami
umumnya mempunyai gugus hidroksi dalam struktur molekulnya
[19].

Pada Spirulina terdapat beberapa senyawa bioaktif yang
berperan sebagai antioksidan, salah satunya adalah flavonoid jenis
kuersetin. Kuersetin (3,37,4’,5,7 pentahidroksiflavon) merupakan
golongan flavonoid yang memiliki kemampuan menangkap radikal
bebas dan spesi oksigen reaktif seperti anion superoksida dan radikal
hidroksil [21]. Pada kuersetin, adanya struktur o-hidroksi pada cincin
B memberikan derajat stabilitas yang tinggi pada radikal fenoksil
melalui delokalisasi elektron dan hal ini merupakan sifat penting dari
antiradikal. Ikatan rangkap 2,3 dengan sistem konjugasinya juga
dapat memberikan stabilitas bagi radikal fenoksil flavonoid dengan
melakukan resonansi, sehingga meningkatkan aktivitas flavonoid
sebagai scavenging radikal. Karakteristik kimia senyawa flavonoid
sebagai antioksidan adalah karena adanya: (a). gugus hidroksil 3’,4°
(orto-dihidroksi) pada cincin B flavonoid, (b). ikatan rangkap 2.3
yang terkonjugasi dengan gugus 4-okso (gugus 1,4-piron) pada
cincin C dan (c). gugus hidroksil pada posisi 3 dan 5 [22] (Gambar
2.2).
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Gambar 2.2 Karakteristik kimia senyawa flavonoid jenis
kuersetin sebagai antioksidan [23]

2.3 Diabetes Melitus (DM)

Diabetes melitus adalah suatu penyakit yang timbul akibat
gangguan metabolisme karbohidrat, dimana gangguan ini akan
menyebabkan keadaan hiperglikemia, yaitu keadaan dimana glukosa
darah tinggi [20]. Diabetes melitus juga dapat disebabkan oleh
rusaknya sel-sel B dari pulau-pulau Langerhans pada pankreas yang
berfungsi sebagai penghasil insulin [2]. DM dapat dibedakan atas
DM tipe 1 (insulin-dependent diabetes melitus) dan DM tipe 2
(noninsulin-dependent diabetes melitus). Pada DM tipe 1 terjadi
kerusakan sel-sel B-pankreas, produksi insulin minimal, sehingga
memerlukan tambahan insulin dari luar tubuh. DM tipe 1 dapat
timbul pada umur muda. Pada DM tipe 2 terjadi kekurangan insulin
tetapi tidak seberat pada DM tipe 1, disertai resistensi insulin yang
tidak bisa mengatur kadar gula darah secara optimal. DM tipe 2
biasanya muncul setelah umur 30-40 tahun [24].

Normalnya kadar glukosa dalam darah berkisar antara 70 — 150
mg/dL atau 4 — 8 mmol/L. (dimana 1 mmol/L = 18 mg/dL). Kadar
gula akan mengalami peningkatan setelah makan dan mengalami
penurunan di waktu pagi hari. Seseorang dikatakan mengalami
hiperglikemia apabila kadar glukosa dalam darah jauh di atas normal,
sedangkan hipoglikemia adalah suatu kondisi dimana seseorang
mengalami penurunan nilai glukosa dalam darah di bawah normal.
Diagnosa diabetes dapat ditegakkan jika hasil pemeriksaan gula
darah puasa mencapai level 126 mg/dL atau bahkan lebih, dan
pemeriksaan gula darah 2 jam setelah puasa (minimal 8 jam)
mencapai level 180 mg/dL [25].

DM tipe 1 adalah penyakit autoimun kronis yang berhubungan
dengan kehancuran selektif sel beta pankreas yang memproduksi
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insulin. Timbulnya penyakit klinis merupakan tahap akhir dari
kerusakan sel beta yang mengarah ke tipe 1 DM [26]. Hormon
insulin yang dihasilkan oleh sel P pankreas mempunyai empat
peranan penting dalam metabolismee glukosa [24]. (1) Insulin
mempermudah masuknya glukosa ke dalam sebagian besar sel. (2)
Insulin merangsang glikogenesis, pembentukan glikogen dari
glukosa, baik di otot maupun di hati. (3) Insulin menghambat
glikogenolisis, penguraian glikogen menjadi glukosa, dan (4) Insulin
menghambat glukoneogenesis, perubahan asam amino menjadi
glukosa di hati. Dengan demikian insulin sangat berperan
menurunkan kadar glukosa dalam darah. Oleh sebab itu,
berkurangnya sekresi insulin menyebabkan glukosa terakumulasi
dalam darah, dan akibatnya kadar glukosa darah meningkat melebihi
kadar glukosa darah normal, yang disebut dengan keadaan
hiperglikemia [27].

Kerusakan sel B pankreas dapat diinduksi oleh beberapa agen
seperti virus, bahan kimia, dan nutrisi. Salah satu bahan kimia yang
dapat menyebabkan kerusakan sel B pankreas adalah streptozotocin
(STZ) [28].

STZ
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Gambar 2.3 Mekanisme reaksi alkilasi DNA oleh paparan STZ
terhadap kerusakan sel § pankreas [29]

2.4 Streptozotocin (STZ)
Streptozotocin (STZ) dengan nama trivial 2-deoksi-2-(3-(metil-3-
nitroureido)-D-glukopiranosa) merupakan N-nitroso derivate D-

9



glucosamine digunakan untuk menginduksi model hewan coba
diabetes melitus tipe 1 maupun tipe 2, disintesis dari Streptomycetes
achromogenes. Paparan STZ akan menyebabkan perkembangan
hiperglikemia. Perubahan sel B pankreas mulai terjadi setelah 6 jam
injeksi STZ, dimana pada tahap ini menunjukkan kadar glukosa
darah (80-150 mg/dl). Selanjutnya akan terjadi kenaikan glukosa
darah setelah 12-24 jam berkisar (> 300 mg/dl). Pada proses
metabolisme STZ akan diproduksi berbagai senyawa toksik,
termasuk diantaranya super oksida (O*), spesies oksigen reaktif
(ROS), radikal metal (CH3*) dan oksida nitrat (NO*) [30].

Streptozotocin menembus sel beta melalui transportes glukosa
(GLUT 2), intra seluler gugus nitrosourea akan menyebabkan alkilasi
DNA melalui aktivasi poly ADP-ribosylation yang mengakibatkan
penekanan NAD" dan ATP seluler [23]. Selanjutnya terjadi
peningkatan defosforilasi ATP yang menghambat sekresi dan sintesis
insulin serta akan memacu peningkatan substrat untuk reaksi katalisis
xantin oksidase yang akan menghasilkan radikal superoksida,
menyebabkan kerusakan sel [ pankreas. Metabolismee STZ
intraseluler juga menghasilkan NO (nitric oxide) melalui
peningkatakan aktivitas guamil siklase dan pembentukan cGMP serta
membangkitkan oksigen reaktif terhadap kerusakan sel B pankreas.
Pembentukan anion superoksida dan peningkatan aktivitas xantin
oksidase akan menghambat siklus krebs dan menurunkan konsumsi
oksigen mitokondria, mengakibatkan produksi ATP mitokondria
terbatas serta menyebabkan pengurangan nukleotida sel B pankreas
yang akan merusak sel tersebut [28].

O wOH
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Gambar 2.4 Struktur Streptozotocin [28]

Dosis STZ yang biasa digunakan untuk menghasilkan DM
tipe 1 pada hewan coba yaitu dosis tinggi tunggal >40 mg/kg BB dan
dosis rendah <40 mg/kg BB yang diberikan 5 hari berturut-turut
(MLD-STZ, multiple low dose Streptozotocin) [24]. STZ dapat pula
menginduksi DM tipe 2 pada hewan coba dengan dosis tinggi
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tunggal 100 mg/kg BB pada tikus yang berumur 2 hari kelahiran
[31]. Pemberian dosis rendah standar yang diberikan secara
intraperitonial lima hari berturut-turut pada mencit galur C57/Kcl
akan menimbulkan gejala DM dalam waktu 3 minggu [32].

2.5 Hewan Coba

Hewan coba adalah hewan yang sengaja dipelihara untuk
digunakan sebagai hewan model untuk mempelajari dan
mengembangkan berbagai macam bidang ilmu dalam skala
penelitian atau pengamatan laboratorium. Penggunaan hewan coba
untuk penelitian banyak digunakan dalam bidang fisiologi,
farmakologi, biokimia, patologi, dan komparatif zoologi. Berbagai
jenis hewan yang umum digunakan sebagai hewan coba antara lain,
mencit, tikus, marmot, kelinci, hamster, unggas, kambing, domba,
sapi, kerbau, kuda, dan simpanse [33].

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ilmiah adalah
tikus (Rattus norvegicus) karena mudah dipelihara dan merupakan
hewan yang relatif sehat dan cocok untuk berbagai penelitian. Ciri-
ciri morfologi Rattus norvegicus antara lain memiliki berat 150-600
gram, hidung tumpul dan berbadan besar dengan panjang 18-25 cm,
kepala dan badan lebih pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil
dan tidak lebih dari 20-23 mm [34].

Taksonomi tikus adalah sebagai berikut [35]:

Kingdom : Animalia
Filum : Chordota
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Mamalia
Subkelas : Theria

Ordo : Rodensia
Subordo : Sciurognathi
Famili : Muridae
Subfamili : Murinae
Genus : Rattus
Spesies : Rattus norvegicus

Pertumbuhan dan perkembangan tubuh tikus tergantung pada
efisiensi makanan yang diberikan dan juga dipengaruhi oleh
metabolisme basal tubuh tikus antara lain, suhu lingkungan, jenis
kelamin, umur, keadaan psikologis hewan, dan suhu badan [36].
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2.6 Luka

Kulit merupakan organ yang berfungsi sangat penting bagi
tubuh untuk mempertahankan tubuh dalam berbagai kondisi
lingkungan, mengontrol suhu tubuh, ekskresi, metabolisme,
mengatur keseimbangan air dan elektrolit, termoregulasi, dan
berfungsi sebagai barier terhadap lingkungan luar termasuk
mikroorganisme. Barier pada kulit ini dapat mengalami kerusakan
karena berbagai sebab seperti ulkus, luka bakar, trauma atau
neoplasma, maka kulit tidak dapat melaksankan fungsinya secara
maksimal [37].

Luka adalah terputusnya kontinuitas atau hubungan anatomis
jaringan yang disebabkan banyak hal atau berbagi faktor dan
hilangnya integritas epitel dari kulit [38].

Penyembuhan luka yang normal dapat melalui berbagai proses
antara lain, fase hemostatis dan inflamasi, poliferasi, serta maturasi
dan remodeling. Fase-fase ini akan terjadi saling tumpang tindih dan
berlangsung saat terjadi luka hingga tercapai pengembalian integritas
jaringan yang sempurna dan organ kulit kembali normal dan dapat
melakukan fungsinya secara maksimal kembali [38].

Penderita DM mengalami kesulitan dalam penyembuhan luka
dikarenakan sirkulasi darah yang buruk melalui pembuluh darah
kecil sehingga akan mempengaruhi saraf penderita. Kerusakan pada
saraf menyebabkan kulit sering mengalami cedera karena penderita
tidak dapat merasakan perubahan tekanan maupun suhu.
Berkurangnya aliran darah yang menuju kulit akan menyebabkan
ulkus atau borok sehingga proses penyembuhannya akan berjalan
secara lambat hingga menyebabkan amputasi [39].

2.7 Pankreas

Pankreas merupakan bagian organ tubuh yang memiliki fungsi
ganda sebagai kelenjar eksokrin dan endokrin. Kelenjar eksokrin
berfungsi untuk mensekresikan elektrolit dan enzim-enzim pankreas
seperti amilase, lipase dan tripsin. Kelenjar endokrin berfungsi untuk
menghasilkan  hormon-hormon  seperti  glukagon, insulin,
somatostatin dan polipeptida pankreas (PP). Fungsi endokrin
pankreas dilakukan oleh pulau-pulau Langerhans yang tersebar
dibagian eksokrin pankreas [40].

Organogenesis kelenjar pankreas diawali sebagai tunas
pankreas dorsal dan ventral. Tunas pankreas dorsal berkembang dari
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duodenum dekat dengan tunas hati, sedangkan tunas ventral
berkembang dari pangkal tunas hati. Dalam perkembangannya tunas
pankreas ventral akan bermigrasi menyilang duodenum dan bersatu
dengan tunas pankreas dorsal. Tunas ventral akan membentuk bagian
kanan, sedangkan tunas dorsal akan membentuk bagian kiri. Saluran
pankreas ventral akan menjadi duktus pankreatikus dan saluran
pankreas dorsal akan menjadi duktus pankreas aksesoris. Epitel
endoderm tunas pankreas berproliferasi dan bercabang-cabang,
dimana ujung cabangnya membentuk sel-sel asinar yang berfungsi
sebagai kelenjar eksokrin yang akan menghasilkan enzim
pencernaan. Diantara sel-sel asinar terdapat kumpulan sel-sel yang
tidak memiliki saluran yaitu sel-sel pulau Langerhans. Pulau
Langerhans berfungsi sebagai kelenjar endokrin yang akan
menghasilkan hormon insulin dan glukagon [41].

Gallbladder
Cystic duct
Bile duct from liver (hepatic duct)
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Gallstones

Gambar 2.5 Pankreas [40]

2.8 Enzim Protease

Enzim adalah protein yang tersusun dari asam-asam amino
sederhana dengan berat molekul berkisar 12.000 sampai satu juta
lebih. Enzim berfungsi sebagai biokatalisator dalam sistem biologis
pada tubuh [42]. Enzim memiliki daya katalitik yang tinggi sehingga
bekerja sangat spesifik terhadap substrat dan reaksi yang dikatalisis.
Enzim bereaksi secara katalitik dengan substrat dengan membentuk
kompleks terlebih dahulu kemudian terbentuk produk. Setelah
produk terbentuk enzim dilepaskan kembali untuk menangkap
substrat baru dan kembali terjadi reaksi katalitik [43]. Berikut adalah
reaksi katalitik enzimatis [44]:

E+S < ES " E+P

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh konsentrasi enzim,
konsentrasi substrat, suhu, pH serta adanya aktivator dan inhibitor.
Untuk enzim pada hewan, suhu optimalnya antara 35-40°C yaitu
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pada suhu tubuh. Pada suhu diatas dan dibawah suhu optimalnya
maka aktivitas enzim berkurang. Diatas 50°C, enzim bertahap
menjadi inaktif karena protein terdenaturasi. Pada suhu 100 C, semua
enzim aktivitasnya berkurang [43].

Protease merupakan enzim yang mempunyai sifat fisiko-kimia
dan sifat-sifat katalitik bervariasi dan berperan sebagai katalis dalam
pemecahan protein [44]. Protease dapat mengkatalisis pemecahan
peptida menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana seperti
peptida rantai pendek dan asam amino dengan menggunakan reaksi
hidrolisis, yaitu reaksi yang melibatkan unsur air pada ikatan spesifik
substrat. Enzim ini termasuk dalam golongan enzim hidrolase [45].
Protease berperan dalam penyembuhan luka untuk membunuh
bakteri pada sel yang mengalami inflamasi. Namun peningkatan
jumlah protease pada sel dapat menyebabkan kerusakan jaringan
karena memecah protein yang ada secara berlebih. Jenis protease
yang dapat menyebabkan kerusakan sel adalah protease serin
(elastase neutrofil). Neutrofil merupakan salah satu sel yang berperan
pada proses inflamasi. Protease yang tersimpan dalam neutrofil
berfungsi sebagai pertahanan anti-mikroba dengan mekanisme
penelanan mikroorganisme dalam fagolisosom tetapi juga dapat
merusak sel maupun jaringan inang [6]. Mekanisme pelepasan
protease pada sel adalah dari rangsangan berupa bakteri, cedera fisik,
toksin maupun obat-obatan yan mampu memicu aktivitas makrofag
yang dilakukan sebagian besar oleh ROS. Fagositosis menstimulasi
pembakaran oksidatif yang ditandai dengan peningkatan oksidasi
glukosa dan produksi metabolit oksigen reaktif. Aktivasi makrofag
mampu merangsang terbentuknya sitokin yang dihasilkan selama
terjadi respon inflamasi dan imun. Adanya sekresi sitokin mampu
mengaktivasi neutrofil elastase sebagai respon inflamasi dan imun,
serta melepas enzim protease berlebih sehingga berperan dalam
kerusakan jaringan [46].

2.9 Pengukuran Aktivitas Enzim Protease

Prinsip penentuan aktivitas enzim protease berdasarkan pada
hidrolisis enzimatik substrat kasein. Asam-asam amino yang
terbentuk harus dipisahkan terlebih dahulu dari substrat yang tidak
terhidrolisis, tirosin yang terukur per menit menentukan besarnya
aktivitas enzim protease [47]. Satu unit aktivitas enzim protease
didefinisikan sebagai satu mikromol produk per menit pada kondisi
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optimal enzim tersebut [48]. Pemisahan asam-asam amino dengan
substrat yang tidak terhidrolisis dilakukan dengan penambahan TCA
yang akan menyebabkan produk yang mengandung peptida dan asam
amino akan larut dalam TCA, sedangkan protein yang tidak
terhidrolisis akan mengendap. Penambahan TCA juga digunakan
untuk menginkattifkan enzim protease [48]. Penentuan aktivitas
enzim dilakukan pada pH optimum 25-38°C dengan konsentrasi
substrat berlebih sehingga reaksi yang terjadi merupakan reaksi orde
nol dan faktor pembatas laju reaksi adalah konsentrasi substrat,
dimana kasein yang berfungsi sebagai substrat enzim protease [48].

Aktivitas protease dapat ditentukan dari berdasarkan jumlah
tirosin yang dihasilkan dari hidrolisis kasein yang dapat ditentukan
secara spektrofotometri, dimana tirosin yang merupakan asam amino
aromatik dapat diukur dengan spektrofotometer UV pada absorbsi
maksimum pada A 278 nm. Untuk memperoleh hasil akurat
digunakan larutan standar tirosin yang memiliki kandungan asam
amino aromatik yang mirip dengan larutan sampel [46].

2. 10 Ekspresi iNOS (inducible Nitric Oxygen Synthase)

Nitro oksida (NO) adalah radikal bebas yang dihasilkan
melalui reaksi yang dikatalisis oleh enzim NOS (NO synthase).
Radikal NO tidak bermuatan, molekulnya berukuran kecil dan
bersifat lipofilik sehingga mudah menerobos membran plasma untuk
menuju sel target tanpa menggunakan reseptor. NO merupakan suatu
molekul biologi yang diproduksi oleh berbagai macam tipe sel akibat
implikasi dari suatu penyakit yang dapat bersifat merugikan atau
menguntungkan. Enzim NO sintase terdiri dari beberapa famili
antara lain calcium dependent (cNOS) dan calcium independent
(ANOS). iNOS pada kondisi normal biasanya tidak aktif, meskipun
kadang dapat ditemukan pada beberapa sel. iNOS diekspresikan pada
sel imun, eritrosit, otot polos pembuluh darah, ginjal, pankreas, dan
paru-paru. iNOS dapat dihasilkan dari pemberian MLD-STZ yang
dapat menimbulkan radikal nitrogen oksida, dengan katalis enzim
NOS dapat menyebabkan kerusakan jaringan. Ekspresi iNOS
menunjukkan banyaknya sel yang mengalami inflamasi. Pada
preparat yang positif akan mengekspresikan iNOS apabila terdapat
warna coklat pada preparat [49].
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2. 11 Imunohistokimia

Imunohistokimia merupakan teknik pewarnaan untuk
mendeteksi keberadaan molekul tertentu dalam jaringan dengan
menggunakan prinsip reaksi antigen dengan antibodi. Teknik ini
menggabungkan tiga jenis disiplin ilmu yaitu imunologi, histologi,
dan kimia. Imunologi berhubungan dengan reaksi antigen dan
antibodi, histologi berhubungan dengan penggunaan jaringan yang
digunakan dalam pewarnaan, sedangkan kimia berhubungan dengan
reaksi-reaksi kimia dalam proses pewarnaan [50].

Tujuan dari teknik imunohistokimia adalah identifikasi dan
karakterisasi komponen bioaktif sel atau jaringan. Antigen yang
dideteksi bias berupa virus atau bakteri ataupun suatu protein
tertentu. Terdapat dua macam jenis imunohistokimia antara lain,
direct immunohistochemistry dan indirect immunohistochemistry.
Direct immunohistochemistry ~berbeda dengan dan indirect
immunohistochemistry karena adanya antibodi sekunder yang
berikatan dengan antibodi primer dan dilabel dengan enzim.
Kemudian kompleks ini berikatan dengan kromogen dalam proses
pewarnaan [50].
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September sampai
dengan Desember 2013 di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia
dan Laboratorium Biologi Molekuler dan Seluler Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Brawijaya, Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
seperangkat alat gelas (cawan petri, gelas objek, labu takar (10 mL,
100 mL, 500 mL, dan 1000 mL), pipet tetes, gelas ukur 10 mL dan
100 mL, gelas kimia (50 mL, 250 mL, 100 mL), pengaduk kaca,
corong gelas), mortar, pipet tetes, pipet mikro (10 puL, 20 uL, 200
uL, dan 1000 pL), penangas air, waterbath, pengaduk magnet, botol
semprot, eppendorf, tabung polipropilen, lemari pendingin, pH meter
digital (Inolab-WTW), penjepit, pisau scalpel, neraca analitik,
seperangkat alat sentrifugasi (tabung sentrifugasi, alat sentrifugasi)
Denley tipe BR 401, inkubator, vortex (Guo-Huq), Spektrofotometer
UV, autoclaf, seperangkat kandang tikus, gunting, pinset, spuit,
glukometer, glukotest strip, plastik, penggaris, spidol, seperangkat
alat kromatografi cair-spektrometri massa,  mikroskop cahaya
(Olympus CX-31), sonikator (Branson 200), tisu, toples, sarung
tangan.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Spirulina, Streptozotocin (STZ), asam sitrat, natrium sitrat, KCI,
NaCl, alkohol 70%, akuades, pereaksi Wagner, NaOH 1N, HCI 1N,
CHCl;, H,SO, pekat (98% dengan BJ= 1,84 g/mL), NH; 0,05 M,
KH,PO,, Na,HPO,, NaH,PO,, NaNj3, formaldehid 37%, parafin cair,
xilol 1, 2, 3, Fosfat Buffer Saline (PBS) pH 7,4, H,O, 3%, Fetal
Bovine Serum (FBS), antibodi primer anti rat iNOS 2, antibodi
sekunder anti rabbit biotin, Strept Avidin-Horseradish Peroxidase
(SA-HRP), 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB),
entellan, tirosin, kasein, Fosfat Buffer Saline Tween-Poli metil
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sulfonil florida (PBS Tween-PMSF), pasir kuarsa, etanol absolut
99%, buffer Tris-HCI, Asam trikloro asetat (TCA) 4%, akuades
steril.

3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan mulai minggu ke-4 September sampai

dengan minggu ke-4 Desember 2013. Dalam penelitian ini digunakan
tiga kelompok tikus:

1.
2.

10.
11.
12.
13.
14.

18

Kelompok tikus sehat yang diinsisi sebagai kontrol negatif.
Kelompok tikus dengan diabetes melitus (DM) tipe 1 yang
diinsisi tetapi tidak memperoleh perlakuan terapi herbal spray
berbasis bioaktif Spirulina.

Kelompok tikus dengan diabetes melitus (DM) tipe 1 yang
diinsisi dan memperoleh perlakuan terapi herbal spray berbasis
bioaktif Spirulina setiap hari selama 2 minggu berturut-turut
sebagai kontrol positif.

Tahapan kerja yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi:
Pembuatan herbal spray berbasis bioaktif Spirulina (Spirulina
sp.)

Uji fitokimia ekstrak Spirulina (Spirulina sp.)

Analisis Ekstrak Spirulina menggunakan Metode Kromatografi
Cair-Spektrometri Massa

Preparasi hewan coba tikus putih (Rattus norvegicus) strain
Wistar

Pembuatan larutan STZ dan induksi MLD-STZ pada hewan coba
Pengukuran glukosa darah dan pengukuran luka pada hewan
coba

Terapi hewan coba DM dengan herbal spray berbasis bioaktif
Spirulina

Pengambilan organ pankreas dan organ kulit

Isolasi protease dari organ kulit

Penentuan aktivitas enzim protease

Embedding pankreas

Pembuatan preparat pankreas

Ekspresi iNOS dengan metode Imunohistokimia

Analisa data



3.4 Metode Kerja
3.4.1 Pembuatan Herbal Spray Berbasis Bioaktif Spirulina
(Spirulina sp.)

Spirulina (Spirulina sp.) dicuci dengan akuades sampai bersih
dan dipotong kecil-kecil dengan ukuran + 2 cm. Kemudian dikering-
anginkan selama 2-3 hari lalu dikeringkan di dalam oven pada suhu <
45°C selama 1 hari. Sebanyak 5 gram Spirulina yang telah kering
ditambahkan akuades sebanyak 100 mL, kemudian dipanaskan pada
suhu < 70°C hingga diperoleh volume ekstrak sebanyak 5 mL.
Kemudian dilakukan penyaringan untuk memperoleh ekstrak
Spirulina. Ekstrak Spirulina yang telah disaring ditampung dalam
eppendorf 1,5 mL, selanjutnya disimpan pada suhu 4°C. Konsentrasi
ekstrak yang diperoleh sebesar 853,9 g/L.. Pembuatan herbal spray
dibuat dengan komposisi 60% ekstrak Spirulina dan 40% ringer
solution jenis NaCl-Fisiologi 0,9%. Sehingga untuk 1 botol spray 60
mL dibutuhkan 36 mL ekstrak Spirulina dan 24 mL NaCl-Fisiologi
0,9% dengan konsentrasi spray sebesar 34ul dalam satu kali
semprotan. Pemberian herbal spray diberikan sebanyak 6 kali
semprotan yaitu sebesar 204 pL.

3.4.2 Uji Fitokimia Ekstrak Spirulina (Spirulina sp.)

Uji fitokimia meliputi uji flavonoid, alkaloid, dan terpenoid.
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa bahan alam yang
terkandung dalam ekstrak Spirulina (Spirulina sp.). Uji flavonoid
dilakukan dengan cara mereaksikan 2 mL ekstrak Spirulina dengan 1
mL larutan NaOH, selanjutnya ditambahkan 2 mL larutan HCI encer.
Ekstrak positif mengandung flavonoid ditandai dengan larutan
berwarna kuning.

Uji terpenoid dilakukan dengan cara 0,5 mL ekstrak Spirulina
ditambah dengan 2 ml. kloroform kemudian ditambahkan 2 mL
H,SO, pekat. Ekstrak positif mengandung terpenoid ditandai dengan
terbentuknya 2 lapisan berwarna merah kecoklatan.

Uji alkaloid dilakukan dengan cara 0,5 mL ekstrak Spirulina
ditambah dengan 10 mL kloroform dan 1 mL NH; 0,05 M.
Kemudian larutan ditambahkan dengan H,SO, 2M sebanyak 1 mlL,
dikocok hingga terbentuk 2 lapisan. Lapisan H,SO, diambil dan
ditambahkan dengan pereaksi Wagner. Ekstrak positif mengandung
alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna coklat.
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3.4.3 Analisis Ekstrak Spirulina menggunakan Metode
Kromatografi Cair-Spektrometri Massa

Pada penelitian ini dilakukan analisa untuk mengetahui
senyawa flavonoid yang terkandung di dalam ekstrak Spirulina
dengan metode kromatografi cair-spektrometri massa. Ekstrak
Spirulina diinjeksikan sebanyak 2 pL pada suhu 10°C dan dialirkan
dalam kolom yang terbagi dalam dua fase gerak. Fase gerak A yang
digunakan terdiri dari 0,1% asam format dalam akuabides dan fase
gerak B yang digunakan terdiri dari 0,1% asam format dalam
asetonitril. Kedua fase ini dipompa dengan High Perfomance Liquid
Chromatography (HPLC), ekstrak disemprotkan menjadi bentuk
tetes-tetesan yang kemudian masuk ke dalam counterelectrode yang
pada sisi kiri dan kanannya mengalir gas N,. Tetesan tersebut
melewati kapiler transfer kemudian menuju ke spektroskopi massa.
Kemudian dilanjutkan serangkaian analisis menggunakan Selected
Reaction Monitoring (SRM) dengan cara proton ditembakkan pada
fragmen kuersetin. Selanjutnya, spektra kromatografi di cari dengan
menggunakan metode step gradien elusion dengan laju alir 250
pL/menit. Adapun senyawa yang dianalisa adalah senyawa flavonoid
jenis kuersetin yang terkandung dalam ekstrak Spirulina yang
bertindak sebagai antioksidan.

3.44 Preparasi Hewan Coba Tikus Putih (Rattus norvegicus)
Strain Wistar

Pada penelitian ini digunakan 15 ekor tikus strain wistar jantan
usia 3 bulan dengan berat badan rata-rata 130-230 gram yang
diadaptasikan di laboratorium rumah hewan. Tikus dibagi menjadi 3
kelompok, yaitu: (1) Kelompok tikus sehat (kontrol negatif) yang
diinsisi, (2) Kelompok tikus sakit Diabetes Melitus yang diinjeksi
dengan MLD-STZ kemudian diinsisi pada bagian punggung tikus
tanpa diberi terapi herbal spray, (3) Kelompok tikus terapi yang
diinjeksi dengan MLD-STZ, setelah DM dilakukan insisi pada
bagian punggung tikus kemudian dilakukan terapi herbal spray
dengan cara disemprotkan pada bagian punggung tikus yang telah
diinsisi.
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3.4.5 Pembuatan Larutan Streptozotocin dan Induksi MLD-
STZ pada Hewan Coba
Larutan STZ dibuat dengan cara 100 miligram STZ dilarutkan
dengan 3 mL buffer sitrat pH 4,5 kemudian dihomogenkan dengan
vortex. Larutan STZ disimpan dalam suhu 4°C kemudian digunakan
untuk injeksi tikus sesuai dengan dosis berat badan masing-masing
tikus, yaitu 20 mg/kg BB sebanyak lima kali berturut-turut selama 5
hari. Injeksi pada tikus dilakukan dengan cara memposisikan tikus
pada posisi terlentang hingga terlihat bagian abdomennya.
Kemudian bagian abdomen tikus disemprot dengan alkohol 70%
untuk menghindari terjadinya infeksi, selanjutnya larutan STZ
diinjeksikan pada bagian abdomennya. Setelah diinjeksi dengan
larutan STZ, tikus diinkubasi selama 2 minggu hingga tikus
dinyatakan dalam keadaan DM ketika glukosa darah tikus mencapai
lebih dari 200 mg/dl.

3.4.6 Pengukuran Glukosa Darah dan Pengukuran Luka pada
Hewan Coba

Pengukuran glukosa darah menggunakan  glukometer
dilakukan dengan cara mengambil darah tikus dari bagian ekor yang
diteteskan pada glukotest strip sesuai dengan petunjuk penggunaan
hingga diperoleh hasil yang tertera pada layar glukometer digital
(one touch lifescan). Pengecekan kadar glukosa darah dilakukan
sebelum injeksi MLD-STZ dan setelah dilakukan injeksi hingga tikus
dinyatakan DM T1, serta setelah dilakukan terapi herbal spray
Spirulina (Spirulina sp.).

Pengukuran luka dilakukan pada saat tikus telah diinsisi
dengan pisau scalpel pada bagian punggung dengan cara mem-block
bagian punggung dengan plastik bening kemudian bentuk luka
digambar, setelah itu dilakukan pengukuran panjang luka dari tikus.
Luka pada tikus diukur setiap 2 hari sekali selama dilakukan terapi
14 hari berturut-turut.

3.4.7 Terapi Hewan Coba DM dengan Herbal spray Berbasis
Bioaktif Spirulina

Terapi herbal spray Spirulina diberikan pada kelompok tikus

terapi dengan cara menyemprotkan herbal spray pada bagian

punggung tikus yang telah diinsisi. Pemberian terapi herbal spray

dilakukan 3x sehari sebanyak 6-7 kali semprotan dengan konsentrasi
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34uL dalam satu kali semprotan selama 14 hari berturut-turut dan
diukur panjang lukanya setiap 2 hari sekali. Pada hari ke-14
kelompok tikus terapi dibedah untuk diamati perubahan yang terjadi
pada tubuh tikus DM T1 setelah pemberian terapi herbal spray
Spirulina.

3.4.8 Pengambilan Organ Pankreas dan Organ Kulit

Pengambilan organ pada tikus dilakukan dengan cara
pembedahan dengan mendislokasi leher tikus, scalpel dan alat bedah
tikus disiapkan untuk membantu pengambilan organ pankreas dan
organ kulit pada tikus. Tikus yang telah mati diletakkan pada nampan
bedah dengan posisi ventral di atas. Kemudian organ pankreas dan
organ kulit dari luka tikus diambil dan dicuci dengan NaCl-Fisiologi
0,9%. Sebagian pankreas dan kulit yang telah dicuci direndam dalam
PBS dan sebagian disimpan dalam PFA 4%.

3.4.9 Isolasi Protease dari Organ Kulit

Organ kulit yang telah diperoleh dipotong kecil-kecil dengan
menggunakan gunting bedah dan ditimbang untuk mengetahui
massanya. Kemudian ditambahkan dengan larutan PBS-tween PMSF
sebanyak 5 kali volume dari sampel. Setelah itu, ditambah sedikit
pasir kuarsa untuk mempermudah penggerusan organ. Organ digerus
dengan mortar dingin yang diletakkan di atas balok es. Setelah
diperoleh homogenat dimasukkan ke dalam tabung polipropilen yang
telah disterilisasi dengan autoclaf. Kemudian dihomogenkan dengan
vortex selama 10 menit, selanjutnya disonikasi dengan sonikator
selama 10 menit dan disentrifugasi selama 15 menit dengan
kecepatan 6000 rpm. Supernatan yang diperoleh diambil dan
ditambahkan dengan etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1
pada pendingin -20°C kemudian didiamkan selama semalam hingga
terbentuk endapan. Setelah itu disentrifugasi kembali selama 15
menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Kemudian endapan diambil dan
dikering-anginkan sampai bau etanol menghilang. Endapan yang
diperoleh ditambahkan dengan larutan 0,02 M Tris-HCI pH 6,5
dengan perbandingan 1:1, selanjutnya diperoleh ekstrak kasar dari
protein.
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3.4.10 Penentuan Aktivitas Enzim Protease
3.4.10.1 Pembuatan Kurva Baku Tirosin

Disiapkan 10 labu ukur masing-masing diisi dengan larutan
baku tirosin 20 ppm sebanyak 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL,
7 mL, 8 mL, 9 mL, dan 10 mL dengan konsentrasi berurutan sebesar
2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm, 14 ppm, 16 ppm, 18
ppm, dan 20 ppm. Kemudian ditambahkan dengan akuades hingga
tanda batas dan ditutup dengan aluminium foil lalu dikocok hingga
homogen. Selanjutnya diukur serapannya dengan spektrofotometer
UV pada masing-masing konsentrasi larutan baku dengan panjang
gelombang maksimum 275 nm. Blanko yang digunakan dalam
pengukuran ini adalah akuades.

3.4.10.2 Pengukuran Aktivitas Protease Hasil Isolasi dari Kulit

Pada tahap ini yang dilakukan adalah mencampurkan kasein
500 ppm sebanyak 200 pL, 300 uL larutan buffer fosfat pH, dan 100
uL enzim protease lalu didiamkan selama 60 menit pada suhu 37°C
di atas penangas air. Kemudian ditambahkan 400 uL larutan TCA
4% secepatnya, lalu didiamkan selama 30 menit pada suhu 27°C.
Setelah itu, disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 4000
rpm. Supernatan yang diperoleh diambil 100 uL dan diencerkan
sebanyak 5 kali volume sampel dengan buffer fosfat lalu diukur nilai
absorbansinya pada Amaks tirosin sebesar 275 nm. Pengukuran
aktivitas enzim protease dilakukan dengan rumus:

[Tirosin] \%

aktivitas enzim = x fp

Mr Tirosin  pxq

Keterangan:

v = volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (mL.)

f, =factor pengenceran

p =jumlah enzim (mL)

3.4.11 Embedding Pankreas

Langkah awal proses embedding adalah dengan cara
merendam organ pankreas dalam larutan PFA 4% selama 1-7 hari.
Kemudian direndam kembali dengan alkohol 70% selama 24 jam,
dilanjutkan dengan alkohol 80% selama 2 jam, lalu dengan alkohol
90% selama 20 menit, kemudian dilakukan perendaman kembali
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dengan etanol absolut sebanyak tiga kali selama 20 menit. Setelah
itu, organ pankreas dipindahkan pada xilol 1 dan 2 masing-masing 20
menit, serta pada xilol 3 dilakukan pada suhu 60-63°C selama 20
menit. Selanjutnya organ pankreas dicelupkan ke dalam parafin cair
hingga parafin memadat dan organ pankreas berada dalam blok
parafin.

3.4.12 Pembuatan Preparat Pankreas

Pembuatan preparat pankreas dilakukan dengan cara
memasukkan organ pankreas dalam parafin blok pada penjepit
mitokrom yang diatur sejajar dengan mata pisau mitokrom.
Selanjutnya organ pankreas dipotong dengan ukuran 5 pm. Irisan
tersebut didinginkan dalam suhu ruang untuk membuka lipatan yang
mungkin terjadi pada preparat. Kemudian irisan dimasukkan ke
dalam air hangat pada suhu 38-40°C. irisan yang sempurna diambil
dengan gelas obyek dan dikeringkan, selanjutnya diletakkan di atas
hot plate dengan suhu 38-40°C. Kemudian diinkubasi pada suhu 38-
40°C selama 24 jam.

3.4.13 Ekspresi iNOS dengan metode Imunohistokimia
Imunohistokimia diawali dengan tahapan merendam preparat
pada xilol 1, xilol 2, etanol bertingkat (99%, 90%, 80%, 70%), dan
akuades masing-masing selama 5 menit. Slide preparat dicuci dengan
PBS pH 7.4 selama 5 menit. preparat ditetesi dengan 3% H,O,
selama 20 menit, kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5
menit sebanyak tiga kali. Kemudian diblok dengan 5% FBS (Fetal
Bovine Serum) yang mengandung 0.25% teilon x-100 selama 45
menit. Preparat dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak
tiga kali. Preparat kemudian diinkubasi dengan antibodi primer anti
rat iNOS 2 selama 4 jam pada suhu ruang, kemudian dicuci dengan
PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak tiga kali. Diinkubasi
menggunakan antibodi sekunder anti rabbit biotin (Santa Cruz)
selama 1 jam pada suhu ruang. Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5
menit sebanyak tiga kali. Ditetesi dengan SA-HRP (Strep Avidin-
horse radin peroxidase) diinkubasi selama 45 menit. Dicuci dengan
PBS pH 7.4 selama 5 menit sebanyak tiga kali. Ditetesi dengan DAB
(Diamino Benzidine) dan diinkubasi selama 7 menit kemudian dicuci
dengan akuades selama 5 menit sebanyak tiga kali. Counterstaining
menggunakan Mayer Hemotoxylen selama 10 menit. Preparat dicuci
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dengan akuades selama 5 menit sebanyak tiga kali dan
dikeringanginkan. preparat dimounting dengan entellan dan ditutup
dengan cover glass. Preparat positif mengekspresikan iNOS apabila
terdapat warna coklat pada preparat.

3.5 Analisa Data

Parameter yang diukur dalam penelitian ini adalah kadar
glukosa dalam darah dan pengukuran aktivitas protease. Data yang
diperoleh dianalisa dengan uji F, kemudian dilakukan analisa lebih
lanjut dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 1%. Ekspresi iNOS
dihitung menggunakan program Axio Vision sehingga diperoleh data
jumlah sel masing-masing yang mengekspresikan iNOS dalam
bentuk persen area.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Spirulina (Spirulina sp.)

Pembuatan herbal spray Spirulina dilakukan dengan
mengekstrak Sprirulina melalui proses pemanasan dan penyaringan
menggunakan pelarut akuades. Kemudian dilarutkan dengan pelarut
NaCl-Fisiologi 0,9% dengan perbandingan komposisi 3:2. Ekstrak
Spirulina yang diperoleh dilakukan wuji fitokimia meliputi uji
flavonoid, terpenoid, dan alkaloid untuk mengetahui kandungan
senyawa metabolit sekunder secara kualitatif. Hasil uji fitokimia
ekstrak Spirulina menunjukkan hasil positif untuk uji flavonoid,
terpenoid, dan alkaloid ditandai dengan terjadinya perubahan warna
pada masing-masing perlakuan. Pada uji flavonoid terjadi perubahan
warna larutan menjadi kuning, pada uji terpenoid terbentuk 2 lapisan
berwarna merah kecoklatan, pada uji alkaloid terdapat endapan
berwarna coklat.

4.2 Analisis Ekstrak Spirulina menggunakan Metode

Kromatografi Cair-Spektrometri Massa

Pada penelitian ini ekstrak Spirulina yang diperoleh dilakukan
analisa untuk mengetahui senyawa flavonoid yang terkandung di
dalam ekstrak Spirulina dengan metode kromatografi cair-
spektrometri massa. Kondisi operasional pada analisis ini
menggunakan solven gradien dengan komposisi pelarut (A) 0,1%
asam format dalam akuabides dan (B) 0,1% asam format dalam
asetonitril selama 5 menit. Hasil analisa menunjukkan bahwa di
dalam ekstrak Spirulina terkandung senyawa flavonoid jenis
kuersetin, dapat ditunjukkan pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Hasil analisa Kromatografi Cair-Spektrometri Massa
pada kuersetin

Berdasarkan hasil analisa tersebut di dalam ekstrak Spirulina
terdapat senyawa flavonoid jenis kuersetin yang memiliki m/z 152
dan berperan sebagai antioksidan yang dapat menangkap radikal
bebas. Hasil analisa dengan Kromatografi Cair-Spektrometri Massa
menunjukkan bahwa pada ekstrak Spirulina terdapat peak yang
muncul pada waktu retensi menit ke-2,62 saat ditembak tepat pada
fragmen spesifik kuersetin dengan m/z 152,50-153,50 dengan luas
area 786/2836 dari total area yang terionisasi. Dalam ekstrak
Spirulina juga terkandung senyawa flavonoid jenis lain yang muncul
peak-nya pada analisa ini, antara lain ketekin, EGC, GC yang juga
dapat berperan sebagai antioksidan.

4.3 Induksi MLD-STZ terhadap Kadar Glukosa Darah Tikus
Preparasi  tikus  diabetes  dilakukan = dengan injeksi
streptozotocin  dosis = rendah  berulang (MLD-STZ) secara
intraperitonial (i.p) [5S1]. Pemberian streptozotocin dengan cara dosis
rendah berulang (MLD-STZ) pada tikus dengan dosis 20 mg/kg
BB/hari selama 5 hari secara intraperitonial menyebabkan tikus
menderita DM tipe 1, ditandai dengan kerusakan sel § pankreas dan
peningkatan kadar glukosa darah. Streptozotocin (STZ) merupakan
nitrosourea yang bersifat sitotoksik spesifik bagi sel beta pankreas.
Mekanisme menginduksi rusaknya sel beta pankreas dilakukan
melalui dua cara. Pertama, STZ menyebabkan terjadinya alkilasi
pada basa guanin DNA. Pengalkilasian tersebut menyebabkan rantai
DNA ribosa putus dan terjadi kerusakan DNA. Kerusakan DNA akan
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memicu produksi enzim poli (ADPribosa) sintase, yaitu enzim yang
diperlukan untuk memperbaiki kerusakan pada DNA. Enzim ini
memerlukan NAD (nikotinamida adenin dinukleotida) sebagai
substratnya, sehingga kandungan NAD® dalam sel menurun.
Berkurangnya NAD" selular menyebabkan penurunan jumlah ATP,
dan akhirnya terjadi penghambatan sintesis dan sekresi insulin serta
menginduksi hiperglikemia. Kedua, STZ sebagai donor NO eksogen
mampu meningkatkan beberapa spesies oksigen reaktif (ROS) yakni
radikal superoksida (O,*), radikal hidroksil (*OH), dan hidrogen
peroksida (H,O,). Radikal NO dalam bentuk bebas ataupun dalam
bentuk senyawa peroksinirit (ONOQ), hasil reaksi NO dengan O,
bersifat sangat toksik terhadap sel  pankreas karena menyebabkan
kerusakan DNA pankreas. NO dapat menghambat aktivitas enzim
akonitase dalam siklus krebs. Keadaan ini mengurangi reaksi
oksidasi glukosa dan pembentukan ATP (Adenosin tripospat). Anion
superoksida (O,) dihasilkan oleh aktivitas STZ dalam mitokondria
dan peningkatan aktivitas xantin oksidase. Dalam mitokondria, STZ
menghambat siklus Krebs dan menurunkan jumlah pemakaian
oksigen mitokondria. Produksi ATP mitokondria menjadi terbatas,
selanjutnya mengakibatkan pengurangan secara drastis nukleotida sel
B pankreas. Peningkatan defosforilasi ATP akan memacu
peningkatan pasokan substrat untuk enzim xantin oksidase,
selanjutnya xantin oksidase akan mengkatalisis reaksi pembentukan
anion superoksida (O,) aktif [31]. Peningkatan radikal superoksida
menyebabkan peningkatan hidrogen peroksida dan radikal hidroksil
yang memiliki peran tinggi dalam kerusakan pankreas dan
menginduksi hiperglikemia.
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Gambar 4.2 Mekanisme pengalkilasian STZ yang memicu
kerusakan DNA

Keadaan hiperglikemia terjadi ketika glukosa tidak dapat
diedarkan ke sel-sel karena kurangnya insulin sehingga akan
menyebabkan peningkatan jumlah glukosa di dalam darah. Dalam
penelitian ini digunakan herbal spray Spirulina yang berperan
sebagai antioksidan dalam menurunkan kadar glukosa darah. Tabel
4.1 menunjukkan terjadinya peningkatan kadar glukosa darah setelah
injeksi MLD-STZ dan penurunan kadar glukosa darah setelah terapi

herbal spray Spirulina.
Tabel 4.1 Kadar Glukosa Darah Tikus Sehat, Tikus Sakit, dan Tikus
Terapi
Kelompok Perlakuan Rata-rata Kadar Glukosa Darah
(mg/dL)
Tikus Sehat 96,2 + 3,76
Tikus Sakit DM T1 346,4 + 40,61

Tikus Terapi 148,8 + 34,30
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Gambar 4.3 Perbandingan kadar glukosa darah tikus sehat, tikus
sakit, dan tikus terapi

Berdasarkan hasil penelitian (Tabel 4.1 dan Gambar 4.3),
menunjukkan bahwa kadar glukosa darah kelompok tikus sehat yaitu
(96,2 £ 3,76) mg/dL termasuk dalam rentang kadar glukosa darah
tikus normal. Sedangkan kadar glukosa darah tikus sakit yang
terinduksi MLD-STZ dosis 20 mg/kg BB mengalami kenaikan kadar
glukosa darah yaitu (346,4 + 40,61) mg/dL termasuk dalam rentang
kadar glukosa darah tikus DM yaitu > 200 mg/dL. Kadar glukosa
darah tikus terapi Herbal Spray Spirulina yaitu (148,8 + 34,30)
mg/dL termasuk dalam rentang kadar glukosa darah tikus normal.
Dari hasil analisis statistika menunjukkan terdapat perbedaan yang
sangat nyata antara kadar glukosa darah pada tikus sehat dengan
tikus sakit yang diinduksi dengan MLD-STZ. Peningkatan kadar
glukosa darah pada tikus yang diinduksi dengan MLD-STZ terjadi
karena kerusakan sel beta pankreas melalui autoimun sehingga
menimbulkan terjadinya DM tipe 1.

Pemberian terapi herbal spray Spirulina memberikan hasil
penurunan kadar glukosa darah yang mendekati kadar glukosa darah
tikus sehat. Dari hasil analisis statistika menunjukkan terdapat
perbedaan yang sangat nyata antara kadar glukosa darah pada tikus
terapi herbal spray Spirulina dengan tikus sakit yang diinduksi
dengan MLD-STZ. Penurunan kadar glukosa darah setelah terapi ini
terjadi karena adanya perbaikan sel beta pankreas, sehingga sekresi
insulin akan meningkat akibatnya glukosa dalam darah dapat
diedarkan ke dalam sel sehingga dapat diubah menjadi energi atau
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disimpan dalam bentuk glikogen. Perbaikan sel beta pankreas terkait
dengan senyawa-senyawa yang terkandung dalam herbal spray
Spirulina yaitu flavonoid, alkaloid, terpenoid terbukti memiliki
aktivitas antioksidan. Aktivitas antioksidan pada herbal spray
Spirulina ini mampu menangkap radikal bebas yang menyebabkan
kerusakan sel beta pankreas penyebab DM tipe 1 dengan cara masuk
ke dalam tubuh melalui luka kemudian dibawa oleh aliran darah
hingga menuju ke sel B pankreas, kandungan antioksidan dalam
herbal spray Spirulina akan menambah asupan antioksidan dalam
tubuh sehingga terjadi keseimbangan antara jumlah antioksidan dan
radikal bebas dalam tubuh, maka akan terjadi penurunan kadar
glukosa darah, dengan adanya perbaikan pada sel beta penghasil
insulin, maka terjadi peningkatan jumlah insulin di dalam tubuh yang
mampu memfasilitasi masuknya glukosa darah ke dalam sel
sehingga terjadi penurunan kadar glukosa darah dalam tubuh.

Aktivitas antioksidan pada herbal spray Spirulina yang
mengandung senyawa flavonoid jenis kuersetin berfungsi sebagai
scavenger (penangkap) yang dapat membantu menurunkan kadar
radikal bebas yang tinggi di dalam pankreas akibat paparan
Streptozotocin (STZ). Reaksi scavenging (penangkapan) radikal
bebas oleh senyawa polifenol (flavonoid, alkaloid, terpenoid)
diperlihatkan pada Gambar 4.4.

OH O
R* RH

OH v OH

Gambar 4.4 Reaksi scavenging radikal bebas (R*) oleh senyawa
polifenol [52].

Kemampuan senyawa polifenol dalam menangkap radikal
bebas disebabkan oleh strukturnya. Pada senyawa flavonoid jenis
kuersetin, adanya gugus hidroksil pada cincin aromatis, akan
mendonasikan atom H pada radikal bebas. Radikal fenoksil flavonoid
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yang terbentuk kemudian mengalami stabilisasi resonansi oleh sistem
ikatan rangkap terkonjugasi sehingga radikal tersebut bersifat kurang
reaktif.

4.4 Terapi Hewan Coba terhadap Panjang Luka Tikus

Pada penelitian ini kelompok tikus sehat, tikus sakit terinduksi
MLD-STZ, dan tikus terapi herbal spray Spirulina diinsisi pada
bagian punggung tikus dengan panjang luka + 3-4 cm. Pengukuran
panjang luka dilakukan 2 hari sekali selama 14 hari berturut-turut.
Tabel 4.2 menunjukkan terdapat pengaruh panjang luka setelah
pemberian setelah terapi herbal spray Spirulina.
Tabel 4.2 Panjang Luka Rata-rata Tikus Sehat, Tikus Sakit, dan

Tikus Terapi
Panjang Luka Tikus Tikus Tikus
Rata-rata (cm) Sehat Sakit Terapi
Hari ke-0 4.5 3,16 4,28
Hari ke-2 4,1 3,11 3,82
Hari ke-4 3,64 2,98 3,16
Hari ke-6 3,08 2,88 2,74
Hari ke-8 2,74 2,8 2,2
Hari ke-10 1,84 2,72 1,67
Hari ke-12 1,3 2,54 1,08
Hari ke-14 0,4 2,38 0,5
5
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Gambar 4.5 Perbandingan panjang luka rata-rata tikus sehat, tikus
sakit, dan tikus terapi
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Berdasarkan hasil penelitian (Tabel 4.2 dan Gambar 4.5)
menunjukkan bahwa rata-rata panjang luka kelompok tikus sehat
hingga hari ke-14 mencapai 0,4 cm, sedangkan rata-rata panjang luka
kelompok tikus sakit hasil induksi MLD-STZ hingga hari ke-14
mencapai 2,38 cm dan rata-rata panjang luka kelompok tikus terapi
herbal spray Spirulina mencapai 0,5 cm. Perbedaan rata-rata panjang
luka pada tikus terjadi karena tikus sakit yang diinduksi MLD-STZ
mengalami penurunan kemampuan dalam proses penyembuhan luka
karena terjadi ketidaksetimbangan fungsi organ tubuhnya akibat
penumpukan kadar glukosa darah yang tidak teredarkan ke seluruh
tubuh sehingga akan mempengaruhi kemampuan makrofag dalam
melakukan fagositosis bakteri dan jaringan yang rusak. Kondisi ini
menyebabkan terjadinya perbedaan panjang luka yang sangat
signifikan antara tikus sakit dengan tikus terapi herbal spray
Spirulina sedangkan pada tikus sehat dengan tikus terapi herbal spray
Spirulina tidak terdapat perbedaan yang signifikan dikarenakan
tercukupinya asupan antioksidan pada tikus terapi sehingga terjadi
penurunan kadar radikal bebas dan memperlancar aliran darah serta
asupan oksigen menuju luka yang mengalami inflamasi maka
kecepatan proses penyembuhan lukanya hampir sama.

4.5 Pengaruh Pemberian Herbal Spray Spirulina (Spirulina
sp.) Terhadap Aktivitas Protease pada Luka Tikus DM T1
Aktivitas enzim protease pada luka tikus (Rattus norvegicus)

akibat paparan MLD-STZ dan terapi herbal spray Spirulina diamati

melalui uji aktivitas protease hasil isolasi organ kulit luka tikus

(Rattus norvegicus) diukur pada kondisi optimum yaitu pH 6,5, suhu

37°C dan waktu inkubasi 60 menit [45].

Tabel 4.3 Rataan Aktivitas Protease Hasil Isolasi dari Kulit Luka

Tikus (Rattus norvegicus)

Perlakuan Rataan AKktivitas Protease
(pmol/mL.menit)
Tikus Sehat 0,0437+0,0013
Tikus Sakit 0,0962+0,0078
Tikus Terapi 0,0649+0,0021
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Gambar 4.6 Perbandingan aktivitas protease rata-rata tikus sehat,
tikus sakit, dan tikus terapi

Berdasarkan hasil penelitian (Tabel 4.3 dan Gambar 4.6),
menunjukkan bahwa aktivitas protease kelompok tikus sehat yaitu
(0,0437£0,0013) pmol/mL.menit. Sedangkan aktivitas protease
kelompok tikus sakit yaitu (0,0962+0,0078) umol/mL.menit, dan
aktivitas protease kelompok tikus terapi yaitu (0,0649+0,0021)
pmol/mL.menit. Induksi MLD-STZ dosis 20 mg/kg BB dapat
meningkatkan aktivitas protease sebesar 54,61% pada tikus yang
diinduksi dengan MLD-STZ dibandingkan dengan tikus sehat.
Pemberian terapi herbal spray Spirulina mampu menurunkan
aktivitas protease sebanyak 48,23%. Dari hasil analisis statistika
menunjukkan bahwa aktivits protease tikus sehat dengan tikus sakit
yang diinduksi dengan MLD-STZ terdapat perbedaan yang sangat
nyata, sedangkan pemberian terapi herbal spray Spirulina mampu
menurunkan aktivitas protease juga menunjukkan berbeda nyata.

Aktivitas proteolitik dinyatakan sebagai kemampuan protease
dalam menghidrolisis ikatan peptida pada protein. Metode yang
digunakan untuk analisis aktivitas enzim adalah metode
spektrofotometri atau CDU (Casein Digestion Unit). Metode ini
didasarkan atas hidrolisis protease yang diuji dari larutan substrat
kasein dan diikuti dengan pengendapan substrat yang tidak
terhidrolisis TCA (trichloroasetat) 4% untuk menghentikan reaksi.
Hasil hidrolisis dari larutan substrat kasein adalah tirosin. Oleh
karena itu, pada pengukuran aktivitas enzim protease digunakan
kurva baku tirosin dengan A 275 nm yang diukur menggunakan
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spektrofotometri UV yang merupakan absorbansi maksimum dari
larutan standar tirosin. Unit aktivitas protease dari organ kulit luka
tikus didefinisikan sebagai banyaknya mikro mol tirosin yang
dihasilkan dari hidrolisis ikatan peptida pada protein oleh protease
pada kondisi optimum.

Penurunan aktivitas rata-rata protease hasil isolasi dari organ
kulit luka tikus DM T1 yang diterapi dengan herbal spray Spirulina
dikarenakan adanya senyawa antioksidan yang terkandung dalam
ekstrak Spirulina yang mampu menurunkan banyaknya protease serin
yang dihasilkan oleh sel neutrofil sehingga kinerja neutrofil dan
enzim protease kembali normal dalam fagositosis bakteri,
memperbaiki, mencegah dan menjaga kondisi sel sehingga kerusakan
pada organ kulit luka tikus DM T1 akibat induksi MLD-STZ tidak
terjadi terus menerus. Organ kulit pada keadaan normal terlindungi
dari aktivitas protease, namun pada kondisi DM memicu banyaknya
jumlah protease pada jaringan luka yang mengalami inflamasi
sehingga dapat menyebabkan aktivitas tak terkontrol dari protease
yang pada akhirnya menyebabkan kerusakan jaringan.

Mekanisme pelepasan protease pada jaringan dimulai dari
rangsangan berupa produk bakteri, cedera fisik, toksin maupun obat-
obatan yang dapat memicu aktivasi makrofag (proses fagositosis)
yang dilakukan sebagian besar oleh ROS. Fagositosis menstimulasi
pembakaran oksidatif yang ditandai dengan peningkatan oksidasi
glukosa dan produksi metabolit oksigen reaktif. Aktivasi makrofag
mampu merangsang terbentuknya sitokin yang dihasilkan selama
terjadi respon inflamasi dan imun. Adanya sekresi sitokin mampu
mengaktivasi neutrofil serta pelepasan enzim proteolitik sehingga
berperan dalam kerusakan jaringan.

Pelepasan protease ke dalam sel dan jaringan yang dipicu oleh
ROS mengakibatkan stress oksidatif, tetapi hal tersebut dapat ditekan
dengan pemberian antioksidan sehingga aktivitas protease tidak
bersifat patologis, yang pada akhinya mampu memperbaiki
kerusakan organ kulit sehingga proses penyembuhan luka lebih
cepat.

35



4.6 Pengaruh Pemberian Herbal Spray Spirulina (Spirulina
sp.) Terhadap Ekspresi iNOS pada Sel p-pankreas Tikus

DM T1

Ekspresi dari inducible NO Synthase (iNOS) merupakan
respon terhadap tekanan yang menyebabkan radang pada banyak tipe
sel. iNOS menunjukkan produksi NO dalam jumlah besar untuk
pertahanan imun. Keberadaan iNOS dalam suatu jaringan dapat
digambarkan melalui metode imunohistokimia. Imunohistokimia
merupakan suatu metode pewarnaan substansi yang melibatkan
gabungan metode imunologi dan histologi. Metode pewarnaan
substansi/bahan aktif di dalam jaringan dalam imunohistokimia
menggunakan prinsip-prinsip dasar imunologi yaitu pengikatan
bahan aktif (antigen) pada sisi aktif yang spesifik oleh suatu anti-
bahan aktif yang disebut antibodi. Hasil reaksi antigen dan antibodi
ini dapat diidentifikasi pada spesimen karena antibodi diikat oleh
suatu penanda yang dapat divisualisasikan, sehingga dapat menandai
keberadaan bahan aktif tersebut di dalam jaringan.

Imunohistokimia  yang melibatkan =~ metode  imunologi
menggunakan kespesifikan antara molekul avidin dan biotin. Pada
awalnya antigen berikatan dengan antibodi primer, selanjutnya
pengikatan antibodi sekunder berlabel biotin. Antibodi sekunder
yang berlabel biotin akan langsung berikatan dengan avidin pada SA-
HRP (Streptavidin-Horse Radish Peroxidase) membentuk kompleks
avidin-biotin-HRP. Kromogen yang digunakan adalah DAB (3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride). Kompleks yang terbentuk
dari kromogen DAB akan menghasilkan warna coklat. Distribusi
iNOS pada jaringan pankreas diperlihatkan berdasarkan warna coklat
yang terbentuk. Hasil imunohistokimia yang menunjukkan ekspresi
iNOS ditunjukkan pada Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Ekspresi iNOS pada pulau langerhans pankreas.
Perbesaran 400x

Keterangan :
A. Tikus Sehat
B. Tikus Sakit
C. Tikus Terapi
O = sel B pankreas yang mengekspresikan iNOS

Gambar 4.7 menunjukkan bahwa pada pulau Langerhans
pankreas tikus sehat (A), terdapat ekspresi iNOS namun dalam
jumlah yang sedikit ditunjukkan dari sedikitnya warna coklat pada
jaringan, berdasarkan perhitungan jumlah sel menggunakan axio
vision menunjukkan bahwa pada tikus sehat (A) jumlah sel yang
mengalami inflamasi memiliki persen area sebesar 0,287%. Hal ini
disebabkan di dalam sel terjadi proses regenerasi sel iNOS untuk
memproduksi NO endogen dalam mempertahankan homestasis
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(keseimbangan) dalam tubuh. Pada tikus sakit (B) terdapat banyak
warna coklat pada jaringan yang menunjukkan tingginya ekspresi
iNOS pada sel f dengan persen area jumlah sel yang mengalami
inflamasi sebesar 1,952%. Tingginya ekspresi iNOS pada tikus sakit
menunjukkan kondisi patologi yang menyebabkan kematian sel
karena keberadaan iNOS akan menghasilkan radikal bebas NO*
yang merupakan sinyal kematian sel. Sedangkan pada tikus terapi
(C) terdapat sedikit warna coklat pada jaringan dengan persen area
sel yang mengalami inflamasi sebesar 0,497%.

Semakin besarnya persen area menunjukkan bahwa di dalam
sel mengekspresikan iNOS pada pulau Langerhans sebagai penunjuk
keberadaan radikal bebas NO* endogen dan indikasi kondisi patologi
jaringan, karena NO dihasilkan melalui reaksi yang dikatalis oleh
NOS (NO synthase). NO diproduksi oleh iNOS mempunyai efek
menguntungkan sebagai mekanisme pertahanan tubuh dengan
kontribusinya membunuh bakteri. Namun NO yang dihasilkan iNOS
dengan cepat akan bereaksi dengan superoksid membentuk
peroksinitrit (ONOQO"), yaitu antioksidan bersifat poten yang
mempunyai efek sitotoksik seperti kerusakan DNA, oksidasi LDL,
nitrasi tirosin, inhibisi aconitase dan respirasi mitokondria. Induksi
pembentukan NO berperan dalam penghancuran sel [ selama
pengembangan tipe DM Tipe 1.

Proses peradangan di dalam sel akan menyebabkan migrasi
makrofag dimana makrofag ini akan memproduksi sitokin. Pada
awalnya, STZ sebagai donor NO eksogen menyebabkan Thl
teraktivasi. Aktivasi Thl menyebabkan aktivasi makrofag yang akan
memproduksi sitokin dan pada akhirnya memicu ekspresi iNOS yang
mengkatalisis reaksi pembentukan radikal bebas yaitu NO* endogen
(Gambar 4.8).
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v

Protein
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Gambar 4.8 Mekanisme terbentuknya NO* endogen yang dikatalisis
oleh iNOS akibat adanya peradangan

Pemberian terapi herbal spray Spirulina pada tikus DM T1
menyebabkan ekspresi iNOS berkurang. Hal ini dapat diasumsikan
bahwa ekstrak Spirulina mampu menghambat iNOS untuk
membentuk radikal bebas NO endogen. Hal ini disebabkan ekstrak
Spirulina mengandung senyawa-senyawa metabolit sekunder antara
lain terpenoid, alkaloid dan flavonoid yang memiliki aktivitas
antioksidan penangkap radikal bebas. Penangkapan radikal bebas
misalnya radikal NO* oleh senyawa yang terkandung pada Spirulina
menyebabkan kerusakan sel beta berkurang, sehingga kemungkinan
infiltrasi sel mononuklear ke dalam jaringan pankreas untuk proses
fagositosis sel beta yang rusak juga berkurang. Keadaan tersebut
menyebabkan pemicu ekspresi iNOS yang diproduksi makrofag
dalam jaringan pankreas berkurang, sehingga ekspresi iNOS dalam
jaringan tersebut menurun dan terjadi perbaikan sel beta pankreas
penghasil insulin.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Pemberian terapi herbal spray berbasis bioaktif Spirulina
mampu mengurangi panjang luka sayatan pada tikus DM T1 dari
4,28 cm menjadi 0,5 cm, mampu menurunkan ekspresi iNOS pada
sel B-pankreas tikus DM T1 ditunjukkan menurunnya jumlah sel
yang mengalami kerusakan dari tikus sakit dengan persen area
sebesar 1,952% menjadi 0,497% pada tikus terapi. Serta mampu
menurunkan aktivitas protease pada luka tikus DM TI1 sebesar
48,23%.

5.2 Saran

Untuk penelitian lanjutan sebaiknya dilakukan variasi dosis
pemberian herbal spray untuk mengetahui efektivitas pemberian
herbal spray Spirulina terhadap luka tikus DM T1.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Skema Kerja
A.1 Skema Kerja Penelitian

[ Tikus putih jantan (Rattus norvegicus strain wistar) umur 3 bulan

{15 tikus dibagi menjadi 3

kelompok

v

[ Sehat ] [ Terapi Herbal Spray Spirulina ]

- Dibuat sakit DM

dengan induksi
MLD-STZ
- Diukur gula darah

) 4

™ Tikus sehat, terapi, dan sakit ]

L Diinsisi pada bagian
y bunggung

[ Tikus mengalami luka terbuka ]

- Diukur panjang luka

f tikus selama 14 hari

[ Pembedahan Tikus ]

v
v v
Pengambilan Organ Pankreas ] [ Pengambilan Organ Kulit
v v
[ Preparat ] [ Isolasi Protein ]
v v
[ Ekspresi iNOS dengan } [ Uji Aktivitas }
Metode Imunohistokimia Protease
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A.2 Pembuatan Herbal spray Spirulina (Spirulina sp.)

[ Spirulina sp. ]

I

[

-

Dicuci bersih dan dipotong kecil-kecil £ 2 cm
Dikering-anginkan dalam nampan

Dioven pada suhu 45°C

Ditimbang 5 gram dan diekstraksi dengan 100 mL
akuades

Dipekatkan hingga volume mencapai 5 mL

Disaring

Ditampung dalam tabung eppendorf 1,5 mL
Disimpan dalam suhu 4°C

[ Ekstrak Spirulina ]

Dimasukkan sebanyak 36 mL dalam botol spray

Ditambahkan pelarut ringer solution jenis NaCl-
fisiologis0,9% sebanyak 24 mL
Dikocok hingga homogen

[ Herbal spray Spirulina 60 mL ]

A.3 Uji Fitokimia
A.3.1 Flavonoid

[ 2 mL ekstrak ]

A 4

[ Ditambah NaOH 10% sebanyak 1 mL
- Ditambah HCI 1N sebanyak 2 mL
Larutan berwarna kuning menunjukkan hasil positif

Hasil
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A.3.2 Terpenoid

[ 0,5 mL ekstrak ]

A

y

Ditambah 2 mLL CHCl;

Ditambah 2 mL H,SO, pekat

Larutan berwarna merah kecoklatan menunjukkan
hasil positif

Hasil

A.3.3 Alkaloid

[0

5 mL ekstrak ]

Ditambah 10 mL CHCl;

Ditambah 1 mL NH; 0,05 M

Ditambah 1 mL H,SO, 2 M

Dikocok hingga terbentuk 2 lapisan

Lapisan asam sulfat H,SO, diambil dan ditambah
pereaksi Wagner

Larutan terbentuk endapan coklat menunjukkan hasil

v ositif
Hasil
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A.4 Preparasi Hewan Coba

[ Tikus putih (Rattus norvegicus) ]

- 15 tikus dibagi menjadi 3

kelompok

Sehat

v

- Dibuat  sakit DM
dengan induksi STZ
s Diukur gula darah

:[ Tikus sehat, terapi, dan sakit ]

- Diinsisi pada bagian
Y _punggung

[ Tikus mengalami luka terbuka ]

A.5 Pembuatan larutan STZ dan injeksi STZ

-

.

100 mg STZ

N

Larutan STZ

N

abdomennya

A 4

[

Tikus DM ]

50

- Dilarutkan dz;lam 3 mL buffer sitrat pH 4,5
s Dihomogenkan dengan vortex

- Diinjeksikan )pada tikus dengan dosis 20 mg/kg BB
sebanyak 5 hari berturut-turut
- Tikus diposisikan terlentang hingga terlihat bagian

- Pada bagian abdomen tikus disemprotkan alkohol 70%
- Diinjeksikan larutan STZ
- Diinkubasi selama 2 minggu



A.6 Prosedur Kerja Perlakuan Hewan Coba

[ Kelompok Tikus Terapi DM

Disemprot bagian luka sayatan dengan menggunakan

Herbal spray Spirulina

- Dilakukan pengukuran panjang luka dengan memplot

luka pada plastik transparan setiap 2 hari sekali selama
14 hari

v

Hasil

A.7 Pengambilan organ pankreas dan kulit

[ Tikus sakit, sehat, dan terapi

Diukur gula darah masing-masing tikus
Dibunuh dengan cara dislokasi leher
Disiapkan alat bedah

[ Tikus mati

 Diletakkan pada nampan bedah dengan posisi
abdomen di atas

- Diambil serum darah

s Diambil organ pankreas dan kulit

[ Organ Pankreas dan Kulit

- Dicuci dengan NaCl-Fis

- Dipotong sedikit bagian direndam dalam PFA

- Disimpan pada suhu ruang dan sisanya direndam
v dalam PBS pada suhu 4°C

Hasil
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A8 Isolasi Protease dari Organ Kulit
A.8.1 Isolasi Enzim

[ Organ Kulit
Dipotong kecil-kecil
[ Ditambah larutan PBST-PMSF sebanyak 5x volume
sampel
- Ditambah sedikit pasir kuarsa
s Dihaluskan dengan mortar dalam kondisi dingin

[ Homogenat ]

- Dimasukkan dalam tabung polipropilen steril
- Divortex selama 10 menit
- Disonikasi dengan sonikator selama 10 menit

- Disentifuse dengan alat sentrifugasi selama 15 menit
y (6000 rpm)

v
[ Supernatan ]

-Ditambah etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1
-Dibiarkan selama 24 jam hingga terbentuk endapan
-Disentrifuse dengan alat sentrifugasi selama 15 menit

Endapan

-Dikeringkan hingga bau etanol hilang

-Ditambah buffer Tris-HCI dingin 20 mM dengan perbandingan
1:1

y

A

[ Ekstrak kasar protein ]
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A.8.2 Pembuatan Larutan Blanko

[ Akuades Steril

Dipipet 200 uLL

- Dimasukkan dalam tabung polipropilen
Ditambah 300 pL larutan buffer fosfat pH 7
Ditambah 100 pL enzim protease

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit
Ditambah 400 pL larutan TCA 4%
Didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit
Disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit

>
il

v

Supernatan

- Dipipet 100 uL

- Ditambah buffer fosfat 5 kali
volume sampel

- Diukur  serapannya pada A
i maksimum tirosin

A
Hasil

A.9 Penentuan Aktivitas Enzim Protease
A.9.1 Pembuatan Larutan Stok Tirosin

[ 0,25 g tirosin ]

- Dilarutkan dengan 25 mL akuades

- Diaduk dengan pengaduk magnetik

- Dipindahkan dalam labu ukur 50 mL

- Diencerkan hingga tanda batas

Diencerkan dengan akuades sampai tanda batas

[ Larutan stok tirosin 500 ppm ]
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A.9.2 Pembuatan Larutan Tirosin Standar
[ 4 mL Larutan stok tirosin 500 ppm ]

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL
v Diencerkan dengan akuades sampai tanda batas

[ Larutan baku tirosin 20 ppm ]

- Dipipet berturut-turut 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 mL
- Dimasukkan masing-masing larutan ke dalam labu
v_ukur 10 mL

[ Larutan baku tirosin 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 ppm ]

A.9.3 Penentuan A maksimum Tirosin

[ Larutan baku tirosin 20 ppm ]

+ Diukur absorbansinya pada A maksimum tirosin
y

[ Panjang gelombang maksimum ]

A.9.4 Pembuatan Kurva Baku Tirosin

[ Larutan baku tirosin 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 ppm ]

- Dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan dalam
eppendorf
; Diukur absorbansinya pada A maksimum tirosin

A
[ Kurva standar ]
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A.9.5 Pembuatan Larutan Kasein

[ 0,25 g kasein

Dilarutkan dengan 25 mlL akuades dan ditambah
beberapa tetes larutan NaOH 1N

Diaduk dengan pengaduk magnetik

Dipindahkan dalam labu ukur 50 mL

Diencerkan hingga tanda batas

Diencerkan dengan akuades sampai tanda batas

[ Larutan stok kasein 500 ppm ]

A.9.6 Pengukuran Aktivitas Protease
[ Larutan kasein 500 ppm ]

- Dipipet 200 uL

- Dimasukkan dalam tabung polipropilen

- Ditambah 300 pL larutan buffer fosfat PH 7

- Ditambah 100 pL enzim protease

L Diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit

- Ditambah 400 pL larutan TCA 4%

- Didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit

v Disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit

[ Endapan ] [ Supernatan ]

- Dipipet 100 uL

- Ditambah buffer fosfat 5 kali
volume sampel

- Diukur serapannya pada A
maksimum tirosin

Hasil
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A.10 Embedding Pankreas

[ Tikus dibedah

Diambil organ pankreas
[ Dimasukkan dalam paraformaldehid (PFA) 10%

[ Pankreas dalam PFA 10% ]

[ Diambil dan direndam dalam etanol 70% selama 24
jam

- Dimasukkan dalam etanol 80% selama 2 jam

- Dimasukkan dalam etanol 90% selama 20 menit

- Dimasukkan dalam etanol 95% selama 20 menit

- Dipindahkan dalam etanol absolut selama 3 x 20 menit
i pada suhu ruang

A

[ Pankreas hasil dehidrasi dengan etanol

- Dimasukkan dalam larutan xilol 2 x 20 menit pada

suhu ruang

- Dimasukkan dalam larutan xilol selama 30 menit pada

suhu 60-63°C

- Dicelupkan pada parafin cair selama 3 x 30 menit pada
suhu 56-58°C

- Embedding blok parafin

¢ Didinginkan pada suhu 4°C

[ Pankreas dalam blok parafin ]

A.11 Pembuatan Preparat Pankreas

[ Pankreas dalam blok parafin

- Didinginkan pada suhu ruang

- Dimasukkan dalam air hangat pada suhu 38-40°C

- Diambil dengan gelas obyek

- Dikeringkan di atas hot plate dengan suhu 38-40°C
Diinkubasi pada suhu 38-40°C selama 24 jam

[ Preparat pankreas disimpan pada suhu ruang ]
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A.12 Ekspresi iNOS dengan Metode Imunohistokimia

[

Preparat pankreas ]

A

-Direndam dalam xilol 1, xilol 2, etanol 99%, 90%, 80%,
70%, dan akuades masing-masing selama 5 menit

-Dicuci PBS pH 7,4 selama 1x 5 menit

- Ditetesi dengan 3% H202 selama 20 menit

-Preparat dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit
sebanyak 3 kali

-Diblok dengan 5% FBS (Fetal Bovine Serum) yang
mengandung 0,25% teilon x-100 selama 45 menit

-Preparat dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit
sebanyak 3 kali

-Preparat diinkubasi dengan antibodi primer anti rat iNOS
2 selama 4 jam pada suhu ruang

-Preparat dicuci dengan PBS pH 7.4 selama 5 menit
sebanyak 3 kali

-Preparat diinkubasi dengan antibodi sekunder anti rabbit
biotin (Santa Cruz) selama 1 jam pada suhu ruang

-Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak 3kali

-Ditetesi dengan SA-HRP  (Strep Avidin-horse radin
peroxidase) diinkubasi selama 45 menit

-Dicuci dengan PBS pH 7.4 selama 5 menit sebanyak 3
kali

-Ditetesi dengan DAB (Diamino Benzidine)

-Diinkubasi selama 7 menit

-Dicuci dengan akuades selama 5 menit sebanyak 3 kali

-Counterstaining menggunakan Mayer Hemotoxylen
selama 10 menit

-Preparat dicuci dengan akuades selama 5 menit sebanyak
3 kali

- Dikeringkan-anginkan

-Dimaunting dengan entellan dan ditutup dengan cover

y glass

[ Preparat pankreas ]
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Lampiran B. Preparasi Larutan
B.1 Pembuatan Larutan Buffer Sitrat pH 4,5

Pembuatan buffer sitrat 0,2 M dibuat dengan mencampurkan
2,1076 gram asam sitrat dan 2,9449 gram natrium sitrat dilarutkan
dengan 30 mL akuades steril, kemudian distirer dan diatur pHnya
pada 4,5. Kemudian dipindah pada labu ukur 50 mL dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas dan dihomogenkan.
Selanjutnya dipindah pada botol gelap dan disterilisasi dengan
autoclaf.

B.2 Pembuatan Larutan Streptozotocin
Streptozotocin 100 mg dilarutkan dalam 3 mL buffer sitrat pH
4,5 yang telah di buat sebelumya. Kemudian dihomogenkan. Larutan

STZ yang digunakan dengan dosis 20 mg/kg BB adalah:
BB Tikus (gram)

x 20 mg
1000 (gram)
Konsentrasi Larutan STZ adalah 100 mg/ 3 mL =100 mg/
3000 pL. Larutan STZ yang diinjeksikan adalah 0,033 mg ~ 1 pL.
STZ yang harus diambil adalah:

BB (gram) X 20 mg

},lL STZ — 1000 (gram)
0,033 mg

x 1 pL
B.3 Pembuatan Larutan Phospat Buffer Saline (PBS) pH 7,4
KClI sebanyak 0,2 gram, KH,PO, sebanyak 0,2 gram, NaCl
sebanyak 8 gram, dan Na,HPO,. H,0 sebanyak 2,16 gram dicampur
dan dilarutkan dalam 250 mL akuades steril dan dihomogenkan
menggunakan pengaduk magnet dalam gelas kimia 500 mL. pH
larutan diatur 7,4 dengan larutan NaOH 1M menggunakan pH meter.
Kemudian dipindahkan larutan ke dalam labu ukur 1000 mL dan
ditambahkan akuades steril hingga tanda batas.

B.4 Pembuatan Larutan Azida (NaN3) 1%
Ditimbang NaNj; yang diperlukan dengan perhitungan:
NaN; 1% =1 gram/100 mL x 10 mL
=0,1 gram
Setelah itu dilarutkan dengan akuades steril dan dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL dan diencerkan dengan akuades hingga tanda
batas.
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B.5 Pembuatan Larutan PBS-Azida

Menggunakan larutan PBS yang telah dibuat sebelumnya,
1000 mL larutan PBS pH 7.4 ditambahkan 32 tetes larutan azida 1%
(NaN3) dengan menggunakan pipet tetes. Lalu larutan dihomogenkan
dengan pengaduk magnet.

B.6 Pembuatan Larutan NaCl-Fis 0,9 %
Pembuatan larutan NaCl-Fis 0,9 % = 01’2(’;;:2? x 500 mL = 4,5

gram, tahap petama adalah menimbang larutan NaCl sebanyak 4,5
gram dan dilarutkan terlebih dahulu dalam 100 mL akuades steril.
Lalu dipindahkan ke dalam labu ukur 500 mL dan ditambahkan
akuades hingga tanda batas.

B.7 Pembuatan Larutan PFA (Paraformaldehid) 4%

Vl-Ml =V2. Mz
V.37 % =100 mL x 4 %
Vi=10,8 mL

Langkah pertama yaitu membuat larutan NaCl-Fisiologis 0,9%
sebagai pelarut. Larutan PFA 4% dibuat dengan mengambil 10,8 mL
formaldehid 37% dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan
dilarukan dan ditambahkan dengan NaCl Fisiologis sampai tanda
batas.

B.8 Pembuatan Larutan Etanol Bertingkat
Larutan etanol bertingkat dibuat dari larutan etanol absolut
99% yang kemudian diencerkan menjadi 95%, 90%, 80%, 70%
dalam labu takar 100 mL dengan menggunakan akuades steril.
Perhitungan pembuatan larutan etanol 95 %, dibuat dari etanol
absolut, etanol absolut yang diperlukan adalah:
V].Ml = V2. M2
V1.99 % =100 mL x 95 %
V;=95,96 mL
Perhitungan pembuatan larutan etanol 90 %, dibuat dari etanol
absolut,, etanol absolut yang diperlukan adalah:

V1~Ml =V2. Mz
V1.99 % =100 mL x 90 %
V1=90,90 mL

Perhitungan pembuatan larutan etanol 80%, dibuat dari etanol
absolut, etanol absolut yang diperlukan adalah:
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V].Ml = Vz. M2
V1.99 % = 100 mL x 80 %
V,;=280,80 mL
Perhitungan pembuatan larutan etanol 70 %, dibuat dari etanol
absolut, etanol absolut yang diperlukan adalah:

V1~Ml = Vz. Mz
Vi. 99% =100 mL x 70 %
V;=70,70 mL

B.9 Pembuatan TCA 4%

Ditimbang TCA sebanyak 4 gram kemudian dilarutkan dengan
buffer fosfat pH 7 dalam gelas kimia 100 mL dan dituangkan dalam
labu ukur 100 mL diencerkan dengan akuades hingga tanda batas.

B.10 Pembuatan Larutan Tirosin Standar

Larutan stok tirosin 500 ppm dipipet sebanyak 4 mL
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL diencerkan hingga tanda
batas diperoleh larutan baku tirosin 20 ppm. Kemudian larutan baku
tirosin 20 ppm dipipet berturut-turut 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
kemudian dimasukkan masing-masing dalam labu ukur 10 mL.

B.11 Pembuatan Larutan NaH,PO, 0,2 M (Mr= 137,99 g/mol)
(asam)
Larutan NaH,PO, 0,2 M dibuat sebanyak 500 mL, maka massa
NaH,PO, yang diperlukan yaitu:
Massa NaH,PO, = Mr NaH,PO, x [NaH,PO,] x V larutan
= 137,99 g/mol x 0,2 mol/L x 0,5 L
=13,799 g
Ditimbang 13,799 gram NaH,PO, kemudian dilarutkan dengan
akuades steril dalam gelas kimia 100 mL dan dituangkan dalam labu
ukur 500 mL setelah itu diencerkan dengan akuades hingga tanda
batas.

B.12 Pembuatan Larutan Na,HPO, 0,2 M (Mr= 141,96 g/mol)
(basa)
Larutan Na,HPO, 0,2 M dibuat sebanyak 500 mL, maka massa
Na,HPO, yang diperlukan yaitu:
Massa Na,HPO, = Mr Na,HPO, x [Na,HPO,] x V larutan
= 141,96 g/mol x 0,2 mol/L x 0,5 L
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=14,196 g
Ditimbang 14,196 gram Na,HPO, kemudian dilarutkan dengan
akuades steril dalam gelas kimia 100 mL dan dituangkan dalam labu
ukur 500 mL setelah itu diencerkan dengan akuades hingga tanda
batas.

B.13 Pembuatan Larutan Buffer Fosfat 0,2 M pH 7

Larutan basa Na,HPO, dengan pH sekitar 9 diturunkan
menjadi 7 dengan menambahkan larutan asam NaH,PO, tetes demi
tetes hingga pH 7, setelah itu dihentikan sehingga didapat larutan
buffer fosfat pH 7.

B.14 Pembuatan Larutan Kasein 500 ppm

Ditimbang 0,25 gram kasein, kemudian dilarutkan dengan
akuades dan ditambah beberapa tetes NaOH 1 N. Kemudian
diencerkan dengan akuades di dalam labu ukur 50 mL sampai tanda
batas.

B.15 Pembutan Larutan Stok Tirosin 500 ppm

Ditimbang 0,25 gram tirosin, kemudian dilarutkan dengan 25
mL akuades dalam gelas kimia. Kemudian diencerkan dengan
akuades di dalam labu ukur 50 mL sampai tanda batas.

Lampiran C. Data dan Uji Statistika Kadar Glukosa Darah
Tabel C.1 Rataan Kadar Glukosa Darah (mg/dL)

Rataan Kadar Glukosa Darah (mg/dL)
Pengulangan
Tikus Sehat Tikus Sakit Tikus Terapi

1 97 285 127

2 90 374 108

3 98 344 176

4 100 338 142

5 96 391 191
Jumlah 481 1732 744
Rata-rata 96,2 346.,4 148,8
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C.1.  Menghitung Faktor Korelasi (FK)
p n g
2 2 Yi
i=1 j=1

FK = ¢

[744 + 481 +1732 |
5x3

8743849

15
= 582923,27

C.2. Menghitung jumlah kuadrat (JK)

)4 n y

> (vij)
JK total = L=t /=1 -FK
= (97*+90°+ .... +191%) — 582923,27
= 768305 - 582923,27

= 185381,73
)4 n )
Z ZYij
JK perlakuan (JKp) = =—— - FK
n
2 2 2
a2 4815 + 1732 ]_582923’27
=756944,2 - 582923,27
=174020,93
JK galat percobaan (JKG) = JKtotal - JKperlakuan
= 185381,73 - 174020,93
=11360,8

C.3. Menghitung kuadrat tengah (KT) setiap sumber karagaman
JKp
dbperlakuan

~174020,93
= 2

Kuadrat Tengahperlakuan (KTp) =
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=87010,46

JK
Kuadrat Tengah galat percobaan (KTG) =-—"—"—
dbpercobaan
_ 11360,8
T12
= 946,73
C.4. Menghitung nilai F
KTp
Fhitung = KT,
_87010,46
T 946,73
=91,91

Ftabel (0,01; 2; 12) pada taraf nyata 1% = 6,93

C.5. Analisa Ragam Satu Arah Pengaruh Pemberian Herbal Spray
Spirulina Terhadap Kadar Glukosa Darah Tikus DM Tipe 1

T
SRR B K KT Fuwng | Fabel
Keragaman
Perlakuan | 2| 17402093 | 87010.46
Galat 12 | 113608 | 946,73 | o101 | 693
Percobaan
Total 14 185381,73 | 87957,19

Berdasarkan perhitungan di atas terlihat bahwa nilai Fijune

>Fube. Pemberian herbal spray Spirulina mempunyai pengaruh yang

sangat nyata terhadap kadar glukosa darah tikus DM T1.

C.6. Menghitung nilai BNT 1%

a2 |2KTgalat
tdbg
BNT (a) = n

— (0,01/2, 12) |2 (946,73)
- tlabel T

=343x8,7
=29,84

63




Uji BNT Kadar Glukosa Darah

Kadar Glukosa Darah Tikus Tikus Tikus
Rata-rata (mg/dL) Sehat Sakit Terapi
96,2 346,4 148,8
Tikus Sehat 96,2 0 250,2* 52,6*
Tikus Sakit 346,4 0
Tikus Terapi | 148.8 197,6* 0

*) = sangat berbeda nyata
Berdasarkan perhitungan uji BNT 1% perlakuan tersebut
memberikan beda yang sangat nyata, ditunjukkan dengan nilai uji
memiliki nilai lebih besar dari uji BNT 1% (29,84).
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Lampiran D. Data dan Uji Statistika Aktivitas Protease
D.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin
Tabel D.1 Absorbansi Larutan Baku Tirosin 20 ppm

A (nm) Al AZ A3 Arata—rala
250 0,2081 0,2120 0,2160 0,2120
253 0,2403 0,2391 0,2470 0,2421
256 0,2702 0,2673 0,2642 0,2672
259 0,2802 0,2780 0,2820 0,2800
263 0,3030 0,3011 0,2991 0,3010
265 0,3530 0,3550 0,3541 0,3540
268 0,3411 0,3891 0,3873 0,3725
271 0,3990 0,4032 0,4011 0,4011
273 0,4422 0,4340 0,430 0,4354
275 0,4470 0,4481 0,4462 0,4471
280 0,4251 0,4212 0,4231 0,4231
283 0,3991 0,3970 0,3983 0,3981
286 0,3750 0,3761 0,3770 0,3760
289 0,2493 0,2503 0,2531 0,2510

0.3
0.45
0.4 / _—"'—-‘_\u

- 033 — MY
E 03 / \
£ 025 —r N
E 0.2 3
< 015

0.1

0.03
0 ; ; .
250 255 260 265 270 275 280 285 290

Panjang Gelombang (nm)

Gambar D.1 Kurva serapan tirosin
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D.2 Pembuatan Kurva Baku
Tabel D.2.1 Absrorbansi Larutan Baku Tirosin 275 nm

[TiI'OSin]ppm Aratarata
0 0
2 0,047
4 0,0882
6 0,1222
8 0,1691
10 0,2173
12 0,2511
14 0,2951
16 0,3521
18 0,393
20 0,447
0.5 -
o 0.4 -
g
5 03 -
S
2 02 -
2 y =0,0218x
. R2=0,9979
0 T T T T T 1
0 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20
[Tirosin] ppm

Gambar D.2 Kurva baku tirosin

Tabel D.2.2 Data Absorbansi Tirosin

Aktvitas

Perlakuan | Tikus | Al A2 A3 Aatarata Protease
(umol/mL.menit)
Sehat 1]0,212] 0,217 | 0,207 0,212 0,0448
20,2221 0,202 | 0,208 0,210 0,0445
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310,211 | 0,208 | 0,208 0,209 0,0441
410,189 | 0,198 | 0,201 0,196 0,0414
510,199 | 0,210,209 | 0,206 0,0435
Sakit 10,486 | 0,476 | 0,488 0,483 0,1021
210475| 0,39 | 0,465 0,443 0,0936
310497 0,493 | 0,496 | 0,495 0,1046
410,398 | 0,399 | 0,404 | 0,400 0,0845
510,446 | 0,434 | 0,485 0,455 0,0960
Terapi 10,308 0,3 | 0,297 0,301 0,0637
210,321 0,310,302 | 0,307 0,0649
310,323 0331 | 0,32| 0,324 0,0686
410,299 | 0,298 | 0,298 0,298 0,0630
510,298 | 0,309 | 0,312 | 0,306 0,0647

D.3 Perhitungan Aktivitas Protease
Misal: Pengukuran aktivitas protease komtrol dengan waktu inkubasi
60 menit dan temperatur 37°C
Persamaan kurva baku tirosin: y = 0,0218x
Dimana x = 0,212 = 9,725 pg/mL
0,0218

Untuk menentukan aktivitas enzim protease digunakan persamaan:

[Tirosin] v
e % O fp
Mr Tirosin p xq

Aktivitas enzim =
Dimana :

v = volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (mL)

f, =factor pengenceran

p =jumlah enzim (mL)

Mr Tirosin = 181 pg/umol

2 g a Tirosin v

Aktivitas enzim = Q —x fp
Mr Tirosin = p xq

_ [9,725 pg/mL]

= X
181 pg/umol 0,1 mL x 60 menit

=0,0537 x 0,167 x 5 pmol/mL.menit
= 0,0448 pmol/mL.menit
= 0,0448 Unit
Satu unit aktivitas protease dinyatakan dengan banyaknya
jumlah mikro gram tirosin yang terbentuk oleh 1 mL protease per
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menit pada kondisi optimum sehingga diperoleh aktivitas protease
sebesar 0,0448 Unit.

Prosentase peningkatan aktivitas enzim protease:
rataan sakit — rataan sehat

% aktivitas sakit = x 100%

rataan sakit

0,0962-0,0437
=————x 100%
0,0962

=54,57%

rataan sakit — rataan terapi

% aktivitas terapi = : x 100%
rataan terapi
_ 0,0962-0,0649 | 070
0,0649
=48,23%
D.4. Menghitung Faktor Korelasi (FK)
2
p n
2 2 Yi
i=1 j=1
FK = np
_[0,3249 +0,2183 + 0,4809 |’
5x3
=0,0699

D.S. Menghitung jumlah kuadrat (JK)

)4 n )
> (vij)
JK total = L=t /=1 -FK
= (0,0637°+0,0649%+ .... +0,0960%) — 0,0699

=0,0072
32 |

n

JK perlakuan (JKp) =

- FK
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[0.3249 2 + 0,2183 > + 0,4809 *]

= -0,0699
5
=0,0069
JK galat percobaan (JKG) = JKtotal - JKperlakuan
=0,0072- 0,0069
=(,0003
D.6. Menghitung kuadrat tengah (KT) setiap sumber karagaman
JKp
Kuadrat Tengahperlakuan (KTp) =-—"—"
dbperlakuan
10,0069
T2
=0,0035
JK
Kuadrat Tengah galat percobaan (KTG) =
dbpercobaan
_0,0003
ol 12
=25x 107
D.7. Menghitung nilai F
KT,
Fhitung = Ko
_ 10,0035
"~ 2,5%10-5
=140

Ftabel (0,01; 2; 12) pada taraf nyata 1% = 6,93

D.8. Analisa Ragam Satu Arah Aktivitas Enzim Protease

Sumb
HEr dB JK KT Fhitung Flabel
Keragaman
Perlakuan 2 0,0069 0,0035
Galat 12 | 00003 | 25x10° | 140 | 693
Percobaan
Total 14 0,0072 | 3,525x 107

Berdasarkan perhitungan di atas terlihat bahwa nilai Fijune

>Fube. Pemberian herbal spray Spirulina mempunyai pengaruh yang
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sangat nyata terhadap aktivitas enzim protease pada luka tikus DM
T1.

D.9. Menghitung nilai BNT 1%

a2 |2KTgalat
tdbg
BNT (a) = n

_ (0,01/2,12) [2(2,5x10=5)
" ttabel T

=3,43x0,0014
=48 x 10°=0,0048

Uji BNT Aktivitas Enzim Protease

Aktivitas Enzim Tikus Tikus Tikus
Protease rata-rata Sehat Sakit Terapi
(umol/mL.meenit) 0,0437 0,0962 0,0649

Tikus Sehat | 0,0437 0 0,0525*% 0,0212*
Tikus Sakit | 0,0962 0
Tikus Terapi | 0,0649 0,0313* 0

*) = sangat berbeda nyata
Berdasarkan perhitungan uji BNT 1% perlakuan tersebut
memberikan beda yang sangat nyata, ditunjukkan dengan nilai uji
memiliki nilai lebih besar dari uji BNT 1% (0,0048).
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Cair-

Lampiran E. Hasil Analisa dengan Kromatografi
Spektroskopi Massa
EAKALIAWANL...2013\0kt\Spl_quercein_2 10/2212013 11:20:31 AW
RT- 000-500 SM: 36
262 L 650E3
L, 8 TIG S Splquercelin_2
288 |ogs %
5 257
1 omoson 1 17ams i 304 344350992 4] 4
i 50 NL: 8.24E2
= 13850-139.50 . + G ESI SRM
i 29 152291000 138.990-30.010] WS
368 Spl_quercetin_2
§ A2 08075 100 117 21 MJ L T
&4 28 NL: 283E2
2 | miz= 152.50-153.50 F: + CESI SRM
1 w5 i ms2 303,000 152 950-153.010] WS
Il a7 i Spl_guercetin 2
31 045 07 an5 116 qg0 104 225 I 2R ST am 4 447 g
i 745 ML 1 5168
S0

048 057 g ““/ 67 304
084 108 150 201 (v

378
35 6 4 aw

miz= 138.50-139.50 F. + ¢ ESI SRM
ms2 307.000 [138.980-138.010] MS
Spl_quercefin_2

260

020 046 083 1.09

|
|
168 192 248 288/ | 265

20 3.g4 380 421 4m

NL: 1.07E3

miz= 138.50-139.50 F: + ¢ ESI SRM
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Spl_quercetin_2
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=

2. 8. F .8 $-.8.8

o
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Gambar E.l1 Jenis-jenis senyawa flavonoid yang teramati pada
Kromatografi Cair-Spektrometri Massa
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Lampiran F. Sertifikat Laik Etik
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