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Antioxidant Activity Test of the n-Hexane Fraction of Beluntas Leaf
(Pluchea indica (L.) Less) in White Male Rats Wistar Strain Induced by
CCl,.

Haniah Fauziah
080613818230888

ABSTRACT

Beluntas leaf have antioxidant activity by inhibiting lipid peroxidation thereby
preventing the formation of malondialdehyde (MDA). The purpose of this study is
to determine the effect on antioxidant activity of n-hexane fraction of beluntas
leaves by measuring MDA levels, knowing catalase enzyme activity and
macroscopic and histopathological features of CCls-induced rat liver. The
treatments were divided into 6 groups, namely normal, negative, positive control
group, treatment | with a dose of 10 mg/200gBB, treatment Il with a dose of 20
mg/200gBB and treatment Il with a dose of 40 mg/200gBB. The average results
of MDA levels in the normal, negative, positive groups, given fraction doses of
10, 20 and 40 mg/200gBB, respectively, were 0,677; 2,732; 0,821; 1,112; 0,934
and 0,855 nmol/mL. The average results of the catalase enzyme activity in the
normal, negative, positive groups, given fraction doses of 10, 20 and 40
mg/200gBB respectively were 13,081; 4,621; 21,448; 8,6288; 16,751 and 22,200
U/mL. The macroscopic and histopathological results of the liver showed an
improvement after being given n-hexane fraction of beluntas leaves at doses of
10, 20 and 40 mg/200gBB when compared to the negative group. The results
showed that the ethanolic extract of beluntas leaves significantly could be
efficacious as an antioxidant by reducing MDA levels and increasing catalase
enzyme activity (p<0,05). Based on Duncan's statistical analysis that there was no
significant difference between the ethanol extract of beluntas leaves at a dose of
40 mg/200gBB and the positive control group given vitamin E 1,581 mg/200gBB.

Keywords: beluntas leaf (Pluchea indica L.), MDA levels, catalase enzyme
activity, liver histopathology
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Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi n- Heksana Daun Beluntas (Pluchea indica
(L.) Less) Terhadap Tikus Putih Jantan Galur Wistar Yang Diinduksi CCl,

Haniah Fauziah
080613818230888

ABSTRAK

Daun beluntas memiliki aktivitas antioksidan dengan cara menghambat
peroksidasi lipid sehingga mencegah terbentuknya Malondialdehid (MDA).
Tujuan pada penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh pemberian fraksi n-
heksan daun beluntas terhadap aktivitas antioksidan dengan mengukur kadar
MDA, penentuan aktivitas enzim katalase serta gambaran makroskopik dan
histopatologi hepar tikus yang diinduksi CCl,. Pada penelitian ini dibagi menjadi
6 kelompok, yaitu kelompok kontrol normal, negatif, positif, perlakuan I dengan
dosis 10 mg/200gBB, perlakuan Il dengan dosis 20 mg/200gBB dan perlakuan I11
dengan dosis 40 mg/200gBB. Hasil rata-rata kadar MDA pada kelompok normal,
negatif, positif, pemberian fraksi dosis 10, 20 dan 40 mg/200gBB berturut-turut
adalah 0,677; 2,732; 0,821; 1,112; 0,934 dan 0,855 nmol/mL. Hasil rata-rata nilai
aktivitas enzim katalase pada kelompok normal, negatif, positif, pemberian fraksi
dosis 10, 20 dan 40 mg/200gBB berturut-turut adalah 13,081; 4,621; 21,448;
8,6288; 16,751 dan 22,200 U/mL. Hasil gambaran makroskopik dan histopatologi
hepar menunjukkan adanya perbaikan setelah diberikan fraksi n-heksan daun
beluntas dengan dosis 10, 20 dan 40 mg/200gBB jika dibandingkan dengan
kelompok negatif. Hasil penelitian menunjukkan pemberian fraksi n-heksan daun
beluntas memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan menurunkan kadar MDA
dan meningkatkan aktivitas enzim katalase (p<0,05). Berdasarkan hasil analisis
statistik Duncan bahwa tidak ada perbedaan signifikan antara fraksi n-heksan
daun beluntas pada dosis 40 mg/200gBB dan kelompok kontrol positif dengan
pemberian vitamin E 1,581 mg/200gBB.

Kata kunci : daun beluntas (Pluchea indica L.), kadar MDA, aktivitas enzim
katalase, histopatologi hepar

Xii



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL. ... e e, i
HALAMAN PENGESAHAN MAKALAH SEMINAR HASIL...................... i
HALAMAN PERSETUJUAN SKRIPSI.......ooiiiiii e 111
HALAMAN PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH...................... v
HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH..................... \%
HALAMAN PERSEMBAHAN DAN MOTTO........ccoviiiiiiiiiiien vi
KATA PENGANT AR . ..o e, vii
AB ST R A C T ... i xi
AB S T RAK L Xii
DA T AR IS, Xiii
DAFTAR TABEL ..ot XV
DAFTAR GAMBAR ...t e XVi
DAFTAR LAMPIRAN ... e, XVII
DAFTAR SINGKAT AN L. e XVIii
DAFT AR ISTILAH .. XX
BAB | PENDAHULUAN ... e, 1

1.1 Latar Belakang..........co.oiuiiiiiii i 1

L2Rumusan Masalah ..., 4

1.3 Tujuan Penelitian .........c.oiiiiii e 4

1.4 Manfaat Penelitian ...............oo i 5
BAB I TINJAUAN PUST AK A i 6

2.1 Tanaman Beluntas (Pluchea indical)..........c...cccceoee i viiie e o6
2.1.1 Deskripsi dan Klasifikasi Tanaman Beluntas ......................6
2.1.2 Kandungan Kimia Tanaman Beluntas............ccccccceo v ee e 7
2.1.3 Manfaat Tanaman Beluntas .............c.cccee v v e e ee e .08

2.2 FIaKSINASI. ...ttt e e e 8
2.3 Beta-Karoten.........ooeeii i 10
24 Radikal Bebas..........cooiii 11
2.5 ANLIOKSIAAN. ..., 13
26 Vitamin E... ... 16
2.7 Karbon Tetraklorida (CCI4).........ccoviii e, 17
2.8 Peroksidasi Lipid dan Malondialdehid........................cooena. 18
2.9 Uji Aktivitas Antioksidan Secara INn-Vivo...............ooviiiinein, 18
20 Hatl. .o 19
2.11 Anatomi dan Histologi Hati......................ool, 20
2.12 Histopatologi Hati...........coooiiiii 21
BAB 11l METODOLOGI PENELITIAN. ...t 22
3.1 Waktu dan Tempat.........cooiniiniii e 22
32Alatdan Bahan...........cooiiiiiii 22



B2 LAl ... 22

3.2.2Bahan...... ... 22
BBHEWAN UJI oo 23
3.4 Prosedur Penelitian...........cooiiiiii 23

3.4.1 Pengambilan dan Identifikasi Sampel............................... 23

3.4.2 Penyiapan Simplisia Tanaman Beluntas (Plucea indica L.)......24

3.4.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Beluntas......................... 24

3.4.4 Pembuatan Fraksi N-Heksan..................cocoiiiiiiiiiiinn, 24

3.4.5 Karakterisasi Fraksi N-Heksan Daun Beluntas.................... 25

3.4.5.10rganoleptis.......coovviiiiiii 25
3.4.5.2 Kadar Air dan Susut Pengeringan......................... 25
3.4.53Kadar AbuTotal.........ooooiiiii 26
3.4.5.4 Kadar Sari Larut dalam Air.............ccoooviiiiinnnn, 26
3.4.5.5 Kadar Sari Larut dalam Etanol............................. 27

3.4.6 Analisis Fitokimia Fraksi N-Heksan Daun Beluntas............. 27

3.4.6.1 Identifikasi Flavonoid.................cccooeviiiiinn.n. 27
3.4.6.2 Identifikasi Alkaloid. ... 28
3.4.6.3 Identifikasi Saponin .............cccoeviiiiiiiiiiiiinannnn.. 28
3.4.6.4 Identifikasi Fenolik dan Tanin.............................. 28
3.4.6.5 Identifikasi Steroid-Terpenoid.....................ceeveei 28

3.4.7 Analisis Kromatografi Lapis Tipis......c..ooevveiiiiiiiniiniinan 29

3.4.8 Pengkondisian dan Rancangan Hewan Uji........................ 30

3.4.9 Pembuatan dan Penyiapan Sediaan Uji Aktivitas Antioksidan..30

3.4.9.1 Pembuatan Sediaan Vitamin E............................. 30

3.4.9.2 Preparasi Sediaan Na-CMC 1%.........cccccevveveeineiiennn, 30

3.4.9.3 Pembuatan Larutan Penginduksi CClg.................... 31

3.4.9.4 Pembuatan Suspensi Fraksi Daun Beluntas.............. 31

3.4.9.5 Pembuatan Reagen TCA 20% dan TBA 0,67%............ 31

3.4.9.6 Preparasi Larutan NaCl Fisiologis 0,9%..............ccc...... 32

3.4.9.7 Pembuatan Larutan Standar Tetraetoksipropan.......... 32

3.4.10 Pengujian Aktivitas Antioksidan ...................ocoeeiien. 32
3.4.10.1 Penetapan Panjang Gelombang Maksimum............ 32

3.4.10.2 Penentuan Operating Time (OT)..........ccceevvnnenn... 32

3.4.10.3 Pembuatan Kurva Standar Tetraetoksipropan.......... 33

3.4.10.4 Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA) Darah....33

3.4.10.5 Pembuatan Homogenat Hati.............................. 35

3.4.10.6 Penentuan Aktivitas Enzim Katalase..................... 35

3.4.10.7 Pengamatan Makroskopik Hati........................... 36

3.4.10.8 Pembuatan Preparat Histopatologi Hati................. 36

35 ANAlISIS Data. ...t 37
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN. ..., 38
4.1 Hasil Identifikasi dan Preparasi Sampel.......................oooni 38

Xiv



4.2 Hasil Fraksinasi Ekstrak Etanol Daun Beluntas...............ccoouv.... 41

4.3 Hasil Karakterisasi Fraksi N-Heksan Daun Beluntas.................... 41
4.4 Hasil Analisis Fitokimia Fraksi N-Heksan Daun Beluntas............. 43
4.5 Hasil Analisis Kromatografi Lapis TipiS.........ccovvviiiiiiiiininnnnn, 45
4.6 Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi N-Heksan Daun Beluntas............ 46

4.6.1 Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA) Plasma Tikus......46
4.6.1.1 Hasil Penentuan Panjang Gelombang Maksimum dan

Operating Time (OT)....cooiiiii e 46

4.6.1.2 Hasil Pembuatan Kurva TEP....................c.cone. 47

4.6.1.3 Hasil Pengujian Pengukuran Kadar dan Analisis Data

Malondialdehid (MDA)........ccoooiiiiiiiiiiiiien, 48

4.6.2 Penentuan Aktivitas Enzim Katalase.............................. 52

4.6.2.1 Hasil Penentuan Panjang Gelombang Maksimum.......52

4.6.2.2 Hasil Pembuatan Kurva Standar H202.................... 52

4.6.2.3 Hasil Pengukuran dan Analisis Data Aktivitas Enzim
Katalase.........oooooiii i 53

4.6.3 Hasil Pengamatan Makroskopik Hati............................... 56

4.6.4 Hasil Pengamatan Preparat Histopatologi Hati.................... 58

BAB V KESIMPULAN. ... e 61
5.1 KeSIMPUIAN. ... 61

0.2 SAMAN. ..t 62
DAFTAR PUST AK A . e e e 63
LAMPIRAN . ..o e 72
DAFTAR RIWAYAT HIDUP. ... e 150

XV



Tabel 1.
Tabel 2.
Tabel 3.
Tabel 4.
Tabel 5.
Tabel 6.
Tabel 7.
Tabel 8.

DAFTAR TABEL

Kelompok Perlakuan Hewan Uji Aktivitas Antioksidan.................. 30
Parameter Skoring Degenerasi Hidropik..............cccooooiiin, 37
Parameter Skoring Degenerasi Lemak (Steatosis)......................... 38
Parameter Skoring NeKrosis..........oouvvuiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 38
Karakterisasi Ekstrak Daun Beluntas...............ccooevviiiiiininnnnnn. 42
Hasil Analisis Fitokimia Fraksi N-Heksan Daun Beluntas............... 43
Hasil Pengamatan Organ Hati Tikus Secara Makroskopik............... 55
Hasil Penilaian Histopatologi Hati Tikus................ooooiiiiiiinin, 58

XVi



DAFTAR GAMBAR

Gambar 1. Tanaman Dan Daun Beluntas................ccooviiiiiiiiiiii e, 6
Gambar 2. Struktur Dasar Beta-Karoten................ccooeviiiiiiiiiiiiie, 11
Gambar 3. Mekanisme Kerja Antioksidan..................coooiiiiiiiiiin, 14
Gambar 4. A-TOCOPhErOl.......c.oeiii e 16
Gambar 5. Reaksi Antara MDA Dengan TBA...............ccooiiiiiiiiiiin., 19
Gambar 6. Reaksi terpenoid dengan pereaksi Lieberman Burchard ................ 44
Gambar 7. Reaksi Steroid dengan Lieberman Burchard ............................. 45
Gambar 8. Hasil KLT fraksi n-heksana daun beluntas .............................. 46
Gambar 9. Grafik Operating TIme TEP...........oooiiii i, 47
Gambar 10. Grafik Rata-rata kadar MDA plasma darah (nmol/mL)................ 48
Gambar 12. Mekanisme reaksi hidrogen peroksida....................ocoooiiiviin. 52
Gambar 13. Mekanisme enzim katalase..................cooeoiiiiiiiiisienieienenn. D3
Gambar 14. Grafik Rata-Rata Aktivitas Enzim Katalase Hati Tikus............... 53

Gambar 15.Histopatologi Hati Tikus Tiap Kelompok (Perbesaran 40 X 10)...... 59

Xvii



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Umum..............cooooiiiiiiiiiiiieeeieeean 72
Lampiran 2. Preparasi Ekstrak Etanol dan Fraksi n-heksan Daun Beluntas.......73
Lampiran 3. Skema Preparasi Sediaan Uji dan Agen Penginduksi................ 74
Lampiran 4. Skema pengujian Antioksidan................c.oovveiiiiiiiniinninn.n.. 76
Lampiran 5. Perhitungan Persiapan Hewan Uji...................cooiiiiiiinn.in, 77
Lampiran 6. Perhitungan Larutan Vitamin E 120 [U/hari........................... 78
Lampiran 7. Perhitungan Na-CMC 1%.........cccccoeiiiiieiiiie e ee e 80
Lampiran 8. Perhitungan CCl4...........ooiiiiii e 81
Lampiran 9. Perhitungan Dosis Fraksi...............ccoooiiiiiiiiiiiiiii, 82
Lampiran 10. Perhitungan Konsentrasi 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP).......85
Lampiran 11. Perhitungan Konsentrasi H202..................ccooiiiiiiiiiinin, 88
Lampiran 12. Hasil Identifikasi Tanaman Beluntas........................ooeeneii 91
Lampiran 13. Sertifikat Etik...............cooiiii e 92
Lampiran 14. Sertifikat Hewan Uji...........coooiiiiiiiiiiiiiiieceeeaa, 93
Lampiran 15. Sertifikat Co-A Vitamin E....................coocoiiiiiiiiiii, 94
Lampiran 16. Sertifikat CoA 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP).................... 95
Lampiran 17. Sertifikat CoA Trichloroacetic Acid (TCA)...........cooeviiiinninn 96
Lampiran 18. Sertifikat CoA Thiobarbituric Acid (TBA)............ccevvininnn.n. 97
Lampiran 19. Perhitungan Persentase Rendemen Ekstrak Etanol dan Fraksi
Rendemen Ekstrak............c.oooiiiiiiiiiiii 98
Lampiran 20. Hasil Karakterisasi Fraksi N-Heksan Daun Beluntas (Plucea indica
P 99
Lampiran 21. Hasil Analisis Fitokimia Fraksi N-Heksan Daun Beluntas (Plucea
INAICAL.). .o 102
Lampiran 22. Analisis Kromatografi Lapis Tipis..........ccovveveiinininenennnenn 104
Lampiran 23. Data Berat Badan Tikus Selama Pengujian......................... 105
Lampiran 24. Berat Badan Tikus dan Bobot Organ Hati Tikus................... 106
Lampiran 25. Data Analisis Statistika Correlations Berat Badan Tikus dan Bobot
Organ Hati TIKUS. .......oviuiiiiie e 107
Lampiran 26. Hasil Makroskopik Organ Hati TiKus..................c.oeeene. 108

Lampiran 27.

Lampiran 28.
Lampiran 29.
Lampiran 30.
Lampiran 31.
Lampiran 32.
Lampiran 33.
Lampiran 34.
Lampiran 35.

Lampiran 36.

Data Hasil Panjang Gelombang dan Operating Time Hasil

Scanning Panjang Gelombang TEP (530 nm)...................... 110
Data Hasil Kurva Standar TEP..................oocoiiiiiinl. 111
Perhitungan Kadar MDA Plasma Tikus.......................o... 112
Data Analisis Statistika Kadar MDA Plasma Tikus............... 113

Perubahan Warna Sampel Uji Kadar MDA Plasma Tikus........ 115
Data Hasil Kurva Standar H202................cocoiiiiiiiiiin, 116

Data Analisis Statistika Correlations Kadar MDA Plasma dan
Aktivitas Enzim Katalase Organ Hati Tikus.......................
Dokumentasi Penelitian

XViii



DAFTAR SINGKATAN

ANOVA . analysis of variance

AICI3 . aluminium Kklorida

Bj . Dberat jenis

BHA . butylated hidroxyanisol

BHT . butylated hidroxytoluene

C . celcius

C . karbon

Cl . klorida

CCly . karbon tetraklorida

CCly :radikal triklorometil

CCl30y . radikal triklorometilperoksil
Cv . coefficient of variation
Depkes . departemen kesehatan

DNA . deoxyribonucleic acid

DPPH . 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
dpl . di atas permukaan laut
EDTA . ethylene diamine tetra-acetic acid
FeCls . besi (1) klorida

g . gram

0/BB . gram per berat badan
GSH-Px . glutation peroksidase

H,O oair

H.0, . hidrogen peroksida

H,SO, . asam sulfat

HCI . asam klorida

ICs . inhibition concentration 50%
KCV . kromatografi cair vakum

kg . kilogram

KK . kromatografi kolom

Kk . kelompok kontrol

LSD . least significant differences
M :molaritas

MDA : malondialdehid

mg . miligram

mg/kgBB . miligram perkilogram berat badan
mg/mL : miligram permililiter

mL : mililiter

N :normalitas

NaCl :natrium klorida

XiX



Na-CMC
nmol/mL
O,

OH’
ppm

p.o
PTM

PUFA
p-value
RI
Riskesdas
ROS

rpm
SFNDB
sig

SOD
SPSS®
TBA
TBARS
TBHQ
TCA
TEP

uv
UV-Vis
VAO

uL
(CH3C0)20

natrium carboxyl methyl cellulose
nanomol permililiter
oksigen
radikal hidroksil
part per million
per oral
penyakit tidak menular
poly unsaturated fatty acid
probability-value
republik indonesia
riset kesehatan dasar
reactive oxygen species
revolutions per minutes
suspensi fraksi n-heksan daun beluntas
significance
superoksida dismutase
statistical product and service solutio
thiobarbituric acid
thiobarbituric acid reactive substance
tert-butylated hidroxyquinon
trichloroacetic acid
1,1,3,3-tetraethoxypropane
ultraviolet
ultraviolet visible
volume administrasi obat
mikroliter

anhidrida asam asetat

XX



Aklimatisasi

Alkaloid

Antioksidan

Degenerasi hidropik

Eksogen

Endogen

Fenolik

Flavonoid

Fosfolipid

In Vitro

In Vivo

Karsinogenik

DAFTAR ISTILAH

penyesuaian fisiologi atau adaptasi dari suatu
organisme terhadap suatu lingkungan baru yang
akan dimasukinya
sebuah golongan senyawa basa bernitrogen
yang kebanyakan heterosiklik dan terdapat di
tumbuhan atau hewan
agen yang dapat mengikat radikal bebas dan
mencegah kerusakan yang disebabkan oleh
radikal bebas
pembengkakan sel yang muncul karena sel tidak
mempu mempertahankan homeostasis ion dan
cairan, sehingga mengakibatkan hilangnya
fungsi pompa-pompa ion dependen-energi pada
membran plasma
tidak berasal dari dalam tubuh dan bersumber
dari luar tubuh makhluk hidup
berasal dari dalam tubuh atau diproduksi olwh
tubuh makhluk hidup
senyawa metabolit sekunder yang terdapat
dalam tumbuhan dengan karakteristik memiliki
cincin aromatik yang mengandung satu atau dua
gugus hidroksi (OH)
kelompok senyawa fenolik yang terdapat pada
hampir semua tumbuhan dan sangat beraneka
ragam yang tersusun dari 15 atom karbon
dengan rumus C6-C5-C6
suatu senyawa golongan lipid yang merupakan
komponen utama membran sel yang terdiri dari
gliserida yang mengandung fosfor dalam bentuk
ester asam folat
eksperimen yeng dilakukan dalam lingkungan
terkendali di luar organisme hidup
eksperimen dengan menggunakan keseluruhan,
hidup organisme sebagai lawan dari sebagian
organisme atau mati, atau in-vitro dalam
lingkungan terkendali
istilah yang menerangkan sifat dari zat-zat atau
paparan bahan yang dapat memicu kanker
(karsinogen)

XXI



Malondialdehid

Maserasi

Metabolisme

Nekrosis

Oksidasi
Operating time

Oral
Penyakit degeneratif

Radikal bebas

Reduksi
Reduktan

Saponin

Steatosis

Steroid

Stres oksidatif

senyawa organik yang mempunyai tiga rantai
karbon dengan rumus molekul (C3H402) dan
merupakan indikator stres oksidatif

proses pengekstraksian dari suatu simplisia
dengan menggunakan pelarut dan dengan
beberapa kali pengadukan pada suhu ruang
semua reaksi kimia yang terjadi di dalam
organisme termasuk yang terjadi di tingkat
seluler

bentuk cedera sel yang mengakibatkan kematian
prematur sel-sel pada jaringan hidup dengan
autolisis

proses pelepasan elektron dari suatu senyawa
waktu yang diperlukan oleh suatu senyawa
untuk bereaksi dengan senyawa lain hingga
terbentuk senyawa produk yang stabil

segala sesuatu yang berhubungan dengan mulut
penyakit tidak menular yang bersifat kronis
timbul karena semakin menurunnya kondisi dan
fungsi organ tubuh akibat proses penuaan.

atom, molekul, atau senyawa yang pada orbital
terluarnya terdapat elektron yang tidak
berpasangan sehingga sangat reaktif dan tidak
stabil

proses penangkapan elektron dari suatu senyawa
senyawa yang dapat melepaskan elektron
(mengalami oksidasi)

senyawa glikosida terdiri dari gugus gula yang
berikatan dengan aglikon atau sapogenin
perlemakan hati dimana hepatosit pada kondisi
ini akan terisi vakuola lemak yang bisa disertai
dengan adanya peradangan maupun tidak
senyawa organik lemak sterol tidak terhidrolisis
yang didapat dari hasil reaksi penurunanterpen
atau skualen, dengan rumus dasar terdiri dari 17
atom karbon dan 4 buah cincin

keadaan dimana jumlah radikal bebasdi dalam
tubuh  melebihi  kapasitas tubuh  untuk
menetralkannya, akibatnya intensitas proses
oksidasi sel-sel tubuh normal menjadi semakin
tinggi dan menimbulkan kerusakan yang lebih
banyak.

XXii



Tanin

Triterpenoid

suatu senyawa fenolik yang memberikan rasa
pahit dan sangat sepat atau kelat, dapat bereaksi
dan menggumpalkan protein atau senyawa
organik lainnya yang mengandung asam amino
dan alkaloid

kelompok senyawa kimia yang terbentuk dari
tiga unit terpena dengan rumus molekul CgoHag

XXiii



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang memiliki satu atau
lebih elektron tidak berpasangan pada orbit luarnya, sehingga tidak stabil dan
reaktif. Untuk mencapai kestabilan, molekul ini akan bereaksi dengan molekul
sekitar untuk memperoleh pasangan elektron. Reaksi yang terus menerus
berlangsung di dalam tubuh ini jika tidak dihentikan dapat menimbulkan berbagai
penyakit seperti kanker, jantung, katarak, penuaan dini, serta penyakit degeneratif
lainnya (Syahara dan Yulia, 2020). Untuk menghindari masalah tersebut, tubuh
memerlukan zat penting yang disebut antioksidan, yang berperan dalam
penangkapan radikal bebas dalam tubuh, sehingga dapat menghindari suatu
penyakit (Kikuzaki et al., 2002).

Tipe antioksidan berdasarkan kelarutannya terdiri dari antioksidan lipofilik
(larut dalam nonpolar) dan antioksidan hidrofilik (larut dalam polar) (Yang et al.,
2011). Karotenoid merupakan senyawa aktif yang termasuk dalam jenis
antioksidan lipofilik (Setzer, 2008). Mekanisme antioksidan dari karotenoid
adalah dengan cara melindungi sistem biologis dan mengurangi kerusakan
yang disebabkan oleh reactive oxygen species (ROS). Salah satu tanaman
yang mengandung senyawa karotenoid adalah beluntas (Topcua, 2007).

Hasil skrining fitokimia, daun beluntas mengandung berbagai metabolit
sekunder seperti tetraterpenoid, tanin, alkaloid, jenis eudesmane, sesquiterpenoid,
monoterpen, glikosida lignan dan flavonoid (Ahemd and Kamel, 2013). Penelitian

sebelumnya juga menginformasikan bahwa daun beluntas mengandung karoten
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sebesar 2,55 g/100 gram (Rukmiasih, 2011). Mengkonsumsi daun beluntas dapat
meningkatkan kesehatan karena mengandung serat makanan, kalsium, Beta-
karoten, asam klorogenat, asam kafeat dan quersetin (Suriyapha, 2014).

Berdasarkan penelitian Widyawati et al. (2018), ekstrak etanol daun
beluntas terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang dilakukan dengan metode
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH). Dengan hasil Inhibitor Concentration 50
(ICs0) sebesar 20,315 ppm dari 3 hari maserasi dan 30,561 ppm dari 5 hari
maserasi. Hasil dari penelitian menunjukan bahwa daun beluntas memiliki potensi
sebagai antioksidan (Widyawati et al., 2018). Selain itu, berdasarkan hasil
penelitian Alviani (2018) menyatakan bahwa ekstrak etanol daun kenikir (Cosmos
cauatus H.B.K) yang sefamili dengan beluntas memiliki aktivitas antihepatotoksik
dan antioksidan pada dosis 624 mg/kgBB terhadap tikus yang diinduksi karbon
tetraklorida (CCl4) 1 mL/kgBB, sehingga dosis tersebut dapat dijadikan acuan
dalam menentuan variasi dosis fraksi n-heksan daun beluntas.

Senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan yaitu karotenoid dengan
cara menghambat peroksidasi lipid, menangkap senyawa oksigen atau nitrogen,
menghambat kerusakan hem protein dan pengikatan ion logam (Halliwell and
Gutteridge, 2000). Antioksidan lipofilik dari karotenoid berperan sebagai
penangkap radikal oksigen yang dapat menghambat inisiasi dan propagasi pada
reaksi rantai oksidatif dalam sistem hidrofobik pada proses peroksidasi lipid (Wu,
2004).

Produk akhir dari peroksidasi lipid ialah MDA (Malondialehid). MDA
terbentuk akibat terjadinya reaksi peroksidasi lipid dari radikal bebas yang

menjadi salah satu indikator untuk menentukan stress oksidatif dalam tubuh dan
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merupakan biomarker stress oksidatif. Salah satu radikal bebas yang dapat
meningkatkan kadar MDA pada tikus vyaitu karbon tetraklorida (CCly).
Penginduksi CCl,; memiliki efek yang dapat menyebabkan peningkatan
pembentukan peroksida lipid membrane sel hati sehingga terbentuk produk akhir
berupa MDA dalam darah (Ahmed et al., 2013). Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan oleh Arthur (2002), induksi senyawa CCl; menimbulkan
hambatan progresifitas ditandai dengan peningkatan kadar Malondialdehid
(MDA) di hati.

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini yaitu n-heksana, dikarenakan
memiliki karakteristik titik didih yang cukup rendah, mudah diuapkan tanpa
menggunakan suhu yang tinggi, bersifat inert, dapat melarutkan senyawa yang
sesuai dengan cukup cepat serta memiliki harga yang terjangkau (Guenther,
2006). Pelarut n-heksana digunakan untuk mengekstrak komponen lipofilik dari
fraksi yang terbentuk (Cano, 2003).

Berdasarkan uraian tersebut, maka peneliti tertarik untuk melakukan uji
aktivitas dan karakteristik terkait potensi fraksi n-heksan daun beluntas secara in
vivo dengan mengukur kadar malondialdehid (MDA) yang berguna sebagai
biomarker stres oksidatif. Pengukuran kadar MDA dilakukan menggunakan
metode thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) yaitu pengukuran kadar
MDA dengan pereaksi thiobarbituric acid (TBA) sehingga membentuk kompleks
MDA-TBA berwarna merah muda dan dapat diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Selain itu, dilakukan juga penentuan dosis terbaik
fraksi n-heksan daun beluntas sebagai antioksidan, pengamatan makroskopik

seperti bobot, warna dan permukaan hati serta pengamatan histopatologi terkait
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adanya kerusakan pada hepatosit tikus putih jantan galur wistar yang diinduksi
CCl; 1 mL/kgBB ditandai dengan degenerasi hidropik, degenerasi lemak
(steatosis) dan nekrosis.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan maka didapat beberapa
rumusan masalah antara lain :

1. Bagaimana karakteristik dari fraksi n-heksan daun beluntas ?

2. Bagaimana pengaruh pemberian fraksi n-heksana daun beluntas (Pluchea
indica L) terhadap penurunan kadar malondialdehid (MDA) dan peningkatan
aktivitas enzim katalase sebagai parameter antioksidan?

3. Berapakah dosis paling baik yang dapat menurunkan kadar malondialdehid
(MDA) dan meningkatan aktivitas enzim katalase dari fraksi n-heksan daun
beluntas sebagai antioksidan ?

4. Bagaimana pengaruh pemberian fraksi n-heksan daun beluntas terhadap
gambaran makroskopik dan histopatologi hati tikus putih jantan galur wistar
yang diinduksi CCl4??

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini sebagai berikut :

1. Mengetahui karakteristik dari fraksi n-heksan daun beluntas.

2. Mengetahui pengaruh pemberian fraksi n-heksana daun beluntas (Pluchea
indica L) terhadap penurunan kadar malondialdehid (MDA) dan peningkatan

aktivitas enzim katalase sebagai parameter antioksidan.
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3. Mengetahui dosis paling baik yang dapat menurunkan kadar malondialdehid
(MDA) dan meningkatan aktivitas enzim katalase dari fraksi n-heksan daun
beluntas sebagai antioksidan.

4. Mengetahui pengaruh pemberian fraksi n-heksan daun beluntas terhadap
gambaran makroskopik dan histopatologi hati tikus putih jantan galur wistar
yang diinduksi CCl,.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan bisa memberikan manfaat dalam pengetahuan
terhadap keefektifan fraksi n-heksan daun beluntas sebagai antioksidan dengan
menurunkan kadar malondialdehid (MDA), meningkatkan aktivitas katalase hepar
serta mengetahui pengaruh terhadap hepar dengan melihat gambaran makroskopik
dan histopatologi. Hasil penelitian ini juga diharapkan dapat bermanfaat sebagai
referensi untuk meneruskan penelitian ke tahap selanjutnya dan dapat
dikembangkan menjadi salah satu alternatif obat herbal berstandar yang berkhasiat

sebagai penangkal radikal bebas.
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