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ABSTRACT
By

Yorencia Akmal, Husnil Kadri, Almurdi, Ety Yerizel, Roza Mulyana,
Erlina Rustam

Objective: the Examine the effect of olive oil on ROS hydrogen peroxide levels
that cause diabetes mellitus/hyperglycaemia in Wistar rats after being induced
with the diabetogenic substance alloxan over a period of 14 days.. Hydrogen
peroxide (H2O) is one indicator of ROS (Reactive Oxygen Species) to determine
the state of cell oxidative stress. The increase in ROS in the body is caused by an
imbalance between ROS and anti-oxidant enzymes, so that triggers biological cell
damage, including oxidation of carbohydrates, proteins, fats, DNA. Oxidation of
B-pancreas cells.causes a decrease in the/sensitivity of cell tissue-to insulin, so that
blood glucose concentrations increase. Blood sugar levels > 200 mg/dL indicate
chronic diabetes mellitus or hyperglycaemia. Olive oil contains secondary
metabolite compounds such as phenolic and can neutralise H,O- in blood serum.
Methods: This study used 24 male Wistar rats, and grouped into three groups,
namely negative control (K-), positive control (K+) and treatment (P) with
observation for 14 days. Results: from the results of statistical analysis based on
the Mann Whitney test and Kruskal Wallis test, the average difference was
obtained at p < 0.05. From the, data analysis showed the effect of olive oil
antioxidants in reducing H,O, levels gave significantly different effects on each
group, respectively, K (-) 4.838 mmol/L, K (+) 20.888 mmol/L and P 18.193
mmol/L. Conclusion: Olive oil administration has an effect on reducing hydrogen
peroxide (H,O,) levels in hyperglycaemic Wistar rats.

Keywords: alloxan, hydrogen peroxide, hyperglycaemia, olive oil, wistar rats,
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ABSTRAK
Oleh

Yorencia Akmal, Husnil Kadri, Almurdi, Ety Yerizel, Roza
Mulyana, Erlina Rustam

Tujuan : menguji efek pemberian minyak zaitun terhadap kadar ROS Hidrogen
peroksida yang menyebabkan penyakit diabetes melintus/hiperglikemia pada tikus
wistar setelah diinduksi dengan zat diabetogenik aloksan selama rentang waktu
14 hari. Hidrogen peroksida (H;0,) merupakan salah satu indikator ROS
(Reactive Oxygen Spesies) untuk menentukan keadaan stress oksidatif sel.
Peningkatan ROS didalam tubuh disebabkan karena ketidak seimbangan antara
ROS dan anti oksidan enzim, sehinggu pemicu terjadi kerusakan sel biologis,
antara lain oksidasi-karbohidrat; protein; femak, DNA, . Oksidasi sel B-pancreas
menyebabkan penurunansensitivitas jaringan sel terhadap insulin, sehingga
konsentrasi glukosa darah menjadi meningkat. Kadar gula darah > 200 mg/dL
diindikasi mengalami diabetes melitus kronis atau hiperglikemia. Minyak zaitun
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder antara lain, fenolik dan dapat
menetralkan H;O, didalam serum darah. Metoda : penelitian ini menggunakan
hewan coba tikus wistar jantan berjumlah 24 ekor, dan dikelompokkan dalam tiga
kelompok yaitu kontrol negative (K-), kontrol positif (K+) dan perlakuan (P)
dengan pengamatan selama 14 hari. Hasil : dari hasil analisis statistik berdasarkan
uji Mann Whitney dan uji Kruskal' Wallis, diperoleh perbedaan rata-rata sebesar p
< 0,05. Dari analisis data menunjukkan efek pemberian antioksidan minyak zaitun
dalam penurunan kadar H,O, memberi efek berbeda secara signifikan pada setiap
kelompok, masing-masingnya, K(-) 4,838 mmol/L, K(+) 20,888 mmol/L dan P
18,193 mmol/L. Kesimpulan : pemberian minyak zaitun berpengaruh terhadap
penurunan kadar hydrogen peroksida (H,O;) pada tikus wistar hiperglikemia.

Kata Kunci: aloksan, hidrogen peroksida, hiperglikemia, minyak zaitun, tikus
wistar
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan radikal bebas yang terbentuk
dari proses oksidasi biologis sel. ROS merupakan molekul yang memiliki satu
atau lebih elektron yang tidak berpasangan, bersifat tidak stabil dan mudah
bereaksi dengan komponen sel lainnya. ROS terdiri dari superdioksida ("O5),
hidroksil ("fOH), hidrogen peroksida (H,O,), Peroxyl radical (OOH). Sementara
RNS (Reactive Nitrogen Species) sering dianggap. sebagai subklas dari ROS, di
antaranya Nitric oxide (NO), N:i'tr'(.)us oxide (NZO), Peroxynitrite (NO3), Nitroxyl
anion (HNO) dan Peroxynitrous Acid (HNO3’). Hidrogen peroksida merupakan
radikal bebas yang bersifat lebih stabil dari pada (‘O,) dan ((OH). ROS endogen
berasal dari pelepasan oksidatif fagosit, metabolisme xenobiotik, yaitu
detoksifikasi zat beracun. Sedangkan ROS eksogen berasal dari paparan obat-
obatan atau racun seperti asap rokok, polusi, pestisida, dan insektisida’.

Radikal bebas endogen sebagian besar terbentuk saat metabolisme dan
produksi energi di mitokondria sel. Pembentukan ROS terkait dengan peranan
antioksidan enzim, ketika paparan cahaya dalam jangka waktu lama dapat
merangsang proses oksidasi terhadap suatu organisme. Pada proses oksidatif
akan menghasilkan elektron (e°), elektron dalam keadaan normal digunakan untuk
mereduksi oksigen menjadi air saat proses transpor elektron di mitokondria. Akan
tetapi sekitar 1 - 3 persen _dari- keseluruhan' elektron tersebut mengalami
kebocoran. ROS sangat reaktif dan cendrung menarik electron dan elektron
tersebut akan mengikat oksigen sehingga terbentuklah superdioksida (‘Oy).
Superoksida dengan bantuan enzim superdioksida dismutase (SOD) dirubah
menjadi hidrogen peroksida (H20,). Selanjutnya enzim katalase (CAT) dan
glutation peroksidase (GPX) akan menetralkan H,O, dengan mendegradasinya
menjadi molekul air (H,O) dan oksigen (O,). Proses ini dapat terjadi ketika
jumlah ROS seimbang dengan anti oksidan enzim tersebut®>.

Pembentukan radikal bebas di dalam tubuh merupakan suatu proses yang
berkelanjutan dan tidak dapat dihindari. ROS bersifat sangat reaktif, dapat
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bereaksi dengan molekul sel seperti protein, lipid dan Deoxyribonucleic acid
(DNA), akibatnya struktur dan fungsi sel vital terganggu dan akhirnya
mengakibatkan berbagai kondisi patologis yang memiliki implikasi pada berbagai
jenis penyakit seperti, diabetes melitus (DM), hipertensi, aterosklerosis, stroke,
dan penyakit kronis lainnya*™®.

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
peningkatan kadar gula darah > 200 mg/dl. Keadaan ini disebabkan oleh
berkurangnya sekresi insulin oleh sel B-pancreas karena terjadi abnormalitas
metabolisma pada lipid, protein dan DNA. Produksi insulin yang kurang aktif
dalam mengatur _keseimbangan . kadar; gula, darah. dapat menyebabkan
hiperglikemia. Keadaan- hiperglikemia akan mempercépat terjadinya kerusakan
sel p-pankreas dalam sekresikan insulin’. Diabetes melitus merupakan penyakit
yang tidak dapat disembuhkan, tetapi dapat di kontrol dengan perencanaan diet,
olah raga yang cukup®. Diabetes melitus dapat diklasifikasikan menjadi dua tipe
yaitu, DM tipe-1 dan DM tipe-2. Pada umumnya terdapat DM tipe-2 sebesar 85-
90%. Menurut International Diabetes Federation (IDF), Indonesia (2019)
menduduki urutan ke-7 dengan prevalensi kasus diabetes terbanyak di dunia,
yaitu 10,7 juta jiwa, setelah Cina, India, Amerika, Brazil, Mexico, dan
Pakistan. Hingga akhir tahun 2008 penyakit degeneratif telah menyebabkan
kematian hampir 36 juta orang di seluruh dunia dan diperkirakan akan terus
meningkat. Pada tahun 2030 diprediksi 52 juta jiwa kematian per tahun akibat
penyakit degenerative seperti diabetes melitus, kanker, jantung, stroke dan
hiperkolesterol®.

Pengobatan diabetes melitus dapat dilakukan dengan pemberian obat
antidiabetes antara lain metformin, tetapi penggunaan obat dalam waktu yang
relatif lama cendrung memberi komplikasi pada organ tubuh lainnya®™. Beberapa
peneliti telah melaporkan dari hasil penelitiannya dalam penggunaan obat herbal
sebagai antioksidan alami yang berasal dari tumbuh-tumbuhan. Pada tumbuh-
tumbuhan terdapat kandungan fitokimia berupa senyawa metabolit sekunder yaitu
senyawa fenolik, flavanoid yang dapat berfungsi sebagai antioksidan eksogen

11
|

untuk menangkal radikal bebas (ROS) dan kerusakan sel™". Coria-Tellez et al.,

(2018), melaporkan telah menggunakan tanaman zaitun (Olea europaea L.)
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sebagai sumber antioksidan untuk diabetes, antihipertensi, aterosklerosis, karena
diduga terdapat kandungan metabolit sekunder yaitu polifenol, flavonoid**?,
ekstrak kayu manis sebagai antioksidan untuk meningkat aktifitas enzyme SOD**,
ekstrak daun gaharu®®, ekstrak kulit buah naga merah'®, ekstrak minyak zaitun
(Olea europaea)’’, ekstrak asam kandis.”® Armaini et al.,(2021) telah
menggunakan mikroalga Scenedesmus sebagai antioksidan untuk mencegah

obesitas dan penyakit liver?°

. Pengobatan herbal dari tumbuh-tumbuhan
merupakan salah satu pengobatan alternatif karena memiliki khasiat dan efek
farmakologisnya™. Minyak zaitun (Olea europaea) telah dikenal berkhasiat untuk
kesehatan, karena minyak zaitun diketahui memiliki kandungan senyawa fenolik
yang tinggi dan senyawé asam Oleat?. |

Hidrogen peroksida merupakan salah satu ROS yang dapat terbentuk
ketika dilakukan pemberian Aloksan. Peningkatan hidrogen peroksida dapat
menyebabkan stress oksidatif sel, sehingga menimbulkan hiperglikemia yaitu
penyakit diabetes melitus kronis. Pada penelitian ini dilakukan pemberian minyak
zaitun (Olea europaea) sebagai, antioksidan eksogen yang diharapkan dapat
menurunkan kadar ROS hidrogen peroksida (H.O,). Serangkaian penelitian ini
dilakukan secara in vivo pada tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) karena
diketahui tikus memiliki komposisi genetik mirip dengan manusia, mudah
dipelihara, biaya perawatan murah?. yang paling stabil, dan biomarker ROS yang
dapat digunakan untuk mengukur terjadi hiperglikemia.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dari penelitian
ini adalah, bagaimanakah efek pemberian minyak zaitun sebagai sumber anti
oksidan eksogen untuk penurunan kadar ROS hidrogen peroksida sebagai
biomarker diabetes melitus / hiperglikemia pada tikus wistar setelah diinduksi
dengan aloksan.
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Menguji efek pemberian minyak zaitun terhadap kadar ROS Hidrogen
peroksida yang menyebabkan penyakit diabetes melintus / hiperglikemia pada
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tikus wistar setelah diinduksi dengan zat diabetogenik aloksan selama rentang
waktu 14 hari.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menentukan kadar Hidrogen peroksida (H,O;) pada kelompok kontrol
negatif (K-), kelompok kontrol positif (K+), pada kelompok perlakuan (P)
dengan metoda spektrofotometri.
2. Menentukan efek dari pemberian minyak zaitun terhadap penurunan kadar

hidrogen peroksida (H,05).

1.4 Manfaat Penelitian-——
1.4.1 Manfaat Bagi Péneliti

Sebagai seorang mahasiswa, penelitian ini sangat bermanfaat untuk
melatih kemampuan dalam berpikir kritis, menulis karya ilmiah dengan
pembendaharaan kata dan kalimat yang tersusun secara sistimatis. Harapan
penulis dengan penelitian ini dapat menambah wawasan sebagai suatu wadah
untuk mengaplikasikan ilmu pengetahuan di bidang pendidikan kedokteran yang
sudah penulis pelajari selama ini, terutama ilmu penyakit metabolik, ilmu
metodelogi penelitian, dan dapat memahami korelasi antara teori dan eksperimen
dalam bidang ilmu penyakit diabetes mellitus/ hiperglikemia.

1.4.2 Manfaat Bagi Ilmu Pengetahuan

Hasil Penelitian ini dapat memberi gambaran bahwa salah satu strategi
pengobatan alternatif untuk mencegahidan mengatasi diabetes-melitus (DM) dan
komplikasinya dengan mengkosumsi obat herbal salah satu diantaranya minyak

zaitun.

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi Pendidikan

Hasil penelitian ini dapat dijadikan arsip serta referensi tambahan bagi
institusi pendidikan, institusi pemerintah dan non pemerintah mengenai cara

mencegah penyakit diabetes melitus.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Reaktif Oxygen Species (ROS)

Reaktif Oxygen Species merupakan radikal bebas derivat dari molekul
oksigen yang terbentuk dari proses oksidasi biologis didalam tubuh (endogen) dan
dari lingkungan luar tubuh (eksogen). Radikal bebas adalah molekul yang
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan, bersifat reaktif, tidak
stabil, sehingga mudah bereaksi dengan senyawa lain membentuk senyawa radikal
baru dan berkelanjutan-yang disebut dengan,chain, reaction. ROS dapat bereaksi
dengan molekul sel seperti brotein, lipid dan Deoxyribonucleic acid (DNA),
akibatnya struktur dan fungsi sel yang vital terganggu dan akhirnya
mengakibatkan berbagai kondisi patologis. Dalam keadaan normal anti oksidan
endogen dapat menetralkan spesies ROS dan bermanfaat pada proses fisiologis sel
seperti sistem pertahanan, biosintesis hormon dan fertilisasi. Antioksidan endogen
mampu menstabilkan atau menonaktifkan radikal bebas sebelum menyerang
komponen sel. Antioksidan enzimatis seperti : enzim katalase (CAT), enzim
superoksida dismutase (SOD), glutathione peroksidase (GPX), yang merupakan
biomarker untuk stress oksidatif radikal bebas. Peningkatan ROS diindikasikan
penurunan enzim-enzim tersebut. Sedangkan antioksidan eksogen berasal dari

nutrient seperti vitamin C, vitamin E, glutation®.

Ketidakseimbangan produksi’'ROS-Secara signifikan disebut dengan stress
oksidatif®®. Reaktivitas radikal bebas menimbulkan reaksi yang bersifat terus
berlanjut dan dapat berhenti apabila reaktivitasnya dihambat oleh senyawa yang
bersifat antioksidan. Keadaan stress oksidatif membawa pada kerusakan oksidatif
mulai dari tingkat sel, jaringan sampai ke organ tubuh. Kondisi sel-sel yang rusak
inilah yang akhirnya penyebab dari penyakit metabolik dan proses penuaan sel?.
Sumber produksi ROS dari dalam tubuh merupakan suatu proses yang
berkelanjutan dan tidak dapat dihindari, sebagian besar terbentuk pada saat
metabolisme dan produksi energi, sekitar 5 persen atau lebih O, yang dihirup

diubah menjadi ROS.
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2.1.1  Sumber Radikal Bebas

Sumber ROS dari dalam tubuh berasal dari pelepasan oksidatif fagosit (sel
darah putih), metabolisme xenobiotik, yaitu detoksifikasi zat beracun. Sedangkan
dari luar tubuh dapat berasal dari paparan obat-obatan atau racun seperti asap
rokok, polusi, pestisida, dan insektisida’. ROS terdiri dari superdioksida (‘Oy),
hidroksil ("OH), hidrogen peroksida (H,0,), peroxyl radical (OOH). Sementara
RNS sering dianggap sebagai subklas dari ROS, di antaranya Nitric oxide (NO),
Nitrous oxide (N,O), Peroxynitrite (NOjs), Nitroxyl anion (HNO) dan
Peroxynitrous Acid (HNO3). Diantara senyawa-senyawa ROS, radikal hidroksil
merupakan senyawa yang paling ,berbahaya, karena reaktivitasnya sangat tinggi

dan merusak struktur sel protein, lipid, dan DNA.
2.2 Marker Stress Oksidatif

Dari beberapa penelitian dilaporkan bahwa ada beberapa jenis senyawa
yang dapat digunakan sebagai biomarker stress oksidatif didalam tubuh®.
Biomarker digunakan sebagai indikasi terjadinya kerusakan sel lipid, protein dan
DNA, seperti tertera pada table 1.°

Tabel 2.1. Biomarker kerusakan oksidatif sel

Makromolekul Kerusakan Oksidatif Produk Hasil
Lipid L ipid Oxidation/  Peroxidation - Malondialdehid (MDA)
(Asam lemak tidak jenuh / = 8-Isoprostan
MUFAS) - 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
Protein Protein Oxisidasi, Protein Cross - Protein karbonil
lingkage, Asam amino Oxidatif - :3-Nitrotyrosin
- 2-oxohistidin
- Hydroxyprolin
DNA RNA/DNA fragmentasi (single - 8-hydroxy-2 -deoxyguanosin
dan double-strand breaks) (8-OH-dG)

- 8-hydroxyguanin (8-OH-G)

2.2.1 ROS dan Penyakit Diabetes Melitus

Beberapa penelitian membuktikan bahwa stress oksidatif merupakan
salah satu faktor yang berperan penting dalam perkembangan diabetes melintus
karena terjadi gangguan kerja insulin. Kondisi stress oksidatif yang diinduksi
aloksan biasa dikaitkan dengan peningkatan ROS atau radikal bebas dan
penurunan kapasitas anti oksidan endogen seperti, enzim katalase, enzim
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superoksida dismutase, glutathione peroksidase. Telah ditemukan hubungan
substansial antara radikal bebas ROS dengan gangguan kesehatan antara lain,
diabetes melitus, proses penuaan, kanker, penyakit Alzheimer, stroke, peradangan,

serangan jantung dan ateroskleros®.

2.2.1.1 Diabetes Melitus

Diabetes melitus merupakan suatu keadaan dimana terjadi peningkatan
kadar glukosa darah sebesar > 200 mg/dl, karena penurunan sensitivitas jaringan
sel terhadap insulin. Pada keadaan normal, didalam tubuh terjadi mekanisme
regulasi dan interaksi yang dinamis antara sensitivitas jaringan terhadap insulin
dan sekresi insulin—oleh. pankréas 'untuk ‘menjaga keseimbangan konsentrasi
glukosa plasma darah. Pada kondisi DM sistim ini tidak berjalan dengan baik dan
terjadi kegagalan sekresi insulin melalui disfungsi sel B-pankreas. Defisiensi
insulin menyebabkan terjadi kerusakan pada sel B-pankreas dan pemicu terjadinya
kondisi hiperglikemia®’. Penyakit DM merupakan penyakit kelainan pada sel
tubuh karena efek dari peningkatan ROS atau stress oksidatif.

Metabolisme glukosa . melalui reaksi gluko protein yang merupakan
tahapan proses terbentuknya diabetes melitus yaitu, glukosa yang masuk ke
dalam tubuh akan dimetabolisme dalam bentuk Adenosin Trifosfast (ATP) agar
menjadi energi®?’. Ketika kadar glukosa berlebih, akan teroksidasi dan
membentuk radikal superdioksida (‘'O;). Sebelum berikatan dengan protein,
glukosa akan mengalami proses oksidasi, sedangkan glukosa yang telah berikatan
dengan protein (glycated protein) juga' teroksidasi. Kombinasi dari proses
oksidasi dari glycated protein tersebut akan membentuk advanced glycogen end-
products (AGEs) dan akan melepaskan superdioksida (‘O;), sehingga
mengakibatkan stres oksidatif. Radikal bebas dengan rangsangan tinggi
mengakibatkan kadar kalsium sitosol meningkat sehingga menginduksi
pengeluaran ion kalsium dan mengakibatkan proses oksidasi sel terganggu.
Proses oksidasi sel mengakibatkan sel-p pankreas mengalami kerusakan secara
cepat sehingga sel- pankreas mengalami perubahan struktural dan terjadi
penurunan sekresi insulin yang berakhir dengan kondisi hiperglikemia?.

Hiperglikemia merupakan kondisi DM komplikasi, pada kondisi

hiperglikemia terjadi proses resistensi insulin. Faktor-faktor yang meningkat
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kondisi hiperglikemia berhubungan dengan gaya hidup yang berlebihan seperti,
obesitas, kurangnya aktivitas fisik, peningkatan diet tinggi lemak dan kurang
serat, psikososial (kurang tidur dan depresi), usia dan faktor genetik®®. Kondisi
hiperglikemia identik dengan kecendrungan peningkatan pembentukan radikal
bebas. Diabetes melitus disebutkan sebagai penyakit metabolik yaitu suatu
keadaan terjadi peningkatan kadar glukosa darah yang melebihi batas normal.

Penderita DM cendrung memberi komplikasi pada penyakit lain seperti penyakit

katarak, gagal ginjal, penyakit jantung kroner, penyakit kanker, penyakit menular,

dan gangguan degenerate serta dapat menyebabkan kematian dini.

Diabetes melitus  merupakan,-penyakit yang tidak dapat disembuhkan,
tetapi dapat di kontroi dengan perencanaan diet, dlah raga yang cukup”®.
Prevalensi diabetes melintus di Amerika Serikat sebesar 26,9 juta jiwa atau
8,2 persen dari populasi. Menurut International Diabetes Federation (2019),
Indonesia menduduki urutan ke-7 dengan prevalensi kasus diabetes terbanyak
di dunia sebanyak 10,7 juta jiwa setelah Cina, India, Amerika, Brazil, Mexico,
dan Pakistan. Hingga akhir tahun 2008 penyakit degeneratif telah menyebabkan
kematian hampir 36 juta jiwa di seluruh dunia dan diperkirakan akan terus
meningkat. Pada tahun 2030 diprediksi 52 juta jiwa kematian per tahun akibat
penyakit degeneratif seperti, kanker, jantung, stroke, hiperkolesterol, dan diabetes
melintus?"*%3",

Penyakit diabetes melintus dapat diklasifikasi menjadi dua tipe yaitu:

(). Diabetes melitus tipe-1 (DM-1) : merupakan kondisi yang sering disebut
dengan DM yang tergantung insulin. DM tipe-1 disebabkan oleh karena adanya
proses autoimun / idiopatik yang menyebabkan defisiensi insulin absolut.
Ditandai dengan ketidakmampuan sel-f3 pankreas untuk mensekresikan insulin
dikarenakan kerusakan sel  -pankreas yang disebabkan oleh proses autoimun.

(b). Diabetes melitus tipe-2 (DM-2), merupakan keadaan yang bervariasi, mulai
dominan resistensi insulin disertai defisiensi insulin relatif sampai yang
dominan efek sekresi insulin disertai resistensi insulin atau sel sasaran insulin
gagal atau tidak mampu merespon insulin secara normal.

Resistensi insulin banyak terjadi akibat dari efek obesitas dan kurangnya

aktivitas fisik serta penuaan. Resistensi insulin pada jaringan perifer dapat
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mengakibatkan terjadinya gangguan penyerapan glukosa pada sel otot dan lemak.
Penekanan produksi glukosa di hati yang tidak sempurna serta kegagalan
pengambilan trigliserida oleh lemak. Untuk mengatasi resistensi insulin tersebut,
sel-B pankreas akan meningkatkan jumlah sekresi insulin. Tahap selanjutnya
mempercepat produksi glukosa endogen atau glukosa puasa terganggu. Kenaikan
ini terjadi akibat adanya hiper-insulinemia. Resistensi insulin hati mendorong
terjadinya hiperglikemia pada DM-2, serta kegagalan sel B-pankreas telah dikenal
sebagai patofisiologi dari DM-2°.

Penderita DM semakin meningkat dengan cepat. Peningkatan jumlah
penderita DM yang-sebagian.besar-adalah DM )2 yaitu sekitar- 80 - 90 persen.
DM tipe-2 ini disebabkan oleh beberapa faktor yaitu obesitas (kegemukan),
hipertensi, riwayat keluarga DM, dislipedimia (kenaikan kadar lemak/
Trigliserida), umur, faktor genetik, alkohol dan rokok. Gejala-gejala khas DM
tipe-2 dinyatakan positif adalah gula darah puasa (GDP) > 126 mg/dl atau
gula darah post prandrial (G2PP) > 200 mg/dl. Gejala lain seperti
kesemutan, gatal-gatal, penglihatan kabur, disfungsi ereksi pada pria, pruritus
vulvae (keputihan) pada wanita'®. Kriteria glukosa darah terganggu pada
kategori DM disebabkan karena resistensi insulin dan peningkatan resiko
terjadinya penyakit kardiovaskular. Untuk meminimalisir komplikasi pada
diabetes melitus tipe-2 dapat dilakukan pencegahan melalui pengobatan

farmakologis maupun non farmakologis*®.

2.2. Aloksan :

Aloksan memiliki rumus kimia (C4sH;N,O4), dengan nama lain, 5,6-
tetraoxypirimidin: 2,4,5.6-pirimidinetetrone, 1,3-diazinan-2,4,5,6-tetron dan Asam
mesoxalylurea 5-oxobarbiturat. Struktur aloksan mirip dengan glukosa, sehingga
aloksan banyak digunakan untuk menginduksi terjadinya penyakit diabetes
melitus pada hewan percobaan secara eksperimental agar mengalami kondisi
hiperglikemia secara cepat. Aloksan dapat menyebabkan DM tipe 1 pada
manusia®.

Mekanisme aksi aloksan dalam perusakan sel - pankreas telah diselidiki

secara intensif dan belum dapat dipahami dengan jelas. Aksi sitotoksik dari zat
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diabetogenik ini dimediasi oleh spesies oksigen reaktif. Aloksan memiliki
kandungan asam dialurik dan bersifat toksik terhadap sel-p pankreas karena
terakumulasi melalui Glucose Transporter - 2 (GLUT - 2), sehingga apabila kadar
aloksan tinggi, tidak akan mempengaruhi jaringan sel lainnya. Aloksan bereaksi
dan merusak substansi esensial pada sel-p pancreas, sehingga jumlah sekresi

insulin menjadi berkurang®®®"%,

Pemberian aloksan untuk menginduksi diabetes memiliki cara kerja yang
sama dengan glukosa pada sel-B pancreas. Dosis aloksan untuk menginduksi
diabetes tergantung pada spesies hewan, rute pemberian dan status gizi. Dosis
intravena yang sering- digunakan'dari ‘aloksan untuk menginduksi diabetes pada
tikus adalah 65 mg/kg BB. Ketika aloksan diberikan secara intraperitoneal atau
subkutan, dosis efektifnya harus 2-3 kali lebih tinggi. Dosis intraperitoneal di
bawah 150 mg/kg BB*.

2.2.1  Obat Antidiabetes Komersial
Beberapa jenis obat antidiabetes komersial yang beredar di pasaran dan

fungsinya yang dapat digunakan pasien DM antara lain®,

(@) Terapi insulin dengan mekanisme merangsang fosforilasi reseptor insulin.

(b) Metformin dengan mekanisme mengurangi produksi glukosa

(c) Sulfonylureas (Gliclazide, Glimepiride, Glyburide) dengan mekanisme
merangsang untuk memproduksi insulin.

(d) Meglitinides  (Nateglinide, Repaglinide) dengan mekanisme merangsang
pankreas untuk-memproduksi insulin.

() Amylin (Pramlinitide) dengan mekanisme meningkatkan kontrol glikemik
melalui modulasi laju pengosongan lambung, pencegahan kenaikan
kadar glukagon postprandial, dan menimbulkan sensasi kenyang.

(f) Thiazolidinediones (TZD) (Pioglitazone, Rosiglitazone) dengan mekanisme
meningkatkan sensitivitas insulin dan mengurangi produksi glukosa oleh
hati.

(9) Alpha-glucosidases inhibitor (Acarbose) dengan mekanisme memperlambat
penyerapan karbohidrat (gula) yang dicerna. Dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4)

inhibitors dengan mekanisme mengintensifkan efek hormon usus (incretin)
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yang terlibat dalam pengendalian gula darah.
(h) Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) agonist dengan mekanisme meniru efek
hormon usus tertentu (incretin) yang terlibat dalam pengendalian gula darah.
(i) Sodium glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitors dengan mekanisme
membantu menghilangkan glukosa di dalam urine.

2.2.2 Obat Antidiabetes Herbal

Beberapa peneliti telah melaporkan hasil penelitiannya, untuk mencegah
diabetes melitus dengan pemberian obat diabetes herbal.** Penelitian ekstrak kayu
manis', ekstrak Daun Gaharu™, ekstrak kulit buah naga merah®™. Untuk
meningkat aktifitas-enzim; katalasé Idan ‘SOD\ dan ymenurunkan kadar MDA,
ekstrak minyak Zaitun (Virgin Olive Oil/VOO)" dan ekstrak asam kandis
(Garcinia xanthochymus)'® dapat menghambat aktivitas o-glukosidase dan
merangsang enzim metabolisme glukosa di jaringan hati®, daun sirsak yang
berperan dalam menurunkan kadar glukosa darah®, jintan hitam dan senyawa
bioaktifnya thymoquinon (TQ) dapat melindungi dan menjaga integritas sel f§ -
pankreas dengan mengurangi | stress oksidatif atau memiliki aktivitas
antidiabetes.®” Salah satu tumbuh-tumbuhan diantaranya adalah buah Zaitun
mengandung senyawa polifenolik, yang dapat berfungsi sebagai anti oksidan
eksogen dalam memelihara fisiologi sel p-pankreas. Penggunaan  obat
tradisional telah digunakan di seluruh dunia untuk terapi diabetes dan
komplikasinya.** Diantara banyak obat antidiabetes dan obat alternatif lainnya,

obat herbal telah dikenal dapat menyembuhkan dan mencegah diabetes melitus.*?

2.3  Antioksidan

Antioksidan merupakan zat yang dapat menetralkan radikal bebas yang
bersifat toksik dan mencegah radikal bebas merusak sel. Sistem antioksidan
endogen yang terdapat didalam tubuh seperti, enzim superoksida dismutase,
katalase, glutation peroksidase, glutation reduktase, peroksiredoksin.?*%*
Antioksidan endogen dapat memperbaiki kerusakan protein, DNA dan mencegah
lipid teroksidasi. ROS dalam jumlah besar secara langsung atau tidak langsung
dapat menghancurkan sistem antioksidan endogen. Untuk mengimbangi ROS
yang berlebih dapat dilakukan melalui peningkatan jumlah asupan antioksidan

berasal dari nutrisi makanan (antioksidan eksogen) antara lain vitamin E, vitamin
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C, karotenoid, dan polifenol (flavonoid, fenolik), glutathione dan asam lipoat,
protein pengikat logam (feritin, laktoferin, albumin, dan ceruloplasmin) dan
banyak fitonutrien antioksidan lainnya terdapat dalam berbagai macam makanan
nabati. Antioksidan eksogen (non enzim) dapat mempengaruhi aktivitas
antioksidan endogen (enzim) atau saling bersinergi untuk meningkatkan aktifitas
antioksidan endogen dalam menangkal radikal bebas dan melindungi sel dari

kerusakan.'®

Antioksidan dalam keadaan tertentu juga dapat menjadi pro-oksidan
sehingga mempunyai efek negatif dengan menyebabkan oksidasi didalam tubuh.
Beberapa antioksidan-yang:dapat!menjadi-pro-oksidan adalah-vitamin C, vitamin
E, Zinc, ceruloplasmin, ferritin, transferrin dan albumin. Protein ini menghambat
pembentukan spesies reaktif baru dengan mengikat transisi ion logam (misalnya
besi dan tembaga). Antioksidan enzim dan non enzim dapat bertindak secara
sinergis untuk mempertahankan atau membangun kembali homeostasis redoks.*®

Antioksidan bekerja untuk melindungi sel dari kerusakan oksidatif akibat
radikal bebas melalui perannya sebagai penangkap atau scavenger dari reaktifitas
radikal bebas dan menetralkan menjadi tidak reaktif. Jika terjadi reaksi oksidasi
dimana reaksi tersebut menghasilkan hasil samping berupa radikal bebas
superdioksida (¢*O,) maka tanpa adanya antioksidan, radikal bebas ini akan
menyerang molekul-molekul lain disekitarnya. Hasil reaksi ini akan dapat
menghasilkan radikal bebas yang lain yang siap menyerang molekul yang lainnya.
Akhirnya akan membentuk reaksi berantai' yang membahayakan. Berbeda halnya
bila terdapat antioksidan, radikal bebas akan segera bereaksi dengan antioksidan
membentuk molekul yang stabil dan tidak berbahaya.'®

2.3.1 Jenis - jenis Antioksidan

Berdasarkan mekanisme pencegahan dampak negatif ROS, maka
antioksidan dapat dibagi menjadi dua golongan.?
a) Antioksidan Enzimatis
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengetahui efek yang menguntungkan
dari antioksidan enzim untuk mencegah terbentuknya radikal anion superoksida
(*O7), radikal hidroksil («OH"), hidrogen peroksida (H;O,) dan radikal peroksil
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(*ROO) yang berbahaya bagi tubuh. Antioksidan dapat menjadi scavenger,
protein melalui logam penyangga, pengkhelat logam redoks (Fe, Mn, Cu, Zn).
Pada Gambar 1 merupakan skematis peranan antioksidan enzim dalam
penetralan ROS.*

Anti oksidan endogen seperti, enzim superoksida dismutase (SOD)
adalah enzim mengandung logam antara lain, (MnSOD) terdapat pada
mitokondria dan (Cu-SOD) terdapat pada sitoplasma, nukleus. Enzim-enzim ini
berfungsi untuk menetralkan superdioksida (+O,") menjadi hidrogen peroksida
(H202). Anti oksidan enzim katalase (CAT) terdapat pada sitoplasma dapat
menetralkan H,O, menjadi air. (H20)- dan oksigen (O2), dan reaksi ini dapat
berlansung jika ada métahol; etanol sebagai pemberii’ ion hidrogen. Glutation
peroksidase (GSH-Px) merupakan antioksidan endogen yang mengandung ion
selenium (Se) pada sisi aktifnya, antioksidan ini dapat menetralkan H,O,
dengan cara mereduksinya. Reaksi reduksi ini berpasangan dengan reaksi
oksidasi glutation tereduksi (GSH) menjadi glutation teroksidasi (GSSG).

L Madcx fewiing g’
=
-

Gambar 2.1. Peranan antioksidan endogen dalam penetralan ROS *

Berdasarkan hasil penelitian dari beberapa peneliti mengaplikasi enzim
katalase dalam industri makanan untuk menghilangkan hidrogen peroksida dari
susu sebelum diproduksi menjadi keju. Kegunaan lain adalah dalam pembungkus
makanan di mana ia mencegah makanan mengoksidasi katalase, dalam industri

tekstil, menghilangkan hidrogen peroksida dari bahan untuk memastikannya
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bahan bebas peroksida. Penggunaan kecil dalam kebersihan lensa kontak
beberapa pembersihan lensa produk disinfeksi lensa menggunakan larutan
hidrogen peroksida; larutan yang mengandung katalase adalah kemudian
digunakan untuk menguraikan hidrogen peroksida sebelum lensa digunakan
kembali®®,

b) Antioksidan Non-Enzimatis

Antioksidan non-enzimatis disebut juga sebagai antioksidan eksogen, yang
berasal dari komponen nutrisi seperti, sayur-sayuran, buah-buahan dan rempah-
rempah?’. Komponen yang bersifat antioksidan didalam sayur-sayuran, buah-
buahan dan rempah- rempah meliputi;; vitamin C vitamin E, B-karoten,
polifenolik, flavonoid, |sof|avon seruloplasmin, ferltln transferin, dan albumin.
Senyawa-senyawa ini dapat menghambat pembentukan spesies reaktif baru.
Senyawa-senyawa fitokimia ini membantu melindungi sel dari kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh ‘radikal bebas.**** Pada Gambar 2, merupakan
mekanisme redoks aktifitas biologis anti oksidan eksogen dari senyawa fenolik

dalam menetralkan ROS.

” 0+ Radikal
\)\ =0
\_/

o
\ C"X
Fenolik (e-) 0+ OH / OH \
\
‘ Menadlon
OH
Fenolik . A 9 i)\ . SOD

Y
,&—f

H  OH

Gambar 1.2. Mekanisme Redoks dari senyawa Fenolik dalam menetralkan
ROS®

Senyawa menadione teroksidasi membentuk radikal menadion dan
selanjutnya direduksi kembali dan dihasilkan anion superoksida («O;"), kemudian
enzim superoksida dismutase (SOD) merubah superoksida (*O,) menjadi
hidrogen peroksida (H,05).

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi 2 kelompok yaitu:
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i) Antioksidan sintetik

merupakan senyawa antioksidan yang diperoleh dari hasil sintetis dari industri,
anatara lain Butil hidroksi aAnisol (BHA), Butil hidroksi toluen (BHT), Asam
galat, TBHQ (Ter-butil hidroksi quinon) dan Tokoferol. Senyawa ini telah banyak
digunakan sebagai aditif pada produk makanan untuk mencegah kerusakan yang
disebabkan oleh proses oksidasi. Namun, penggunaannya dibatasi di karena

berpotensi terhadap masalah kesehatan.*°
i1) Antioksidan alami

berasal dari bahan alam seperti. tumbuh-tumbuhan, yang pada umumnya
mengandung senyawa 'p(‘)life'nolik berupa golongan ‘flavonoid, turunan asam
sinamat, kumarin, Quinon, tokoferol, asam-asam organic polifungsional, vitamin
C, vitamin E, karotenoid dan berbagai trace element (seperti Se, Zn, Cu dan

Mn).12‘34'39

2.4 Tanaman Zaitun ( Olea europaea L.)

Tanaman zaitun adalah jenis tanaman yang berbuah, buah Zaitun memiliki
nama latin (Olea europaea L.). Pohon zaitun tumbuh sebagai tumbuhan perdu
tahunan. Pada usia 15 - 20 tahun pohon zaitun mampu memproduksi buah yang
banyak.'® Dan mampu bertahan hidup dengan umur yang panjang yaitu sampai
ratusan dan ribuan tahun dan tumbuh menjadi pohon yang besar. Tanaman zaitun
tersebar di Asia Timur dan Selatan sampai ke Mediterania, Makaronesia serta
Afrika Timur .dan Selatan.*** Pohon zaitun banyak ditemukan dikawasan
Mediterania seperti, Timur ‘Tengah, Italia, Spanyol; Yunani dan negara lain di
sekitarnya. Morfologi dari tanaman Zaitun berupa pohon dengan ketinggian 5 -
10 m. Daun dari tanaman zaitun berbentuk lonjong berukuran 20 - 90 mm x 7 -
15 mm dan berwarna hijau keabu-abuan pada permukaan atas sedangkan pada
permukaan bawah daun berwarna kuning keemasan. Tanaman zaitun memiliki
bunga berukuran 6 - 10 mm dengan warna putih. Ketika pohon berusia sekitar
15 - 20 tahun, tanaman ini dapat berproduksi dengan baik dan menghasilkan
buah berbentuk seperti telur berwarna hijau muda dengan bercak putih ketika

masih muda dan berwarna ungu gelap ketika sudah matang, pada gambar 3.
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2.4.1 Taksonomi Tanaman Zaitun ( Olea europaea L.)

Buah zaitun muda berwarna hijau kekuningan dan sering digunakan
masyarakat Mediterania sebagai bumbu penyedap dalam masakan. Sedangkan
buah zaitun yang telah matang berwarna ungu kehitaman dan kerap diekstrak
untuk diambil minyaknya yang dikenal sebagai minyak zaitun. Tanaman zaitun
dapat diklasifikasi atau taksonomi adalah sebagai berikut .**

Kingdom . Plantae

Division : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Famili : QIegpeaa-AR,\,"l‘f\S AN DALAG
Genus : Olea

Species : Europa

-.—.:';g,' e
BERTOLLI)
Wervenit

" EXTRA

Q‘ VIRGIN

4

R
o

Gambar 2.2. Datin, Buah Zaitun Dan Minyak Zaitun Merk Bertoli

Minyak zaitun (Virgin Olive Oil / VOO) adalah minyak yang didapat dari
buah zaitun. Minyak zaitun merupakan salah satu pangan fungsional yang
mempunyai kandungan MUFAs, yang sebagian besar terdapat dalam bentuk asam
oleat. Selain itu, minyak zaitun juga mengandung senyawa antioksidan fenolik,
sehingga banyak dimanfaatkan untuk kesehatan.***?

Minyak zaitun ada dua jenis yaitu, minyak zaitun extra virgin (Extra
Virgin Olive Oil - EVOO) dan minyak zaitun murni (Refined Olive Oil - ROO).

Kedua jenis minyak zaitun tersebut memiliki komposisi yang sama yaitu asam
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lemak tak jenuh tunggal (mono-unsaturated fatty acids / MUFAS) terutama asam
oleat, namun berbeda pada kandungan komponen minornya. Sekitar 98 - 99
persen dari total berat EVOO terdapat MUFAs dan sebanyak 1 — 2 persen
berupa komponen minor dan terdiri dari senyawa polifenolik, squalene, quinolin,
sitosterol, triterpen, pigmen, tokoferol. EVOO diperolenh melalui proses fisik,
yaitu dengan menghancurkan dan pemerasan buah Zaitun. Sebaliknya, ROO
melewati proses ekstraksi kimia sepert, refinement dan menghilangkan sebagian

besar komponen minor.**

2.4.2 Komposisi Minyak Zaitun

Minyak ;zaitun' mengandung 'senyawa ‘antioksidan-yang-pada umumnya
dapat mengurangi stress oksidatif penyebab terjadi peningkatan gula darah.
Minyak zaitun merupakan ekstrak dari buah zaitun, terdiri dari fraksi gliserol (90 -
99) persen dan fraksi non-gliserol (0,4 - 5) persen.**** Fraksi gliserol terdiri dari
Mono Unsaturated Fatty Acid, Poly Unsaturated Fatty Acid dan Saturated Fatty
Acid (SFA). Sedangkan fraksi non gliserol diantaranya senyawa fenolik,
tokoferol, squalene, Klorofil (pigmen warna) dan 3-karoten yang berfungsi sebagai
antioksidan. Setiap 100 gr minyak zaitun mengandung komposisi yang terdiri dari
: komposisi zat gizi dan vitamin (air 80 persen : minyak 15 persen : protein 1
persen : karbohidrat 1 persen, serat 1 persen : vitamin E 14 mg (93 persen) :
vitamin K 62 mg (59 persen) : vitamin A 38,8 mg). Komposisi fitokimia
mengandung polifenol 400.2 ppm. Kandungan Asam lemak (Oleat 55 - 83 persen
. Linoleat 3.5 --21/persen ; Palmitat 7.5.-'20 persen : Stearat 0.5 — 5 persen : a-

Linolenat 0 — 5 persen dan omega-3 dan omega-6.*°

2.4.3 Manfaat Minyak Zaitun

Minyak zaitun sangat bermanfaat bagi kesehatan karena kandungan
asam oleat didalamnnya dan senyawa lain. Beberapa komponen mencakup
senyawa polifenol (flavonol, quercetin-3-rutinoside, gQuercetin-3-rutinoside,
lueolin-7-glucoside,  luteolin-5-glucoside.tokoferol,  fitosterol,  karotenoid,
luteolin, dan asam triterpenat, asam oleat yang banyak terdapat dalam minyak
zaitun dan diindikasikan dapat mencegah penyakit kardiovaskular. Bukti lain

juga menunjukkan bahwa konsumsi rutin makanan yang kaya akan senyawa
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fenolik dapat menurunkan risiko perkembangan penyakit kronis.** Mekanisme
dimana senyawa ini dapat memberikan efek antiinflamasi, khususnya pada

penyakit kardiovaskular, melibatkan antara lain aktivitas antioksidan.*

Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa manfaat antioksidan dari
komponen minor (terutama senyawa fenolik) dari EVOO, dapat mengurangi
risiko trombotik, peradangan, aterosklerosis, stres oksidatif dan kanker.*” Telah
dilaporkan bahwa minyak zaitun, terutama EVOO memiliki efek menguntungkan
pada faktor risiko kardiovaskular seperti, koagulasi, agregasi platelet, lipid,
fungsi endotel dan peradangan.’ Keunggulan minyak zaitun dapat dikonsumsi
dalam bentuk cair,tanpa..proses: pemasakan,\ karena, tidak-menimbulkan efek
negatif bagi lambung dansaluran pencernaan, serta membantu melindungi
lambung sehingga terbebasdari gangguan maag dan gastritis. Pengobatan
tradisional seperti, penggunaan obat herbal merupakan salah satu pengobatan
alternatif baru dan memiliki khasiat dan efek farmakologis.*®*° Dalam beberapa
penelitian dilaporkan bahwa VOO dapat memecah sel adiposit penyebab obesitas.
Pada penelitian tersebut dijelaskan bahwa VOO merupakan salah satu jenis
minyak yang dapat direkomedasikan untuk menggantikan diet minyak lemak
jenuh. Keunggulan dari VOO dapat dikonsumsi dalam bentuk cair, tanpa proses
pemasakan, dan tidak menimbulkan efek negatif bagi saluran pencernaan, serta

membantu melindungi pencernaan dari gangguan maag dan gastritis.*"°
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2.5 Kerangka Teori

Minyak Zaitun

Antioksidan
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Aloksan Minyak Zaitun
} !
Terbentuk ROS Anti Oksidan Non Enzim
A 4 y
Stress Oksidatif + Peningkatan ROS" - > ANDPenurunan-Stress Oksidatif - ROS
l |
Peningkatan Hidrogen Peroksida Penurunan Hidrogen Peroksida
A\ 4 A\ 4
Kerusakan Sel B Pankreas Perbaikan Sel B Pankreas
4 \ 4
Diabetes Melitus [

\ 4

DM-Hiperglikemia

Gambar, 3.1. Alur Kerangka Konseptual Teoritis

3.2 Hipotesis Penelitian
Ho = Aloksan dapat menyebabkan peningkatan kadar ROS yang menyebabkan
peningkatan gula darah pada tikus wistar.

Ho = Pemberian anti oksidan pada minyak zaitun dapat menurunkan kadar ROS

(hidrogen peroksida) pada tikus wistar hiperglikemia.
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BAB 4
METODA PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dari payung penelitian
Prof. Dr. Eti Yerizel, M.S, dengan menggunakan post test only group design
mengikuti Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian menggunakan hewan
coba tikus wistar jantan dewasa yang terdiri dari 3 kelompok perlakukan yang
masing-masing kelompok ada 8 ekor tikus wistar.

4.2 Waktu dan Lokasi Penelltlan
Penelitian telah dilakukan di laboratorium anlmal house, Fakultas Farmasi,

Universitas Andalas dan pengujian sampel antara lain Uji kadar hidrogen
peroksida dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran, Universitas

Andalas Padang. Penelitian dilakukan dari bulan Agustus 2023 sampai Mei 2024.

4.3  Alat dan Bahan

43.1 Alat

Peralatan yang digunakan adalah kandang hewan, timbangan hewan, neraca
analitis digital (Ohaus), Spektrofotometer UV-Vis (Spectronic Genesys 20),
Sentrifus (Nasco), Mikropipet (Socorex Swiss), Oven, rak dan tabung reaksi,
cuvet, alat-alat gelas, vorteks, sonde, tabung vial, microtube, microhaematocrit,

pisau bedah, jarum suntik, rapid blood glucose monitoring merk Accu-check.

4.3.2 Bahan :

Bahan yang digunakan : Tikus Wistar jantan dewasa berumur 2-3 bulan dengan
berat badan rata-rata 200-250g dengan kondisi fisik sehat, anastesi Ketamine
hidrokhlorida (C13H16CINO) 40-50 mg/KgBB, alkohol, mMinyak Zaitun (Olea
europaea) merk Bertolli, Aloksan monohidrat (C4H,N,04), H,O,, aquabidest,
NaCl 0.9 persen, Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH=10), Kits standar
H,0,, Buffer PBS (0.01 M) pH =7.4.

4.4  Pengelompokkan Besar Sampel
Pengelompokkan sampel hewan coba tikus wistar yang digunakan dalam

penelitian secara in vivo ini, terdiri dari tiga kelompok yaitu :
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8 ekor untuk kelompok K (-), 8 ekor untuk kelompok K (+) dan 8 ekor untuk
kelompok (P) dan total dibutuhkan 24 ekor tikus.

4.4.1 Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi tikus wistar jantan dewasa umur 2 - 3 bulan dengan bobot 200 - 250

gram dari Animal house, Fakultas Farmasi, Universitas Andalas. Tikus wistar

dikelompokkan menjadi 3 kelompok perlakuan, yaitu:

a.

Kelompok I (K-)
adalah tikus wistar jantan dewasa yang tidak diberi perlakuan (kelompok
kontrol negatif) yaitu tidak diinduksi aloksan dan tidak diberikan minyak

zaitun, hanya-diberi makamdariminum ad libitum.>* ,

. Kelompok 11 (K+)

adalah tikus wistar jantan dewasa yang diberi induksi aloksan dengan dosis
100mg/kgBB diberikan satu kali pemberian secara intraperitonial disebut

sebagai tikus hiperglikemia dan tidak diberi minyak zaitun.>>

. Kelompok 111 (P)

adalah tikus wistar jantan dewasa hiperglikemia yang diberi induksi aloksan
secara intraperitonial dengan satu kali pemberian dengan dosis 100 mg/kgBB
dan diberi minyak zaitun secara oral dengan dosis 25 mL/hari selama 14 hari.

Kelompok Il dan Il setelah dinduksi aloksan (3 sampai 7 hari) segera

dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darah, karena pemberian minyak zaitun

dilakukan jika ada indikasi kadar glukosa darah tikus di atas 135 mg/dl

(diabetogenik).-Pada 14 hari penelitian. dilakukan pengukuran-kadar hidrogen

peroksida pada 24 ekor sampel tikus wistar jantan dewasa.

4.4.2  Kiriteria Subjek Penelitian

Subjek penelitian terdiri dari kriteria inklusi adalah sebagai berikut :

1.
2.

Tikus wastar jantan dewasa umur 2 - 3 bulan dengan bobot 200 - 250 gram

Tikus yang sehat, aktif bergerak, berasal dari jenis yang sama.

Sedangkan Subjek penelitian kriteria eksklusi adalah sebagai berikut :

1.Tikus yang sudah dilakukan intervensi pengobatan dalam penelitian

2.

sebelumnya.

Tikus yang sakit (karakter rambut rontok, kusam. Tidak/kurang aktif
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3. Tikus dalam keadaan cacat secara anatomi.
Adapun kriteria drop out dari subjek penelitian ini adalah sebagai berikut: Tikus

yang mati selama periode penelitian.

4.5 Definisi Operasional

Variabel Independen

1. Minyak zaitun

a. Definisi : minyak yang berasal dari bahan alami buah zaitun yang memiliki
kandungan anti oksidan, yang di prediksikan sebagai kandungan fenolik.
Minyak zaitun (Olea europaea) diperoleh dari supermarket yang ada di kota
Padang, Indonesia-dengan Merk Bertolls (Italia) Sertifikat: IFS-BRC).

b. Alat Ukur ' timbangan analitis

c. Hasil Ukur : pemberian dosis untuk hewarn coba dikonversikan berdasarkan
berat badan manusia dengan berat 70 kg (lampiran 3), yakni 0,45 ml/hari untuk
BB 200 gr. Dan selanjutnya disesuaikan dengan berat badan tikus dengan
menggunakan konversi tersebut.

d. Skala Ukur : Rasio

Variabel Dependen

1. Kadar Glukosa Darah

a. Definisi : kadar glukosa darah yang didapatkan dari pengukuran sebelum

dan setelah diberi aloksan dan minyak zaitun

. Cara Ukur : Glukometer (Accu check)

. Satuan Ukur -: kadar glukosa dalam/mg/dl

. Skala Ukur : Rasio

. Nilai rujukan : kadar glukosa darah pada tikus hiperglikemia : > 135 mg/dl

o O T

D

2. Kadar Hidrogen peroksida

a. Definisi . kadar hydrogen peroksida yang didapatkan dari pengukuran
sebelum dan setelah diberi aloksan dan minyak zaitun

b. Cara Ukur  : Spektrofotometer

c. Satuan Ukur : kadar hydrogen peroksida dalam mmol/L

d. Skala Ukur : Rasio
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4.6 Pelaksanaan Penelitian

4.6.1 Pemeliharaan Hewan Coba

Tikus wistar berumur 2 - 3 bulan dengan berat badan 200 - 250 gram,
sehat dilakukan aklimatisasi selama 7 hari di di dalam kandang yang terbuat dari
bahan plastik dengan luas (ukuran 30 x 20 x 10 cm) yang ditutup dengan kawat
kasa. Dasar kandang dilapisi dengan sekam padi setebal 0,5 - 1 cm dan diganti
setiap tiga hari. Cahaya ruangan dikontrol (12 jam terang dan 12 jam gelap),
yaitu pukul 06.00 sampai dengan pukul 18.00) dan 12 jam gelap (pukul 18.00
sampai dengan..pukul 06.00).;: Dikondisikan»dengan, ruangan. dibiarkan pada
kondisi alamiah kira-kira 20°C - 24,5°C, dan kelembapan relatif (50 + 10%).
Diberikan pakan standard (B-551) 10 persen dari bobot badan dan minum (air
PDAM) diberikan setiap hari (adlibitum). Kemudian diukur kadar glukosa darah
puasa. Tikus yang dipilih yang mempunyai kadar glukosa darah normal 50 - 135
mg/dl. Pengukuran glukosa darah dilakukan dengan menggunakan glucometer
(Accu check).

4.6.2 Perencanaan dosis Aloksan
Aloksan didapat dari Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi
Universitas Andalas. Aloksan komersal dengan dosis 400 mg dilautkan dalam
NaCL 0,9 % sampai volume 32 - 40 ml.
Larutan aloksan diinjeksi kan pada hewan coba secara intraperitoneal.
Perhitungan dosis aloksan: ‘
a. Berat badan tikus 200 - 250 gr. Dosis aloksan yang digunakan adalah 100
mg/kgBB.
b. Volume pemberian sediaan untuk satu ekor tikus adalah 0,01 mL/g berat badan
tikus.
c¢. Jumlah tikus yang akan diinduksi sebayak 2 kelompok, K+ dan P sebanyak
16 ekor
d. Aloksan untuk satu ekor tikus (BB 200 gr) = 100 mg/1000 g x 200 g =
20 mg
e. Volume pemberian aloksan untuk satu ekor tikus (200 gr) = 0,01 mL x 200 gr =

2mL
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f. Aloksan untuk satu ekor tikus (BB 250 g) = 100 mg /1000 g x 250 g = 25 mg

g. Volume pemberian aloksan untuk satu ekor tikus (250 g) = 0,01 mL x 250 g =
2,5mL

h. Volume yang dibutuhkan = X tikus x volume permberian tiap ekor tikus pada

kelompok (K+) dan (P) = 16 ekor x (2 mL - 2,5 mL) =32 mL — 40 mL
i. Aloksan yang ditimbang =20mg: 2 mL x 32 mL =320 mg
=25mg:2,5mL x40 mL =400 mg

J. Jadi aloksan yang ditimbang sebanyak 320 mg — 400 mg di larutkan dalam
NaCl 0,9 % hingga 32 mL — 40 mL.

4.6.3 Pemberian Minyak Zaitun

Minyak zaitun (Olea europaea) diperoleh dari supermarket yang ada di
kota Padang, Indonesia dengan Merk Bertolli (Italia; Sertifikat: IFS-BRC).
Pemberian minyak zaitun menggunakan alat bantu sonde per oral. Dalam
melakukan intervensi, tikus dipegang dan posisinya diatur sedemikian rupa,
kemudian minyak zaitun dimasukkan melalui tepi palatum secara perlahan ke arah
belakang hingga esofagus.

Adapun pengukuran dosis dari pemberian minyak zaitun dihitung
berdasarkan persamaan berikut : menentukan jumlah pemberian minyak zaitun
untuk 1 ekor tikus dengan berat badan (BB) 200 - 250 gr. Pemberian dosis untuk
hewan coba dikonversikan berdasarkan berat badan manusia (70 kg), seperti pada
lampiran 2.

a. Konvesi dosis x dosis minyak zaitun ; 0,018 x 25 ml = 0,45 ml/hari untuk BB
200 g.

b. Konversi dosis x Berat badan (BB) = 0,45 mL x (250/200 g) = 0,56 ml/hari (BB
250 g)

c. Dosis minyak zaitun yang digunakan untuk berat badan tikus 200-250 gr adalah
0,45 mL/hari — 0,56 mL/hari.

4.7  Prosedur Pemeriksaan Variabel Dependen Penelitian
4.7.1 Pengumpulan Serum Darah
Tikus wistar di puasakan selama 12 - 16 jam sebelum diberikan aloksan

dan diukur glukosa darah. Setelah diberikan aloksan darah tikus diambil secara
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intrakardial pada hari ke-14. Pengambilan darah pada tikus dilakukan anastesi.
Darah diambil sebanyak 1,5 ml menggunakan pipet kapiler hematocrit, ditampung
menggunakan tabung yang telah mengandung Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA). Untuk mendapatkan plasma, terpisah dari serum dan eritrosit, sampel
darah disentrifuge dengan kecepatan 3.500 rpm selama 10 menit. Plasma yang
sudah terpisah diambil dengan mikropipet dan plasma ditampung menggunakan
microtube. Plasma dikemas menggunakan dry ice dan dinalisis di laboratorium
Biokimia Fakultas Kedokteran untuk analisis gula darah (Glucotest) dan kadar

hydrogen peroksida (H.0,).*°

4711 Pengukuran Kadar'Gula'Darah

Tikus dipuasakan selama delapan (12 - 18) jam sebelum pengukuran kadar
sampel darah diambil dengan microtube, kemudian didiamkan selama 30 menit,
kemudian sentrifugase dengan kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit. Plasma
darah diambil 5 uL kemudian dicampurkan dengan reagen glukosa sebanyak 500
puL dan diinkubasi selama 30 menit. Pengukuran kadar glukosa menggunakan
glukometer test (Accu Check).> Bandingkan glukosa darah pada hari 0 dan 15
setelah dilakukan perlakuan. Bila kadar gula darah >135 mg/dl maka tikus

tersebut diindikasi hiperglikemia.*®

GO0-G15

oo X 100 %

% Penurunan kadar glukosa darah =

Keterangan :
Gy : kadar glukosa darah hari ke -0
G5 : kadar glukosa darah hari ke -14

4.7.1.2 Pengukuran Kadar Hidrogen Peroksida (HZOZ)
Kadar Hidrogen peroksida dapat ditentukan dengan metoda
spektrofotometer berdasarkan reaksi dengan amonium molibdat membentuk

kompleks warna kuning dengan serapan maksimum pada A maks = 405 nm.>®
a. Persiapan Reagen

Reagent 1 : Larutan buffer PBS (Phosphate Buffer Saline) (0.01 M, pH 7.4, 60
mL x 2 vials, 2 - 8°C, 6 months. Panaskan PBS 0,01 M, pH 7,4
atau 0,9 % NaCl pada suhu 37 °C selama 10 menit

Reagent 2 : Ammonium Molybdate 60 mL x 2 vials 2 - 8°C, 6 bulan.
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Ammonium Molybdate, inkubasi dalam waterbath pada 60°C

jika mengkristal.

Reagent 3 : Standar H,O; (1 mol/L) 12 mL x 1 vial 2 - 8°C, 6 bulan

b. Pembuatan larutan standar H,O, 60 mmol/L
Siapkan larutan baru dengan mengencerkan 1 mol/L H,0, larutan stok standar
dengan air aquabidest dengan perbandingan 3 : 47 sebelum digunakan.
Buatkan seri larutan standar H,O, (1,5 - 150 mmol/L) atau (10 pL, 200 uL,
1000 pL). Tabung EP (EAZYPACK) sebanyak (1,5 mL,2 mL, 5 mL).

c. Persiapan Serum
Sebelum digunakan . jika, tkonsentrasi “‘sampel; terlalu--tinggi, dilakukan
pengenceran sampel dengan tepat. Jika konsentrasi terlalu rendah, volume
sampel harus ditingkatkan.
Volume sampel standar dan aquabidest (Blanko) harus ditingkatkan secara
merata pada waktu yang sama. Dianjurkan untuk mengambil 2 ~ 3 sampel
yang berbeda untuk dilakukan pra-percobaan sebelum percobaan dan encerkan
sampel menurut hasil pra-eksperimen dan rentang deteksi (1,5-150 mmol/L).
Faktor pengenceran yang direkomendasikan untuk sampel serum dengan factor
pengenceran 1. Jika sampel Serum pekat dapat diencerkan dengan (0,9% NaCl)
atau PBS (0,01 M, pH 7,4). Serum diamkan pada suhu 25°C selama 30 menit
untuk membekukan darah. Kemudian centrifuge pada 2.000 rpm selama 15
menit pada 4°C.

d. Penentuan Kadar hidrogen peroksida'(H,03)
1. Tambahkan kedalam Tabung EP sebanyak 1 - 5 mL reagen 1 dan inkubasi

pada temperatur 37°C selama 10 menit Tabung - 1).
2. Blanko : 0.1 mL aquabidest dimasukkan kedalam tabung (Tabung - 2).
3. Standar : 0,1 mL larutan standar H,O, 60 mmol/L dimasukkan kedalam
tabung (Tabung-3)
4. Sampel : 0,1 mL sampel serum kedalam tabung (Tabung - 4)
Kedalam masing-masing tabung (1, 2, 3 dan 4) ditambahkan 1 mL reagen

2 dan homogenkan. Kemudian masukkan ke kuvet dan ukur OD dengan
menggunakan instrument Spektrofotometer pada A = 405 nm dan alat di nol

kan dengan menggunakan aquabidest. Pada Tabel 2 ditampilkan perbandingan
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komposisi reagent yang digunakan untuk penentuan kadar hidrogen peroksida
(H20,).
Tabel 4.1. Penentuan Kadar Hidrogen Peroksida

Tabung Blanko  Tabung Standar Tabung Sampel

Reagen 1 (mL) 1 1 1
Panaskan pada temperature 37°C selama 10 menit

Air Aquabidest 0.1 mL

Larutan Standar H,0, 0.1 mL

60 mmol/L (mL)

Sampel serum (mL) 0.1mL

Reagent 2 (mL) UNIY & AT 1

e. Perhitungan Kadar H,O, untuk Serum (plasma) sampel cair lainnya:

Kadar H,O, (mmol/L) = % xcxf

Atau
__ OD Sampel - OD Blanko 60 mmol
Kadar H,0, (mmol/L) = St 0028  [Siandar H202 (<) ] x 1
Keterangan:

AA1 : OD Sample — OD Blank

AA2 : OD Standard — OD'Blank

C : The concentration of H,0; standard, 60 mmol/L.
f . The dilution factor of sample before test.

OD : Optic Density
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4.8 Alur Penelitian

24 ekor Tikus Wistar jantan dewasa Umur 2-3 bulan BB (200-250 g) diaklimatisasi selama 7 hari

tanda setiap kelompok

Timbang berat badan tikus dan diberi

K ()
Kelompok kontrol negatif
8 ekor

(Tidak diinduksi aloksan dan
tidak diberikan minyak zaitun)
Hanya diberi makan dan
minum

Ukur Glukosa Darah
(Gluco Test)

Tidak diinduksi
aloksan

. Diinduksi| aloksan‘dengan

tidak diberikan minyak zaitun

K (+)
Kelompok control positif
8 ekor

dosis 100 mg/kg BB dan

\4

Ukur Glukosa Darah

(Gluco Test)

Tidak diberikan
minyak zaitun
selama 14 hari

Diinduksi
aloksan,
evaluasi 3 hari

Diabetes
Melintus (DM) /
Hiperglikemia

A\ 4

P
Kelompok Perlakuan
8 ekor

(Diinduksi aloksan dengan
dosis 100 mg/kg BB dan
diberikan minyak zaitun
sebanyak 25 mL/kg BB

\ 4

Ukur Glukosa Darah
(Gluco Test)

Diinduksi
aloksan,
evaluasi 3 hari

v

Diabetes
Melintus (DM) /
Hiperglikemia

Ukur Glukosa Darah (Gluco Test)

v

Uji kadar hidrogen
peroksida (H,0O,)

\ 4

Uji kadar hidrogen
peroksida (H,0,)

A

A

Uji kadar hidrogen
peroksida (H,0O,)

Analisis Data

Gambar 4.1. Skema kerja pemberian minyak zaitun untuk penurunan kadar
Hidrogen Peroksida pada tikus Diabetes Melintus (DM) Hiperglikemia

Fakultas Kedokteran Universitas Andalas

29



Keterangan : Pada kelompok perlakuan, ambil serum darah dan kemudian
diberikan minyak zaitun, dilakukan setelah kadar glukosa darah puasa sudah >
135 mg/dl. Pemberian minyak zaitun dilakukan dengan secara oral setiap hari
selama 14 hari. Pada hari ke 15 penelitian, darah diambil dan di pleksus
retroorbitalitas masing-masing tikus wistar, selanjutnyan dilakukan uji kadar
H20o.

49  Analisis Data
Data penelitian diolah berdasarkan analisis statistik dengan menggunakan

analisis varians (ANOVA) dengan sistem komputerisasi.

4.9.1 Uji Normalitas dan Uji' Homogenitas

Uji normalitas dilakukan dengan Uji Shapiro-Wilk dan Uji Kruskal
Wallis. Data yang dinyatakan adalah rata-rata + standar deviasi pada sampel
(n=8), jika p < 0,05 dianggap signifikan secara statistik. Perkiraan gesekan hewan

atau kematian dalam penelitian ini diharapkan pengurangan 10%.

4.9.2 Etika penelitian
Aspek etika dalam penelitian ini meliputi :
1. Hewan percobaan sampel penelitian yang dilakukan sesuai dengan protocol
yang berlaku.
2. Sisa bahan penelitian mengacu pada protap yang berlaku di Laboratorium
Biokimia Fakultas kedokteran Universitas Andalas Padang.
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BAB V
HASIL PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dibawah payung dari
penelitian Prof. Dr. Ety Jerizel, M.S, dengan menggunakan post test only group
design mengikuti Rancangan Acak Lengkap (RAL). Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui apakah dengan pemberian-minyak zaitun (Olea europaea)
dapat menurunkan kadar hidrogle'n. peroksirda pada hewdn percobaan tikus wistar
(rattus novergicus) yang telah diinduksi aloksan. Penelitian ini merupakan
penelitian lanjutan yang sebelumnya telah dilakukan oleh Ariani (2023) dengan
menggunakan objek penelitian tikus wistar jantan berumur 2 - 3 bulan dengan
berat badan 200 - 250 gram.>® Sampel dibagikan dalam tiga kelompok, masing-
masing kelompok berjumlah 8 ekor tikus. Jumlah tikus keseluruhan yang
digunakan dalam penelitian sebanyak 24 ekor dengan kondisi sehat, aktif
bergerak, berasal dari jenis galu‘wistar yang sama.

Berdasarkan topik yang diusulkan pada penelitian ini adalah untuk
mengamati efek pemberian minyak zaitun (Olea europaea) dalam menurunkan
kadar hidrogen peroksida pada hewan percobaan tikus wistar (Rattus novergicus)
yang diinduksi aloksan. Sebelum pengukuran kadar hydrogen peroksida tikus
diindikasikasi mengalami. diabetes melitus/ DM atau hiperglikemia, maka perlu
dilakukan pengecekan kadar gula darah setiap tahapan proses perlakuan.
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan Ariani (2023) diperoleh data-
data pengukuran kadar gula darah tikus pada masing-masing kelompok kontrol
negative K(-), kontrol positif K(+) dan kelompok perlakuan (P), memiliki
perbedaan kadar gula darah pada masing-masing kelompok tersebut, karena
mendapat perlakuan yang berbeda-beda, seperti ditampilkan pada gambar 5.
Setelah dilakukan analisis berdasarkan gambar 5 dapat digunakan sebagai rujukan
untuk memprediksi penelitian lebih lanjut terhadap penentuan kadar hydrogen

peroksida pada kelompok K(+) yang diinduksi aloksan dan kelompok P yang
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diberi minyak Zaitun sebagai sumber anti oksidan untuk menurunkan kadar
hydrogen peroksida. Penurunan kadar hidrogen peroksida diindikasikan dapat

menyembuhkan kondisi diabetes melitus atau kondisi hiperglikemia.?*

Kadar Glukosa Awal
300 + [ Kadar Glukosa |
| I Kadar Glukosa 11

I Kadar Glukosa 111
250

200

Rerata (nmol/mL
z

K() K (+) P

Gambar 5.1. Pemeriksaan Kadar/Glukosa Rerata pada Kelompok K(-), K(+) dan
P pada Kondisi (awal) (sebelum perlakuan), Kondisi I (3 hari), Kondisi Il (10
hari), Kondisi I11 (14 hari).>

Pada Kelompok kontrol negatif (K-) merupakan kelompok normal dari
tikus wistar jantan dewasa yang tidak diberi perlakuan aloksan dan tidak diberikan
minyak zaitun, hanya diberi makan dan minum. Kelompok ini digunakan sebagai
kontrol pembanding dari pengaruh aloksan dan pengaruh minyak zaitun pada
tikus.”* Pengukuran kadar glukosa darah aWaI pada kelompok K(-) sampai hari ke
-14 menunjukkan rerata (62,00-72,37) mg/dL. Kenaikan kadar gula darah
diindikasikan bertambahnya berat badan tikus setelah 14 hari. Namun kadar gula
darah kelompok K(-) masih berada dibawah 135 mg/dL, sehingga dapat
dikategorikan tikus masih dalam keadaan normal.

Pada kelompok kontrol positif (K+), merupakan kelompok yang
dilakukan induksi aloksan dengan dosis 100 mg/kgBB yang diberikan satu kali
secara intraperitonial untuk memberikan efek DM / hiperglikemia pada tikus
kelompok K(+) tidak diberi minyak zaitun.>® Pemeriksaan kadar gula darah awal
pada tikus kelompok K(+) sebesar 65,38 mg/dL. Setelah kelompok tikus wistar ini
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mendapat induksi aloksan selama 3 hari dilakukan pengukuran kadar gula darah
dan terjadi peningkatan sebesar 254,38 mg/dL. Senyawa aloksan memberi efek
positif penyebab kondisi hiperglikemia pada tikus, ditandai dengan kadar gula
darah lebih besar dari 200 mg/dL. Pada hari ke-10 perlakuan aloksan terjadi
kenaikan kadar gula darah sebesar 284,38 mg/dL. Dan pada hari ke-14
peningkatan kadar gula darah pada kelompok tikus ini terjadi peningkatan sangat
tinggi yaitu sebesar 299,88 mg/dL, yang dapat diindikasikan terjadi kondisi stress
oksidatif yaitu peningkatan ROS yang menyebabkan keadaan hiperglikemia pada
tikus.

Pada kelompok perlakuan’ (P) ' merupakan kelompok-tikus wistar jantan
dewasa hiperglikemia setelah induksi aloksan dosis 100 mg/kgBB dan kemudian
diberi perlakuan minyak zaitun secara oral dengan dosis 25 mL setiap hari selama
14 hari.®®> Pemeriksaan kadar gula darah awal pada kelompok tikus ini
menunjukkan kadar gula darah dalam keadaan normal 70,00 mg/dL. Pada hari ke-
3 dalam kondisi hiperglikemia dengan kadar gula darah 254,38 mg/dL dan
kemudian diberi perlakuan minyak zaitun selama 14 hari, ternyata memberi efek
positif dalam penurunan kadar gula darah sebesar 215,25 mg/dL. Pemberian
minyak zaitun yang mengandung anti oksidan senyawa polifenol menunjukkan
efek positif, dimana pada hari ke-3 telah dapat menurunkan kadar gula darah
sebesar 18,18 persen. Pada hari ke-10 dapat menurunkan kadar gula darah sebesar
155,63 mg/dL, sebesar 82,73 persen, jika dibandingkan dengan keadaan diabetes
mellitus (DM) pada hari ke-10 sebesar'284,38 mg/dL. Pada hari ke -14 kadar gula
darah mengalami penurunan secara berlanjut sebesar 144,75 mg/dL, jika
dibandingkan dengan kondisi hiperglikemia terjadi penurunan yang sangat
signifikan lebih kurang 100 persen. Namun kondisi hiperglikemia pada tikus

belum mencapai kondisi dengan kadar gula darah normal dibawah 200 mg/dL.

5.1 Penentuan Kadar Hidrogen Peroksida (H,0)

Minyak zaitun mengandung senyawa polifenol yang berfungsi sebagai anti
oksidan eksogen yang dapat menurunkan kadar ROS hydrogen peroksida (H20,),
penyebab terjadi stress oksidatif yang memicu kondisi hiperglikemia.?!
Berdasarkan analisis kadar gula darah yang dilakukan pada kelompok K(+) tikus

yang diberi induksi aloksan ternyata memiliki kadar glukosa darah puasa > 135
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mg/dl, dan diindikasikan dalam kondisi hiperglikemia. Setelah diberi perlakuan

anti oksidan minyak zaitun secara oral setiap hari selama 14 hari

ternyata dapat memberikan efek positif pada penurunan kadar gula darah tikus dan
diindikasikan terjadi penurunan stress oksidatif ROS hidrogen peroksida (H20.)
dalam serum darah. Pengukuran kadar hidrogen peroksida dilakukan pada hari
ke-14 setelah perlakuan terhadap 24 ekor tikus wistar jantan dewasa. Pemberian
minyak zaitun dilakukan dengan secara oral setiap hari selama 14 hari. Pada hari
ke 15 penelitian, serum darah diambil dan di pleksus retroorbitalitas masing-
masing tikus wistar, selanjutnya dilakukan uji kadar H,O, dengan metoda
spektrofotometer-dengan menggunakan pereaksi/lamonium-molibdat pada serapan
A maks = 405 nm. Data-data kadar hidrogen peroksida ditampilkan pada tabel 5.1.
Analisis data-data penelitian diolah berdasarkan analisis statistik dengan
menggunakan sistem komputerisasi dan semua data dipresentasikan dalam bentuk
rata-rata + simpangan baku (rata-rata £ SD).

Tabel 5.1. Uji Laboratorium Hidrogen Peroksida Pada Serum Darah Tikus
Wistar

Kelompok
Perlakuan Kontrol Kontrol Perlakuan

Negatif (K-)  Positif (K+) (P)
1 12.4 35.9 16.7
2 16.1 23.6 17.5
3 11.3 21.8 18.7
4 16.5 34.2 ‘ 18.8
5 13.3 421 15.6
3] 16.6 25.5 20.3
7 17.5 35.8 15.3
8 15.0 20.2 28.4

5.2 Uji Normalitas Shapiro-Wilk

Uji normalitas dilakukan dengan Uji Shapiro-Wilk, untuk mengamati
apakah kadar hidrogen peroksida yang tertera pada tabel 5.1 dari 3 kelompok
perlakuan, masing-masing digunakan 8 ekor tikus, terdistribusi secara normal.
Pada tabel 5.2 ditampilkan data hasil uji normalitas Shapiro-Wilk .
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Tabel 5.2. Uji Normalitas Shapiro-Wilk dari Kadar H,O, Pada Serum Darah

Kelompok g:?;;:zgs P value
Kontrol negative K (-) 8 0.418
Kontrol Positif K (+) 8 0.323 p <0,05
Perlakuan (P) 8 0.022

Dari uji Shapirb .Wil'k memberikan hasilluji“ dengan nilai p < 0,05,
menunjukkan data-data tidak terdistribusi normal. Analisa uji ANOVA tidak
memenuhi syarat. Maka uji selanjutnya dapat dilakukan uji Kruskal Wallis untuk

menentukan perbedaan signifikan kadar hidrogen peroksida setiap kelompok.

Uji Kruskal Wallis
Uji Kruskal Wallis bertujuan untuk mengetahui perbedaan yang signifikan
dari kadar hidrogen peroksida pada setiap kelompok. Uji Kruskal Wallis memiliki

tingkat kepercayaan 95%.

Tabel 5.3. Uji Kruskal Wallis dari Kadar H,O, Pada Serum Darah

Kadar H,0;
Kelompok n Rerata + SD P value
mmol/L
Kontrol negative K(-) 8 4.838 + 2,248
Kontrol Positif K (+) 8 29,888 £ 8,079 0,001

Perlakuan (P) 8 18,193 £ 4,190

Berdasarkan uji Kruskal Wallis diperoleh nilai p value = 0,001 atau p <
0,05, nilai ini menunjukkan terdapat perbedaan signifikan rerata kadar hidrogen

peroksida (H,0,) pada setiap kelompok.

Uji Mann Whitney
Uji Mann Whitney bertujuan untuk mengetahui perbedaan rerata hidrogen

peroksida antar kelompok perlakuan.
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Tabel 5.4. Uji Mann Whitney dari Kadar H,O, Pada Serum Darah

Kelompok K- K+ P
K- - 0,01 0,018
K+ 0,01 - 0,05

P 0,018 0,05 -

Berdasarkan uji Mann Whitn_ey pada tabel 5.4 menunjukkan terdapat

perbedaan yang signifikan' ‘ké(:‘ié'fihid;ro‘dgn "pé'rb‘ké‘ida'x antara kelompok kontrol

positif (K+) dengan kelompok kontrol negatif (K-) dengan nilai p = 0,01. Pada

kelompok kontrol positif (K+) dengan kelompok perlakuan (P) juga terdapat

perbedaan yang signifikan dengan nilai p = 0,05. Analisis data dari kadar

hidrogen peroksida dari penelitian ini terdapat perbedaan rata-rata pada p < 0,05

maka hasil penelitian dianggap bermakna (signifikan).

Pada gambar 5.2 menuhjukkan uji Kruskal Wallis, dimana terdapat

perbedaan rerata kadar hidrogen peroksida (H20O,) pada tiap kelompok tikus K(-),
K(+) dan P. Hal ini dapat dibuktikan dengan p value = 0,001 atau p < 0,05.

35
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Rerata H,O, (nmol/mL)

ol

H,0, (nmol/mL)
29,888

H,0, (nmol/mL)
18,193
m K-
K+
P
H,0, (nmol/mL)
4,838
K- K+ P

Gambar 5.2 . Perbedaan rerata kadar hidrogen peroksida (H,O,) pada tiap
kelompok tikus K(-), K(+) dan P
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BAB VI
PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan penelitian dibawah payung penelitian dari Prof.
Dr. Ety Jerizel, M.S, dan melanjutkan penelitian yang telah dilakukan oleh Ariani
(2023), dengan menggunakan tikus wistar jantan berjumlah sebanyak 24 ekor
sebagai sampel dalam penelitian ini dengan kondisi sehat, aktif bergerak. Tikus
wistar jantan dibagi kedalam 3 kelompok yaitu K(-), K(+) dan P.** Kelompok
kontrol negatif (K-) mérUpakah Ikelompok normai sebagai pembanding, hanya
diberi makan dan minum.>* Kelompok kontrol positif (K+), merupakan kelompok
yang dilakukan induksi aloksan dengan dosis 100 mg/kgBB untuk memberikan
efek hiperglikemia pada tikus wistar. Dan kelompok perlakuan (P) merupakan
kelompok hiperglikemia dan kemudian diberi perlakuan minyak zaitun secara oral
sebanyak 0,45 mL/hari — 0,56 mL/hari.>* Perlakuan dilakukan selama 14 hari, dan
pada hari ke 15 pada ke-24 ekor tikus wistar dianalisis sampel darah untuk
mengamati sejauh mana efek ‘dari pemberian minyak zaitun (Olea europaea)
dalam penurunan kadar hydrogen peroksida (H2O,) yang merupakan tujuan dari
penelitian ini.

Hidrogen peroksida merupakan salah satu ROS yang dapat terbentuk
ketika dilakukan- induksi aloksan. Peningkatan hidrogen peroksida dapat
menyebabkan stress ‘oksidatif sel, menimbulkan . kerusakan sel [ pancreas,
sehingga sekresi insulin tidak normal dan kecendrungan untuk menimbulkan
hiperglikemia. Aloksan merupakan zat diabetogenik yang dapat mempercepat
terjadi hiperglikemia pada hewan percobaan secara eksperimental, karena aloksan
memiliki struktur kimia sama dengan glukosa.*® Peningkatan ROS disebabkan
karena ketidakseimbangan produksi ROS dengan anti oksidan endogen seperti,
enzim katalase (CAT), enzim superoksida dismutase (SOD), glutathione
peroksidase (GSH-Px) dan disebut dengan stress oksidatif.>® Ore A et al., (2019),
membuktikan bahwa stress oksidatif merupakan salah satu faktor yang berperan

penting dalam perkembangan beberapa penyakit antara lain diabetes mellitus
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(DM).?® Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
peningkatan kadar gula darah > 200 mg/dl. Keadaan ini disebabkan oleh
berkurangnya sekresi insulin oleh sel pancreas karena terjadi abnormalitas
metabolisma pada lipid, protein dan DNA.” Dari hasil penelitian yang dilakukan
Ariani (2023), melaporkan bahwa induksi aloksan pada tikus wistar jantan
kelompok K(+), setelah 3 hari terjadi peningkatan kadar gula darah dari kadar
gula darah awal 65,38 mg/dL menjadi 254,38 mg/dL. Pada hari ke-10 kenaikan
kadar gula darah meningkat sebesar 284,38 mg/dL dan pada hari ke-14
peningkatan kadar gula darah terjadi peningkatan sangat sigifikan yaitu sebesar
299,88 mg/dL. Berdasarkan peningkatan gula, darah > 200 mg/dl menunjukkan
indikasi terjadi kondisi étress 6ksidatif yaitu peningkatah ROS yang menyebabkan
keadaan hiperglikemia pada tikus. Peningkatan kadar gula darah terkait dengan
penurunan sensitivitas jaringan sel terhadap insulin. Pada keadaan normal,
didalam tubuh terjadi mekanisme regulasi dan interaksi yang dinamis antara
sensitivitas jaringan terhadap insulin dan sekresi insulin oleh pankreas untuk
menjaga keseimbangan konsentrasi glukosa plasma darah. Pada kondisi DM
sistim ini tidak berjalan dengan'baik dan terjadi kegagalan sekresi insulin melalui
disfungsi sel B-pankreas. Defisiensi insulin menyebabkan terjadi kerusakan pada

sel B-pankreas dan pemicu terjadinya kondisi hiperglikemia.?’

6.1 Efek Antioksidan Minyak Zaitun Terhadap Hidrogen Peroksida

Berdasarkan analisis kadar gula darah yang dilakukan pada kelompok
tikus kontrol pesitif K(+).yang diinduksi.dengan aloksan dosis 100 mg/kg BB,
menyebabkan terjadi peningkatan kadar gula darah > 200 mg/dl, kondisi ini
diindikasikan sebagai keadaan tikus hiperglikemia. Pada penelitian ini dilakukan
pengujian apakah dengan pemberian minyak zaitun (Olea europaea) dapat
menurunkan kadar hydrogen peroksida (H,0,) selama masa perlakuan 14 hari. Uji
kadar H,O, dilakukan dengan metoda spektrofotometer dengan menggunakan
pereaksi amonium molibdat dengan serapan pada A maks = 405 nm. Data-data
pengukuran kadar hidrogen peroksida (H,O,) ditampilkan pada tabel 5.1 .

Pada kelompok perlakuan (P) merupakan kelompok tikus wistar jantan
dewasa hiperglikemia diberi perlakuan minyak zaitun secara oral dengan dosis 25
mL/kg BB selama 14 hari.> Data-data hasil penelitian berdasarkan uji Kruskal
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Wallis, menunjukkan perbedaan signifikan rerata kadar hidrogen peroksida (H20,)
pada setiap kelompok tikus wistar, dibuktikan dengan p value = 0,001 atau p <
0,05. Berdasarkan tabel 5.3, kelompok tikus K (-) memiliki rerata kadar hydrogen
peroksida (H,0,) paling rendah 4.838 + 2,248 nmol/L, kelompok perlakuan (P)
memiliki rerata kadar hidrogen peroksida (H20;) 18,193£4,190 nmol/L terjadi
penurunan kadar hidrogen peroksida (H,0,) setelah diberikan anti oksidan minyak
zaitun, jika dibandingkan dengan kelompok hiperglikemia kontrol K(+) sebesar
29,888 £ 8,079 nmol/L. Analisis data rerata kadar hydrogen peroksida (H,O2)
bersinergi dengan penurunan kadar gula darah pada kelompok perlakuan (P)
setelah diberikan _minyak zaitun, selama 14, hari, menurun dari 284,38 mg/dL
menjadi 144,75 mg/dl, éeperti' ditampilkan pada gambér 5.3. Setelah dilanjutkan
uji Mann Whitney menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan kadar
hidrogen peroksida (H,O;) antara kelompok kontrol positif (K+) dengan
kelompok kontrol negatif (K-) dengan nilai p = 0,01. Pada kelompok kontrol
positif (K+) dengan kelompok perlakuan (P) juga terdapat perbedaan yang
signifikan dengan nilai p = 0,05, Analisis data dari kadar hydrogen peroksida
(H20,) dalam penelitian ini menunjukkan perbedaan rata-rata pada p < 0,05, maka
hasil penelitian dari perlakuan pemberian minyak zaitun bermakna dan signifikan
pengaruhnya.

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa anti oksidan dari minyak
zaitun dapat memberikan efek positif pada penurunan kadar gula darah tikus dan
diindikasikan dengan terjadi penurunan stress oksidatif ROS hidrogen peroksida
(H20,) dalam serum darah tikus wistar. Reaktivitas radikal bebas menimbulkan
reaksi yang bersifat terus berlanjut dan dapat berhenti apabila reaktivitasnya
dihambat oleh senyawa yang bersifat antioksidan. Keadaan stress oksidatif
membawa pada kerusakan oksidatif mulai dari tingkat sel, jaringan sampai ke
organ tubuh. Kondisi sel-sel yang rusak inilah yang akhirnya penyebab dari
penyakit metabolik.?*

Beberapa peneliti telah merekomendasikan menggunakan obat herbal
sebagai antioksidan alami yang berasal dari tumbuh-tumbuhan. Pada tumbuh-
tumbuhan terdapat kandungan fitokimia berupa senyawa metabolit sekunder yaitu
senyawa polifenol antara lain fenolik, alkaloid dan flavanoid yang dapat berfungsi
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sebagai antioksidan eksogen untuk menangkal radikal bebas (ROS) dan kerusakan
sel.! Coria-Tellez et al., (2018), melaporkan telah menggunakan tanaman Zaitun
(Olea europaea L.) sebagai sumber antioksidan untuk diabetes, antihipertensi,
aterosklerosis, karena diduga terdapat kandungan metabolit sekunder
flavonoid'?*® Minyak Zaitun (Olea europaea) telah dikenal berkhasiat untuk
kesehatan, karena minyak Zaitun diketahui memiliki kandungan senyawa Fenolik

yang tinggi dan senyawa asam Oleat.?
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BAB VIl
PENUTUP

7.1  KESIMPULAN
Dari hasil penelitian untuk menguji efek pemberian minyak Zaitun terhadap

penurunan kadar ROS Hidrogen peroksida sebagai biomarker hiperglikemia pada
tikus wistar dapat diambil kesimpulan

1. Pemberian minyak zaitun sebagai sumber anti oksidan alami efektif untuk
menurunkan  kadar hidrogen peroksida pada tikus hiperglikemia dengan
indikasi penurunan kadar gula darah dua kali lebih rendah selama 14 hari

perlakuan.

2. Terdapat perbedaan penurunan kadar hidrogen peroksida dari setiap kelompok

secara signifikan dengan rerata p < 0,05.

7.2  SARAN

Penelitian untuk mengetahui efek minyak zaitun terhadap penurunan kadar gula
darah sebagai prediksi untuk mengetahui penurunan kadar hidrogen peroksida
sebagai indicator tress oksidatif yang menyebabkan hiperglikemia pada tikus
wistar. Perlakuan dapat dilakukan pada interval waktu lebih dari 14 hari, untuk

mendapatkan kadar gula ‘darah normal dibawah 135 mg/dL.
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Lampiran 2. Rincian Biaya Penelitian

Rincian pemakaian dana sementara untuk penelitian:

No. Kegiatan Unit Jumlah
1 Biaya Cetak Skripsi 12 Rp. 400.000,-
2 Biaya Penelitian 1 Rp. 1.200.000,-
3 Transportasi - Rp. 100.000,-
TOTAL Rp 1.700.000,-
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Lampiran 3. Tabel Konversi Perhitungan Dosis Pemberian aloksan

EK Mencit Tikus Marmot | Kelinci | Kucing | Kera Anjing | Manusia
20 g 200 g 4009 1.5 kg 2 kg 4 kg 12 kg 70 kg
Mencit
20 g 1.0 7.0 12.25 27.8 29.7 64.1 124.2 387.9
Tikus 200 g 0.14 1.0 1.74 3.9 4.2 9.2 17.8 56.0
Marmot
400 g 0.08 0.57 1.0 2.25 2.4 5.2 10.2 31.5
Kelinci
1.5 kg 0.04 0.25 - 0.44 S L0 1.08 2.4 4.5 14.2
Kucing
2 kg 0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 2.2 4.1 13.0
Kera
4 kg 0.016 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 1.9 6.1
Anjing 12
kg 0.008 0.06 0.1 0.22 0.24 0.52 1.0 3.1
Manusia 70
kg 0.0026 0.018 0.031 0.07 0.076 0.16 0.32 1.0
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Lampiran 4. Kode Etik Penelitian Payung Ariani

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,

RISET DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ANDALAS
FAKULTAS KEDOKTERAN

KOMISI ETIK PENELITIAN
Alamat - Kampus Universitas Andalas, Limau Manis Padang Kode Pos 25163
Telepon - (075131746, Faksinnle : 075132838, Dekan - 075139844
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KETERANGAN LOLOS KAJIETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL
No :051 JUN16.2/KEP-FK/2022

Tim Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokterun Umiversitas Andalas, dalam upaya melindungs
Hak Azazi dan Kesejahteraan Subjek Penelitian kedokteran/kesehatan, telah mengkaji dengan telit
protokol penclitian dengan judul : The Research Ethics Committee of Medical Faculty Andalas
Unitversity, In order 1o protect human rights and welfare of medical health research subject, has
carefully reviewed the research protocol entitled :

Uji Efektivitas Antioksidan Minyak Zaitun terhadap Malondialdehyde (MDA), Aktivitas
Katalase, dan Glutathion Peroxidase pada Tikus Hiperglikemia

Nama Peneliti Utama - dr. Anani Zaltin Okvenda

Principal Researcher

Nama Institusi - Program Studi llmu Biomedis Program Magister
Institution

Protokoel Penelitian tersebut dapat disetujui pelaksanaannya
and approved the research protocol

Padang, 28 November 2022
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Andala

Dean of Medical Faculty Andalas Umvcm m““" " (Ilmnnan
U‘A)“l' o',l. \
l'”, )
W = :
a &0

Dr. dr. Afriwardi, SH, Sp.KO, MA Dr. dr. Yuliarni Syafrita, Sp.S (K)
NIP 196704211997021001 NIP 196407081991032001
Keterangan/'noves

Keterangan lolos kaji etik tni berlaky satu tahun dan tanggal persetujuan

This ethical approval is effective for one yoar from the due date

Jika ada kegadian sertus vang fidak dingimkan (KTD) harus segera ditaporkan ke Komisi Etik Penelitian

1f there are Serions Adverse Events (SAE) showld be immediasely reported to the Research Ethicy Commtiniee
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Lampiran 5. Surat Izin Penelitian

SURAT PERMOHONAN PENGAMBILAN DATA / PENELITIAN

Nama : YorenciaAkmal

No, BP : 1910313040

Program Studi : Pendidikan Dokter

Alamat : Kompleks Kehakiman E.11, RT/RW.05, Cengkeh Nan XX, Lubuk
Begalung, Padang

No. HP / e-Mail : 081270715708

Pembimbing 1 : dr. husnil Kadri, M.Kes

Pembimbing 2 : Dr. Almurdi, DMM, M.Kes

Melaksanakan Kegiatan : Pengambilan Data / Penelitian
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Dalam rangka : Pembuatan Proposal / Hasil Skripsi
Judul : Efek Pemberian Minyak Zaitun (Olea europaea) Terhadap Kadar

Hidrogen Peroksida Pada Tikus Wistar(Rattus novergicus) Yang Diinduksi Aloksan
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(Dr. Almurdi, DMM, M.Kes)

Tembusan :
1.
2

FakKultlas Keaokteran vniversitas Al lualas

9L



Lampiran 6. Surat Bebas Laboratorium Biokimia

LABORATORIUM BIOKIMIA

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS ANDALAS
M. Kampus Unsnd Limau Manis Padang,

SURAT KETERANGAN
No: 26 /07 /\ 3% -~ /2023

Yang bertanda tangan dibawah ini menerangkan bahwa :

Nama : Yorencia Akmal
No. BP : 1910313040
Pekerjaan : Mhs. S-1 Pendidikan Dokter, FK Unand

Telah melakukan Penelitian/Pemeriksaan kadar hidrogen peroksida dalam serum darah
di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Andalas pada tanggal 5 September 2023,
Surat keterangan ini digunakan untuk melengkapai persyaratan dalam menyususn Skripsi dengan
Judul “Efek pemberian minyak zaitun (olea europaea) terhadap kadar hidrogen peroksida pada tikus
wistar (raftus novergicus)yang diinduksi aloksan™.
Demikianlah surat keterangan ini dibuat agar dapat dipergunakan sebagai mana mestinya,
atas perhatian dan kerja samanya diucapkan terima kasih.
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