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Abstrak.

Kondisi hiperglikemik pada diabetes melitus menyebabkan
peningkatan produksi Reactive Oxygen Species (ROS).
Penelitian pendahuluan menunjukkan bahwa kerusakan jaringan
testis tikus akibat hiperglikemik mengalami pemulihan setelah
pemberian terapi Ekstrak lkan Gabus (EIG). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui serta membuktikan adanya pengaruh
pemberian terapi EIG terhadap aktivitas antioksidan pada organ
testis tikus (Rattus norvegicus) hiperglikemik melalui pengukuran
konsentrasi malondialdehida (MDA) menggunakan metode uji
Thiobarbituric Acid Reactive Subtances (TBARS). Berdasarkan
hasil penelitian dapat diketahui bahwa semakin tinggi dosis
terapi EIG yang diberikan, maka konsentrasi MDA yang
terbentuk akan semakin rendah. Konsentrasi MDA pada tikus
hiperglikemik dengan terapi EIG dosis atas (DA) (71,43 nmol/ml)
tidak berbeda nyata dengan tikus non-hiperglikemik atau kontrol
negatif (KN) (55,31 nmol/ml). Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian terapi EIG pada dosis atas (2,1 ml/hari) dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan (menurunkan stres oksidatif)
pada organ testis tikus hiperglikemik.

Kata kunci: antioksidan, ekstrak ikan gabus, hiperglikemik,
malondialdehida, testis
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Abstract

Hyperglycemic in diabetes mellitus generates the increasing of
Reactive Oxygen Species (ROS). The aim of research is to
determine and prove the therapeutic effect of SHE to the
antioxidant activity in testis of hyperglycemic rats (Rattus
norvegicus) by measuring the concentration of malondialdehyde
(MDA) using the method Thiobarbituric Acid Reactive Subtances
(TBARS) test. The research indicated that the increasing of SHE
therapeutic doses is followed by declining of MDA concentration.
The highest doses of SHE therapy of MDA formed would be
lower. MDA concentration in hyperglycemic rats testis with high
doses SHE therapy (2.1 ml/day) showed the significant effect to
lowering the MDA concentration (71.43 nmol/ml) of
hyperglycemic rats and not significantly different with MDA
concentration in non-hyperglycemic rats (55.31 nmol/ml). This
suggests that therapy at high doses of SHE can increase the
antioxidant activity (lower the oxidative stress) in testes of
hyperglycemic rats.

Keywords: antioxidant, hyperglycemic, malondialdehyde, testis,
snakehead extract
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus merupakan penyakit yang berkaitan dengan
kelainan metabolik. Umumnya diabetes melitus ditandai dengan
peningkatan konsentrasi glukosa dalam darah (hiperglikemik)
(Sexton and Jarow dalam Armagan et al., 2006). Hiperglikemik
terjadi karena gangguan produksi dan sekresi insulin atau
resistensi insulin (Soviana dkk., 2014). Kondisi hiperglikemik
pada diabetes melitus menyebabkan peningkatan produksi
Reactive Oxygen Species (ROS) seperti superoksida (O;"),
radikal hidroksil (OH"), serta hidrogen peroksida (H,0;)
(Niedowicz and David, 2005; Soviana dkk., 2014).

Peningkatkan produksi ROS menyebabkan peroksidasi lipid
pada membran sel sehingga akan meningkatkan malondialdehid
(MDA) sebagai hasil peroksidasi lipid (Maslachah dkk., 2008;
Soviana dkk., 2014). Pada kondisi hiperglikemik, peningkatan
produksi ROS  yang melebihi kapasitas antioksidan sel
menyebabkan peningkatan stres oksidatif yang diiringi dengan
terjadinya disfungsi serta kerusakan pada sel jaringan (Palmeira et
al., 2001; Kumar et al., 2005; Koya et al., dalam Forbes et al.,
2008; Maslachah dkk., 2008).

Disfungsi seksual pada diabetes melitus merupakan salah
satu komplikasi diabetes yang paling umum, dimana stres
oksidatif berperan penting dalam patogenesisnya (Fatani et al.,
2015). Amaral et al.,, (2008), menyatakan bahwa prevalensi
terjadinya disfungsi seksual pada pria diabetes hampir mencapai
50%, sedangkan pada wanita diabetes memiliki prevalensi yang
lebih rendah dibandingkan dengan pria diabetes. Sekitar 90% pria
diabetes mengalami disfungsi seksual yang meliputi disfungsi
testis, impotensi, dan penurunan tingkat fertilitas. Selain itu,
Kanter et al.,, (2012) juga menyatakan bahwa dampak yang
ditimbulkan akibat penyakit diabetes melitus, terutama pada
organ testis diantaranya ialah mengecilnya ukuran serta berat



testis, peningkatan abnormalitas pada spermatogenesis yang
ditandai dengan menurunnya jumlah sperma yang dihasilkan.
Peningkatan jumlah sel yang mengalami apoptosis pada sel
germinal (terutama spermatogonium dan spermatosit) dalam
tubulus seminiferus telah dilaporkan juga terjadi pada hewan uji
tikus diabetes (Amaral et al., 2006).

Perlu adanya upaya penyembuhan penyakit diabetes
terutama dalam meminimalisir terjadinya stres oksidatif akibat
produksi ROS berlebih pada penderita diabetes. Antioksidan
mampu berperan dalam menekan produksi ROS sehingga stres
oksidatif suatu sel pun juga akan menurun seiring dengan
menurunnya produksi ROS. Penggunaan bahan alami sebagai
sumber antioksidan menjadi salah satu solusi alternatif dalam
penyembuhan penyakit diabetes, salah satunya adalah Ekstrak
Ikan Gabus (EIG). Berdasarkan penelitian Abdulgani dkk (2014),
telah dibuktikan bahwa pemberian terapi EIG mampu
meregenerasi sel spermatogenik dalam tubulus seminiferus testis
mencit hiperglikemik pada pemberian terapi EIG dosis atas
0,14846 ml/hari. Hal tersebut diduga karena adanya aktivitas
antioksidan pada EIG. Pada ikan gabus terkandung asam amino
glutamin, sistein, dan glisin yang merupakan prekursor
antioksidan glutathione (GSH) (Sunanrno, 2016). GSH
merupakan salah satu antioksidan yang berperan dalam mereduksi
senyawa radikal yang dapat merusak sel menjadi senyawa non
radikal (tidak berbahaya bagi komponen sel) (Berg et al., 2012).

Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
kemampuan aktivitas antioksidan EIG pada organ testis tikus
hiperglikemik.

1.2 Rumusan Permasalahan

EIG mengandung albumin yang berperan penting dalam
perbaikan sel jaringan yang rusak pada penderita hiperglikemik.
Hal ini didukung dengan penelitian pendahuluan yang
menunjukkan adanya perbaikan sel spertamogenik pada testis
mencit. Namun belum diketahui adanya aktivitas antioksidan



pada organ testis setelah pemberian EIG yang berperan dalam
perbaikan sel tersebut. Sehingga dapat dirumuskan permasalahan
bagaimana aktivitas antioksidan dalam testis penderita
hiperglikemik setelah pemberian EIG.

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini meliputi:

1. Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
tikus putih (Rattus norvegicus) galur wistar dengan jenis
kelamin jantan.

2. Senyawa diabetogenik yang digunakan dalam penelitian
ini adalah alloxan monohydrate.

3. Senyawa penanda yang digunakan dalam pengujian
aktivitas antioksidan adalah Malondialdehida (MDA).

1.4 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya
pengaruh pemberian EIG terhadap kadar MDA pada organ testis
tikus hiperglikemik serta mengetahui pengaruh dosis EIG
terhadap aktivitas antioksidan pada organ testis tikus
hiperglikemik.

1.5 Manfaat

Berdasarkan hasil penelitian ini  diharapkan dapat

memberikan manfaat diantaranya:

1. Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi ekstrak
ikan gabus sebagai antioksidan hewani yang dapat
digunakan sebagai alternatif pengobatan untuk penyakit
diabetes dan penyakit turunannya.

2. Membantu mengatasi permasalahan penyediaan obat
yang alami, murah, dan mudah didapat untuk diabetes
dan penyakit turunannya.



*“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Melitus

Diabetes mellitus merupakan penyakit metabolik yang
ditandai dengan gejala hiperglikemik sebagai akibat gangguan
sekresi insulin dan atau meningkatnya resistensi sel terhadap
insulin  (Soegondo, 2005). Insulin merupakan hormon yang
berperan dalam metabolisme glukosa khususnya sebagai
perantara masukknya glukosa dari dalam darah menuju sel-sel
jaringan tubuh lainnya seperti otot dan jaringan lemak (Reinauer
et al.,, 2002). Kondisi hiperglikemik pada penderita diabetes
merupakan suatu keadaan ketika kadar glukosa dalam darah
mengalami peningkatan hingga melebihi batas normal (Corwin,
2001). Menurut Dawn dkk (2000), kadar glukosa darah dapat
dikatakan normal ketika berada pada kisaran 80-120 mg/dL (saat
kondisi puasa) atau pada kisaran 100-180 mg/dL (saat kondisi
tidak puasa).

Terdapat 2 tipe diabetes, yaitu diabetes mellitus tipe | atau
IDDM (Insulin Dependent Diabetes Mellitus) terjadi karena
rusaknya sel P pankreas yang mengakibatkan jumlah sekresi
hormon insulin berkurang, sehingga tidak mampu mengambil
glukosa dari sirkulasi darah dan tidak mampu mengontrol kadar
glukosa dalam darah. Diabetes mellitus tipe 1l atau NIDDM (Non
Insulin Dependent Diabetes Mellitus) terjadi karena resistensi
insulin, jumlah insulin cukup tetapi insulin tersebut tidak sensitif
lagi sehingga tidak mampu bekerja secara optimal dan glukosa
tidak dapat masuk ke dalam sel yang mengakibatkan penggunaan
glukosa sebagai energi menjadi terhambat sehingga menyebabkan
kekurangan energi pada sel (Soegondo, 2005).



2.2 Reactive Oxidative Species

Reactive Oxygen Species (ROS) adalah senyawa
pengoksidasi turunan oksigen yang bersifat sangat reaktif
(Halliwell and Whiteman, 2004). Senyawa oksigen reaktif ini
dihasilkan dalam proses metabolisme oksidatif dalam tubuh
misalnya pada proses oksidasi glukosa menjadi energi. ROS yang
paling penting secara biologis dan paling banyak berpengaruh
pada sistem reproduksi antara lain superoxide anion (O,),
hydroxyl radicals (OH-), peroxyl radicals (RO,-) dan hydrogen
peroxide (H,O,) (Gambar 2.1) (Tremellen, 2008).

Gambar 2.1 Macam-macam ROS (Held, 2014).

2.3 Stres Oksidatif

Stres oksidatif adalah suatu keadaan ketidakseimbangan
antara ROS dengan antioksidan, dimana jumlah produksi ROS
lebih banyak bila dibandingkan dengan antioksidan (Halliwell,
2006). Stres oksidatif ditandai dengan meningkatnya kadar lipid
peroksida disertai menurunnya aktivitas antioksidan. Lipid
peroksida sebagai oksidan/ radikal bebas yang merupakan hasil
dari proses peroksidasi lipid, akan beredar di seluruh tubuh
melalui aliran darah dan akan merusak membran sel (Suparman,
2012).



Sering kali kerusakan ini disebut sebagai kerusakan
oksidatif, yaitu kerusakan biomolekul penyusun sel yang
disebabkan oleh reaksinya dengan ROS. Adanya peningkatan
stres oksidatif berdampak negatif pada beberapa komponen
penyusun membran sel, yaitu kerusakan pada lipid membran
membentuk MDA, kerusakan protein, karbohidrat, dan DNA
(Kevin et al., dalam Suarsana dkk., 2013).

2.3.1 Lipid peroksida

Lipid peroksida merupakan proses yang bersifat kompleks
akibat reaksi asam lemak tak jenuh ganda penyusun fosfolipid
membran sel dengan ROS, membentuk hidroperoksida (Robles et
al., dalam Setiawan dan Suhartono, 2007). Lipid peroksida
adalah salah satu indikator yang paling banyak digunakan dari
pembentukan ROS, indikator kunci dari stres oksidatif.

Gambar 2.2 llustrasi Pembentukan Lipid Peroksida (Held, 2014).



Poly Unsaturated Fatty Acids (PUFAs) pada membran sel
adalah target umum untuk ROS (Retno dkk., 2012; Held, 2014).
Reaksi biasanya terjadi sebagai reaksi berantai dimana ROS akan
menangkap bagian hidrogen dari karbon tak jenuh untuk
membentuk air. Hal ini membuat sebuah elektron tidak
berpasangan pada asam lemak yang kemudian mampu
menangkap oksigen, membentuk radikal peroksi (Gambar 2.2).
Ikatan rangkap pada karbon melemahkan ikatan hidrogen yang
memungkinkan untuk disosiasi hidrogen dengan mudah oleh
radikal bebas. Sebuah radikal bebas akan mengambil elektron
tunggal dari hidrogen yang terkait dengan karbon pada ikatan
rangkap, kemudian elektron yang tidak berpasangan akan menjadi
radikal bebas.

2.3.2 Malondialdehida

MDA merupakan salah satu marker yang umum digunakan
untuk peroksidasi lipid, diantara aldehid yang reaktif (Saxena and
Lal, 2006). Salah satu konversi oksidatif dari polyunsaturated
fatty acid menjadi produk yang disebut MDA atau lipid
peroksida. Lipid peroksida tersebut ditemukan juga pada manusia
sehat, yang mengindikasikan bahwa radikal bebas oksigen juga
diproduksi dalam metabolisme tubuh normal (Pasupathi, 2009).

Menurut Prangdimurdi dalam Retno dkk (2012), MDA
sebagai produk akhir dapat digunakan untuk mengetahui derajat
kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh peroksidasi lipid.
Peroksidasi lipid hasil dari radikal bebas ini akan selalu
membentuk reaksi berantai yang terus berlanjut sampai radikal
bebas ini dihilangkan oleh radikal bebas lain dan oleh sistem
antioksidan dari tubuh. Malondialdehida umum digunakan
sebagai biomarker biologis peroksidasi lipid dan menggambarkan
derajat stres oksidatif (Hendromartono, 2000).

Grotto et al., (2009) menyatakan bahwa target radikal bebas
adalah ikatan ganda karbon-karbon dari PUFA. Ikatan ganda ini
akan melemahkan ikatan karbon hidrogen dan memudahkan



pemindahan hidrogen oleh radikal bebas, kemudian radikal bebas
akan memisahkan atom hidrogen yang akan membentuk radikal
lipid, yang akan mengalami penggabungan dengan okesigen (O,)
menghasilkan radikal peroksil. Radikal peroksil mampu bereaksi
dengan PUFA yang lainnya dengan memindahkan satu elektron
yang menghasilkan lipid hidroperoksida, dimana lipid tersebut
akan menghasilkan produk seperti MDA (Gambar 2.3).

R —— CH CH CH, R 1 - Poalyunsaturated fatty acid
R~ CH=== CH c°H——R II- Lipid free radical
|
R—— CH™=—= CH CH R III - Lipid peroxyl radical
5
L
R CH=—— CH CH R IV - Lipid hydroperoxide
s
oOH
H CH CHy CH WV - Malondialdehyde
, !

Gambar 2.3 Reaksi Pembentukan MDA dari Senyawa PUFA
(Grotto et al., 2009).

Analisis MDA merupakan analisis radikal bebas secara tidak
langsung dan mudah dalam menentukan jumlah radikal bebas
yang terbentuk. Analisis radikal bebas secara langsung sangat
sulit dilakukan karena senyawa radikal sangan tidak stabil dan
bersifat elektrofil dan reaksinya pun berlangsung cepat. Radikal
bebas dan peroksidasi lipid merupakan produk dengan waktu
paruh yang sangat singkat dan sulit diperiksa secara langsung.
MDA bersifat lebih stabil dan merupakan produk degradasi
peroksidasi lipid yang memiliki waktu hidup lebih lama, sehingga
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dapat digunakan sebagai biomaker stres oksidatif yang terjadi
(Halliwell and Gutteridge, 1999).

Konsentrasi MDA yang tinggi menunjukkan adanya proses
oksidasi dalam membran sel. Status antioksidan yang tinggi
biasanya diikuti oleh penurunan kadar MDA (Helliwell dan
Gutteridge, 1999). Pengukuran MDA mudah dilakukan baik
secara spektrofotometrik atau flurometrik (Mates et al., 2000).

Gambar 2.4 Reaksi Malondialdehida dengan Asam Tiobarbiturat
(Held, 2014).

Uji TBARs (Thio-Barbituric Acid Reactive substances),
merupakan salah satu uji yang paling lama dan paling sering
digunakan untuk mengukur proses peroksidasi lipid asam lemak
tidak jenuh. Uji TBARs dapat menilai stress oksidatif berdasarkan
reaksi asam tiobarbiturat dengan MDA (gambar 2.5). Supernatan
sampel yang diujikan (setelah protein diendapkan) akan
direaksikan dengan asam tiobarbiturat menghasilkan kromofor
berwarna merah muda yang dibaca pada panjang gelombang
532nm (Jusman dkk., 1995).
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2.3.3  Stress oksidatif pada diabetes

Keadaan hiperglikemik yang berlangsung dalam jangka
waktu yang lama sering sekali dikaitkan dengan komplikasi pada
penyakit diabetes. Hal ini dikarenakan pada kondisi
hiperglikemik mampu meningkatkan produksi reactive oxygen
species (ROS) yang diduga berperan penting dalam terjadinya
komplikasi pada penyakit diabetes (Davi et al., 2005). Pitocco et
al., (2010) menyatakan bahwa produksi ROS dapat mengaktifkan
sinyal insulin dan menyebabkan tindakan metabolik dari insulin.
ROS dapat meningkatkan pengambilan glukosa oleh jaringan
adiposa dan jaringan otot, selain itu juga dapat menstimulasi
translokasi GLUT 4 (Afanas’ev, 2010; Pitocco et al., 2010).
Berkurangnya pengambilan glukosa pada jaringan otot dan
jaringan adiposa dapat menyebabkan ekstraselular hiperglikemik
kronik, yang menjadi penyebab kerusakan jaringan dan
komplikasi patofisiologi (Niedowics dan David, 2005).

Pada diabetes melitus, pertahanan antioksidan dan sistem
perbaikan seluler akan terangsang sebagai respons tantangan
oksidatif (Nuttal et al., dalam Setiawan dan Suhartono, 2005).
Sumber stres oksidatif yang terjadi berasal dari peningkatan
produksi ROS melalui mekanisme autooksidasi glukosa, glikasi
non-enzimatik, aktivasi protein kinase C (PKC), aktivasi
hexosamine pathway, rendahnya konsentrasi antioksidan di
jaringan, serta gangguan aktivitas pertahanan antioksidan
enzimatik (Setiawan dan Suhartono, 2005; Tang et al., 2012).
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Gambar 2.5 Skema Pembentukan ROS Pada Kondisi
Hiperglikemik (Tang et al., 2012).

Menurut Tang et al., (2012), salah satu mekanisme utama
yang berperan dalam komplikasi diabetes melibatkan polyol
pathway. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa polyol
pathway merupakan sumber penting dari stres oksidatif diabetes.
Pada keadaan normoglikemia, glukosa seluler sebagian besar
terfosforilasi menjadi glukosa 6-fosfat oleh heksokinase, dan
memasuki jalur glikolisis. Hanya sedikit jumlah glukosa (sekitar
3%) yang masuk dalam proses polyol pathway (Morrison et al
dalam Tang et al., 2012). Namun, dalam kondisi hiperglikemik,
terjadi peningkatan metabolisme glukosa melalui polyol pathway,
yaitu sekitar lebih dari 30% dari metabolisme glukosa. Pada
polyol pathway terjadi reduksi glukosa menjadi sorbitol yang
dikatalisasi oleh reduktase aldosa (AR). Pada proses ini
digunakan nicotinamide adenosine dinukleotida fosfat (NADPH)
secara berlebih sebagai donor elektron. Sorbitol selanjutnya akan



13

dikonversi menjadi fruktosa oleh sorbitol dehidrogenase (SDH)
dengan nicotinamide adenin dinukleotida (NAD®) sebagai
kofaktor. Pada langkah ini, kofaktor NAD® diubah menjadi
NADH oleh SDH. NADH adalah substrat untuk NADH oksidase
yang menyebabkan produksi anion superoksida. Selain itu, polyol
pathway mengubah glukosa menjadi fruktosa, dan fruktosa akan
dimetabolisme menjadi fruktosa-3-fosfat dan 3-deoxyglucosone,
yang mana senyawa tersebut memiliki potensi sebagai agen
penstimulus proses metabolisme glikasi non-enzimatik. Dengan
demikian, fluks glukosa melalui polyol pathway dapat
meningkatkan pembentukan AGEs, akhirnya menyebabkan
generasi ROS (Tang et al., 2012).

2.4 Anatomi dan Fisiologi Testis

Testis merupakan salah satu organ yang penting pada
reproduksi jantan. Testis berfungsi untuk memproduksi sperma
serta hormon seperti testosteron dan androgen (Utiger 2013).
Testis sebagai organ primer mempunyai dua fungsi yaitu
menghasilkan spermatozoa atau sel-sel kelamin jantan, serta
mensekresikan hormon testosteron (Toelihere, 1985; Utiger,
2013).

Testis merupakan sepasang struktur berbentuk oval dan
sedikit gepeng (Manika dkk., 1991). Testis terletak dalam
skrotum dan dikelilingi oleh jaringan ikat kolagen yang tebal,
yaitu tunika albuginea. Tunika albuginea menebal pada
permukaan posterior testis dan membentuk mediastinum testis,
yaitu tempat penjuluran yang membagi kelenjar menjadi 250
kompartemen piramid yang disebut lobulus testis. Dalam setiap
lobus yang 3 sampai 10 tubulus, disebut tubulus seminiferus,
yang menghasilkan sel-sel sperma (Manika dkk., 1991; Utiger,
2015). Setiap lobulus dipisahkan oleh septa jaringan ikat (Septula
testis) berasal dari testis mediastinum (Anonim, 2015).
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Gambar 2.6 Anatomi Testis (Barret et al., 2010).

2.4.1 Pengaruh diabetes melitus terhadap testis

Diabetes melitus juga mempengaruhi fungsi reproduksi pria
seperti terganggunya proses spermatogenesis (Sudoyo dkk.,
2007). Stres oksidatif yang terjadi pada diabetes melitus berkaitan
erat dengan infertilitas karena memiliki pengaruh yang cukup
besar terhadap disfungsi sperma. Sebanyak 40,88% pasien pria
diabetes yang mengalami infertilitas, memiliki sperma dengan
kadar ROS yang tinggi (llyas dkk., 2011).

Pembentukan ROS sebenarnya terjadi selama proses
metabolisme di dalam sel berlangsung, namun apabila terjadi
peningkatan yang berlebihan, maka dapat berpengaruh negatif
terhadap tubuh vyaitu menurunnya sistem penetralan dan
pembuangan radikal bebas. Beberapa ROS yang berperan dalam
terjadinya gangguan pada sistem reproduksi adalah superoxide
(0y), hydrogen peroxide (H,0O,), dan hydroxyl (OH") (Fauzi,
2008).

Kadar ROS berlebih mampu mempengaruhi kualitas dan
fungsi sperma. Spermatozoa mudah terserang oleh induksi stres
oksidatif karena dalam membran plasmanya banyak terkandung
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asam lemak tak jenuh rantai ganda. Stres oksidatif merusak
integritas DNA di inti spermatozoa, akan menginduksi terjadinya
apoptosis sel. Apoptosis adalah kematian sel terprogram dimana
proses ini merupakan proses fisiologis yang ditentukan oleh
perubahan morfologi dan biokimia sel. Proses ini diregulasi oleh
faktor intrinsik dan ekstrinsik, dan dapat dirangsang oleh berbagai
stimulus. Pada pria infertil ditemukan adanya peningkatan
apoptosis sel, yang pada akhirnya menyebabkan menurunnya
kuantitas spermatozoa yang dihasilkan, menurunnya motilitas
sperma serta menyebabkan perubahan morfologi spermatozoa
(Sudoyo dkk., 2007; Tremellen, 2008; Ilyas dkk., 2011).

2.5 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang dapat melindungi sel-sel
dari kerusakan yang disebabkan oleh molekul tidak stabil yang
dikenal sebagai radikal bebas, seperti oksigen singlet,
superoksida, radikal hidroksil, radikal peroksil, dan peroksi nitrit.
Antioksidan berperan dalam menstabilkan radikal bebas serta
mencegah terjadinya kerusakan sel jaringan yang disebabkan oleh
radikal bebas (Hamid et al., 2010).

Aktivitas antioksidan di dalam tubuh merupakan suatu
kesatuan sistem yang saling terkait dan saling mempengaruhi,
contohnya Superoxide dismutase (SOD), katalase dan glutation
peroxydase (GSH-Px). Kekurangan salah satu komponen ini
dapat menyebabkan terjadinya penurunan status antioksidan
secara menyeluruh dan mengakibatkan perlindungan terhadap
serangan ROS menjadi lemah (Halliwell dan Gutteridge, 1999).
Rendahnya aktivitas antioksidan, atau penghambatan enzim
antioksidan, menyebabkan stres oksidatif dan dapat merusak sel
(Hamid et al., 2010).

2.5.1 Kiasifikasi antioksidan
Menurut Winarsi (2007), berdasarkan mekanisme kerjanya,
antioksidan digolongkan menjadi tiga kelompok, yaitu:
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a. Antioksidan Primer (Antioksidan Endogenus)

Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan primer apabila
dapat membersihkan atom hidrogen secara cepat pada senyawa
radikal, kemudian radikal antioksidan yang terbentuk segera
berubah menjadi senyawa yang lebih stabil. Antioksidan primer
disebut juga antioksidan enzimatis. Antioksidan primer meliputi
enzim SOD, katalase dan GSH-Px. Sebagai antioksidan, enzim-
enzim tersebut menghambat pembentukan radikal bebas, dengan
cara memutus reaksi berantai (polimerisasi), kemudian
mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil. Enzim katalase
dan GSH-Px bekerja dengan mengubah H,O, menjadi H,O dan
0O,, sedangkan SOD bekerja dengan mengkatalisis reaksi
dismutasi dari radikal anion superoksida menjadi H,O, (Winarsi,
2007).

b. Antioksidan Sekunder (Antioksidan Eksogenus)

Antioksidan sekunder disebut juga antioksidan eksogenus
atau antioksidan non-enzimatis. Dalam sistem pertahanan ini,
terbentuknya senyawa oksigen reaktif dihambat dengan cara
pengkelatan metal atau dirusak pembentukannya. Pengkelatan
metal terjadi dalam cairan ekstraseluler. Kerja antioksidan non-
enzimatis yaitu dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai
dari radikal bebas atau dengan cara menangkapnya. Akibatnya,
radikal bebas tidak akan bereaksi dengan komponen seluler.
Antioksidan sekunder meliputi vitamin E, vitamin C, p-karoten,
flavonoid, asam urat, bilirubin dan albumin. vitamin C dan
karotenoid (Winarsi, 2007).

Selain itu, terdapat juga mineral antioksidan, yang mana
mineral seperti selenium (Se), tembaga (Cu), besi (Fe), seng (Zn),
serta mangan (Mn) merupakan kofaktor
enzim antioksidan. Ketidakhadiran mineral-mineral tersebut dapat
mempengaruhi metabolisme berbagai makromolekul seperti
karbohidrat (Hamid et al., 2010).
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c. Antioksidan tersier

Kelompok antioksidan tersier meliputi sistem enzim DNA-
Repair dan metionin sulfoksida reduktase. Enzim-enzim ini
berfungsi dalam perbaikan biomolekuler yang rusak akibat
reaktivitas radikal bebas. Kerusakan DNA vyang terinduksi
senyawa radikal bebas dicirikan oleh rusaknya Single dan Double
strand baik gugus non-basa maupun basa (Winarsi, 2007).

2.6 Ikan Gabus (Channa striata)
Klasifikasi ikan gabus (Channa striata) menurut Suprayitno
dkk (2008) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Class : Actinopterygii

Order : Perciformes

Family : Channidae

Genus : Channa

Species : Channa striata (Bloch, 1793).

(Suprayitno dkk., 2008).

Ikan gabus atau dikenal secara lokal sebagai ikan kutuk
adalah sejenis ikan karnivora yang hidup di air tawar (Ernawati,
2012). Di Indonesia, ikan gabus umumnya dapat ditemui
dibeberapa pulau, seperti Jawa, Sumatera, Sulawesi, Bali,
Lombol, Singkep, Flores, Ambon, serta Maluku (Santoso, 2009).
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Gambar 2.7 Morfologi Channa striata (Dokumentasi pribadi,
2015).

Keterangan: 1. Sirip Caudal; 2. Sirip Dorsal; 3. Sirip Pectoral; 4. Sirip
Anal.

Ikan gabus adalah ikan air tawar yang memiliki bentuk tubuh
sub-cylindrical, kepala depressed. Bagian permukaan dan
samping punggung berwarna gelap dan bercorak kombinasi
warna hitam dan kuning tua, putih pada bagian perut
(Brotowidjoyo dkk., 1995). Ikan gabus memiliki bentuk sirip
yang memanjang pada bagian dorsal dan anal, keseluruhan
siripnya hanya didukung oleh rays, dan pada beberapa spesies
tidak terdapat sirip pelvic (Berra dalam Courtenay and James,
2004). Ikan gabus memiliki bentuk sirip kaudal yang membulat
(rounded), bentuk mulut tergolong terminal dengan rahang bawah
yang menonjol, dan sering kali terdapat gigi yang menyerupai
gigi taring. Bentuk sisiknya dapat ctenoid atau cycloid (Courtenay
and James, 2004).

2.6.1 Kandungan nutrisi ikan gabus

Ikan gabus dikenal sebagai salah satu bahan pangan dengan
sumber albumin yang potensial (Santoso, 2012). Albumin
merupakan protein plasma yang paling tinggi jumlahnya sekitar
60% dan memiliki berbagai fungsi yang sangat penting bagi
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kesehatan yaitu pembentukan jaringan sel baru, mempercepat
pemulihan jaringan sel tubuh yang rusak (Nugroho, 2012).
Albumin dapat berfungsi sebagai antioksidan. Albumin memiliki
banyak gugus sulfhidril (-SH) yang berfungsi sebagai pengikat
radikal bebas sehingga berperan dalam proses pembersihan dan
penangkapan ROS (Santoso, 2009).

Secara tradisional, ikan gabus banyak dikonsumsi sebagai
makanan yang mengandung protein tinggi dan asam lemak
omega-3. lkan gabus banyak dikenal sebagai agen therapeutic
yang berhubungan dengan kepercayaan masyarakat pada
efektivitasnya dalam mengobati luka, menghilangkan rasa sakit,
dan meningkatkan energi bagi yang sakit maupun orang-orang
lanjut usia sebagai suplemen makanan (Shafri and Manan, 2012).

Ekstrak lkan Gabus (EIG) merupakan cairan berwarna
kuning yang dihasilkan dari pengukusan daging ikan gabus
(Channa striata) segar. Ekstrak ikan gabus mengandung protein,
lemak, glukosa dan beberapa mineral Zn, Cu, dan Fe seperti yang
tercantum pada tabel 2.1 (Santoso, 2009).

Tabel 2.1 Kandungan Nutrisi Ekstrak lkan Gabus

Nutrisi Kadar dalam 100 ml
Protein (g) 3,36 £0,29
Lemak Total (g) 0,77 £ 0,66
Glukosa (g) 0,07 £0,02
Zn (mg) 3,34+£0,8
Cu (mg) 2,34 £0,98
Fe (mg) 0,02 = 0,09

(Santoso, 2009).

Menurut Yuniarti dkk., (2013), ikan gabus mempunyai
kandungan protein total yang cukup tinggi yaitu sebesar 25,2%.
Ikan gabus juga mengandung albumin yang tidak dimiliki oleh
ikan lainnya seperti ikan lele, ikan gurami, ikan nila, ikan mas
dan sebagainya (Muhammad and Muhammad, 2012; Santoso
dkk., 2012; Suprayitno dalam Yuniarti dkk., 2013).
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Ansar (2010) menyatakan bahwa dalam 100 gram ikan gabus
terkandung energi 74 kkal, lemak 1,7 gr, kalsium 62 mg,
phosphor 176 mg, besi 0,9 mg. Albumin dalam ikan gabus
mempunyai jenis asam amino yang bervariasi, seperti di dalam
tabel 2.2 berikut:

Tabel 2.2 Komposisi Asam Amino Albumin lkan Gabus

No Jenis Asam Amino Albumin lkan Gabus (%0)
1 Fenialanin 7,5
2 Isoleusin 8,34
3 Leusin 14,98
4 Metionin 0,81
5 Valin 8,66
6 Treonin 8,34
7 Lisin 17,02
8 Histidin 4,16
9 Asam Aspartat 17,02
10 Asam Glutamate 30,93
11 Alanin 10,07
12 Prolin 5,19
13 Serin 11,02
14 Glisin 6,99
15 Sistein 0,16
16 Tirosin 7,49

(Suprayitno, 2003).



BAB 111
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2015 sampai
Desember 2015 di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut
Teknologi Sepuluh Nopember, Surabaya.

3.2 Metode yang Digunakan
3.2.1 Pemeliharaan hewan uji (Rattus norvegicus)

Tikus (Rattus norvegicus) jantan galur wistar yang
digunakan pada percobaan ini sebanyak 25 ekor, yang berumur
kurang lebih 3 bulan dengan berat badan berkisar 200-250 gram.
Tikus diaklimasi terlebih dahulu selama 2 minggu. Serutan kayu
diberikan sebagai alas kandang dan dilakukan penggantian secara
berkala. Pemberian pakan dan minum hewan uji dilakukan secara
ad libitum.

3.2.2 Perlakuan tikus hiperglikemik
3.2.2.1 Pembuatan larutan alloxan monohydrate

Tikus ditimbang terlebih dahulu menggunakan neraca untuk
mengetahui berat badan tikus tersebut sehingga memudahkan
dalam penentuan banyaknya alloxan monohydrate yang akan
diinduksikan. Penginduksian alloxan monohydrate dilakukan
secara intraperitoneal. Penggunaan dosis alloxan monohydrate
mengacu pada Oluwole et al., dalam Oghenesuvwe et al., (2014)
ialah 150 mg/kg berat badan tikus, dengan menggunakan pelarut
NaCl 0,9% (Hardiyani, 2013). Pembuatan stok larutan alloxan
monohydrate dilakukan berdasarkan Oghenesuvwe et al (2014),
yakni 1200 mg alloxan monohydrate (Sigma-Aldrich) dilarutkan
dalam NaCl 0,9% sebanyak 16 ml. Selanjutnya larutan disimpan
pada suhu 4°C.

21
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3.2.2.2 Induksi  tikus hiperglikemik dengan alloxan
monohydrate

Penginduksian alloxan monohydrate dilakukan pada hari
ke-15, yakni setelah dilakukan pengecekan kadar glukosa darah
awal. Penginduksian dilakukan pada tikus kelompok Kontrol
Positif (KP), Dosis Bawah (DB), Dosis Tengah (DT), serta Dosis
Atas (DA). Sedangkan untuk tikus pada kelompok Kontrol
Negatif (KN) hanya diinjeksi dengan aquades atau buffer sitrat
pro-injeksi saja.

Masing-masing tikus diinduksi alloxan monohydrate
sebanyak 0,4 ml (Oghenesuvwe et al., 2014), dengan
menggunakan syringe berukuran 1 ml. Penginduksian alloxan
monohydrate dilakukan secara intraperitoneal. Pertama-tama,
bagian ventral tubuh tikus diusap terlebih dahulu dengan kapas
yang sudah dibasahi dengan alkohol 70%. Kemudian syringe
yang sudah berisi larutan alloxan monohydrate diinjeksikan pada
daerah tersebut. Pengecekkan kadar glukosa darah dilakukan pada
48 jam-72 jam pasca penginjeksian. Tikus dengan kadar glukosa
darah > 200 mg/dL (hiperglikemia) (Lenzen, 2008), akan
digunakan untuk pengujian pemberian terapi ekstrak ikan gabus.

3.2.3 Pengukuran kadar glukosa darah

Pengukuran kadar glukosa darah tikus dilakukan
menngunakan glukometer Accu-Check® Active. Kadar glukosa
darah tikus diukur sebanyak 3 kali yaitu sebelum dilakukan
penginduksian (hari ke-15) dan setelah penginduksian alloxan
monohydrate (hari ke-18), dan setelah pemberian terapi ekstrak
ikan gabus (hari ke-31). Pengukuran glukosa darah tikus
dilakukan setelah tikus dipuasakan selama 12-18 jam (Butler,
1995). Pengambilan darah dilakukan melalui bagian ekor tikus.
Ekor tikus dibersihkan terlebih dahulu menggunakan alkohol
70%. Selanjutnya, digunting ujung ekor tikus hingga darah keluar
dari ujung ekor tersebut. Darah yang keluar kemudian diteteskan
sebanyak 1 tetes pada strip glukosa yang telah dimasukkan ke
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dalam glukometer dan ditunggu hingga nilai kadar glukosa darah
(mg/dL) tertera pada layar glukometer.

3.2.4 Terapi tikus hiperglikemik

Tikus kelompok Dosis Bawah (DB), Dosis Tengah (DT), dan
Dosis Atas (DA) yang telah memiliki kadar glukosa darah > 200
mg/dL (Lenzen, 2008), siap diterapi menggunakan ekstrak ikan
gabus secara oral pada hari ke-15.

- Kelompok DB: tikus hiperglikemik yang diberi suplemen
ekstrak ikan gabus dengan dosis 1,0 ml/hari.

- Kelompok DT: tikus hiperglikemik yang diberi suplemen
ekstrak ikan gabus dengan dosis 1,6 ml/hari.

- Kelompok DA: tikus hiperglikemik yang diberi suplemen
ekstrak ikan gabus dengan dosis 2,1 ml/hari.

Terapi dengan pemberian suplemen ekstrak ikan gabus ini
dilakukan setiap hari selama 14 hari yaitu sampai hari ke-31.
Dosis yang digunakan mengacu pada penelitian yang dilakukan
Abdulgani dkk (2014), akan tetapi dikonversi ke dalam dosis
berupa hewan coba tikus (Lampiran 1).

3.2.5 Pengambilan organ testis tikus

Pembedahan dilakukan pada kelima kelompok perlakuan
pada hari ke-31. Sebelum dibedah, tikus dibius terlebih dahulu
menggunakan klorofom. Pembedahan dilakukan pada bagian
abdomen. Organ testis dipisahkan dari tubuh dengan cara
dipotong. Selanjutnya testis dibilas dengan larutan NaCl-
fisiologis 0,9% dingin. Organ lalu disimpan dalam larutan
Phospate Buffer Saline (PBS) pH 7,4 untuk selanjutnya dilakukan
analisis Malondialdehida (MDA).

3.2.6 Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode TBARs

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara
mengukur kadar malondialdehida (MDA) menggunakan metode
uji Thiobarbituric Acid Reactive Subtances (TBARS) (Sholichah
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dkk., 2012). Organ testis sebanyak 0,5 gram diambil dan
dimasukkan ke dalam alat pencacah organ (tissue grinder).
Selanjutnya ditambah 4,5 ml larutan PBS dingin dan organ
dicacah hingga halus. Setelah organ tersebut dihaluskan, diambil
homogenat dan dimasukkan kedalam tabung sentrifuse.
Homogenat disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 15
menit. Supernatan diambil sebanyak 4 ml, kemudian ditambahkan
sebanyak 1 ml larutan Trichloroacetic Acid (TCA) 15% serta
larutan Thiobarbituric Acid (TBA) 0,37% dalam HCI 0,25 N
sebanyak 1 ml, dan untuk selanjutnya dipanaskan dalam
waterbath pada suhu 80°C selama 15 menit, kemudian
didinginkan pada suhu ruangan selama 60 menit. Selanjutnya
larutan disentrifuse pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit.
Pengukuran absorbansi supernatan MDA sampel dilakukan
menggunakan alat spektrofotometer dengan panjang gelombang
532 nm. Setelah didapatkan nilai absorbansi, selanjutnya dihitung
kadar MDA dengan menggunakan persamaan garis regresi dari
kurva standar baku larutan MDA (Hermiyanti, dkk., 2015).

3.3 Analisis Data
Pada penelitian ini digunakan Rancangan Acak Lengkap

(RAL) dengan hewan coba yang dikelompokkan menjadi lima

perlakuan dengan tiga kali pengulangan. Analisis kadar MDA

menggunakan uji ANOVA dengan hipotesa sebagai berikut:

Ho : Pemberian terapi ekstrak ikan gabus tidak berpengaruh
dalam meningkatkan aktivitas antioksidan pada organ testis
tikus hiperglikemik.

H; : Pemberian terapi ekstrak ikan gabus berpengaruh dalam
meningkatkan aktivitas antioksidan pada organ testis tikus
hiperglikemik.

Jika H; diterima maka dilakukan uji Tukey dengan selang
kepercayaan 95% untuk mengetahui adanya perbedaan yang
signifikan kadar MDA antar perlakuan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil pengukuran konsentrasi malondialdehida (MDA)

Malondialdehida (MDA) merupakan senyawa hasil
peroksidasi lipid yang umumnya digunakan sebagai indikator
terjadinya stres oksidatif (Hendromartono dalam Sutari dkk.,
2013). Pada penelitian ini dilakukan pengukuran konsentrasi
MDA organ testis tikus jantan pada setiap kelompok perlakuan
untuk mengetahui adanya pengaruh pemberian terapi ekstrak ikan
gabus (EIG) terhadap konsentrasi MDA testis tikus. Hasil
pengukuran konsentrasi rata-rata MDA organ testis tikus setelah
31 hari perlakuan ditunjukkan pada gambar 4.1.

99,95
= ~ 88,64
§ 100 84,27
o
2 g0 - 71,43
< ;
é 60 -
= 40 -
o
t 20 -
a
g O T T T T 1
~
KN DA DT DB KP
Perlakuan Terapi EIG

Gambar 4.1 Grafik Konsentrasi Malondialdehida (MDA) pada
Organ Testis Tikus.

Keterangan:

KN: Kontrol Negatif (Tikus tidak hiperglikemik); KP: Kontrol Posititif
(Tikus hiperglikemik, tidak diberi terapi); DB: Tikus hiperglikemik
terapi EIG Dosis Bawah; DT: Tikus hiperglikemik terapi EIG Dosis
Tengah; DA: Tikus hiperlikemik terapi EIG Dosis Atas.
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Hasil analisa ANOVA one way menunjukkan bahwa
pemberian terapi EIG berpengaruh terhadap konsentrasi MDA
pada organ testis, dengan p-value atau Sig. 0,000 (p<0,05)
(Lampiran 6). Berdasarkan grafik konsentrasi MDA (Gambar 4.1)
ditunjukkan bahwa terdapat variasi nilai konsentrasi MDA,
dengan nilai rata-rata konsentrasi MDA yang semakin menurun
setelah pemberian terapi EIG.

Tabel 4.1 Pengaruh Pemberian Terapi EIG Terhadap Konsentrasi
MDA Testis Tikus

Rata-rata konsentrasi MDA

No Perlakuan

(nmol/ml)
1 Perlakuan KN 55,31%
2 Perlakuan DA 71,43%
3 Perlakuan DT 84,27™
4 Perlakuan DB 88,64°
5 Perlakuan KP 99,95°

Keterangan: Nilai rata-rata diperoleh dari 5 ulangan yang diikuti dengan
diikuti dengan notifikasi huruf yang berbeda menunjukkan beda
signifikan (p < 0,05) pada uji Tukey.

KN: Kontrol Negatif (Tikus tidak hiperglikemik);

KP: Kontrol Posititif (Tikus hiperglikemik, tidak diberi terapi);

DB: Tikus hiperglikemik terapi EIG Dosis Bawah (1 ml/hari);

DT: Tikus hiperglikemik terapi EIG Dosis Tengah (1,6 ml/hari);

DA: Tikus hiperlikemik terapi EIG Dosis Atas (2,1 ml/hari).

Setelah dilakukan uji Tukey (tabel 4.1), dapat diketahui
bahwa pada kelompok perlakuan kontrol negatif (KN) atau tikus
non-hiperglikemik memiliki nilai rata-rata konsentrasi MDA
(55,31 nmol/ml) yang lebih rendah secara signifikan (p<0,05) dari
pada kelompok perlakuan kontrol positif (KP) atau tikus
hiperglikemik tanpa terapi EIG (99,95 nmol/ml). Konsentrasi
MDA pada kelompok perlakuan KP (tikus hiperglikemik) yang
lebih tinggi dibandingkan tikus kelompok perlakuan KN (non-
hiperglikemik) mengindikasikan bahwa tikus KP mengalami stres
oksidatif. Hal ini dapat terjadi karena pada kelompok KP
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diinduksi dengan aloksan. Aloksan dapat menyebabkan gangguan
sekresi insulin pada sel beta pankreas (Jyoti and Kar, 2014,
Radenkovic et al., 2015; Rohilla and Shahjad, 2012; Szudelski,
2001) serta gangguan histopatologi pankreas sebagaimana yang
telah dibuktikan pada penelitian pendahulan oleh Abdulgani et al
(2014). Hal ini didukung juga oleh pernyataan Radenkovic et al
(2015), yang menyatakan bahwa aloksan bersifat hidrofilik
sehingga tidak dapat masuk melalui membran sel. Namun aloksan
dapat masuk ke dalam sel beta pankreas melalui protein saluran
glukosa (GLUT 2) karena aloksan memiliki struktur seperti
glukosa. Masuknya aloksan ke dalam sel beta pankreas
menyebabkan inaktivasi enzim glukokinase untuk menstimulus
sekresi insulin. Hal ini dapat menjelaskan mengapa tikus yang
diinduksi aloksan dalam penelitian ini mengalami hiperglikemik.

Kondisi  hiperglikemik memicu peningkatan produksi
Reactive Oxygen Species (ROS) melalui mekanisme antara lain
glikasi non-enzimatik, aktivasi hexosamine pathway, dan polyol
pathway (Setiawan dan Suhartono, 2005; Amaral et al., 2008;
Tang et al., 2012). ROS dapat berikatan dengan polyunsaturated
fatty acid (PUFA) pada membran plasma dan menghasilkan
MDA (Groto et al., 2009) yang berlanjut dengan kerusakan sel
(Kumar et al., 2005). Sel-sel pada organ testis, terutama sel
spermatozoa, merupakan target utama dari kerusakan yang
disebabkan oleh ROS karena sebagian besar sel tersusun atas
PUFA (Amaral et al 2008). Berdasarkan referensi tersebut, dapat
dijelaskan mengapa konsentrasi MDA pada organ testis tikus KP
atau tikus hiperglikemik yang tidak diterapi dengan EIG
menunjukkan nilai konsentrasi MDA tertinggi. Hal ini juga
dikuatkan dengan penelitian pendahuluan oleh Abdulgani dkk
(2014) yang menemukan bahwa tikus hiperglikemik yang tidak
diterapi EIG menunjukkan gejala histopatologi testis tertinggi dan
jumlah sel-sel spermatogenesis terendah. Menurut Helliwell dan
Gutteridge (1999), menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi
MDA semakin tinggi pula tingkat kerusakan sel yang disebabkan
oleh stres oksidatif.
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Sedangkan pada kelompok perlakuan KN memiliki
konsentrasi MDA vyang lebih rendah dari pada kelompok
perlakuan KP. Hal ini dikarenakan tikus pada perlakuan KN tidak
diinduksi dengan aloksan sehingga tidak mengalami kondisi
hiperglikemik yang menyebabkan produksi ROS berlebih.
Walaupun dalam keadaan normal atau sehat MDA pada tikus KN
tetap terbentuk, akan tetapi dalam konsentrasi yang lebih rendah
dibandingkan dengan konsentrasi MDA pada keadaan
hiperglikemik. Hal ini sesuai dengan pernyataan Pasupathi
(2009), yang menyatakan MDA yang merupakan hasil dari lipid
peroksida ditemukan juga pada keadaan tubuh normal atau sehat,
yang mengindikasikan bahwa radikal bebas oksigen juga
diproduksi dalam metabolisme di mitokondria pada sel tubuh
yang normal. Produksi ROS di organ testis, terutama di sel
spermatozoa merupakan proses fisiologis normal yang berperan
dalam proses fisiologi sperma seperti pematangan sperma. Akan
tetapi, produksi ROS yang berlebihan  menyebabkan
terganggunya fungsi sperma hingga menyebabkan kerusakan sel
sperma (Koksal et al., 2003; Shayakhmetova et al., 2012).

Berdasarkan gambar 4.1 dan hasil uji Tukey pada tabel 4.1
ditunjukkan bahwa konsentrasi MDA testis kelompok pemberian
terapi EIG dosis atas (DA: 71,43 nmol/ml), lebih rendah secara
signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok KP dan tidak
berbeda signifikan (p>0,05) dengan konsentrasi MDA kelompok
KN atau non-hiperglikemik. Hal ini mengindikasikan bahwa
pemberian terapi EIG secara oral pada tikus hiperglikemik dapat
menurunkan stres oksidatif hingga kondisinya hampir sama
dengan tikus yang sehat. Penurunan konsentrasi MDA organ
testis tikus ini dimungkinkan karena terjadinya peningkatan
aktivitas antioksidan dalam organ testis setelah diberikan terapi
EIG. Menurut Helliwell dan Gutteridge (1999), status antioksidan
yang tinggi biasanya diikuti oleh penurunan kadar MDA. Hal ini
didukung oleh penelitian yang dilakukan Sunarno (2015), yang
menyatakan bahwa ikan gabus mengandung beberapa asam
amino seperti glutamin, glisin, serta sistein yang berperan sebagai
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prekursor antioksidan. Ketiga asam amino tersebut merupakan
asam amino yang berperan sebagai prekursor dalam pembentukan
glutathione (GSH) yang merupakan salah satu antioksidan dalam
tubuh. GSH merupakan salah satu antioksidan yang terdapat
dalam testis selain superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) (Aitken and Shaun, 2008; Amaral et al., 2008;
Ricci et al., 2009; Al-Damegh, 2012; Gobbo et al., 2015). GSH
pada testis berperan dalam melindungi membran plasma pada sel-
sel jaringan testis dari terjadinya stres oksidatif (Aitken and
Shaun, 2008; Amaral et al., 2008; Kheradmand et al., 2009). GSH
mampu menetralkan ROS yang dihasilkan pada kondisi
hiperglikemik dengan cara mereduksi senyawa ROS tersebut dan
mengubahnya menjadi senyawa yang tidak berbahaya lagi bagi
komponen sel (Berg et al., 2012). Sehingga dapat dikatakan
bahwa terdapat korelasi antara tingkat ketersediaan dari ketiga
jenis asam amino tersebut dalam meningkatkan antioksidan GSH
yang berperan dalam proses perbaikan sel-sel jaringan yang rusak
akibat stres oksidatif (Sunarno, 2015). Berdasarkan hal tersebut
dapat dikatakan bahwa semakin tinggi kadar EIG maka semakin
tinggi bahan untuk pembentukkan antioksidan GSH. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa perlakuan dosis atas (2,1 ml/hari)
merupakan dosis yang efektif untuk menurunkan dampak turunan
dari hiperglikemik di organ testis. Sedangkan pada perlakuan
terapi dosis bawah (1 ml/hari) dan tengah (1,6 ml/hari) belum
menunjukkan dampak yang signifikan. Hal ini didasarkan pada
uji tukey yang menunjukkan bahwa konsentrasi MDA pada
perlakuan DB (88,64 nmol/ml) dan DT (84,27nmol) tidak
berbeda secara signifikan (p>0,05) dengan kelompok perlakuan
KP (99,95 nmol/ml).

Berdasarkan hasil tersebut, maka secara umum dapat
dinyatakan bahwa semakin tinggi dosis terapi EIG yang
diberikan, semakin tinggi pula aktivitas antioksidan dalam
mencegah stres oksidatif pada organ testis, sehingga MDA yang
terbentuk pun juga akan semakin rendah.
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*“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa pemberian terapi ekstrak ikan gabus (EIG)
berpengaruh terhadap konsentrasi malondialdehida (MDA) pada
organ tikus hiperglikemik dengan pemberian terapi EIG dosis atas
(DA: 2,1 ml/hari) yang merupakan dosis paling efektif dalam
meningkatkan aktivitas antioksidan (menurunkan konsentrasi
MDA) pada organ testis tikus hiperglikemik.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya mengenai pemberian terapi ekstrak
ikan gabus pada penderita hiperglikemik diharapkan melakukan
beberapa pengujian parameter lain untuk melengkapi data. Uji
yang dapat dilakukan antara lain: uji aktivitas superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
(GSH), serta uji kapasitas antioksidan pada ekstrak ikan gabus.
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Lampiran 1. Konversi Perhitungan Dosis

LAMPIRAN

Mencit Tikus Mammut Kelinci Kucing Kera  Anmjing  Manusia

g Q0g (g (I5k) k) Gk (k) (Mkg
IE’;?;;[ L7 05 N8 B 6 141 308
(fga“;] 04 1 LW 39 42 92 18 %
Img 008 057 125 24 52 102 313
g:hrﬁ; 004 025 04 1 1’ 2 45 142
IEEE;; 03 03 04 092 1 22 41 1
(ﬁ; 0016 011 019 04 045 1 19 6l
ﬁ?f; 0008 005 01 02 024 032 1 3l
%ﬁg 00026 0018 0031 007 0076 016 032 1

(Laurence dan Bacharach, 1964).
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Lampiran 2. Skema Kerja

Aklimasi Tikus

v

Pengecekkan Kadar Gula Darah Tikus ke- |

v

Penginduksian Alloxan monohydrate Pada Tikus

v

Pengecekkan Kadar Gula Darah Tikus ke- 11

v

Tikus Hiperglikemik (>200 mg/dL)

v

Pemberian Terapi Ekstrak Ikan Gabus Per Oral

v

Pengecekkan Kadar Gula Darah Tikus ke- 111

v

Pengambilan Organ Testis Tikus

v

Pengujian MDA

v

Analisis ANOVA dan Uji Tukey
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Lampiran 3. Perhitungan Dosis Alloxan monohydrate
Dosis Alloxan monohydrate yang digunakan: 150 mg/kg BB

Berat badan tikus

Dosis yang diinjeksikan = 1000 g x dosis standar

_200g
©1000g

x 150 mg = 30 mg

(Oghenesuvwe dkk, 2014).

Berat badan tikus
2 ml
1000g /kg

Volume yang diinjeksikan =

2008
=1000gX2 /kg=0,4-ml

(Oghenesuvwe dkk, 2014).

volume injeksi

Larutan Stok Alloxan monohydrate = x1200 mg

dosis injeksi

_ 04 ml 1200 mg = 16 ml
_30mgx mg = m

(Oghenesuvwe dkk, 2014).
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Lampiran 4. Perhitungan Dosis Terapi Ekstrak lkan Gabus
(EIG)

Dosis Terapi EIG penelitian pendahuluan dengan hewan coba
mencit: 0,14846 ml/hari.

Terapi DB untuk tikus 200 g = bil. konversix 0,14846 ml/hari
=7x0,14846™/, _ .
=1,03922™/

Terapi DT untuk tikus 200 g = DB x 1,5
=1,03922™ml/ . x 15

— ml
=1,55883 /hari
Terapi DA untuk tikus 200 g = DB x 2

=1,03922™ml/ . x2

=2,07844Ml/



Lampiran 5. Data Nilai Konsentrasi MDA
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Konsentrasi MDA

Perlakuan
(nmol/ml) Ulangan
ke- KN KP DB DT DA
1 52,254 105,77 86,095 75,706 66,262
2 58,392 123,084 79,641 74,919 73,66
3 59,179 89,4 85,78 93,493 75,549
4 55,402 89,085 101,835 92,706 76,493
5 51,309 92,391 89,872 84,521 65,161
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Lampiran 6.Hasil Uji ANOVA One-Way Konsentrasi MDA

Konsentrasi MDA

Descriptives

95% Confidence Interval
N Mean S_td._ Std. for Mean
Deviation Error Lower Upper
Bound Bound
Kontrol negatif 5|55,3072| 3,52929 |1,57834 | 50,9250 59,6894
kontrol positif 5/99,9460 | 14,62484 |6,54043 | 81,7869 118,1051
Dosis bawah 5|88,6446| 8,23505 |3,68283| 78,4194 98,8698
Dosis tengah 5/84,2690| 8,90332 |3,98168 | 73,2141 95,3239
Dosis atas 5|71,4250| 5,32873 |2,38308| 64,8085 78,0415
Total 25|79,9184 | 17,65105 |3,53021 | 72,6324 87,2044
Descriptives
Konsentrasi MDA
Minimum Maximum
Kontrol negatif 51,31 59,18
kontrol positif 89,09 123,08
Dosis bawah 79,64 101,84
Dosis tengah 74,92 93,49
Dosis atas 65,16 76,49
Total 51,31 123,08
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ANOVA
Konsentrasi MDA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
Between Groups 5870,140 4 1467,535| 18,261 ,000
Within Groups 1607,289 20 80,364
Total 7477,429 24
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Lampiran 7. Hasil Uji Tukey Konsentrasi MDA

Multiple Comparisons

Konsentrasi MDA

Tukey HSD
(1) perlakuan  (J) perlakuan Mean
Difference (1-J) | Std. Error Sig.
Kontrol negatif  kontrol positif -44,63880 5,66972 ,000
Dosis bawah -33,33740° 5,66972 ,000
Dosis tengah -28,96180" 5,66972 ,000
Dosis atas -16,11780 5,66972 ,068
kontrol positif ~ Kontrol negatif 44,63880" 5,66972 ,000
Dosis bawah 11,30140 5,66972 ,305
Dosis tengah 15,67700 5,66972 ,079
Dosis atas 28,52100° 5,66972 ,001
Dosis bawah Kontrol negatif 33,33740" 5,66972 ,000
kontrol positif -11,30140 5,66972 ,305
Dosis tengah 4,37560 5,66972 ,936
Dosis atas 17,21960°|  5,66972 ,046
Dosis tengah Kontrol negatif 28,96180" 5,66972 ,000
kontrol positif -15,67700 5,66972 ,079
Dosis bawah -4,37560 5,66972 ,936
Dosis atas 12,84400 5,66972 ,197
Dosis atas Kontrol negatif 16,11780 5,66972 ,068
kontrol positif -28,52100 5,66972 ,001
Dosis bawah -17,21960" 5,66972 ,046
Dosis tengah -12,84400 5,66972 ,197

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Konsentrasi MDA
Tukey HSD

Multiple Comparisons
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() perlakuan

(J) perlakuan

95% Confidence Interval

Lower Bound | Upper Bound
Kontrol negatif  kontrol positif -61,6047 -27,6729
Dosis bawah -50,3033 -16,3715
Dosis tengah -45,9277 -11,9959
Dosis atas -33,0837 ,8481
kontrol positif ~ Kontrol negatif 27,6729 61,6047
Dosis bawah -5,6645 28,2673
Dosis tengah -1,2889 32,6429
Dosis atas 11,5551 45,4869
Dosis bawah Kontrol negatif 16,3715 50,3033
kontrol positif -28,2673 5,6645
Dosis tengah -12,5903 21,3415
Dosis atas ,2537 34,1855
Dosis tengah Kontrol negatif 11,9959 45,9277
kontrol positif -32,6429 1,2889
Dosis bawah -21,3415 12,5903
Dosis atas -4,1219 29,8099
Dosis atas Kontrol negatif -,8481 33,0837
kontrol positif -45,4869 -11,5551
Dosis bawah -34,1855 -,2537
Dosis tengah -29,8099 4,1219
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Homogeneous Subsets

Konsentrasi MDA

Tukey HSD?
Perlakuan Subset for alpha = 0.05

N 1 2 3
Kontrol negatif 5 55,3072
Dosis atas 5 71,4250 71,4250
Dosis tengah 5 84,2690 84,2690
Dosis bawah 5 88,6446
kontrol positif 5 99,9460
Sig. ,068 ,197 ,079

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a.  Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.
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