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MOTTO

“ Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan ;
Maka'apabila kamu telah selesai ( dari suatu urusan ),
kerjakanlah dengan sunguh-sungguh ( urusan ) yang lain.”

-Q.S. Al-Insyirah: 6 dan 7-

“Kesuksesan mendatangi mereka yang tidak takut gagal”

-Winston Churchill-

»

Jangan menyerah di persimpangan, jangan tergoda untuk mengambil jalan
yang lebih mudah

-Prof. Yohanes Surya, Ph.D-

Kebahagiaan adalah mereka yang berani bermimpi dan berani berkorban
demi mewujudkannya

-Leon Joseph-

!
S

“Qur greatest glory is not in never falling, but in rising every time we fall”

-Confucious-

“Berlelah-lelahlah, manisnya hidup terasa setelah berjuang”

-

’

-Imam Syafi’i-

“Man jadda wajzidda”
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AKTIVITAS EKSTRAK ETANOL MAHKOTA DEWA
(Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.) TERSTANDAR SEBAGAI
UPAYA PREVENTIF HIPERLIPIDEMIA: Uji Praklinik Secara

In Vivo Pada Mencit Yang Diinduksi Poloxamer

INTISARI

Phaleria macrocarpa atau mahkota dewa merupakan salah satu obat tradisional
yang sedang berkembang yang diduga berpotensi sebagai antihiperlipidemia.
Penggunaan obat antihiperlipidemia modern atau sintetis memang terbukti efektif
dalam menurunkan kadar lipid dalam darah. Tidak semua efek samping yang
ditimbulkan dari penggunaan obat sintetis ini dapat ditoleransi oleh pasien.
Banyak masyarakat yang kini beralih menggunakan tanaman herbal seperti
mahkota dewa. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas ekstrak
mahkota dewa terstandar sebagai terapi preventif pada hiperlipidemia. Sebanyak
25 ekor mencit galur swiss berumur + 2 bulan dibagi menjadi 5 kelompok yang
terdiri dari kelompok normal (aquadest), kelompok kontrol (aquadest), kelompok
referen (simvastatin 10 mg/kgBB), dan 2 kelompok uji yang masing-masing
diberi ekstrak mahkota dewa terstandar dosis 100 mg/kgBB dan 200 mg/kgBB.
Perlakuan dilakukan selama 14 hari dan pada hari terakhir mencit dipuasakan
kemudian semua kelompok kecuali kelompok normal diinduksi dengan
poloxamer 400 mg/kgBB secara intraperitoneal. Hari berikutnya, semua hewan uji
dibedah untuk diambil darahnya melalui vena lateral lalu dilakukan analisis
penetapan kadar kolesterol dan trigliserida. Analisis statistik dilakukan
menggunakan SPSS 16 dengan one way Anova level signifikasi 95%. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa berdasar parameter kadar kolesterol dan
trigliserida, ekstrak mahkota dewa dosis 200 mg/kgBB berbeda signifikan dengan
kelompok kontrol (p<0,05). Untuk ekstrak mahkota dewa dosis 100 mg/kgBB
menunjukkan perbedaan signifikan dengan kelompok kontrol (p<0,05) hanya
berdasar parameter kolesterol. Dapat disimpulkan bahwa dalam penelitian ini
ekstrak mahkota dewa dengan dosis 200 mg/kgBB dapat menurunkan kadar
kolesterol dan trigliserida.

Kata kunci: hiperlipidemia, Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl., poloxamer
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ACTIVITIES OF STANDARDIZED ETHANOLIC EXTRACT
CROWN OF GOD (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.) AS
PREVENTIVE FOR HYPERLIPIDEMIA: Preclinical Study

In Vivo in Poloxamer-Induced Mice

ABSTRACT

Phaleria macrocarpa or crown of god is one of the remedies that suspected of
developing potentially as antihiperlipidemia. The use of modern
antihiperlipidemia or synthetic drugs are proven effective in lowering blood lipid
levels. Not all side effects from use of these synthetic drugs can be tolerated by
the patient. Many communities are now switched to using herbs such as crown of
the god. The study was conducted to determine the activity of standardized extract
crown of god as preventive therapy in hyperlipidemia. A total of 25 mice strains
2-month-old Swiss is divided into 5 groups consisting of normal group (distilled
water), the control group (distilled water), the reference group (simvastatin 10 mg/
kgBW), and two test groups were given standardized crown of god extracts dose
of 100 mg/kgBW and 200 mg/kgBW. The treatment carried out for 14 days and
on the last day fasted mice then all groups except the normal group was induced
with poloxamer 400 mg/kgBW by intraperitoneal. The next day, all test animals
dissected for blood drawn through the lateral vein and performed the analysis of
cholesterol and triglyceride assays. Statistical analysis was performed using SPSS
16 with one-way Anova significance level of 95%. The results showed that based
on the parameters of cholesterol and triglycerides, the crown of god extract dose
of 200 mg/kgBW significantly different from the control group (p <0.05). Crown
of god extract dose of 100 mg/kgBW showed significant differences with the
control group (p <0.05) only on cholesterol parameters. It can be concluded that in
this study crown of god extracts with a dose of 200 mg/kgBW can decrease
cholesterol and triglyceride levels.

Key words: hyperlipidemia, Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl., poloxamer
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Hiperlipidemia merupakan penyebab utama atherosclerosis dan kondisi
yang berhubungan dengan atherosclerosis, seperti penyakit jantung koroner,
iskemik pembuluh cerebral, serta penyakit pembuluh darah perifer lainnya.
Kondisi ini masih menjadi masalah utama terkait morbiditas dan mortalitas pada
usia paruh baya dan geriatri. Insidensi dan banyaknya masalah hiperlipidemia
sepertinya akan terus meningkat pada dekade kedepan. Dislipidemia, mencakup
hiperlipidemia (hiperkolesterol) dan rendahnya HDL-C, merupakan penyebab
utama meningkatnya risiko atherogenik, masalah genetik dan gaya hidup seperti
kurangnya aktivitas atau kurang olahraga, diet tinggi kalori, serta kolesterol
berkontribusi pada dislipidemia di berbagai belahan dunia®.

Manifestasi klinis hiperlipidemia dapat berupa obesitas atau overweight
yang menjadi faktor resiko beragam penyakit seperti yang telah disebutkan diatas.
Menurut data terbaru dari WHO, secara global pada tahun 2008 kurang lebih 1,5
milyar orang dewasa (usia 20 tahun keatas) mengalami kelebihan berat badan
(overweight). Diperkirakan hingga tahun 2015 kurang lebih 2,3 milyar orang
dewasa akan mengalami overweight dan lebih dari 700 juta akan mengalami
obesitas. Salah satu akibat dari overweight atau obesitas yaitu dapat menyebabkan
penyakit jantung yang merupakan penyebab utama mortalitas, dengan angka
mortalitas kurang lebih 17 juta orang tiap tahunnya di dunia®. Di Indonesia,
menurut data Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007, prevalensi nasional
obesitas umum pada penduduk berusia > 15 tahun adalah 10,3% (laki-laki 13,9%,
perempuan 23,8%). Sedangkan prevalensi berat badan berlebih anak-anak usia 6-
14 tahun pada laki-laki 9,5% dan pada perempuan 6,4%. Angka ini hampir sama
dengan estimasi WHO sebesar 10% pada anak usia 5-17 tahun®.

Terapi hiperlipidemia meliputi pengaturan diet, olahraga, dan penggunaan
obat-obatan. Beberapa golongan obat antihiperlipidemia yang dapat digunakan
diantaranya vyaitu golongan asam nikotinat (niasin), derivat asam fibrat
(gemfibrozil, fenofibrat, klofibrat), inhibitor HMG-CoA reductase (lovastatin,



pravastatin, simvastatin, fluvastatin, dan atorvastatin), resin pengikat asam
empedu (kolestiramin, kolestipol), probukol, dan ezetimibe®.

Dari beberapa obat yang telah disebutkan sebelumnya, golongan statin
merupakan obat yang paling efektif dan memiliki toleransi yang paling baik
dalam mengatasi hiperlipidemia. Obat golongan ini merupakan inhibitor
kompetitif 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase, yang
mengkatalisis pada awal, dengan membatasi kecepatan biosintesis kolesterol.
Dosis lebih tinggi dari statin (atorvastatin dan simvastatin) dapat lebih poten juga
untuk mengurangi trigliserida disebabkan dengan peningkatan VLDL. Beberapa
statin juga diindikasikan untuk meningkatkan HDL-C®.

Menurut beberapa laporan, tidak semua pasien bisa mentoleransi efek
samping yang ditimbulkan dari obat oral ini seperti sakit kepala, gangguan
pencernaan (dispepsia, flatus, konstipasi, nyeri perut), miopati, serta gangguan
hepar. Akibatnya, permintaan untuk obat baru antihiperlipidemia semakin
meningkat®. Penggunaan obat antihiperlipidemia modern memang terbukti
efektif dalam menurunkan kadar lipid dalam darah namun harga obat-obatan
tersebut semakin melambung dan umumnya kurang terjangkau oleh masyarakat,
khususnya golongan menengah ke bawah. Penggunaannya dalam jangka panjang
dan tidak rasional, dilaporkan dapat menyebabkan gangguan fungsi organ
metabolisme seperti ginjal dan hepar®.

Melihat permasalahan di atas, maka perlu pengobatan alternatif
hiperlipidemia yang efektif, lebih terjangkau oleh masyarakat, dan aman
digunakan untuk jangka panjang. Pemanfaatan obat tradisional dalam pengobatan
belum optimal karena pada umumnya penggunaannya masih dalam lingkup
masyarakat turun-temurun dan belum menjadi bagian dari sistem pelayanan
kesehatan formal yang menggunakan obat berdasarkan pada bukti-bukti ilmiah
yang dapat dipertanggungjawabkan. Di Indonesia sendiri, Phaleria macrocarpa
atau mahkota dewa merupakan salah satu obat tradisional yang sedang
berkembang yang diduga berpotensi sebagai antihiperlipidemia. Daun dan buah
mahkota dewa banyak digunakan secara empiris untuk pengobatan penyakit

kanker, jantung, liver, diabetes mellitus, hipertensi, reumatik, asam urat, ginjal,



penambah stamina, penyakit kulit, alergi, penurun kolesterol serta obat untuk
ketergantungan narkoba”.

Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya pada ekstrak mahkota dewa
terbukti dapat mencegah terjadinya atherosclerosis®. Seperti yang diketahui
bahwa atherosclerosis dapat disebabkan oleh adanya hiperlipidemia. Namun,
sampai saat ini belum ada penelitian secara spesifik tentang ekstrak mahkota dewa
terstandar sebagai preventif hiperlipidemia. Oleh karena itu, penelitian ini mutlak
untuk dilakukan.

B. Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah yang telah dikemukakan di atas, maka
penelitian ini diharapkan dapat menjawab permasalahan bagaimana aktivitas
ekstrak etanol mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.) terstandar

sebagai preventif hiperlipidemia pada mencit yang diinduksi poloxamer.

C. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol
mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.) terstandar sebagai

preventif hiperlipidemia pada mencit yang diinduksi poloxamer.

D. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai salah satu informasi
tentang efek farmakologi buah mahkota dewa terkait dengan aktivitasnya sebagai
preventif hiperlipidemia, yaitu mampu menurunkan kadar kolesterol dalam darah.
Informasi tersebut diharapkan dapat menambah khasanah informasi obat alami
yang dapat digunakan untuk pengembangan ilmu pengetahuan di bidang

kesehatan.



BAB Il
STUDI PUSTAKA

A. Tinjauan Pustaka
1. Mahkota dewa
Dalam taksonomi tumbuhan, tanaman yang memiliki nama dagang
mahkota dewa dan nama daerah simalakama (Sumatera/Melayu) atau makuto
dewo (Jawa) diklasifikasikan sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Bangsa : Thymelaeaceae

Suku : Thymelaeceae

Marga : Phaleria

Spesies : Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl atau

Phaleria papuana Warb var. Wichnannii (Val) Back®.

Gambar 1. Daun dan buah mahkota Gambar 2. Tanaman mahkota dewa ©
dewa

Penampilan tumbuhan ini sangat menarik, terutama saat buahnya mulai tua
sehingga banyak dipelihara sebagai tanaman hias. Buah mahkota dewa
sesungguhnya dapat dimakan, meskipun bijinya mengandung racun. Buah
mahkota dewa yang bulat, berwarna hijau ketika muda dan merah marun ketika
tua, dengan ukuran bervariasi dari sebesar bola pingpong sampai sebesar apel

dengan ketebalan kulit 0,1 — 0,5 mm “Y. Perdu menahun ini batangnya bulat,



permukaan kasar, warnanya cokelat, berkayu dan bergetah, percabangan
simpodial. Daun tunggal letaknya berhadapan, bertangkai pendek, bentuknya
lanset atau jorong, ujung dan pangkal runcing, tepi rata, pertulangan menyirip,
permukaan licin, warnanya hijau tua, panjang 7 sampai 10 cm, lebar 2 sampai 5
cm. Bunga keluar sepanjang tahun, letaknya tersebar di batang atau ketiak daun,
bentuk tabung, berukuran kecil, berwarna putih dan harum. Bentuknya bulat,
diameter 3 sampai 5 cm, permukaan licin, beralur, ketika muda warnanya hijau
dan merah setelah masak. Daging buah berwarna putih, berserat, dan berair. Biji
bulat, keras, berwarna cokelat. Berakar tunggang dan berwarna kuning
kecoklatant?.

Mahkota dewa berasal dari daerah Papua. Tanaman ini terkadang masih
dapat dijumpai tumbuh liar di daerah hutan pada ketinggian 10- 1.200 meter di
atas permukaan laut dengan curah hujan rata-rata 1.000-2500 mm/tahun.
Berdasarkan literatur, diketahui bahwa zat aktif yang terkandung di dalam daun
dan buah antara lain alkaloid, terpenoid, saponin, lignan (polifenol) dan flavonoid
(gambar 3)“?. Hasil identifikasi lainnya menyebutkan bahwa kandungan kimia
dari buah mahkota dewa terdiri dari glikosida fenolik, seperti mahkotasida,
mangiferin, kaempferol-3-O-B-d glukosida, asam dodekanoat, asam palmitat, etil
stearat, sukrosa?, asam oleat, asam linoleat, asam linolenat, steroid (sitosterol,
stigmasterol, sikloargentenol), benzofenon glikosida, karbohidrat (glukosa)®®,

dan lignan pinoresinol, lariciresinol, dan matairesinol®®.

Gambar 3. Struktur dasar flavonoid®



Secara empiris, phaleria macrocarpa terbukti mampu untuk mengontrol
kanker, impotensi, disentri, hemorrhoid, diabetes mellitus, alergi, penyakit jantung
dan hepar, gangguan ginjal, penyakit atau gangguan darah, arthritis, reumatik,
tekanan darah tinggi, stroke, migrain, bermacam penyakit kulit, jerawat, dan
kolesterol. Tumbuhan ini mengandung senyawa antihistamin, antioksidan, dan

antikanker®®.

2. Metode ekstraksi

Ekstraksi adalah penarikan zat pokok yang diinginkan dari bahan mentah
dengan menggunakan pelarut yang dipilih sehingga zat yang diinginkan akan
larut. Pemilihan sistem pelarut yang digunakan dalam ekstraksi berdasarkan atas
kemampuannya melarutkan jumlah yang maksimal dari zat aktif, seminimal
mungkin bagi unsur yang tidak di inginkan*”. Hasil Ekstraksi yaitu berupa
kering, kental dan cair, dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewani
menurut cara yang cocok di luar pengaruh cahaya matahari langsung®.

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur
ruangan (kamar). Secara teknologi termasuk ekstraksi dengan prinsip metode
pencapaian konsentrasi pada keseimbangan. Maserasi kinetik berarti dilakukan
pengadukan yang kontinu (terus-menerus). Remaserasi berarti dilakukan
pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama,

dan seterusnya™®.

3. Ekstrak terstandar

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat,
protein, dan lain-lain. Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat
digolongkan kedalam golongan minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, dan lain-lain.
Disamping memperhatikan sifat fisik dan senyawa aktif dari simplisia harus juga
diperhatikan senyawa-senyawa lain yang terdapat dalam simplisia seperti protein,
karbohidrat, lemak dan gula, karena senyawa ini akan mempengaruhi tingkat

kejenuhan pelarut sehingga akan berpengaruh pula pada proses pelarutan senyawa



aktif. Konsistensi kadar senyawa aktif merupakan syarat mutlak mutu ekstrak
yang diproduksi. Oleh sebab itu setiap ekstrak harus distandardisasi‘*®.

Standardisasi dalam kefarmasian tidak lain adalah serangkaian parameter,
prosedur dan cara pengukuran yang hasilnya merupakan unsur-unsur terkait
paradigma mutu kefarmasian, mutu dalam artian memenuhi syarat standar (kimia,
biologi, dan farmasi), termasuk jaminan (batas-batas) stabilitas sebagai produk
kefarmasian umumnya. Persyaratan mutu ekstrak terdiri dari berbagai parameter
standar umum dan parameter standar spesifik*®.
a. Parameter organoleptik ekstrak

Tujuan dari uji organoleptik adalah untuk pengenalan awal yang
seobyektif mungkin. Pada parameter organoleptik ini digunakan pancaindera
untuk mendeskripsikan bentuk (padat, serbuk-kering, kental, cair), warna (kuning,
coklat, dan lain-lain), bau (aromatik, tidak berbau, dan lain-lain), dan rasa (pahit,
manis, kelat, dan lain-lain)™®®.
b. Parameter kadar air

Tujuan dilakukannya uji kadar air ini untuk memberikan batasan minimal
atau rentang tentang besarnya kandungan air di dalam bahan®®. Pada penelitian
ini uji kadar air menggunakan alat Moisture Balancer HB43.
c. Parameter pola kromatogram

Dilakukan penentuan pola kromatogram dalam penelitian ini dimaksudkan
untuk memberikan gambaran awal komposisi kandungan kimia berdasarkan pola
kromatogram (KLT). Prinsipnya adalah ekstrak ditimbang, diekstraksi dengan
pelarut dan cara tertentu, kemudian dilakukan analisis kromatografi sehingga
memberikan pola kromatogram yang khas™®.
d. Parameter kekentalan

Uji kekentalan atau uji viskositas dilakukan dengan memasukkan ekstrak
ke dalam bejana viskosimeter elektrik (VT-04). Kecepatan (rpm) dan nomor rotor
disesuaikan dengan kekentalan ekstrak. Alat dijalankan dan dilakukan pengukuran

viskositas. Hasil yang terbaca pada alat merupakan viskositas dari ekstrak kental.



4. Kromatografi lapis tipis (KLT)

Dalam kromatografi lapis tipis hanya membutuhkan penyerap dan
cuplikan dalam jumlah yang sedikit dan noda-noda yang terpisahkan dilokalisir
pada plat seperti pada lembaran kertas. Setelah pemisahan mudah diperoleh
senyawa-senyawa yang terpisah secara individu yaitu dengan jalan mengeroknya
dan mengumpulkan tiap-tiap lapisan dalam mana lapisan itu dikerok .

Metode lapis tipis mempunyai keuntungan yang utama, Yaitu
membutuhkan waktu yang lebih cepat dan diperoleh pemisahan yang lebih baik.
Waktu rata-rata untuk kromatografi lapis tipis dengan panjang 10 cm pada silika
gel adalah sekitar 20-30 menit (tergantung sifat fase gerak). Hasil pemisahan yang
baik ternyata dari kenyataan bahwa penyerap dalam kromatografi lapis tipis
mempunyai kapasitas yang lebih besar bila dibandingkan dengan kertas. Lebih
lanjut dan yang sangat penting keuntungan dari sistem serapan ialah bahwa ia
dapat digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang sifatnya hidrofobi,
seperti lipida-lipida dan hidrokarbon, dimana hal ini sukar dikerjakan dengan
kertas. Sekarang pemisahan dengan lapis tipis telah digunakan dalam kebanyakan
lapangan-lapangan organik dan beberapa dalam kimia anorganik®?.

Sifat-sifat umum dari penyerap-penyerap untuk kromatografi lapis tipis
adalah mirip dengan sifat-sifat penyerap untuk kromatografi kolom. Dua sifat
yang penting dari penyerap adalah besar partikel dan homogenitasnya, karena
adhesi terhadap penyokong sangat tergantung pada mereka. Besar partikel yang
biasa digunakan adalah 1 — 25 mikron. Partikel yang butirannya sangat kasar tidak
akan memberikan hasil yang memuaskan dan salah satu alasan untuk menaikkan
hasil pemisahan adalah menggunakan penyerap yang butirannya halus. Sedangkan
pada kolom partikel yang sangat halus akan mengakibatkan aliran pelarut menjadi
lambat, pada lapis tipis butiran yang halus memberikan aliran pelarut yang lebih
cepat®,

Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan tipis lebih
baik dikerjakan dengan pereaksi lokasi kimia dan reaksi-reaksi warna. Tetapi
lazimnya untuk identifikasi menggunakan harga Rf meskipun harga-harga Rf

dalam lapisan tipis kurang tepat bila dibandingkan pada kertas?.



Harga-harga Rf untuk senyawa-senyawa murni dapat dibandingkan
dengan harga-harga standard. Perlu diperhatikan bahwa harga-harga Rf yang
diperoleh hanya berlaku untuk campuran tertentu dari pelarut dan penyerap yang
digunakan, meskipun demikian daftar dari harga-harga Rf untuk berbagai
campuran dari pelarut dan penyerap dapat diperoleh. Pengukuran yang sering
dipakai lainnya adalah menggunakan pengertian Ry atau Rgg®?.

Senyawa standar biasanya memiliki sifat-sifat kimia yang mirip dengan
senyawa yang dipisahkan pada kromatogram. Misal perbandingan suatu hidrolisa
protein dengan glisin atau alanin. Faktor-faktor yang biasanya mempengaruhi
gerakan noda dalam kromatografi lapis tipis yang juga mempengaruhi harga Rf
yaitu:

a. Struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan

b. Sifat dari penyerap dan derajat aktivitasnya (biasanya aktivitas dicapai dengan
pemanasan dalam oven, hal ini akan mengeringkan molekul-molekul air yang
menempati pusat-pusat serapan dari penyerap). Perbedaan penyerap akan
memberikan perbedaan yang besar terhadap harga-harga Rf meskipun
menggunakan fase bergerak dan solute yang sama, tetapi hasil akan dapat
diulang dengan hasil yang sama, hanya akan diperoleh jika menggunakan
penyerap yang sama juga ukuran partikel tetap dan jika pengikat (kalau ada)
dicampur hingga homogen

c. Tebal dan kerataan dari lapisan penyerap. Meskipun dalam prakteknya tebal
lapisan tidak dapat dilihat pengaruhnya, tetapi perlu diusahakan tebal lapisan
yang rata. Ketidakrataan akan menyebabkan aliran pelarut menjadi tak rata
pula dalam daerah yang kecil dari plat

d. Pelarut (dan derajat kemurniannya) fasa bergerak. Kemurnian dari pelarut
yang digunakan sebagai fase gerak dalam kromatografi lapis tipis adalah
sangat penting dan bila campuran pelarut digunakan maka perbandingan yang
dipakai harus betul-betul diperhatikan

e. Derajat kejenuhan dari uap dalam mana bejana pengembangan yang

digunakan
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f. Teknik percobaan. Arah mana pelarut bergerak di atas plat (metode aliran
penaikan yang hanya diperhatikan, karena cara ini yang paling umum
meskipunteknik aliran penurunan dan mendatar juga digunakan)

g. Jumlah cuplikan yang digunakan. Penetesan cuplikan dalam jumlah yang
berlebihan memberikan tendensi penyebaran noda-noda dengan kemungkinan
terbentuknya ekor dan efek ketidakseimbangan lainnya sehingga akan
mengakibatkan kesalahan-kesalahan pada harga-harga Rf

h. Suhu. Pemisahan-pemisahan sebaiknya dikerjakan pada suhu tetap, hal ini
terutama untuk mencegah perubahan-perubahan dalam komposisi pelarut
yang disebabkan oleh penguapan atau perubahan-perubahan fase

I. Kesetimbangan. Ternyata bahwa kesetimbangan dalam lapis tipis lebih
penting dalam kromatografi Kkertas, hingga perlu mengusahakan atmosfer
dalam bejana jenuh dengan uap pelarut. Suatu gejala bila atmosfer dalam
bejana tidak jenuh dengan uap pelarut, bila digunakan pelarut campuran, akan
terjadi pengembangan dengan permukaan pelarut yang berbentuk cekung dan
fase bergerak lebih cepat pada bagian tepi-tepi daripada di bagian tengah.

Keadaan ini harus dicegah®.

5. Hiperlipidemia
Hiperlipidemia merupakan peningkatan satu atau lebih kolesterol, ester
kolesterol, fosfolipid, atau trigliserida®, atau dapat juga didefinisikan dengan
tingginya kadar lemak (kolesterol, trigliserida maupun keduanya) dalam darah.
Lemak (disebut juga lipid) adalah zat yang kaya energi, yang berfungsi sebagai
sumber energi utama untuk proses metabolisme tubuh. Lemak diperoleh dari
makanan atau dibentuk di dalam tubuh, terutama di hati dan bisa disimpan di
dalam sel-sel lemak untuk digunakan di kemudian hari. Sel-sel lemak juga
melindungi tubuh dari dingin dan membantu melindungi tubuh terhadap cedera.
Lemak merupakan komponen penting dari selaput sel, selubung saraf yang
membungkus sel-sel saraf serta empedu?.
Atherosclerosis merupakan penyebab umum terjadinya ischemic heart
disease yang mengakibatkan angina, infark miokard (“serangan jantung”),

stroke, dan kematian mendadak. Penelitian menunjukkan bahwa komposisi plag
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lebih dari stenosis atau terjadinya penyempitan pembuluh darah adalah faktor
kunci untuk memprediksi kerentanan untuk pecah atau mengalami trombosis
(324 salah satu penyebab umum terjadinya atherosclerosis adalah
hiperkolesterolemia. Atherosclerosis merupakan indikasi penyakit dengan
terbentuknya plaq atheroma karena modifikasi tunica intima pada pada
pembuluh darah sebagai hasil dari pengendapan kolesterol®®.

Kenyataan menunjukkan bahwa  faktor  utama  penyebab
hiperkolesterolemia adalah karena penurunan kapasitas pembersihan kolesterol
LDL dari darah dan penderita hiperkolesterolemia turunan (relatif tidak memiliki
sel-sel reseptor untuk LDL). Jadi hiperkolesterolemia merupakan refleksi
penurunan (abnormal) kapasitas tubuh untuk membuang kolesterol dan atau tidak
adanya kapasitas tubuh untuk mengatur produksi endogen dari metabolisme
kolesterol®®,

Peningkatan kolesterol intraselular dihasilkan dari katabolisme LDL
menghambat aktivitas 3-hydroxy- 3-methylglutaryl koenzim A reduktase (HMG-
CoA reductase), enzim pembatas kecepatan biosintesis kolesterol intraselular
(gambar 4). Konsekuensi tambahan dari meningkatnya kolesterol intraselular
termasuk mengurangi sintesis reseptor LDL, yang membatasi pengambilan
kolesterol dari plasma, dan dipercepat aktivitas koenzim-A asil: acyltransferase
cholesterol (ACAT) untuk memfasilitasi penyimpanan kolesterol dalam sel.
Kolesterol LDL juga dapat dibuang ke dalam empedu dan menjadi bagian dari
siklus enterohepatik atau mungkin hilang dalam tinja. Lp (a) adalah lipoprotein
kaya kolesterol yang sama dengan LDL dalam komposisi dan kepadatan dan
dekat dengan homologi fibrinogen; hal ini dilaporkan menjadi faktor risiko

independen yang penting dari perkembangan penyakit kardiovaskuler dini®®.
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Gambar 4. Jalur biosintesis kolesterol. Enzim yang membatasi kecepatan pada
jalur ini adalah 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase
(HMG-CoA reductase)®

Penyakit kardiovaskular menyebabkan 18 juta mortalitas di seluruh dunia
pada tahun 2005%”. Dari angka mortalitas ini, 8 juta (44%) diantaranya terjadi
pada usia dibawah 60 tahun dan 80% tejadi pada negara dengan penghasilan
(income) yang rendah®” ?®. Oleh karena itu, World Health Organization (WHO)
memiliki target untuk menurunkan angka mortalitas dari penyakit kronis ini 2%

per tahun sampai tahun 2015®®. Tujuan ini berdasarkan pada kejadian mortalitas
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di seluruh dunia akibat kardiovaskuler yang disebabkan oleh beberapa faktor
risiko seperti, tekanan darah tinggi, merokok, dan tingginya serum kolesterol total
(30,32).

Prevalensi hiperlipidemia di Indonesia pada wanita lanjut usia lebih tinggi
daripada pria. Status gizi lanjut usia dengan hiperlipidemia pada umumnya adalah
berat badan lebih (60.4%) dan obesitas (57.1%) pada lanjut usia pria; dan
terutama dengan berat badan normal (59.1%) dan berat badan lebih (59.5%) pada
lanjut usia wanita. Prevalensi hiperlipidemia diantara lanjut usia pria dan wanita
dengan berat badan kurang didapatkan cukup tinggi, masing-masing 38.7% dan
31.6%,

Menurunkan serum Kkolesterol total adalah strategi yang tepat untuk
mengurangi  angka kejadian kardiovaskular sebagai manifestasi dari
hiperlipidemia. Beberapa obat tersedia untuk terapi hiperlipidemia dan obat yang
digunakan adalah obat yang poten, aman, dan memiliki efektivitas tinggi
menurunkan kolesterol. Dari data diketahui bahwa obat paling poten yaitu
golongan HMG CoA reductase inhibitor atau golongan statin seperti lovastatin
(gambar 5); simvastatin (gambar 6); pravastatin (gambar 7); fluvastatin (gambar
8); atorvastatin (gambar 9); dan rosuvastatin. Obat-obat tersebut terbukti efektif

untuk memperbaiki profil lipid©®?.

CH, B

H,C

Gambar 5. Struktur Lovastatin®? Gambar 6. Struktur Simvastatin®?
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Gambar 9. Struktur Atorvastatin®

6. Uji antihiperlipidemia
a. Induksi poloxamer

Atherosclerosis ditandai oleh pengendapan lipid secara progresif
dan adanya proses inflamasi. Pada penelitian ini pembuatan mencit hiperlipidemia
dilakukan secara induksi kimia dengan menggunakan pluronic F-127 atau
poloxamer-407 kemudian untuk terapinya dibandingan antara ekstrak Phaleria
macrocarpa dengan suatu obat antihiperlipidemia yaitu simvastatin. Poloxamer-
407 partikel nano kubik diteliti memiliki potensi distribusi obat oral untuk
meningkatkan bioavailabilitas dari simvastatin model obat tidak larut air®® 3®.

Poloxamer-407 ini membentuk gugus ampifilik setelah hidrasi. Gugus
polarnya sangat kuat berikatan dengan air, sementara gugus yang lain Kluster
hidrofobik. Partisi obat antara kedua segmen jaringan polimer diketahui
mempengaruhi difusi dan pelepasan obat dari gel poloxamer-407®7). Sifat fisik
dari poloxamer yaitu berbentuk granul putih, tak berbau, hambar, memiliki berat

jenis 1,76-2,08 g/cm? dan titik lebur pada 52-57° serta dapat larut dalam air, etanol



15

dan propan-2-ol. Konsentrasi lazim poloxamer 407 sebagai gelling agent yaitu 15-
50%%. Poloxamer-407 konsentrasi 25% memiliki nilai difusi paling besar®?.
Poloxamer 407 secara signifikan menunjukkan peningkatan kolesterol dan
trigliserida plasma pada tikus, mencit, dan kelinci. Poloxamer memiliki sifat
sebagai surfaktan dan dapat mengaktifkan enzim HMG-CoA reductase kemudian
menekan reseptor LDL sehingga menyebabkan naiknya kolesterol dalam darah ©°

40)

Baru-baru ini dikembangkan sebuah model hiperlipidemia pada hewan uji

yang cepat, nyaman, dan biaya rendah dengan menggunakan Poloxamer 407 (P-

407), sebuah senyawa inert dengan toksisitas rendah™. P-407 akan menyebabkan

hiperlipidemia berkelanjutan selama minimal 25 hari tanpa efek yang nampak

pada hewan uji. Aspek menguntungkan dari model ini berkaitan pada hubungan
dosis-respons dengan tingkat hiperlipidemia dapat tepat diatur dengan mengubah
dosis“?.
b. Panetapan kadar kolesterol dan trigliserida dengan spektrofotometer uv-vis
Spektra uv-vis dapat digunakan untuk informasi kualitatif dan sekaligus
dapat digunakan untuk analisis kuantitatif.
1. Aspek kualitatif
Data spektra uv-vis secara tersendiri tidak dapat digunakan untuk
identifikasi kualitatif obat atau metabolitnya. Akan tetapi jika digabung dengan
cara lain seperti spektroskopi inframerah, resonansi magnet inti, dan spektroskopi
massa, maka dapat digunakan untuk maksud identifikasi / analisis kualitatif suatu
senyawa tersebut. Data yang diperoleh dari spektroskopi uv dan vis adalah
panjang gelombang maksimal, intensitas, efek pH, dan pelarut; yang kesemuanya
itu dapat dibandingkan dengan data yang sudah dipublikasikan. Dari spektra yang
diperoleh dapat dilihat, misalnya:

i. Serapan (absorbansi) berubah atau tidak karena perubahan pH. Jika berubah,
bagaimana perubahannya apakah dari batokromik ke hipsokromik dan sebaliknya
atau dari hipokromik ke hiperkromik, dan sebagainya

ii. Obat-obat yang netral misalnya kafein, kloramfenikol; atau obat-obat yang berisi

auksokrom yang tidak terkonjugasi seperti amfetamin, siklizin dan pensiklidin “2.
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2. Aspek kuantitatif

Dalam aspek kuantitatif, suatu berkas radiasi dikenakan pada cuplikan
(larutan sampel) dan intensitas sinar radiasi yang diteruskan diukur besarnya.
Radiasi yang diserap oleh cuplikan ditentukan dengan membandingkan intensitas
sinar yang diteruskan dengan intensitas sinar yang diserap jika tidak ada spesies
penyerap lainnya. Intensitas atau kekuatan radiasi cahaya sebanding dengan
jumlah foton yang melalui satu satuan luas penampang per detik. Serapan dapat
terjadi jika foton / radiasi yang mengenai cuplikan memiliki energi yang sama
dengan energi yang dibutuhkan untuk menyebabkan terjadinya perubahan tenaga.
Kekuatan radiasi juga mengalami penurunan dengan adanya penghamburan dan
pemantulan cahaya, akan tetapi penurunan karena hal ini sangat kecil
dibandingkan dengan proses penyerapan®?.

c. Mekanisme pembentukan warna
1) Reagen kolesterol / Fluitest® CHOL (CHOLESTEROL CHOD-PAP)
Kolesterol merupakan steroid dengan kelompok hydroxyl sekunder pada

posisi Cs. Kolesterol disintesis dalam berbagai tipe jaringan, tetapi sebagian di
hepar dan dinding usus. Kurang lebih % kolesterol baru disintesis dan ¥ berasal
dari asupan makanan. Pemeriksaan kolesterol digunakan untuk mengetahui resiko
atherosclerosis dan mendiagnosis adanya gangguan yang meliputi peningkatan
kolesterol disertai gangguan metabolisme lipid dan lipoprotein. Metode yang
digunakan disini adalah berdasarkan penetapan perubahan cholestenone setelah
pemotongan secara enzimatik dari ester kolesterol dengan perubahan kolesterol
esterase dari kolesterol menjadi kolesterol oksidase kemudian pengukuran dengan
reaksi Trinder dari bentuk hidrogen peroksida. Optimasi dari pemotongan ester
(>99,5%) mengikuti standardisasi menggunakan standard primer dan sekunder
dan perbandingan langsung menggunakan metode referensi CDC dan NIST.
Pemeriksaan kolesterol Biocon® memenunhi tujuan dari National Institutes of Health
(NIH) kurang dari atau sama dengan 3% untuk kedua presisi dan bias*.

Prinsip mekanisme pewarnaan secara enzimatis dapat dijelaskan sebagai
berikut:
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Sampel ditambah R1 (reagen kolesterol) dan mulai terjadi reaksi. Kolesterol
ditetapkan secara enzimatis menggunakan kolesterol esterase dan kolesterol
oksidase.

Cholesterin ester + H,O cholesterol esterase  cholesterol + asam lemak

Kolesterol ester dipotong dengan aksi atau kolesterol esterase menjadi kolesterol
bebas dan asam lemak

Cholesterol + O, kolesterol oksidase  cholesten-3-on + H,O

2 H,0, + phenol + 4-Aminoantipyrine  peroksidase  quinoeimine dye + 4 H,O

Kolesterol diubah oleh oksigen dengan bantuan kolesterol oksidase menjadi
cholest-4-en 3-one dan hidrogen peroksidase. Hidrogen peroksidase membentuk
zat warna merah dengan mereaksikan dengan 4-Aminoantipyrine dan fenol
dibawah katalisis dari peroksidase. Intensitas warna secara langsung proporsional

dengan konsentrasi kolesterol dan bisa ditetapkan secara fotometri®?.

2) Reagen trigliserida / Fluitest® TG (TRIGLYSERIDES GPO-PAP)

Trigliserida merupakan ester dari trihydric alcohol glyserol dengan 3
rantai panjang asam lemak. Trigliserida sebagian disintesis di hepar dan sebagian
dari asupan makanan.Penetapan trigliserida digunakan dalam diagnosis dan terapi
pasien yang mengalami diabetes mellitus, nefrosis, gangguan hepar, gangguan
metabolisme lipid, dan penyakit endokrin lainnya. Metode ini berdasarkan uji dari
Wahlefeld menggunakan lipoprotein lipase dari mikroorganisme untuk hidrolisis
lengkap dan cepat dari trigliserida menjadi gliserol diikuti dengan oksidasi
menjadi dihydroxyacetone phosphate dan hidrogen peroksidase. Hidrogen
peroksidase yang dihasilkan kemudian bereaksi dengan 4-aminophenazon dan 4-
chlorophenol dibawah katalisis dari peroksidase membentuk warna merah (reaksi
akhir Trinder®.

Prinsip mekanisme pewarnaan secara enzimatis dijelaskan sebagai berikut:
Trigliserida + 3 H,O ﬂ_» Gliserol + 3 RCOOH

Gliserol + ATP  _GK_ G-3-P + ADP
isero v
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G-3-P+ 0O, GPQO DAP + H,0,
H,O, + 4-aminoantipyrine + p-chlorophenol POD 4-(p-benzoquinone-
monoimino)-phenazone+ 2 H,0 + HCL“Y,

B. Landasan Teori

Kadar lemak yang abnormal dalam sirkulasi darah (terutama kolesterol) bisa
menyebabkan masalah jangka panjang. Resiko terjadinya atherosclerosis dan
penyakit arteri koroner atau penyakit pembuluh darah arteri meningkat pada
seseorang yang memiliki kadar kolesterol total yang tinggi. Kadar kolesterol
rendah biasanya lebih baik dibandingkan dengan kadar kolesterol yang tinggi,
tetapi kadar yang terlalu rendah juga tidak baik. Kadar kolesterol total yang ideal
adalah 140-200 mg/dL atau kurang. Jika kadar kolesterol total mendekati 300
mg/dL, maka resiko terjadinya serangan jantung adalah lebih dari 2 kali®?.

Berdasarkan literatur, beberapa zat aktif yang terkandung di dalam daun dan
buah mahkota dewa antara lain alkaloid, terpenoid, saponin, lignan (polifenol) dan
flavonoid®?. Hasil identifikasi lainnya menyebutkan bahwa kandungan kimia dari
buah mahkota dewa terdiri dari glikosida fenolik, seperti mahkotasida,
mangiferin, kaempferol-3-O-B-d glukosida, asam dodekanoat, asam palmitat, etil
stearat, sukrosa?, asam oleat, asam linoleat, asam linolenat, steroid (sitosterol,
stigmasterol, sikloargentenol), benzofenon glikosida, karbohidrat (glukosa)®®,
dan lignan pinoresinol, lariciresinol, dan matairesinol®. Efek antioksidan dari
beberapa zat aktif tersebut diduga dapat mempengaruhi metabolisme lipid atau
dapat menurunkan kadar kolesterol dalam darah.

Penelitian terhadap tanaman ini secara empiris diyakini bermanfaat untuk
mengontrol kolesterol. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan sebelumnya,
ekstrak mahkota dewa pada dosis 50 mg/kg BB, 100 mg/kg BB, 200 mg/kg BB
dapat mencegah terjadinya atherosclerosis®. Pada penelitian sebelumnya belum
dilakukan standardisasi ekstrak yang merupakan serangkaian parameter dan
prosedur pengukuran yang hasilnya memenuhi syarat standar (kimia, biologi, dan

farmasi), termasuk jaminan (batas-batas) stabilitas sebagai produk kefarmasian
(19)
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C. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori tersebut maka dapat disusun suatu hipotesis
bahwa ekstrak etanol mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)
terstandar dapat digunakan sebagai upaya preventif hiperlipidemia.



BAB I11
METODE PENELITIAN

A. Bahan dan Alat

1. Bahan
a. Bahan ekstraksi

Bahan baku utama (primer) yang diperlukan dalam penelitian ini adalah
buah mahkota dewa yang diperoleh dari petani lokal Kulonprogo, Yogyakarta.
Bahan lain (sekunder) yang diperlukan untuk proses ekstraksi buah adalah pelarut
etanol 70%.
b. Bahan uji hiperlipidemia

Hewan uji yang digunakan adalah 25 ekor mencit jantan galur Swiss umur
1% bulan dengan bobot badan 20 — 30 gram yang diperoleh dari Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT — UNIT 4) Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta (lampiran 2) dan diberi minum ad libitum, poloxamer, reagen
kolesterol dan trigliserida, aquades, obat simvastatin, eppendorf, spuit oral, spuit

injeksi, Microtip (yellow dan blue tip).

2. Alat
a. Alat ekstraksi

Peralatan yang diperlukan untuk ekstraksi adalah seperangkat alat maserasi
serta rotary evaporator untuk memperoleh ekstrak kental.
b. Alat uji herbal terstandar

Alat yang digunakan yaitu KLT, viscometer Brookfield, dan Moisture
Balancer HB43
c. Alat uji hiperlipidemia

Alat- alat yang digunakan untuk uji ini adalah timbangan hewan (EK-
1200A AND), timbangan analitik bahan (Metler Toledo type 303), sentrifuge
(Heraeus-Sepatech), kertas timbang, vortex (Maxi-mix, Thermolyne),
spektrofotometer uv-vis (Hitachi u-280), kandang mencit, alat- alat gelas (labu

takar, gelas beker, gelas ukur, pipet).

20
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B. Cara Kerja

1. Preparasi ekstrak
a. Determinasi tanaman

Determinasi tanaman Phaleria Macrocarpa (Scheff.) Boerl. bertempat di
Laboratorium Biologi Farmasi, Jurusan Farmasi, Universitas Islam Indonesia,
Yogyakarta.
b. Penyiapan serbuk mahkota dewa

Buah matang mahkota dewa yang dipilih secara acak dicuci dengan air
mengalir sehingga bersih dari kotoran dan debu. Bahan yang telah bersih diiris
dan bijinya disisihkan, kemudian dikeringkan dalam lemari pengering suhu 45°C.
Bahan yang sudah kering, diserbuk dengan menggunakan blender.

2. Skema penelitian

Mahkota dewa
(Phaleria Macrocarpa)

\4

Maserasi dengan etanol 70%

v

Ekstrak Etanol

‘}—’ Evaporasi dengan rotary
Ekstrak kental

| Penetapan parameter ekstrak

terstandar

A\ 4

Uji aktivitas antihiperlipidemia

A

Pengukuran kadar kolesterol dan
trigliserida mencit

A

Analisa hasil dan uji statistik

Gambar 10. Alur penelitian
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3. Jalannya penelitian
a. Penetapan parameter ekstrak terstandar
1) Ujiorganoleptis.

Pengamatan secara visual penggunaan pancaindera mendeskripsikan
bentuk, warna, bau, dan rasa.
2) Uji kadar air

Uji kadar air dalam penelitian ini menggunakan alat Moisture Balancer
HB43 yang telah dikalibrasi. Ekstrak dengan berat = 500 mg dimasukkan dalam
alat sampai tanda persentase menunjukkan hasil konstan.
3) Uji kekentalan

Uji kekentalan dilakukan dengan menggunakan viscometer Brookfield.

4) Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Uji menggunakan KLT pada ekstrak mahkota dewa dalam penelitian ini
untuk mengetahui adanya senyawa aktif flavonoid. Cara yang dilakukan adalah
dengan menimbang sampel sebanyak 50 mg, dimasukkan dalam labu lalu
dihidrolisis dengan asam sulfat 2 N selama 30 menit. Setelah didinginkan lalu
ditambah dietileter, diekstraksi dengan vortex lalu disentrifuge. Kemudian diambil
fase eter dan dievaporasi menggunakan gas nitrogen. Sampel sebanyak 10 pl
ditotolkan pada plate silika disertakan senyawa pembanding. Plat dimasukkan
dalam chamber jenuh fase gerak etil asetat:asam formiat:air (100:11:11:27).
Dielusi sampai batas atas lalu plate dikeringkan dibawah sinar UV, diuapi dengan
amoniak. Semprot dengan vanilin asam klorida, dipanaskan 100°C selama 2

menit. Bercak dapat dilihat dibawah sinar UV 254 nm, 365 nm, dan sinar visibel.

b. Perhitungan Dosis
Dosis yang digunakan adalah 100 mg/kg BB, 200 mg/kg Pembuatan stok
didasarkan pada dosis terendah yaitu 100 mg/kgBB dengan asumsi pemberian 0,2

mL untuk mencit 20-30 gram.
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1) Dosis Ekstrak Mahkota dewa 100 mg/kgBB
i.  Konversi Dosis
Konversi dosis burung puyuh (BB=90g)
=100 mg = 9 mg
1000g 90g

100 mg/kgBB

Konversi dosis burung puyuh ke dosis manusia ( BB = 70 kg )

9mg 7000 mg
90g 70000 g

Konversi dosis manusia ke mencit ( BB = 20 g)

7000 mg
70000 g

x 0,0026 =18,2mg/20 g

ii.  Perhitungan larutan stok untuk 2 hari
20g~0,2mL
Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)

=24mL

18,2mg _ 2184mg _910mg _ 0910¢g
0,2 mL 2,4 mL 10 mL 10 mL

Larutan stok =

iii. Volume pemejanan

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.

25
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = ﬁ x 0,2 mL =0,25 mL

2)  Dosis Ekstrak Mahkota dewa 200 mg/kgBB
I. Konversi Dosis
Konversi dosis burung puyuh (BB=90gq)

=200 mg = 18 mg
1000 g 90 ¢g

200 mg/kgBB



Konversi dosis burung puyuh ke dosis manusia ( BB

18 mg 14000 mg
90g 70000 g

Konversi dosis manusia ke mencit ( BB = 20 g)

14000 mg
70000 g

x 0,0026 =36,4mg/20g

ii.  Perhitungan larutan stok untuk 2 hari
20g~0,2mL
Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)

=24 mL

364mg _ 436,8mg _ 1820 mg

24

=70kg)

_1,82g

Larutan stok =
0,2 mL 2,4 mL 10 mL

iii.  Volume pemejanan

" 10 mL

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.

25
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = ﬁ x 0,2 mL

3) Dosis Simvastatin 10 mg/70 kgBB
i.  Konversi Dosis
Konversi dosis manusia ke mencit ( BB = 20 g)

% X 0,0026 = 0,026 mg / 20 g
ii.  Perhitungan larutan stok untuk 2 hari
Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)
=2,4mL

0,026 mg _ 0,312 mg _ 1,3mg
02mL  24mL 10 mL

Larutan stok =

Bobot per tablet = 100 mg

1,3mg 100 mg 1300 mg _

=0,25mL

1,3¢g

Jadi larutan stok = X =
10 mL 10 mg 10 mL

10 mL
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iii. Volume pemejanan

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.
. . 25 g
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = T x0,2mL=0,25mL
9

4) Dosis Poloxamer
Dosis penelitian sebelumnya adalah 400 mg/kgBB

400 mg
1000 g

400 mg/kgBB =

_ 8mg
20 g
_8mg _ 2g
0,2 mL 50 mL
Volume pemejanan beradasar hasil optimasi = 0,5 mL

c. Perlakuan pada hewan uji
Mencit sejumlah 25 ekor dengan berat badan sekitar 20 g — 30 g
dikondisikan pada suhu ruangan selama satu minggu untuk proses adaptasi dan
diberi makan dan minum ad libittum. Mencit dibagi menjadi 5 kelompok

perlakuan sebagai berikut:

a. Kelompok normal : mencit normal + aquadest

b. Kelompok kontrol : mencit normal + aquadest

c. Kelompok referen : mencit normal + simvastatin 10 mg/kgBB

d. Kelompok perlakuan A : mencit normal + ekstrak mahkota dewa dosis
100 mg/kgBB

e. Kelompok perlakuan B : mencit normal + ekstrak mahkota dewa dosis

200 mg/kgBB



Mencit jantan galur Swiss

l

l

Normal
5 ekor

l

l

l
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Aquades
5 ekor

Simvastatin
5 ekor

A

Ekstrak 100
mg/kg BB
5 ekor

Ekstrak 200
mg/kg BB
5 ekor

A

Perlakuan selamal4 hari — Pada hari terakhir, mencit dipuasakan dan

diinduksi dengan poloxamer dengan dosis 400 mg/kg secara intra
peritonial (kelompok normal tidak diinduksi poloxamer).

4. Metode analisis serum

Hewan dikorbankan

Diambil darah

Gambar 11. Perlakuan pada hewan uji

Setiap kelompok terdiri dari 5 ekor mencit, dan diberi perlakuan

secara per oral dengan senyawa uji selama 2 minggu. Pada hari terakhir, mencit

dipuasakan dan diinduksi dengan poloxamer dengan dosis 400 mg/kgBB

secara intraperitonial tetapi pada kelompok normal tidak diinduksi poloxamer.

Setelah satu malam dipuasakan (18 jam) setelah induksi poloxamer, mencit

dikorbankan dengan cara diberi eter overdosis kemudian dibedah bagian

perutnya dan darah diambil dari vena lateral. Darah disentrifus pada 3000 rpm

selama 15 menit untuk mendapatkan serum. Dari serum yang didapat

digunakan untuk penetapan kadar total kolesterol dan trigliserida serum.
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a. Penetapan kadar kolesterol

Pada tabung reaksi standar / referensi dan tabung reaksi sampel diisi
dengan 10 pl serum ditambah 1000 pl reagen kolesterol. Pada tabung reaksi
blanko diisi 1000 pl reagen kolesterol. Kemudian diinkubasi selama 5 menit pada
suhu +37°C atau pada 20°C sampai 25°C. Dalam 60 menit dibaca absorbansi dari
larutan standar / referensi, sampel, dan blanko. Pembacaan absorbansi dilakukan
pada spektrofotometri uv-vis pada panjang gelombang 546 nm (500-550 nm).
Dari prosedur tersebut dapat diketahui konsentrasi kolesterol yaitu:

Aabsorbansi sampel

Konsentrasi kolesterol = - x konsentrasi standar
Aabsorbansi standar

b. Penetapan kadar trigliserida

Pada tabung reaksi standar / referensi dan tabung reaksi sampel diisi
dengan 10 pl serum ditambah 1000 pl reagen trigliserida. Pada tabung reaksi
blanko diisi 1000 pl reagen trigliserida. Kemudian diinkubasi selama 5 menit pada
suhu +37°C atau pada 20°C sampai 25°C. Dalam 60 menit dibaca absorbansi dari
larutan standar / referensi, sampel, dan blanko. Pembacaan absorbansi dilakukan
pada spektrofotometri uv-vis pada panjang gelombang 546 nm (500-550 nm).

Dari prosedur tersebut dapat diketahui konsentrasi kolesterol yaitu:

.y Aabsorbansi sampel )
Konsentrasi trigliserida = - x konsentrasi standar
Aabsorbansi standar

C. Analisis Hasil
Metode analisis data menggunakan perangkat lunak SPSS 16 pada sistem
operasi Windows menggunakan uji one way Anova. Metode ini digunakan untuk
mengetahui pengaruh masing-masing perlakuan terhadap kadar kolesterol total,
dilanjutkan dengan post-Hoc test. Kadar kolesterol total serum dikatakan
bermakna apabila nilai signifikansi yang dihasilkan kurang dari 0,05 (p<0,05) dan
tidak memiliki perbedaan yang bermakna jika nilai signifikansi lebih dari 0,05

(p>0,05) dengan tingkat kepercayaan 95%.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol mahkota
dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.) terstandar sebagai upaya preventif
hiperlipidemia pada mencit yang diinduksi poloxamer. Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)
yang diperoleh Kulonprogo, Yogyakarta. Pengujian ini dilakukan pada mencit
jantan galur Swiss. Hewan uji yang digunakan pada penelitian ini mempunyai
berat badan sekitar 20-30 gram yang diperoleh dari Laboratorium Penelitian dan
Pengujian Terpadu (LPPT — UNIT 4) Universitas Gadjah Mada (lampiran 2).
Penelitian ini juga telah memenuhi syarat etik dan mendapatkan surat kelaikan etik
(ethical clearance) yang dikeluarkan oleh Komisi Etik Penelitian Kedokteran dan
Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta (lampiran 3).

A. Determinasi Tanaman Mahkota dewa
(Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)

Uji determinasi tanaman mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)
dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi Universitas Islam Indonesia. Determinasi
ini bertujuan untuk membuktikan dan memastikan kebenaran bahwa tanaman dalam
penelitian ini adalah jenis tanaman mahkota dewa (Phaleria macrocarpa [Scheff.]
Boerl.). Determinasi ini dilakukan dengan menggunakan seluruh bagian tanaman,
kecuali bagian akarnya. Tanaman buah mahkota dewa dideterminasi menurut cara
dalam buku “Flora of Java” sebagai acuan dalam menentukan kunci determinasi.
Kunci determinasi yang diperoleh adalah sebagai berikut:

942.b — 941.b — 940.a — 939.a — 938.c — 937.a — 936.b — 935.b - 934.a -

936.b — 935.b - 934.a — 933.b — 877.d — 876.b — 875.b — 874.b - 872.b -

860.b — 858.b — 857.a — 856.b — 855.c — 854.a — 853.b — 852.b — 851.a —

837.c — 836.a — 835.a — 834.a — 833.b — 832.b — 831.b — 830.b — 829.b -

826.b — 825.b — 824.b — 822.b — 821.b — 820.b — 818.b — 816.b — 815.b —

812.b — 811.a — 810.b - 809.b — 808.c — 807.a - 806.b — 805.c — 804.b —

803.b —802.a - 801.b —800.b — 799.b — 27.b — 26.b — 25.b — 24.b — 23.b -

28
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22.b-21b-20b-19b-18b-17b—-14b-13.b-12.b-11.b-10.b -

9a-8b-6.b-5b-4b-3b-2b-1b

Dari hasil kunci determinasi diatas dapat dipastikan bahwa buah yang
digunakan dalam penelitian ini merupakan buah mahkota dewa (Phaleria
macrocarpa [Scheff.] Boerl.).

Gambar 12. Buah mahkota dewa

B. Ekstraksi Buah Mahkota dewa

(Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)

Metode yang digunakan dalam ekstraksi ini adalah metode maserasi.
Maserasi dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia kedalam cairan
penyari. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga
sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dan karena adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan zat aktif yang ada didalam sel dengan yang ada diluar
sel, maka larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa berulang terjadi
sehingga kesetimbangan antara larutan di luar sel dan di dalam sel®®. Buah
mahkota dewa yang digunakan adalah dalam bentuk rajangan tipis yang telah
dikeringkan. Pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air yang terdapat
didalam buah mahkota dewa sehingga mencegah pembusukan oleh bakteri. Selain
itu, dengan pengeringan bahan akan lebih tahan lama sehingga dapat digunakan
dalam waktu tertentu. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi ini adalah etanol 70%.
Etanol dipertimbangkan sebagai penyari karena lebih selektif, meminimalkan

pertumbuhan bakteri, tidak beracun, netral, absorbsinya baik, etanol dapat bercampur
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dengan air pada segala perbandingan dan panas yang diperlukan untuk pemekatan
relatif lebih sedikit®?.

Hasil ekstraksi didapatkan ekstrak kental berwarna coklat pekat seperti
yang disajikan pada gambar 3. Rendemen yang dihasilkan dalam penelitian ini
adalah 27,17% artinya dalam 100 gram serbuk kering buah mahkota dewa
didapatkan 27,17 gram ekstrak kental. Rendemen adalah perbandingan antara
ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Rendemen berguna sebagai
perbandingan perolehan ekstrak yang didapat, sehingga kita memperoleh data

kebutuhan sampel.

Gambar 13. Serbuk kering mahkota Gambar 14. Ekstrak kental mahkota
dewa dewa / warna dark skin®?

C. Standardisasi Ekstrak Mahkota dewa

(Phaleria macrocarpa [Scheff.] Boerl.)
Standardisasi ekstrak dalam penelitian ini berupa pemaparan secara
deskriptif yang bertujuan sebagai parameter untuk menjaga mutu ekstrak. Hasil

standardisasi ekstrak mahkota dewa disajikan pada tabel 1.
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Tabel I. Hasil standardisasi ekstrak mahkota dewa

Parameter standardisasi Hasil
1. Organoleptik warna = coklat pekat / dark
skin®®
bau = khas aromatik
rasa = pahit
bentuk = ekstrak kental
2. Kadar air 19,04 £1,21 %
3. Viskositas 10338 + 0,01 cp

4. Kandungan senyawa aktif  flavonoid

Uji yang pertama kali dilakukan adalah uji organoleptik. Tujuan
dilakukannya uji organoleptik adalah untuk langkah pengenalan awal sederhana
yang seobyektif mungkin. Pemeriksaan dilakukan dengan melihat secara langsung
bagaimana sifat fisik dari ekstrak kental mahkota dewa yang dihasilkan. Dari hasil
dapat diketahui bahwa ekstrak mahkota dewa mempunyai bentuk berupa ekstrak
kental dengan warna ekstrak dark skin®® atau coklat pekat, dengan bau khas
aromatik, dan memiliki rasa pahit.

Penetapan kadar air bertujuan untuk memberikan batasan minimal atau
rentang tentang besarnya kandungan air dalam bahan®®. Parameter penetapan
kadar air dilakukan menggunakan alat Moisture Balancer HB43. Dari hasil
penetapan kadar air terlihat bahwa dalam ekstrak mahkota dewa ini memiliki
kadar air yang telah memenuhi syarat yaitu kurang dari 30%.

Untuk melihat kekentalan dari ekstrak mahkota dewa, digunakan rotor
nomor S64 dengan kecepatan 50 rpm dihasilkan kekentalan rata — rata 10388 cp.
Kekentalan ekstrak akan berpengaruh pada proses homogenitas. Semakin kental
ekstrak yang digunakan maka akan semakin kuat ikatan antar partikelnya

Uji standardisasi ekstrak yang terakhir yaitu uji kandungan senyawa aktif.
Uji kandungan senyawa aktif ekstrak buah mahkota dewa bertujuan untuk
mengetahui dan memastikan apakah didalam ekstrak mahkota dewa ini
terkandung senyawa flavonoid yang dicari. Uji ini dilakukan untuk memberikan
gambaran awal komposisi kandungan kimia berdasarkan pola kromatogram
menggunakan data baku yang telah ditetapkan. Kandungan kimia ekstrak etanol
buah mahkota dewa diuji menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
yang dilakukan di LPPT-UGM.
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Untuk mendeteksi flavonoid, fase diam yang digunakan adalah silika Gel
60 F2s4 sedangkan fase geraknya menggunakan etil asetat : metanol : asam formiat
dengan perbandingan 95 : 5 : 0,5. Hasil yang didapat kemudian dideteksi
menggunakan aluminium chloride dan diamati dengan sinar UV254 nm, 365 nm

dan visibel.
UV 254 nm UV 365 nm visibel Bercak senyawa
pembanding
hRf 100
:— hRf 81
hRf 55

Bercak yang muncul dari
ekstrak mahkota dewa

hRf 0
P S P S
Gambar 15. Hasil uji kualitatif flavonoid pada ekstrak buah
mahkota dewa dengan menggunakan KLT
Keterangan
Fase diam : silika Gel 60 Fyss
Fase gerak  etil asetat : metanol : asam formiat (95:5:0,5)
Pereaksi > aluminium chloride
P : bercak pembanding Quercetin
S : sampel ekstrak mahkota dewa

Dari hasil KLT pada gambar 12 diperoleh warna spot flavonoid di bawah
sinar visible berwarna kuning. Nilai Rf flavonoid yang terdeteksi yaitu 0,55
dengan hRf 55 dan Rf 0,81 dengan hRf 81. Bercak kuning yang dihasilkan pada
plat KLT diatas disebabkan karena ada reaksi antara pereaksi aluminium chloride
(AICI3) dengan golongan flavonoid sehingga membentuk kompleks antara gugus
hidroksil dan keton yang bertetangga atau dengan gugus hidroksil yang saling

bertetangga.
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/A
a a
Flavonoid Kompleks flavonoid- aluminium chloride

Gambar 16. Reaksi kompleks pembentukan Flavonoid-Aluminium Chloride ©?

Bercak flavonoid yang terdeteksi memiliki hRf 55 dan 81. Hasil
pengamatan bercak ekstrak dan pembanding pada sinar UV 254 dan sinar UV 365
menunjukkan warna gelap, sedangkan pada sinar visibel menunjukkan warna
kuning untuk bercak flavonoid maupun pembanding. Dari hasil uji kandungan
senyawa aktif menggunakan KLT diketahui bahwa dalam ekstrak buah mahkota

dewa positif mengandung flavonoid.

D. Optimasi dosis dan metode penelitian

Sebelum dilakukan penelitian maka dilakukan optimasi terlebih dahulu,
meliputi optimasi metode dan dosis. Optimasi ini bertujuan untuk mengetahui
adanya reaksi yang ditimbulkan pada hewan uji dengan pemberian dosis ekstrak
maupun obat sintetik selama waktu perlakuan 2 minggu. Hewan uji yang
digunakan dalam optimasi ini adalah mencit. Sebanyak 15 ekor mencit dibagi
menjadi 5 kelompok vyaitu kelompok normal, kontrol, simvastatin, ekstrak
mahkota dewa dosis 100 mg/kgBB, ekstrak mahkota dewa dosis 200 mg/kgBB.
Pemberian obat atau ekstrak mahkota dewa dilakukan pada awal penelitian karena
metode penelitian yang digunakan adalah secara preventif. Setelah itu induksi
kolesterol dengan poloxamer 400 mg/kgBB dilakukan pada akhir penelitian. Dari
hasil optimasi selama 2 minggu menunjukkan bahwa dosis dan metode yang

digunakan aman untuk hewan uji sehingga dapat digunakan untuk penelitian.
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E. Uji Aktivitas Ekstrak Mahkota dewa Ditinjau dari Parameter
Trigliserida dan Kolesterol
Terapi preventif pada penelitian ini dilakukan dengan pemberian induksi
hiperlipidemia pada akhir penelitian. Setelah itu dilakukan analisis pada serum
untuk mendapatkan data absorbansi trigliserida dan kolesterol yang kemudian
dihitung menggunakan rumus untuk memperoleh konsentrasi keduanya. Hasil

rata-rata konsentrasi trigliserida dapat diamati apada tabel dibawah ini.

Tabel I1. Hasil uji aktivitas antihiperlipidemia kadar trigliserida dan kolesterol

dalam darah (mg/dL)
Kelompok perlakuan N Kadar trigliserida Kadar kolesterol
(rata-rata + SD) (rata-rata + SD)
Normal 5 145,40 + 26,28° 270,67 + 13,42°
Kontrol 5 824,45 + 39,31° 648,02 +112,74°
Simvastatin 5 739,65 + 54,29° 389,78 + 36,06"
Ekstrak mahkota 5 853,71 + 9,68" 465,17 + 7,37

dewa 100 mg/kgBB
Ekstrak mahkota 5 700,79 + 24.45" 398,34 + 39,34°
dewa 200 mg/kgBB

*Indeks menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05) terhadap kelompok lain
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Gambar 17. Grafik rata-rata konsentrasi trigliserida dan kolesterol. Indeks
menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05) terhadap
kelompok lain.
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Berdasarkan hasil analisis statistik menggunakan one way Anova (p=0,05)
dapat diamati bahwa induksi poloxamer mampu meningkatkan kadar trigliserida
dan kolesterol secara signifikan pada kelompok kontrol dibandingkan kelompok
normal (tabel Il dan gambar 17). Pemberian ekstrak mahkota dewa dosis 200
mg/kgBB terbukti mampu menurunkan kadar kolesterol maupun trigliserida pada
mencit hiperlipidemia. Hal ini ditunjukkan dengan adanya perbedaan yang
signifikan antara pemberian ekstrak mahkota dewa 200 mg/kgBB terhadap
kelompok kontrol (p<0,05). Simvastatin 10 mg/kgBB dengan ekstrak mahkota
dewa 200 mg/kgBB tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (p>0,05),
tetapi ada perbedaan signifikan antara simvastatin 10 mg/kgBB dengan kelompok
kontrol (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa simvastatin dosis 10 mg/kgBB
memiliki kemampuan menurunkan kolesterol maupun trigliserida.

Pada pengukuran trigliserida, ekstrak mahkota dewa dengan dosis 100
mg/kgBB tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kelompok
kontrol, hal ini dapat diartikan bahwa dengan dosis 100 mg/kgBB mahkota dewa
tidak dapat menurunkan kadar trigliserida. Hal yang berbeda ditunjukkan saat
pengukuran kadar kolesterol, dari tabel Il dapat diketahui bahwa adanya
perbedaan yang signifikan antara ekstrak mahkota dewa 100 mg/kgBB terhadap
kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak mahkota dewa dosis 100
mg/kgBB dapat menurunkan kolesterol tetapi tidak dapat menurunkan trigliserida
pada mencit hiperlipidemia. Pada gambar 17 terlihat bahwa mahkota dewa dosis
100 mg/kgBB memiliki kadar trigliserida hampir sama dengan kelompok kontrol,
sehingga tidak menunjukkan penurunan kadar trigliserida setelah pemberian
ekstrak. Hal ini kemungkinan disebabkan kurangnya dosis ekstrak mahkota dewa
100 mg/kgBB karena pada dosis diatasnya, yaitu 200 mg/kgBB, ekstrak mahkota
dewa terbukti mampu menurunkan kadar kolesterol maupun trigliserida.

Induksi hiperlipidemia menggunakan poloxamer 407 (P-407) yaitu suatu
hidrofilik  triblok kopolimer yang terdiri dari polyoxyethylene dan
polyoxypropylene. Setelah pemberian poloxamer perubahan konsentrasi lipid
dapat teramati di jaringan dan plasma yang melibatkan perubahan metabolisme

(46)
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Gambar 18. Mekanisme Poloxamer-407 menginduksi hiperkolesterolemia.
Pemberian P-407 menginduksi aktivitas hepatik HMG-CoA
reductase, tidak ada aktivitas cholesterol acyltransferase (ACAT),
namun reseptor LDL dapat ditekan secara signifikan®”.

>

Berdasarkan gambar 18 menunjukkan bahwa pemberian Poloxamer 407
pada mencit tidak merubah ekspresi hepatik dari cholesterol acyltransferase
(ACAT). ACAT merupakan enzim yang merubah kolesterol bebas menjadi
kolesterol ester untuk penyimpanan di intrasel. Melalui mekanisme
kolesterolgenesis poloxamer dapat mengaktifkan enzim HMG-CoA reductase dan
secara signifikan menekan ekspresi reseptor LDL yang pada akhirnya akan
meningkatkan kadar kolesterol dalam plasma. 24 jam setelah pemberian
Poloxamer 407 tidak menunjukkan penurunan kadar kolesterol dalam plasma
hewan uji“”. Dari mekanisme tersebut terbukti induksi poloxamer pada penelitian
ini berhasil meningkatkan kadar kolesterol dan trigliserida.

Berdasarkan gambar 6, simvastatin dapat menurunkan kadar kolesterol dan
trigliserida. Penggunaan obat simvastatin sebagai reference dalam penelitian ini
dimaksudkan untuk menghambat aktivitas enzim HMG-CoA reductase yang

teraktivasi oleh induksi poloxamer. Simvastatin merupakan obat golongan statin
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yang memiliki mekanisme penurunan kolesterol dengan menghambat HMG-CoA
reductase, yaitu enzim yang mengubah HMG-CoA menjadi asam mevalonat,
prekursor kolesterol®®.

Ekstrak mahkota dewa telah dilakukan analisis secara kualitatif
menggunakan kromatografi lapis tipis, terbukti positif mengandung flavonoid.
Hampir semua flavonoid memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Sel dan jaringan
tubuh terus-menerus terancam oleh kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas
dan reactive oxygen species (ROS) yang terbentuk selama metabolisme oksigen
normal atau dipicu oleh kerusakan secara eksogen. Kerusakan ini mengakibatkan
pergeseran muatan sel, perubahan tekanan osmotik, sel mengembang lalu mati.
Organisme hidup mengembangkan mekanisme pertahanan / antioksidan dari
tubuhnya meliputi superoxide dismutase, catalase, dan glutathione peroxidase
serta nonenzim seperti glutathione, asam askorbat, dan a-tocopherol. Mekanisme
lain flavonoid sebagai antioksidan adalah sebagai berikut:

1. Menangkap radikal bebas secara langsung. Flavonoid teroksidasi oleh radikal,
menjadi lebih stabil. Dengan kata lain, flavonoid menstabilkan reactive oxygen
species (ROS) melalui reaksi dengan senyawa reaktif dari radikal. Reaktivitas
yang tinggi dari hidroksil flavonoid, radikal dibuat menjadi tidak aktif, menurut
persamaan berikut“?):

Flavonoid (OH) + R «> flavonoid (O ¢) + RH ©?
*keterangan: Re adalah radikal bebas dan Oe adalah oksigen radikal bebas.
Dengan penghilangan radikal, flavonoid dapat menghambat oksidasi LDL
sehingga dapat mencegah terjadinya atherosclerosis®.
2. Bereaksi dengan nitrit oksida (NO). Pelepasan nitrit oksida penting untuk
mengatur dilatasi pembuluh darah, tetapi untuk konsentrasi yang lebih tinggi
dapat mengakibatkan kerusakan oksidatif. Ketika flavonoid digunakan sebagai
antioksidan maka radikal bebas akan ditangkap, tidak bereaksi lama dengan NO
sehingga mengurangi kerusakan®V.
3. Menghambat aktivitas xanthine oxidase. Xanthine oxidase adalah sumber
oksigen radikal bebas. Dalam fase reperfusi xanthine oxidase bereaksi dengan
oksigen, melepaskan superoksida radikal bebas. Flavonoid akan menghambat

aktivitas xanthine oxidase sehingga mengurangi kerusakan oksidatif®>.
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4. Immobilisasi leukosit. Pada kondisi normal leukosit bergerak dengan bebas di
dalam dinding endotel. Saat terjadi inflamasi dan iskemia, endotel melepaskan
mediator dan faktor komplemen yang menyebabkan adhesi leukosit pada dinding
endotel, sehingga leukosit mmengalami imobilisasi kemudian menstimulus
degranulasi neutrofil. Akibatnya, oksidan dan mediator inflamasi dilepaskan dan
menyebabkan kerusakan jaringan. Flavonoid disini mengurangi jumlah leukosit
yang mengalami imobilisasi®?.

5. Interaksi dengan enzim lain. Flavonoid dapat mengurangi pelepasan
peroksidase. Reduksi ini menghambat reactive oxygen species (ROS) oleh
neutrofil dengan mengganggu aktivasi as-antitrypsin. Efek flavonoid lainnya pada
sistem enzim adalah menghambat metabolisme asam arakhidonat. Pelepasan asam
arakhidonat merupakan awal respon inflamasi. Oleh karena itu, flavonoid dapat

dikatakan sebagai antiinflamasi dan antitrombogenik®".



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian
ekstrak buah mahkota dewa terstandar dosis 200 mg/kgBB mampu menurunkan
kadar kolesterol dan trigliserida secara signifikan (p<0,05). Aktivitas berbeda
ditunjukkan oleh ekstrak buah mahkota dewa dosis 100 mg/kgBB, yaitu mampu
menurunkan kadar kolesterol secara signifikan (p<0,05) tetapi tidak mampu

menurunkan kadar trigliserida secara signifikan (p>0,05).

B. Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan:
1)  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk penambahan durasi perlakuan.
2)  Perlu penambahan parameter standardisasi ekstrak lainnya agar informasi tentang

ekstrak terstandar lebih lengkap.
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Lampiran 1. Surat keterangan determinasi tanaman mahkota dewa

UNIVERSITAS ISLAM INDONESIA
JURUSAN FARMASI FMIPA UII
BAGIAN BIOLOGI FARMASI

SURAT KETERANGAN

Nomor:26/UT1/Jur Far/det/11/2011

Yang bertanda tangan di bawah ini Kepals Laboratorium Biologl Farmasi
Jurusan Farmasl FMIPA ULl menerangkan bahwa;

Nama P Rr.Liza Anisa Mirawati
NIM ; 07613075
Pada tanggal ; 4 Maret 2011

Telah mendeterminasi 1 ( satu ) specles tanaman dengan bimbingan
Dra.lyok Budiarti,di Labaratorium Biologi Farmas| FMIPA ULI,

Tanaman tersebut:

Phalerla macrocarpa, Scheff&Boer (mahkota dewa )

Demikian surat keterangan ini di buat untuk dipergunakan semestinya,

Yogyakarta, 4 Maret 2011
Baglan Biologl Farmasi
Kepala,

Hady [Anshory T.5.51,, Apt,
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Lampiran 2. Surat keterangan pembelian hewan uji

UNIVERSITAS GADJAH MADA

LABORATORIUM PENELITIAN DAN PENGUJIAN TERPADU
(LPPT - UGM)
Bidang Layanan Penelitian Pra — Klinik dan Pengembangan Hewan Percobaan

JL. Agro Karang Malang Kampus UGM
Telp. (0274) 7497705, FAX. ( 0274 ) 546868, e-mail: Ippt info@mail.ugm.ac.id
— —C—

SURAT KETERANGAN
NO : 187/LP3HP/19/V/2011

Yang bertanda tangan di bawah ini :

Nama ¢ Dr. drh. Pudji Astuti, MP.
NIP : 19601012 198703 2 001
Jabatan : Kabid Unit Pra Klinik — LPPT UGM.

Menerangkan bahwa ;

Nama :  Rr. Liza Anisa Mirawati
NIM : 07613075
Instansi : Fak. MIPA Jurusan Farmasi UIl

Pada bulan Mei 2011 membeli Mencit putih (Mus musculus 1..) jantan
galur Swiss usia 1% bulan sejumlah 30 (Tiga puluh) Ekor dari Unit
Pra- Klinik LPPT Universitas Gadjah Mada

Hewan tersebut dalam keadaan masih Fertil dan tidak terinfeksi
penyakit schingga tidak menularkan penyakit.

Menurut keterangan dari yang bersangkutan hewan tersebut akan
digunakan sebagai hewan percobaan Penelitian yang dilaksanakan di
Fakultas MIPA jurusan Farmasi Universitas Islam Indonesia.

Demikian surat keterangan ini dibuat, semoga dapat dipergunakan
sebagaimana mestinya. dan atas kerjasama yang baik diucapkan
terima kasih.
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Lampiran 3. Surat keterangan kelayakan etika hewan uji (Ethical Clearance)

KEMENTERIAN PENDIDIKAN NASIONAL
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS GADJAH MADA
KOMISI ETIK PENELITIAN KEDOKTERAN DAN KESEHATAN

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
(Ethical Clearance)

Nomor: KE/FK/ Vd Z [EC
Komisi Etik Penelitian Kedokteran dan Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas

Gadjah Mada, setelah mempelajari dengan seksama rancangan penelitian yang diusulkan,
dengan ini menyatakan bahwa penelitian dengan:

Judul : Aktivitas Ekstrak Mahkota Dewa (Phaleria Macocarpa (Sceff)
Boerl) Terstandar Sebagai Terapi Preventif Hiperlipidemia
Pada Mencit Yang Diinduksi Poloxamer

Peneliti utama : RR. Liza Anisa Mirawati

Pembimbing/Penanggung  : 1. Asih Triastuti, M.Pharm.,Apt
Jawab Medis 2. Dimas Adhi Pradana, M.Sc.,Apt

Lembaga/tempat penelitian : Laboratorium FMIPA Universitas Islam Indonesia

dinyatakan memenuhi persyaratan etik untuk dilaksanakan, dengan catatan sewaktu-waktu
Komisi dapat melakukan pemantauan.

Yogyakarta, 11 JuL 2011

Prof. dr. Mohammad Hakimi, Sp.OG (K), Ph.D dr.Tri Wibawa.,Ph.D
Ketua Sekretaris

Ning/EC'11
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Lampiran 4. Surat keterangan uji flavonoid ekstrak buah mahkota dewa

LEMBAR KERJA UJI KIMIA
@ LABORATORIUM PENGUJIAN DP/5.10.2LPPT
‘LPPT-UGM"*
Nama sampel Ekstrak Mahkotadewa No. Penguijian
Kode sampel 112-01-001-7313 Tanggal Diterima | 22-06-2011
Tanggal Pengujian | 23-06-2011 Tanggal Selesai | 24-06-2011
Suhu Ruangan 25°C Kelembaban
Metode Uji TLC | | |
Uiji Flavonoid

0O oA ww

O Panaskan 100°C selama 2 menit.

qur H., Pmomgmmamnwucnmmhym Springer-Verlag, 1984, p.104

. Timbang sampel sebanyak 50 mg.
Masukkan ke dalam labu, hidrolisis dengan asam sulfat 2 N selama 30 menit.
Dmgmkan lalu tambahkan dietileter, ekstraksi dengan vortex, kemudian

Ambi fase eter evaporasi dengan gas nitrogen.

Spting sampel sebanyak 10 pl pada plate silika, sertakan pembanding rutin.
Masukkan plate ke dalam chamber jenuh fase gerak etil asetat - asam asetat -
asam formiat - air (100-11-11-27).

Eluasikan hingga batas.

Keringkan plate, amati di bawah sinar UV, uapi dengan amoniak.

Semprot dengan vanillin asam chlorida

| TIDAK TERKENDAL!

Dlperiksalemjui Oleh : Dikerj {Oleh -




Lampiran 5. Surat keterangan hasil uji flavonoid ekstrak buah mahkota dewa

UNIVERSITAS GADJAH MADA ROPIS.10.01LPPT
Py 1

LABORATORIUM PENELITIAN DAN PENGUJIAN TERPADU :
Halaman 1 dar 1

LAPORAN HASIL UJI
Nomor : 5438/LPPT-UGM/U/NVII2011

Laporan hasil pengujian dibuat untuk
Nama : Rr. Liza Anisa Mirawati
Institusi : Farmasi - Fakultas MIPA
Universitas Istam Indonesia
Nomor sampel : 112-01-001-7313
Nama sampel : Ekstrak mahkota dewa
Jumlah sampel -
Parameter uji : Flavonoid
Metode : Thin Layer Chromatography
Tanggal terima sampel : 20 Juni 2011
Tanggal pengujian : 23 Juni 2011
HASIL UdI
Parameter uji Hasil kualitatif
Flavonoid Positif

Hasil pangujian ini bariaky hanya uniuk sampel yang ciuikan
Tidak diparkenankan ukuk manggendakan dokumen i tanpa seifn LPPT-UGM




Lampiran 6. Hasil uji kadar air dan viskositas

Tabel I. Hasil uji kadar air ekstrak mahkota dewa

Replikasi % kadar air
I 19,8 %
I 17,65 %
Il 19,68 %
Rata-rata 19,04 %
SD 1,21
CVv 6,34

Tabel I1. Hasil uji viskositas ekstrak mahkota dewa

Replikasi Viskositas (cp)
I 10342
I 10462
Il 10210
Rata-rata 10338
SD 0,01

CVv 1,45
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Lampiran 7. Data konsentrasi trigliserida

Kelompok | Absorbansi Absorbansi Konsentrasi | Konsentrasi Ket
TG Standar Standar TG
(mg/dL)
Normal 0,177 0,211 200 167,77 Rata-rata
0,162 0,211 200 153,55 145,40
0,122 0,211 200 115,64
0,18 0,211 200 170,62 STDEV
0,126 0,211 200 119,43 26,28
Kontrol 0,911 0,211 200 863,51 Rata-rata
0,893 0,211 200 846,45 824,45
0,802 0,211 200 830,33
0,876 0,211 200 821,80 STDEV
0,867 0,211 200 760,19 39,31
Simvastatin 0,764 0,211 200 724,17 Rata-rata
0,844 0,211 200 800,00 739,65
0,733 0,211 200 694,79
0,838 0,211 200 793,94 STDEV
0,723 0,211 200 685,36 54,29
MD 100 0,911 0,211 200 863,39 Rata-rata
0,905 0,211 200 857,82 853,71
0,890 0,211 200 844,03
0,889 0,211 200 842,65 STDEV
0,908 0,211 200 860,66 9,68
MD 200 0,931 0,211 200 693,84 Rata-rata
0,732 0,211 200 727,96 700,79
0,768 0,211 200 680,57
0,765 0,211 200 725,24 STDEV
0,713 0,211 200 676,34 24,45




Lampiran 8. Data konsentrasi kolesterol
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Kelompok | Absorbansi | Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Ket
Chol Standar Standar Chol
(mg/dL)
Normal 0,391 0,313 200 249,84 Rata-rata
0,432 0,313 200 276,04 270,67
0,415 0,313 200 265,18
0,443 0,313 200 283,07 STDEV
0,437 0,313 200 279,23 13,42
Kontrol 1,042 0,313 200 665,81 Rata-rata
0,825 0,313 200 527,44 648,02
1,175 0,313 200 750,80
1,191 0,313 200 760,76 STDEV
0,837 0,313 200 535,28 112,74
Simvastatin 0,537 0,313 200 343,13 Rata-rata
0,632 0,313 200 403,83 389,78
0,566 0,313 200 361,66
0,642 0,313 200 410,22 STDEV
0,673 0,313 200 430,03 36,06
MD 100 0,716 0,313 200 457,51 Rata-rata
0,739 0,313 200 472,20 465,17
0,729 0,313 200 465,81
0,740 0,313 200 472,54 STDEV
0,716 0,313 200 457,80 7,37
MD 200 0,619 0,313 200 395,53 Rata-rata
0,587 0,313 200 375,08 398,34
0,703 0,313 200 449,20
0,546 0,313 200 348,88 STDEV
0,662 0,313 200 423,00 39,34
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Lampiran 9. Perhitungan dosis

1. Perhitungan dosis ekstrak mahkota dewa

e Dosis yang digunakan dalam penelitian ini adalah 100 mg/kgBB dan 200
mg/kgBB — Dosis tersebut menurut penelitian sebelumnya dipejankan pada
burung puyuh dengan berat rata-rata 90 gram.

e Pada penelitian ini hewan uji yang digunakan adalah mencit, sehingga perlu

dilakukan konversi dosis terlebih dahulu.

a) Dosis 100 mg/kgBB
+ Konversi Dosis
— Konversi dosis burung puyuh ( BB=90 g)

=100 mg = 9 mg
1000g 90g

100 mg/kgBB

— Konversi dosis burung puyuh ke dosis manusia ( BB =70 kg )

9mg 7000 mg
90g 70000 g

— Konversi dosis manusia ke mencit ( BB =20 g)

7000 mg
70000 g

x 0,0026 =18,2mg/ 20 g

¢ Perhitungan larutan stok untuk 2 hari

20g~0,2mL

Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)
=2,4mL

182mg _ 2184mg _910mg _ 0,910 g
02mL  24mL  10mL 10 ni

Larutan stok =

% Volume pemejanan

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.

25
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = ﬁ x 0,2 mL=0,25 mL
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b) Dosis 200 mg/kgBB

«» Konversi Dosis

— Konversi dosis burung puyuh ( BB=90g)

=200mg = 18 mg
1000g 90g

200 mg/kgBB

— Konversi dosis burung puyuh ke dosis manusia ( BB =70 kg )

18 mg 14000 mg
90g 70000 g

— Konversi dosis manusia ke mencit ( BB =20 g)

14000 mg
70000 g

x 0,0026 =36,4mg/20g

% Perhitungan larutan stok untuk 2 hari
20g~0,2mL

Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)

=24mL

364mg _ 4368mg _1820mg _ 1,82 g
0,2 mL 2,4 mL 10 mL 10 nlL

Larutan stok =

% Volume pemejanan

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.
. . 25 g
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = m x 0,2 mL =0,25 mL

2. Perhitungan Dosis Simvastatin 10 mg/kqBB

«» Konversi Dosis

— Konversi dosis manusia ke mencit ( BB = 20 g)
10 mg/ 70 kgBB x 0,0026 = 0,026 mg /20 g

¢ Perhitungan larutan stok untuk 2 hari

Volume larutan = 0,2 mL x 6 (mencit) x 2 (hari)

=24mL
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0,026 mg _ 0,312mg _ 1,3mg

Larutan stok =
0,2 mL 2,4 mL 10 mL

Bobot per tablet = 100 mg

1,3mg 100mg 1300mg _ 13 g
X = =

10mL 10 mg 10 mL 10 mL

Jadi larutan stok =

% Volume pemejanan

Volume pemejanan disesuaikan dengan berat badan mencit.

25
Misal berat mencit 25 g, maka Vp = ﬁ x0,2mL=0,25mL

3. Perhitungan Dosis Poloxamer

Dosis penelitian sebelumnya adalah 400 mg/kgBB

400 mg
1000 g

400 mg/kgBB =
_8mg
209

_8mg _ 2g
02mL 50 mi
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Lampiran 10. Data pengolahan SPSS hasil konsentrasi kolesterol dan trigliserida

Data SPSS Trigliserida

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total

Kelompok N Percent N Percent N Percent
Konsentrasi Normal 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Kontrol 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Simvastatin 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

MD 100 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

MD 200 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Konsentrasi Normal .238 5 200 841 5 .168

Kontrol .273 5 200" 901 5 415

Simvastatin 241 5 200 .850 5 .196

MD 100 .264 5 200" .845 5 179

MD 200 241 5 200" .850 5 .196

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.
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Oneway
Descriptives
Konsentrasi
95% Confidence Interval for
Std. Mean

N Mean Deviation [Std. Error|Lower Bound| Upper Bound |Minimum|Maximum
Normal 5]1.4540E2 26.28206] 11.75369 112.7685 178.0355| 115.64 170.62
Kontrol 5/8.2446E2 39.30848| 17.57929 775.6481 873.2639| 760.19] 863.51
Simvastatin 5|7.3965E2 54.28854| 24.27857 672.2439 807.0601| 685.36) 800.00
MD 100 5|8.5371E2 9.68146( 4.32968 841.6889 865.7311 842.65 863.39
MD 200 5/7.0079E2 24.44875] 10.93381 670.4329 731.1471] 676.34 727.96
Total 25(6.5280E2| 266.86035| 53.37207 542.6475 762.9565( 115.64] 863.51

Test of Homogeneity of Variances
Konsentrasi
Levene Statistic dfl df2 Sig.
4.182 4 20 .013
ANOVA
Konsentrasi
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1685648.254 4 421412.064 358.672 .000
Within Groups 23498.483 20 1174.924
Total 1709146.737 24




Post Hoc Tests

Konsentrasi
Tukey HSD

Multiple Comparisons
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Mean Difference

95% Confidence Interval

(1) Kelompok  (J) Kelompok (1-) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Normal Kontrol -679.05400°|  21.67878 .000 -743.9250 -614.1830
Simvastatin -594.25000°|  21.67878 .000 -659.1210 -529.3790
MD 100 -708.30800°| 21.67878 .000 -773.1790 -643.4370
MD 200 -555.38800°|  21.67878 .000 -620.2590 -490.5170
Kontrol Normal 679.05400°| 21.67878 .000 614.1830 743.9250
Simvastatin 84.80400°| 21.67878 .007 19.9330 149.6750
MD 100 -29.25400 21.67878 .665 -94.1250 35.6170
MD 200 123.66600°| 21.67878 .000 58.7950 188.5370
Simvastatin ~ Normal 594.25000°| 21.67878 .000 529.3790 659.1210
Kontrol -84.80400°| 21.67878 .007 -149.6750 -19.9330
MD 100 -114.05800°|  21.67878 .000 -178.9290 -49.1870
MD 200 38.86200 21.67878 405 -26.0090 103.7330
MD 100 Normal 708.30800°| 21.67878 .000 643.4370 773.1790
Kontrol 29.25400 21.67878 .665 -35.6170 94.1250
Simvastatin 114.05800°| 21.67878 .000 49.1870 178.9290
MD 200 152.92000°| 21.67878 .000 88.0490 217.7910
MD 200 Normal 555.38800°| 21.67878 .000 490.5170 620.2590
Kontrol -123.66600°| 21.67878 .000 -188.5370 -58.7950
Simvastatin -38.86200( 21.67878 405 -103.7330 26.0090
MD 100 -152.92000°|  21.67878 .000 -217.7910 -88.0490

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




Homogeneous Subsets

Konsentrasi

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05

Kelompok 1 2 3
Normal 1.4540E2
MD 200 7.0079E2
Simvastatin 7.3965E2
Kontrol 8.2446E2
MD 100 8.5371E2
Sig. 1.000 .405 .665

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Data SPSS Kolesterol

Case Processing Summary
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Cases
Valid Missing Total

Kelompok N Percent N Percent N Percent
Konsentrasi Normal 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Kontrol 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Simvastatin 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

MD 100 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

MD 200 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Konsentrasi Normal .255 5 200 .902 5 419

Kontrol 241 5 200 844 5 175

Simvastatin .252 5 200 .928 5 .582

MD 100 .241 5 200 .835 5 .152

MD 200 .135 5 200 .989 5 .976

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.
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Oneway
Descriptives
Konsentrasi
95% Confidence Interval for
Std. Mean

N Mean Deviation [Std. Error|Lower Bound| Upper Bound |Minimum|Maximum
Normal 5/2.7067E2 13.41547| 5.99958 254.0145 287.3295( 249.84] 283.07
Kontrol 5|6.4802E2 112.73904( 50.41843 508.0340 788.0020( 527.44] 760.76
Simvastatin 5|3.8977E2 36.06319| 16.12795 344.9956 4345524 343.13] 430.03
MD 100 5]4.6517E2 7.36783| 3.29500 456.0236 4743204 45751 472.54
MD 200 5|3.9834E2 39.33850| 17.59271 349.4928 447.1832| 348.88] 449.20
Total 25(4.3439E2|  136.40649| 27.28130 378.0890 490.7006| 249.84| 760.76

Test of Homogeneity of Variances
Konsentrasi
Levene Statistic dfl df2 Sig.
12.396 4 20 .000
ANOVA
Konsentrasi
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 383391.857 4 95847.964 30.346 .000
Within Groups 63169.689 20 3158.484
Total 446561.547 24




Post Hoc Tests

Konsentrasi
Tukey HSD

Multiple Comparisons
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Mean Difference

95% Confidence Interval

(1) Kelompok  (J) Kelompok (1-) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Normal Kontrol -377.34600°|  35.54425 .000 -483.7077 -270.9843
Simvastatin -119.10200°|  35.54425 .024 -225.4637 -12.7403
MD 100 -194.50000°|  35.54425 .000 -300.8617 -88.1383
MD 200 -127.66600°|  35.54425 .014 -234.0277 -21.3043
Kontrol Normal 377.34600°|  35.54425 .000 270.9843 483.7077
Simvastatin 258.244007|  35.54425 .000 151.8823 364.6057
MD 100 182.84600°|  35.54425 .000 76.4843 289.2077
MD 200 249.68000°|  35.54425 .000 143.3183 356.0417
Simvastatin -~ Normal 119.10200°|  35.54425 .024 12.7403 225.4637
Kontrol -258.24400°|  35.54425 .000 -364.6057 -151.8823
MD 100 -75.39800( 35.54425 .250 -181.7597 30.9637
MD 200 -8.56400 35.54425 .999 -114.9257 97.7977
MD 100 Normal 194.50000"|  35.54425 .000 88.1383 300.8617
Kontrol -182.84600°|  35.54425 .000 -289.2077 -76.4843
Simvastatin 75.39800[ 35.54425 .250 -30.9637 181.7597
MD 200 66.83400( 35.54425 .359 -39.5277 173.1957
MD 200 Normal 127.66600°|  35.54425 .014 21.3043 234.0277
Kontrol -249.68000°|  35.54425 .000 -356.0417 -143.3183
Simvastatin 8.56400( 35.54425 999 -97.7977 114.9257
MD 100 -66.83400| 35.54425 .359 -173.1957 39.5277

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




Homogeneous Subsets

Konsentrasi

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05

Kelompok N 1 2 3
Normal 5| 2.7067E2
Simvastatin 5 3.8977E2
MD 200 5 3.9834E2
MD 100 5 4.6517E2
Kontrol 5 6.4802E2
Sig. 1.000 .250 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 11. Brosur reagen kolesterol

Fluitest® CHOL

€

CHOLESTERQL CHOD-PAP

Intendqd nse: ) :
Enzymaticin vare vt fur le quemitative determaraticn of chalestaral in
human srnam and plasma.

Sumunary;
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avalton, I+ is eynihasizad in many typas of bssue, but paticutarty n the
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Fluitest® CHOL | €

CHOLESTEROL CHOD-PAP

Recommandations of the NCEP Adult Treatmenl Panel for the
foflowing risk-cutolf thresholds for the US American population
Cusirabls chelselerol fvel: <200 mgid|

Boerling high cholesterst,  200.233 mgldl

High choleateral: >240 mafd|

Each lahratary shauld imvaatigata iha tranafarabliiy of the expectd
velvea t Its own patient population and if neceadary desamina ils gan
tefatenca rarge. Far diagnostic pumpoess the chotestaral rasuts
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A1 leatt o massureeants af caoleearni on separals occesions
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¥ detection lim|
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Quality contral:
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Contropath™ Sxgml #1308
Dxfml Hix

Humsn Lipid Control Sarum

Conbropath® L | Sx3ml #1303
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laboratory and caLnlry-epadiiic raquiremants. \Valuae sbtalnad
should fall within estabished limilz. Each [abaraiory should
estabifsh comective maesurae t be takan If veluas fal outskfa the
fmigg. -

Btandardizetion: 2

Tha Choleetaral melhod wee caibraled sgalns: the olope
dilutianimass spectremeky. This cocnpies wih the raquivaments of Lha
Nationsl mstitute of Standards and Technology (NIST).

§1: D.9% NaCl -
92: Blo C™ E An#1430 or Blo Cai®An, # 1420
Callrston fequency

Two polnt calbration ks recommendsd

« afer reagent Ik chanpa

+ w3 requind folc'wing qually conbrot procecdures

Preseniation;
X B2 20mR1
1% 5mR4
¥ 23100 miRY
1x SedRA
# 4x 00 mIRY
18 GmiR4
¥ o4 SOmIR
1x GmiRé
¥ 1Bx EOmIR1
Pleaea nota the tagd requlstions
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Fluitest® TG . Q

TRIGLYCERIDES GPQ-PAP
Syeterninformation; Notos:
| I;nch:‘!‘.h TGN Forir vioalsgnoatc uge Exevcise the ranis procainong raired
Hrochi4tY: ACN 134 for hendling all laboralory reayanls.
Intended use: >

'
Enzyanic in ko fest for the quaniiatue dotermnatisn of irighyerides
it enan siear and pasTa G

Sununasy:
Triglyoardrs ara ashams of e Irhydr sleanel alvesry wilh % long-
29gin favty adds. Thay am paity zwillzsizes o e ivar ans ga-lly
ingezize i faud.
1718 dotemminalicn o Inglyaorkes & Ublizod 0 Iho ciagrase and
Lraglnent of petanta heving clabeles rafilva nephroas, Iver’. -
chauuztian, [k ied ool Jisgdess und nane s TIRT endeding
diszazes, The engyrmut ¢ ighoardes sy = dwecriud by Cysez
frdd Kmurz siil rmauirgr saparif canan with palassivm hydraxide:
Nunmious atampts ‘wora sudsaquantly mads to (opiaca akame
s2atn#iallon by enzyiatic hydiulyes wilh fpase Bucow 2nd David
tesied o fpuselpiclemse inotury; Wanlzfeld used an esleme from U
Lwar in cahinatian with 3 aartcuiary affacing lsss frem RAlzEpIS
aThizue for mxralysls. :
Tale mathed s based on the work by Waitsield Jein) 8 liptarolsia

- livaca fram mipociganizms for tie apid and complete Fydralysiz o8
trghycaridus lo glycens fallzwed by axidiazian 1o dihydraxymoolons:
phospagta and Fydragor pormts. |6 AKarcaan perexda produced
trar: reacks with 4-anophenazane sr +-chinrophenol urdar the
catalylie 6etan ot derenlcase Lo lofin 3 ad dyestut (I7Indar endpoinl
reeGiong.

ENTYmalic colonmutis Lisl:
Ioglycenides 4 360 o Gyeio: + SRECON

ghysarct = ATP - 5‘-‘3;- G-3-P « ADP
[ :
YA PN SR O Vi ..
105 « 4 - amneenbpwing + ¢ - chicropisnsl B
5 ¢ =t

o 4-{p-DBNZOQUT KxIE-INIrKEIRA) pIEAZEOE + H G + 4L

Resigent contonttafion:

Fipas butar pH T.8 20 rroll
pChiwephenon 2 rurall
Lpapmizin tpnse: b HLGRa L
Glycaurotkinasa B0 U
Chycared - 3- - Sxidase 4030 Liti
Feroxdaee 440 UK
d-Amincantpynre 0. 7runalt
ATP 0.3mmalt
Mg2! 44 mimoll
Na.chclin 0.20 Mol
Forassim-Aaacyanoferrsiilly 1pinall
B |
(64, 95745, 45725, WS ca1 mgmaz
Ghyoeral equivalnat 25 8 corcenlistivn of 200 mgdl
12.249 memabl) Triglvearides
Fyeparstion apd stabilty:
H1: Ready for e,
Ré: Ready ‘of Lea.

} Unopened kit semacownts:

dp la Ik ey dabs a142°C -0,
Cncagrd stabisty K1 14 caya (Haell)
Wahuly
3 wessks A +20°C o 4287 y
Colorsionr of L& reagent {reagent blank at 545 am, “ o »0,2;
irdiculie @ unaniingior or Camage by £0rage at higher
ternpevatires.

Spactmen.
Callect serum using s2anvdard sempling lubes,
Heparnizer ar EOTA plesma.
Staby: X
5.t das ateClo E'C
A merihg 8l -20"C
Cantntuge savp s oxilrting aracipitale heora perermag e sssay.

TRt S IR e U s e s e s iy
iz, meaare &ller uu;ni;alilu R TN min o 4l 120°C tc

Criteron, Reavery within 110% uf iniliz) wilue

Icharus: Mo significart irbedfersnos up tz an irdex | of 22°

(upproximats 22 ma'dl béirutin .

Hamoiypia: No 2igalficars Inberfarente up to ar index H of 624
{appraximale hermoylybn coarsniration; u2b madd)).

“waemia jlrdrabpid): The: Ircdex L comalasea Witk Bernple turbidty bt not
wik InghTences e, Exlrsmaly Ipsmac senmles (i ghyerides
graabar Ihan 3500 Mol can procuce & nurmal resak. Ciluta such
8ANPE3 * 14 willy ine (003 ard milliply five rasiix by 5 a1 run ha
last wilk: decrease 3 sanipie voliera oo RackeMitack! 941,

Tosting.procadure;

Mudariuls ot

+ Wovking snlutns 2 rascnben sbave
Adefanal matsrials raquied

+ Zaibraioes 3ad cortiok as indizabed bolow
+0.9% NaG

Mm

Waugkngih: 548 e (S00-550 rer)
“Ieeparatin; WTC
Crrrelle, ; 1 g ligim patn
Zeio adustmant Reagam bank!
o1 reagent blank per sanas only

Bl . Sampletalla.Slard.
Samole/Calb/Stang. 104l
Rt 103¢ ul WD

PYREER T R R L

+25°C for 10 min. ‘Wilhin 50 ma. read absoibancs of sample syaiast
_raagenit biaik.

Cakculation;
AASEES  x Calio.tStend. care = Trgyoendos conc.
a4 CathSiand,

| abde range:

35000 rgy'd 1005 - 1° 4 mmall)

Disleninkw s3mphes wih nkghar concamralions via tha B funclica.
Ot imstraments withaue rgrun funclicn, manually dilute sammpies with
0.9% NaCi[e.g 1+4). Multiply 1ha result by tre approgiriate dhufion
‘actor (@4 5)

Chiveal sccovning T the rocommendaton of e Sumpaen
Arleinsclnensis Saciaty.
. 110 AL e du
Chalestarel
<20 mgidl rae
Tnpyconoes 3
Chnirstors s
200 - 300 mgidl if HDL L HOL
. = 35 rrgid!
Chukesteral » 300 wyd g
) oo
Irhlycarkles =200 mgi | g
Expectad valpes according to NCEP

Normal velus = 200 migdl (2.30 mmoia)

Each taorsiory should vestigate tha trensfemallity of the axpectsd
values o lls oan pailen! populslion sod if necessary Jetameie i own
mfrrence mnga For disgneelic purpases the triglycardss iaeuke
should atways be asaayed in conjuncticn wih the patient's raoical
history. chnicsl examinglicrrs and other findings

{BD-GB-TG-0a1)
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g y TRIGLYCERIDES GPO-PAP
Systerninfornistion; Nolee:
Firach 911. ACN 40§ l-or in »1t'0 d18g08bC be. Exercize the nonmw pracaitons raquiked
Htach 917: ACN 731 tor nardlng al bRy 183wy,
intander ysg; ) i ) rehce:
Cnzyrak in vilro et fo the live d wtian af tig - .
i Aurnan st and PaRTa : Caltedon: Recovary wilhibi 210% of inilial vashwe

lelenss: Me gigniizant inlefansnaa ua ba i index | of 22

Summnary: (approxematn 22 meddl blliuoin §.

Irglyaardes ara asiess of g sehydre akoabal glycarsd with 3 bang-
&haln falty aclcs. They are satly ayitirasizad inthe Ivar and panly
ingestus  futd.

1ha dalemisaticn of Inghcendes & alleed inthe daguoss srd
Insntmgnt of pahents nevirg diabotea medhua, nephrogls, ver
dhalwton, Ik metatolse distyders and ALMETCS: the” elvorr“a
Armuas, Tl enzymubo biglyoskisy segy 0 degerioed by Tgsen
and Kiraiz sEll recuired sapanificatian with pasassiom hye: ovde
NITRIUS ARAMPT: WE T SUHsCqUCAlly maca to replace 2lkaire
aBpenCaIcn by angymstc Nydrow91s weh lipess. Bucolo A D
et 4 iipasapralease u xiure, 'Warkhed used an estergse i e
Itier ki combinatian wilh a atticu 34y efiectae [pase fAm R'llchJ:
arlrns far hydrolyss.

Tk mathar 5 basgd on ke wirk by Véablefakd us ng & locprotetr
lipgse ram mersargentaa lov the «2pid gnd samglete Loy of
I glycur des 10 giyseral fallawad by axidation sa dhydroxyaceicns
rhaspute and hydogen parease. 1he Audrzgen paroode poducod
Lren seucls with 4 amirophenazes: ard 4-choophenes Jndor the
catalhi ackion of paroxioase 16 %0rm a rec dysetulr Linncer endpout
PRG0N,

Tust princile:
Cnzymatic crlonmelns [os: il

Trglycardes 1 3HA | »

Glyceres -+ IRCOOH

ayzenal« m—-’-‘-“; G341 ADP
Ay
EEEO iy u‘.’f.".»r

HD 1 4~ aminoanlipyTing + 5 - ShRAEH3NG!

Mﬂw ‘ki)

L

4'{n-00T70qUnORE-MaNU NGl purziine + 2110 ~ HGL
§eagentcoseentiation:

Flpos burffarpH 7.8 50 renod,
p-Chicrophencle 2oy
Ligopeutsin lipase 000 s
Ghyeerglnase 00 U
Giyoeral - 3 - P 0xKiéss 4000 U1
Ferpmdase 440 U
4.Amggntipying 0. 7eericid
AlP 0.3mecld
M2t 20 e
Na-cholal L 2hmrgla
Polassium ! Iexasyanolere(ily “hreil

Rd: |
{ATUCRGTAR, FETIS, 05741 Mbvay, '
Gl)oemle“-maleni ta 2 zensararstisr of 200 ingdl

12,28 minu) Trghcangas,

Preparntlon and gtability;
R Rexdy far use
P4 Haade for ypz
Unopened kitcorponants.
Up 02he expry wale 3l 140 o vy C.
Onoard slatilng: K1 14 dys HIBChI)
Slaslity:
Saneks 8t +207C ju +25°C.
Calaration of the raegant (reagant Llank 21 £44 nen 1em »0,%)
Indicates a conlarinalion or durmage by stormgo at hgher
fmparalisms

ceimgn;
0lec] geun: using slandard sarpheg tubes,
Hepesiniced w Z0OTA phsma,
Slubilty
G- 7 cays al G o +8°0
Jmenthz Al -20'C
LRI 2AMERES SHRAIt g picinie bafom pednmaing e seeay,

TR w Tehaue ansr lnwoabng .n*:s#’r.. }Grﬁ mir o« m

Herolysis: No 3ignificant mledurnc up ta an indzx H of 525
(aparaxbnate aermcglabin corgznkmion: G2t mavdl].

Lipemia iIntripd)- The ingsy L veih 2arnpe burbicty but nat
wikh tiglycendes leyel, Extramaly lipemic eamples Righyctrdes
oregher then 2000 ma/dd ean piodues 8 roima! msuk Dilute sugh
BEMPNES 1va wiilt sallng 0.5 and aeiallisly e mesiE oy 5 or ran Iha
lo=t with ducreass 3 sumpie valume an RocheHItechi 911,

T %
Mindsiiale priraud
“Warking salutions =5 described atove
Agdtions! mesrale feaved
= Callbesears end conlrors as indicaied below
+ 0.8% NADH
Wavnlength: 546 1931 {BOC-550 nm)
Tamperaiyra: +37°C
Cuvelle. e light path
+ Z=ro adjusiment Raggant biak
1 are reageat blank por sefes only
L Blank SsmpRaiCalb.iSland.
&Tobfcmm..‘.‘,mu. == 10wl
1200 yl 10(0 ul

'
|
1

G
+25° for 19 min. WhhIN 30 fin fedd asoebance of samp.e aganst
_TeBpert bank,

| Caleulation:

!
= AN Sample

» CribsStand, conc. = Triglycerdes canc.
A Calb /Stenc

Mmﬂuakmmm

A<1000mydl (0.05 - 11.4 memnll)
Dabam iF ssmpivs witn rgher cancantrazlans via the rarun furekin,
On Instruments without rerun funcfan ivarually dixte 3aengios wilh
0.85% Nl {e.9. 1447 Muhigly the reuh by the apprepriate gilutian
fazice (eg. 5}

Mnm
Clialzal aucurding 1o the racommandatan of the Eyrpean
Aterosilensi Sacaly

Cloksteral
<200 rgfc no
Triglycermles . 2
Chalesteral 3 yes
200 - 303 mp'el iTHELCHOL
L e ! . < 35 mpdl
{Choksline =300 Mgl ;
[ | e
| Tng!&nms _._] » 209 mgidl

Expactod values acconting to NGEP
Nomial vakue « 200 ingid] {2.30 mmol'l)

Each labaralnty should Inyestigice the vransfarablily of te expactec
vakies 1o its awn pahent papulation und il necessery determing Ils awn
rederanca range For oegnedlic pumosas tha tighcadtdas resulls
shoukl akvays be aseayvexd in sunjuncton with 1he patient's medical
history, dinicel examnetions and cther findings,

(BD-GB-TG 44!

IpH Mmetshan, sy
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Lampiran 13. Dokumentasi penelitian

Gambar 1. Hewan uji (mencit) dikorbankan Gambar 2. Pembedahan hewan uji

|

il “ [ |

WMMHM‘MM“MWNN

Gambar 3. Pengambilan darah mencit Gambar 4. Darah didiamkan + 30 menit
sebelum di sentrifuge

Gambar 5. Proses sentrifugasi Gambar 6. Serum setelah ditambah reagen
akan dibaca pada spektrofotometri



