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ABSTRACT

Hyperglycemia in Diabetes can caused the excessive production of Reactive
Oxygen Species (ROS) in the body that will causes oxidative stress that tissue
damage. Oxidative stress can indicated by increasing MDA levels. This research
aims to know and determine the concentration ethanol extract of soursop leaves that
have antioxidant activity to MDA levels in diabetic rats. 9 white rats were divided into
3 groups. All rats were induced by alloxan 110mg/Kg.BB intraperitoneally. Group |
was administered with Na.CMC as a negative control, group Il and Il were
administered with ethanol extract of soursop leaves 2,5% and 5%. Administration
were given orally for 12 days orally. Examination of blood glucose and MDA levels
conducted before and after the administration. MDA Assay performed with TBA
method was based on reaction of MDA-TBA as measured on a spectrophotometer
532 nm wavelength. The results were analysized statistically by using randomized
block design (RBD) method. Based on the research has been done, it was showed
that the ethanol extract of soursop leaves can lower blood glucose levels of diabetic
rats and extract with concentration of 5% has potential as an antioxidant activity that
can reduce MDA levels in diabetic rat.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus merupakan
sekumpulan gejala pada seseorang
yang ditandai dengan kadar glukosa
darah yang melebihi nilai normal
(hiperglikemia) yaitu = 126 mg/dL (
kadar glukosa darah puasa ) atau =
200 mg/dL ( kadar glukosa darah
setelah minum larutan glukosa 75
gram) akibat tubuh kekurangan insulin
baik absolut maupun relatif (Siswanto,
2012).

Hiperglikemia pada diabetes
melitus ini dapat menyebabkan
produksi Reactive Oxygen Species
(ROS) atau radikal bebas yang
berlebihan. Hiperglikemia akan
menyebabkan terjadinya auto-oksidasi
glukosa sehingga terbentuk radikal
bebas, glikosilasi auto-oksidatif, dan
meningkatnya jalur poliol yang akan
menurunkan kemampuan antioksidan
untuk meredam aktivitas radikal bebas

dalam tubuh. Hal ini akan
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mempercepat pembentukan Reactive
Oxygen Species ( ROS) (Wiyono ,
2003).

Reactive = Oxygen  Species
(ROS) yang berlebihan ini akan
bereaksi dengan komponen-
komponen sel dan menimbulkan
stress oksidatif yang menyebabkan
kerusakan jaringan pada
manusia.Stress oksidatif dapat
ditunjukkan dengan meningkatnya
MDA serum. Salah satu tanaman
tradisional yang berkhasiat sebagai
antidiabetes dan antioksidan adalah
daun sirsak. Berdasarkan penelitian
sebelumnya, membuktikan bahwa
fraksi air ekstrak etanol daun
sirsakdosis 400mg/Kg BB memiliki
efek penurunan kadar glukosa tertinggi
diantara fraksi n-heksan dan etil
asetatdengan % penurunan kadar
glukosa sebesar 66,45% tikus putih
diabetes yang diinduksi aloksan (
Adiyati 1, 2011). Hasil pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode
penangkapan radikal bebas DPPH
menunjukkan bahwa ekstrak etanol
daun sirsak memiliki 1Csy sebesar
60,74 (Rianes R, 2012).

Berdasarkan hal tersebut di
atas, maka perlu dilakukan penelitian
mengenai aktivitas antioksidan dari
daun sirsak ( Annona muricata L)

terhadap kadar MDA darah tikus

putih(Rattus  norvegicus) diabetes

melitus yang diinduksi aloksan.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan Yang Digunakan
Alat yang digunakan pada

penelitian ini  yaitu gelas kimia

(Pyrex®),

kanula, kuvet, pipa kapiler, pipet tetes,

gelas Ukur (Pyrex®),

spoit, seperangkat alat maserasi,
seperangkat alat rotavapor,
spektorofotometri Uv-vis, seperangkat
alat  glukometer (Gluco DR®),
seperangkat alat sentrifugasi, tabung
sentrifuge dan timbangan O’hauss
(Camry®).

Bahan yang digunakan pada
penelitian ini yaitu aquadest, aloksan,
asam klorida, asam asetat glasial,
daun sirsak (Annona muricata Linn),
EDTA, etanol, ketamin, n-butanol,
NaCl, Na-CMC, Na,SO,, TBA (Asam
tiobarbiturat) dan TCA (Asam trikloro
asetat).

Prosedur Kerja
Penyiapan alat dan bahan

Alat dan bahan disiapkan
sesuai dengan kebutuhan penelitian
yang akan dilaksanakan.
Pengambilan dan pengolahan
sampel

Sampel daun sirsak (Annona
muricata Linn) diambil di kota
kemudian

Makassar. Sampel

dibersihkan dari kotoran yang melekat
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dengan menggunakan air mengalir lalu
dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan. Setelah kering sampel
dipotong-potong kecil, kemudian siap
untuk diekstraksi dengan metode
maserasi.
Preparasi ekstrak daun sirsak
Sampel berupa daun sirsak
(Annona muricata Linn) sebanyak 200
gram dimasukkan ke dalam wadah
maserasi, lalu ditambahkan pelarut
etanol sebanyak 2000 ml hingga
simplisia tersebut terendam, dibiarkan
selama 5 hari dalam bejana tertutup
dan terlindung dari cahaya matahari
langsung sambil diaduk secara
periodik, setelah 5 x 24 jam dilakukan
penyaringan dan ampasnya
dimaserasi kembali dengan cairan
penyari yang baru. Maserasi dilakukan
sebanyak 2 kali dan diperoleh ekstrak
etanol cair. Hasil penyarian yang
diperoleh kemudian diuapkan dengan
menggunakan rotavapor.
Pembuatan Aloksan 110 mg/kgBB
Sebanyak 220mg  aloksan
ditambahkan larutan NaCl 25 ml,
dihomogenkan kemudian dicukupkan
volumenya hingga 50 mL.
Pembuatan larutan Na-CMC 1%
Sebanyak 1 gram Na-CMC
dimasukkan sedikit demi sedikit
kedalam 50 ml air suling panas sambil

diaduk dengan menggunakan

pengaduk elektrik hingga terbentuk
larutan yang homogen, kemudian
dicukupkan volumenya hingga 100 ml.
Pembuatan EDTA 10%

Sebanyak 10 gram EDTA
ditimbang lalu dilarutkan dengan
sedikit aquadest hingga homogen
kemudian  dicukupkan  volumenya
hingga 100 ml.

Pembuatan Asam Asetat 10%

Sebanyak 10 ml asam asetat
dilarutkan dengan sedikit aquadest
kemudian diencerkan sampai volume
larutan menjadi 100 ml.

Pembuatan TCA 10%

Sebanyak 10 gram asam
trikoloroasetat ditimbang lalu
dilarutkan dengan sedikit aquadest,
kemudian diencerkan sampai volume
larutan menjadi 100 ml.

Pembuatan Na,SO42mol/L

Sebanyak 14,204 gram natrium
sulfat ditimbang lalu dilarutkan dengan
sedikit aquadest, kemudian diencerkan
sampai volume larutan menjadi 50 ml.
Pembuatan TBA

Sebanyak 100 mg asam
tiobarbiturat ditimbang lalu dilarutkan
dengan sedikit aquadest, kemudian
diencerkan sampai volume larutan
menjadi 50 mL NaySO,.

Pembuatan sediaan uji
Ekstrak etanol daun sirsak

(Annona muricata L) dibuat sediaan uji

36



Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Sirsak Pada Tikus Putih Diabetes Melitus
Yang Diinduksi Aloksan Dengan Parameter Malondialdehid

dengan konsentrasi 2,5% dan 5%.
Cara pembuatan sediaan uji adalah
ekstrak etanol daun sirsak (Annona
muricata L) ditimbang sebanyak 2,5
gram dan disuspensikan kedalam 100
mL Na.CMC. Dilakukan hal yang sama
untuk pembuatan ekstrak etanol daun
sirsak (Annona muricata L) 5%
dengan menimbang ekstrak sebanyak
5 gram dan disuspensikan kedalam
100 mL Na.CMC.
Perlakuan terhadap hewan uiji

Pada tahap ini akan diuji
pengaruh konsentrasi ekstrak daun
sirsak (Annona muricata Linn)pada
hewan uji. Sebanyak 9 ekor tikus
jantan umur 2-3 bulan dengan berat
badan 100-200 gram, dibagi menjadi 3
kelompok perlakuan, tiap perlakuan
terdiri dari 3 ekor tikus. Sebelum
perlakuan, tikus diadaptasikan selama
1 minggu dengan pemberian komersial
dan air minum secara ad libitium.
Perlakuan dimulai dengan tikus
dipuasakan selama 8 jam dan
selanjutnya diukur kadar glukosa
darah awal yang kemudian masing-
masing tikus diinduksi aloksan dengan
dosis 110 mg/kg BB secara
intraperitoneal, dibiarkan selama 3 hari
dan diukur kadar glukosa darah
induksi dan diukur absorbannya

sebagai nilai MDA awal, selanjutnya

dilakukan perlakuan selama 12 hari

adalah sebagai berikut:

1. Kelompok | (kontrol),  vaitu
tikusdiberikan Na-CMC 1%
2. Kelompok II, vyaitu tikus diberi

ekstrak etanoldaun sirsak (Annona
muricata Linn) konsentrasi 2,5%

3. Kelompok lll, yaitu tikus diberi
ekstrak etanoldaun sirsak (Annona
muricata Linn) konsentrasi 5%

Selama penelitian, semua tikus
diamati kadar gula darahnya setelah
pemberian terapi ekstrak. Pada akhir
penelitian, semua tikus diambil darah
untuk pemeriksaan MDA.

Pengambilan darah hewan uji

Proses pengambilan darah
pada hewan uji tikus (Rattus
norvegicus) dilakukan secara plexus
retroorbitalis. Tikus diinjeksi dengan
ketamin 0,3mL(Ketamin hidrocloride

50 mg/mL) secara intraperitoneal.

Kemudian pipa kapiler digoreskan

pada medial canthus mata dibawah

bola mata kearah foramen opticus.

Pipa kapiler diputar sampai melukai

plexus dan darah ditampung pada vial

yang telah diberi EDTA.

Analisis MDA

Darah dikumpulkan dalam vial
yang berisi larutan EDTA. Sebanyak

0,5 ml darah dimasukkan kedalam

tabung sentrifuge dan kemudian

protein diendapkan dengan
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menambahkan 2,5 ml dari 20 g/mL
asam trikloroasetat. Setelah itu
disentrifuge pada 1000 rpm selama 10
menit kemudian supernatant

dipisahkan. Endapan protein
disuspensikan kembali dalam 2,5 ml
asam asetat dan ditambahkan 3 ml
asam tiobarbiturat (2 g/L dalam 2mol/L
Na,SO0y).

dipanaskan dalam waterbath selama

Campuran reaksi

30 menit,kemudian didinginkan cepat
dalam ice bath untuk menghentikan
reaksi, kemudian diekstraksi dengan
HASIL PENELITIAN

menambahkan n-butanol sebanyak 4
ml dan disentrifuge kembali pada 3000
rpm selama 10 menit. Hasil sentrifuge
tersebut diukur absorbansinya pada
spektrofotometri  dengan  panjang
gelombang 532 nm (Lefévre et al,
1996).
Analisis Data

Data penelitian yang diperoleh,
dikumpulkan dan kemudian diolah dan
di analisis secara statistik berdasarkan
analisis RAK ( Rancangan Acak

Kelompok ).

Tabel 1. Hasil perhitungankadar MDA induksi dan MDA terapi pada tikus (Rattus

norvegicus) Diabetes mellitus

.. | Kadar Malondialdehid (ppm)

Perlakuan Replikasl " \a.CMC | Ekstrak 2.5% | Ekstrak 5%

I 105,67 249 569
Induksi Il 42,3 195,67 759

11 159 195,67 1219
Rata-rata 102,32 213,46 849

I 959 572,3 539
Terapi | 1162,3 1029 659

11 1002,3 1552,33 522,3
Rata-rata 1041,2 1051,21 573,43

PEMBAHASAN yang menghasilkan warna merah yang

Pengujian aktivitas antioksidan
ekstrak etanol daun sirsak (Annona
muricata L) dengan parameter MDA
dilakukan metode
Thiobarbiturat Acid (TBA) yang

didasarkan pada pembentukan reaksi

dengan

antara 1 molekul MDA dengan 2
molekul TBA (Thiobarbiturat Acid)

dapat menyerap cahaya pada panjang
gelombang 532 nm. Semakin pekat
warna yang dihasilkan maka
konsentrasi MDA juga semakin tinggi
(Arkhaesi, 2008).

Jumlah MDA vyang terbentuk
menggambarkan proses peroksidasi

lipid. dimana makin tinggi absorbansi
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MDA semakin besar aktivitas radikal
bebas, sebaliknya semakin rendah
absorbansi MDA
aktivitas radikal bebas. Metode ini

semakin  kecil

merupakan metode yang paling
banyak dan paling sering digunakan
untuk mengukur keberadaan radikal
bebas, mudah dikerjakan, mempunyai
kepekaan yang cukup tinggi, mudah
diaplikasikan untuk berbagai sampel.
Penelitian ini  menggunakan
tikus (Rattus norvegicus) dikarenakan
genetik, Kkarakteristik biologi dan
perilakunya sangat mirip manusia dan
banyak gejala kondisi manusia dapat
direplikasi pada tikus. Tikus betina
tidak digunakan dalam penelitian ini,
karena sistem hormonalnya tidak stabil
dibandingkan dengan tikus jantan
sehingga dapat mempengaruhi hasil

penelitian.
Sebelum perlakuan, tikus
dipuasakan +8 jam untuk

meminimalkan faktor pengaruh
makanan pada pengukuran kadar
glukosa darah,kemudian diinduksi
dengan aloksan 110mg/kgBB secara
intraperitonial.  Aloksan  digunakan
sebagai penginduksi diabetes pada
tikus, karena aloksan akan merusak
sel-sel penghasil insulin yaitu sel B-
pulau Langerhans dengan cara
reduksi aloksan menjadi asam dialurat

yang kemudian mengalami reoksidasi

menjadi aloksan sehingga
menghasilkan radikal ion superoksida
yang kemudian terbentuk radikal
bebas hidrogen peroksida yang dapat
menyerang komponen penyusun sel
sehingga menyebabkan kerusakan sel
pada sel B- pulau Langerhans yang
menyebabkan pankreas tidak mampu
menghasilkan insulin.

Grafik kadar MDA pada gambar
1 menunjukkan bahwa pada kelompok
Na.CMC dan ekstrak etanol daun
sirsak 2,5% terjadi kenaikan kadar
MDA induksi dan setelah terapi
selama 12 hari, dimana kadar rata-rata
MDA induksi untuk kelompok Na.CMC
adalah 103,32 ppm dan untuk ekstrak
2,5% adalah 213,46 ppm. Setelah
terapi selama 12 hari, diperoleh data
Kadar rata-rata MDA kelompok
Na.CMC adalah 1041,2 ppm dan
ekstrak 2,5% adalah 1051,21 ppm.

Kelompok ekstrak etanol daun
sirsak 5% terjadi penurunan kadar
MDA dimana kadar MDA rata-rata
induksi yaitu 849 ppmdan kadar MDA
rata-rata setelah terapiyaitu 573,4
ppm.

Data pengukuran kadar MDA
yang diperoleh, kemudian dilakukan
analisis statistk dengan metode
Rancangan Acak kelompok (RAK)
untuk mengetahui adanya pengaruh
pemberian dari Na.CMC, Ekstrak
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etanol daun sirsak 2,5% dan 5%
dalam menurunkan kadar MDA.
Berdasarkantabel Anava dapat dilihat
perbedaan yang nyata pada perlakuan
awal ( setelah induksi ) dan akhir(
setelah pemberian Na.CMC dan
ekstrak etanol 2,5% dan 5%) dalam
menurunkan MDA, dimana nilai FH
(18,094) > FT 5%(3,88) dan
>1%(6,93). Antar kelompok Na.CMC,
ekstrak etanol daun sirsak 2,5% dan
5% tidak terdapat perbedaan yang
nyata dimana nilai FH(0,471) <FT5%
(4,75) dan 1% (9,33). Selanjutnya
dilakukan uji Jarak Nyata Terdekat
Duncan (JNTD) berdasarkan nilai
koefisien keseragaman (KK) > 10%
dimana nilai KK yang diperoleh yaitu
sebesar 39,08%.

Berdasarkan uji lanjutan JNTD,
dapat dilihat pada tabel bahwa.
setelah terapi selama 12
harimemperlihatkan adanya
perbedaan yang nyata antara
kelompok Ekstrak 5% dengan ekstrak
2,5% dan kelompok ekstrak 5%
Na.CMC,
sedangkan pada kelompok Ekstrak

dengan Kelompok
2,5% dengan kelompok Na.cmc tidak
memperlihatkan adanya perbedaan
yang nyata dalam menurunkan kadar
MDA darah tikus.

Kelompok Na.CMC terjadi

kenaikan MDA dimana hal ini

Na.CMC tidak

mengandung komponen antioksidan

dikarenakan

yang dapat menurunkan kadar MDA
dan Na.CMC tidak memiliki efek
terhadap tikus sehingga tikus pada
kelompok ini terus menerus terpapar
oleh radikal bebas yang menyebabkan
terjadinya peningkatan MDA.
Penurunan kadar MDA pada
kelompok ekstrak etanol daun sirsak
(Annona muricata L) 5 % menunjukkan
bahwa adanya penghambatan pada
proses peroksidasi lipid sehingga MDA
yang terbentuk berkurang. Efek
penurunan ini diasumsikan karena
senyawa aktif yang terkandung pada
daun sirsak memiliki efek antioksidan.
Hasil skrining fitokimia diperoleh
bahwa ekstrak etanol daun sirsak
mengandung senyawa alkaloid,
flavonoida, glikosida, saponin, tanin,
steroida (Rianes, 2012). Menurut Hans
& Heldt (2005)selain

golongan tanin dan alkaloid juga

flavonoid,

mempunyai aktivitas antioksidan. Pada
ekstrak etanol daun sirsak 2,5% terjadi
kenaikan kadar MDA dikarenakan
rendahnya konsentrasi yang
digunakan sehingga belum mampu
untuk menurunkan kadar MDA namun
ekstrak 2,5% ini dapat menurunkan
kadar glukosa darah pada tikus.
Berdasarkan hal tersebut, dapat

disimpulkan bahwa ekstrak etanol
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daun sirsak 5% berpotensi sebagai
antioksidan yang dapat menurunkan
kadar MDA tikus (Rattus norvegicus)
diabetes yang diinduksi aloksan.
KESIMPULAN DAN SARAN
Berdasarkan penelitian yang
dilakukan dapat disimpulkan bahwa
ekstrak etanol daun sirsak (Annona
muricata L) 5% dapat menurunkan
kadar MDA tikus (Rattus norvegicus)
diinduksi
aloksan sedangkan pada ekstrak

diabetes melitus yang

etanol daun sirsak 2,5% belum dapat
menurunkan kadar MDA.
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