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INTISARI

Kolesterol adalah salah satu lemak tubuh yang berada dalam asam lemak bebas dan
ester serta merupakan komponen utama selaput sel otak dan saraf. Kadar kolesterol
tinggi yang di sebabkan oleh peningkatan metabolisme lemak, dari makanan dapat
meningkatkan kolestrol dan menyebabkan penyumbatan pembuluh darah. Salah satu
jenis kolesterol adalah LDL lipoprotein pengangkut kolesterol terbesar untuk
disebarkan keseluruh endotel jaringan perifer dan pembuluh nadi, yang dikenal dengan
kadar kolesterol jahat. Biji pepaya merupakan bahan alami yang mengandung zat
fitokimia berupa flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid yang bersifat sebagai
antihiperkolesterol dan antioksidan. Tujuan dilakukan penelitian ini untuk menguji
efektivitas ekstrak biji pepaya dalam penurunan kadar kolesterol LDL pada tikus jantan
galur Sprague Dawley yang di induksi tinggi lemak selama 14 hari. Penelitian ini
menggunakan model eksperimental terhadap 36 tikus Sprague Dawley dengan usia +
8 minggu dengan berat badan rata-rata 150-180 gram. Tikus dibagi menjadi 6
kelompok yaitu kelompok tikus yang diberi induksi tinggi lemak dan simvastatin 10
mg (K+), kelompok tikus yang diberi tinggi lemak (K-), kelompok tikus yang diberi
pakan standart (KN), kelompok tikus yang diberi tinggi lemak dan ekstrak biji pepaya
150 mg/kgBB (P1), kelompok tikus yang diberi tinggi lemak dan ekstrak biji pepaya
300 mg/kgBB (P2), dan Kelompok tikus yang diberi tinggi lemak dan ekstrak biji
pepaya 450 mg/kgBB (P3). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa rerata kadar
kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) kelompok K+= 10.57+£10.3, K-=
16.11+14.9, KN= 35.42+4.6, P1= 19.445.6, P2= 13.69+5.8, dan P3=10.11+4.5. Pada
uji Tukey Lanjutan didapatkan nilai signifikansi p<0,05 yang menunjukkan ada
perbedaan nyata antara kelompok K+ dengan KN, K-, P1, dan P2. Ekstrak biji pepaya
(Carica Papaya L.) dapat menurunkan kadar High Density Lipoprotein (HDL) dan
hampir sebanding dengan pemberian simvastatin pada kelompok perlakuan kontrol
positif (K+).

Kata Kunci : Kolesterol HDL, Ekstrak Biji Pepaya, Sprague Dawley



Compound Analysis Of Papaya Seed Ethanol Ekstrak Using LC-MS And LDL
Levels Test On Sprague Dawley White Male Mice

Inang mahendra

Program Study S1-Pharmacy

ABSTRACT

Cholesterol is one of the body fats that resides in free fatty acids and esters and is a
major component of the membranes of brain and nerve cells. High cholesterol levels
caused by increased fat metabolism, from food can increase cholesterol and cause
blood vessel blockage. One type of cholesterol is LDL the largest cholesterol-
transporting lipoprotein to be spread throughout endothelial peripheral tissues and
pulse vessels, known as bad cholesterol levels. Papaya seeds are natural ingredients
that contain phytochemical substances in the form of flavonoids, tannins, saponins, and
alkaloids that are antihypercholesterol and antioxidants. The purpose of this study was
to test the effectiveness of papaya seed extract in lowering LDL cholesterol levels in
male rats of Sprague Dawley strains induced high in fat for 14 days. The study used an
experimental model of 36 Sprague Dawley mice with an age of +8 weeks with an
average body weight of 150-180 grams. The mice were divided into 6 groups of mice
induced with high fat and simvastatin 10 mg (K+), a group of mice fed high fat (K-), a
group of mice fed standard feed (KN), a group of mice fed high fat and papaya seed
extract 150 mg/KGBB (P1), a group of mice fed high fat and papaya seed extract of
300 mg/kGBB (P2), and Groups of mice that were given high-fat and papaya seed
extract of 450 mg/kGBB (P3). The results of this study showed that average Low
Density Lipoprotein (LDL) cholesterol levels of group K+= 10.57+10.3, K-=
16.11+14.9, KN= 35.42+4.6, P1=19.445.6, P2=13.69+5.8, and P3=10.11+4.5. In the
Advanced Tukey test, a significance value of p&It;0.05 showed a noticeable difference
between the K+ group and KN, K-, P1, and P2. Papaya seed extract (Carica Papaya
L.) can lower High Density Lipoprotein (HDL) levels and is almost comparable to
simvastatin administration in the positive control (K+) treatment group.

Keywords: HDL Cholesterol, Papaya Seed Extract, Sprague Dawley
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kolesterol merupakan salah satu lipid plasma, sumber makanan utama
kolesterol dalam darah diperoleh dari makanan (eksogen) dan sintesis lemak hati
(endogen) (Alaydrus et al., 2020). Kolesterol adalah salah satu lemak tubuh yang
berada dalam asam lemak bebas dan ester serta merupakan komponen utama selaput
sel otak dan saraf. Kadar kolesterol tinggi yang di sebabkan oleh peningkatan
metabolisme lemak, dari makanan dapat meningkatkan kolestrol dan menyebabkan
penyumbatan pembuluh darah (Sigarlaki & Tjiptaningrum, 2016). Kolesterol
merupakan suatu gangguan lipid dengan ditandai peningkatan kadar kolesterol total,
kolesterol trigliserida, kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL), serta penurunan
kolesterol High Density Lipoprotein (HDL) (PERKENI, 2019).

Low Density Lipoprotein (LDL) merupakan lipoprotein pengangkut kolesterol
terbesar untuk disebarkan keseluruh endotel jaringan perifer dan pembuluh nadi (Putri,
2015). Low Density Lipoprotein (LDL) dikenal dengan kadar kolesterol jahat,
kandungan lipoprotein densitas rendah yang sesuai dalam tubuh yaitu sekitar 60-70%.
Low Density Lipoprotein (LDL) mengangkut kadar kolesterol melalui jaringan arteri
ke seluruh tubuh menuju pada tempat yang membutuhkan, tetapi jika terlalu banyak
Low Density Lipoprotein (LDL) maka terjadi penumpukan kolerterol di jaringan arteri
dan dapat menyebabkan pembentukan plak. Kolesterol Low Density Lipoprotein
(LDL) juga dapat mempengaruhi tingkat lemak jenuh didalam tubuh dan jumlah
kolesterol yang pada saat dikonsumsi. Kolesterol tinggi sebaiknya dapat segera
melakukan diet yang rendah lemak. Pengambilan LDL oleh hati dari sirkulasi terutama
melalui reseptor LDL dipermukaan sel. Hampir semua jaringan dalam tubuh dapat
mensintesis reseptor LDL, untuk kemudian LDL dibawa keregioperinuklear dan
berdifusi dengan lisosom (Wahjuni, 2015).

Hasil Riset Kesehatan Dasar (Rikesdes) 2013 terdapat 35,9% dari penduduk

Indonesia yang berusia > 15 tahun dengan kadar kolesterol abnormal yang berisiko



terjadinya penyakit jantung. Tahun 2016 penderita hiperkolesterolemia sebesar 42%.
Jumlahnya akan semakin meningkat seiring dengan bertambahnya umur, kelompok
umur tertinggi adalah 65-74 tahun. Kadar kolesterol pada lansia umumnya cenderung
meningkat. Pravelensi hiperkolesterolemia usia 25-34 tahun adalah 9,3% sedangkan
usia 55-64 sebesar 15,5% (Erma Kasumayanti, 2020).

Golongan obat yang sering digunakan untuk pengobatan kolesterol, obat
sintetik seperti golongan statin yaitu simvastatin, untuk obat penderita kolesterol harus
mengkonsumsi secara rutin dan teratur selama kondisinya terkontrol, dan harus di
pantau selama 6-12 minggu setalah pengobatan, untuk dapat mengendalikan kadar
kolesterol total, trigliserida, Low Density Lipoprotein LDL, dan High Density
Lipoprotein HDL (PERKENI, 2019). Pengobatan hiperkolesterol selain menggunakan
obat sintetik, dapat menggunakan tanaman herbal sebagai obat tradisional,
keanekaragaman sumber hayati saat ini banyak penelitian yang berkonsep pada
pemanfaatan tanaman—tanaman obat secara tradisonal, banyak tanaman berkhasiat.
Tanaman obat yang diketahui memiliki efek hiperkolesterol salah satunya adalah biji
buah papaya (Cahaya & Ayu, 2017).

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan salah satu buah yang dapat dikonsumsi
dan mudah dijangkau didaerah tropis dan subtropis seperti di Indonesia. Semua bagian
pepaya ternyata dapat dimanfaatkan termasuk bijinya. Analisis fitokimia biji papaya
menunjukan adanya flavonoid, saponin, dan tanin. Kandungan zat fitokimia dalam biji
pepaya yaitu flavonoid, saponin dan tannin, diketahui dapat mengatasi keadaan
hiperkolesterolemia. Flavonoid telah dilaporkan dapat menurunkan oksidasi kolesterol
LDL, menurunkan peroksidasi lemak, dan menghambat perkembangan lesi-lesi
aterosklerosis pada penyakit kardiovaskuler. Tanin telah terbukti memiliki efek anti
hiperkolesterolemik yang kuat dengan cara mereduksi absorbs kolesterol di usus.
Saponin juga dapat menurunkan kadar kolesterol di plasma dengan cara menghambat
absorbs kolesterol di usus (Damayanti et al., 2021).

Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan pengaruh ekstrak biji peapaya

(Carica papaya L.) terhadap kadar kolesterol LDL pada tikus putih jantan galur



Sprague Dawley yang telah di induksi hiperkolesterolemia. Hasil yang bermakna pada
pengujian statistik menunjukkan bahwa ekstrak air biji papaya dapat dipertimbangkan
untuk digunakan dalam pengobatan hiperkolesterolemia dan dapat mencegah pengaruh
perkembangan penyakit kerusakan sel hati (Saputri et al., 2017).

Salah satu metode yang digunakan untuk mengkarakterisasi fitokimia pada
tumbuhan adalah melalui metode LC-MS (Liquid Chromatography Mass
Spectrometry). LC-MS adalah salah satu metode analisis untuk mengetahui kandungan
senyawa pada suatu bahan dengan memanfaatkan prinsip kerja gabungan dari metode
pemisahan fisik menggunakan kromatografi cair dan kemampuan analisis
menggunakan metode spectrometry massa. LC-MS memiliki keunggulan yaitu lebih
efisiensi karena penggunaan bahan yang sedikit dan mampu mengetahui berbagai
senyawa dalam rentang yang luas (Azizah & Fatmawati, n.d.).

Menurut (Nwangwa & Ekhoye, 2013) hasil dari penelitian tersebut
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak biji pepaya secara bersamaan dengan dosis 200
mg/kgBB dan 300 mg/kgBB menunjukkan penurunan yang signifikan terhadap
kolesterol LDL. Pemilihan tikus sebagai sampel penelitian dikarenakan tikus tidak
dapat muntah, memiliki kemiripan fisiologi dengan manusia dibandingkan dengan
hewan lain dan lebih mudah dikontrol dari asupan makanan dan aktivitas fisik sehingga
memperkecil terjadinya bias saat penelitian (Agustina & Murwani, 2013).

1.2 Rumus Masalah

1.2.1 Bagaimana pengaruh pemberian Ekstrak Etanol Biji Pepaya (Carica papayaL.)
terhadap kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) pada tikus jantan
putih galur Sprague Dawlay (SD).

1.2.2 Berapakah konsentrasi optimum pemberian Ekstrak Biji Pepaya (Carica
papaya L.) terhadap kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) pada
tikus jantan putih galur Sprague Dawlay (SD).

1.2.3 Apasajasenyawa yang terkandung didalam ekstrak biji pepaya (Carica Papaya
L.) yang diidentifikasi menggunakan LC-MS (Liquid Chromatograph-Mas

Sprectrometry)?
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Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui pengaruh pemberian Ekstrak Etanol Biji Pepaya (Carica
papaya L.) terhadap kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) pada
tikus jantan putih galur Sprague Dawlay (SD).

Untuk mengetahui konsentrasi optimum pemeberian Ekstrak Etanol Biji
Pepaya (Carica papaya L.) terhadap kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL)
pada tikus jantan putih galur Sprague Dawlay (SD).

Untuk mengetahui senyawa yang terkandung didalam ekstrak biji pepaya
(Carica Papaya L.) yang diidentifikasi menggunakan LC-MS (Liquid
Chromatograph-Mas Sprectrometry)?

Batasan Masalah

Bagian tanaman pepaya (Carica Papaya L.) yang digunakan adalah bagian biji
yang diambil dari Desa Mirigambar, RT. 01/RW. 06, Sumbergempol,
Tulungagung, Jawa Timur.

Metode ekstraksi dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 70% yang
menghasilkan ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.).

Relevansi Penelitian

Penelitian Agustina & Muwarni, 2013 berjudul “Pengaruh Pemberian Jus Biji
Pepaya (Carica Papaya L.) Terhadap Rasio kadar Kolesterol LDL:HDL Tikus
Sprague Dawley” menyatakan pemberian biji pepaya selama 30 hari pada dosis
400 mg/kgBB dan 800 mg/kgBB mampu menurunkan rasio kolesterol
LDL:HDL tikus Sprague Dawley.

Penelitian Nwangwa and Ekhoye pada tahun 2013 berjudul <
Antihyperlipidemic Activity of Aqueous Extract of Papaya Seeds in Albino Rats
Fed a High-fat diet” Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian
biji pepaya secara bersamaan dengan dosis 200 mg/kgBB dan 300 mg/kgBB

menunjukkan penurunan yang signifikan pada semua kolesterol LDL.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kolesterol

2.1.1  Definisi kolesterol

Kolesterol adalah komponen lemak darah atau zat lipid, yang sangat di perlukan
sekali oleh tubuh selain zat gizi tetapi tidak dibutuhkan dalam makanan, karena dalam
jumlah cukup telah disintesis oleh tubuh. Kolesterol terdapat dalam makanan dan tubuh
terutama sebagai kolesterol bebas atau sebagai ester dengan asam lemak. Lembaga
IImu Pengetahuan Indonesia (2009) mengatakan bahwa kolesterol secara normal
diproduksi sendiri dalam jumlah yang tepat. Namun kolesterol juga dapat meningkat
jika sering sering mengonsumsi makanan dengan kadar lemak hewan tinggi (otak sapi,
daging merah, seafood, kuning telur, keju, dll) atau makanan cepat saji (Ardian et al.,
2020).

2.1.2 Kilasifikaasi Kolesterol
2.1.2.1 Very Low Density Lipoprotein (VLDL)

VLDL dibentuk dari asam bebas di hati. VLDL mengandung 60% trigliserida
endogen dan 10-15% kolesterol (Putri, 2015). Jenis lipoprotein Very Low Density
Lipoprotein (VLDL) memiliki kandungan lipid yang tinggi. Di dalam tubuh senyawa
ini berperan sebagai pembawa trigliserida dari hati menuju keseluruh jaringan di dalam
tubuh. Very Low Density Liporpotein (VLDL) berperan mengangkut kolesterol dan
trigliserida yang dihasilkan secara endogen (Wahjuni, 2015).
2.1.2.2 Intermedied Density Lipoprotein (IDL)

IDL mengandung trigliserida dan kolesterol. IDL merupakan zar antara yang
terjadi sewaktu VLDL dikatabolisme menjadi LDL (Putri, 2015). Lipoprotein ini
mengikat ukurannya dan menurunkan densitasya dari High Density Lipoprotein (HDL)
ke Low Density Lipoprotein (LDL) menjadi Intermediate Density Lipoprotein (IDL)
hingga Very Low Density Lipoprotein (VLDL) yang sangat rendah ke kilomikron
(Wahjuni, 2015).



2.1.2.3 Low Density Lipoprotein (LDL)

LDL atau sering juga disebut sebagai kolesterol jahat, LDL lipoprotein deposito
kolesterol bersama didalam dinding arteri, yang menyebabkan terjadinya pembentukan
zat yang keras, tebal, atau sering disebut juga sebagai plakat kolesterol, dan dengan
seiring berjalanya waktu dapat menempel didalam dinding arteri dan terjadinya
penyempitan arteri. Hal ini dikarenakan LDL merupakan lemak jenuh yang tidak
mudah larut (Putri, 2015).
2.1.2.4 High Density Liporotein (HDL)

High Density Lipoprotein (HDL) merupakan lipoprotein yang mengandung
Apo A dan mempunyai efek antiaterogenik kuat sehingga disebut juga kolesterol baik.
HDL berfungsi mengangkut kolesterol bebas yang terdapat dalam endotel jaringan
perifer, termasuk pembuluh darah ke reseptor HDL di hati untuk dikeluarkan lewat
empedu (Putri, 2015).
2.1.2.5 Kilomikron

Kilomikron adalah lipoprotein dengan berat molekul yang terbesar,
kandungannya sebagian besar trigliserida untuk dibawa ke jaringan lemak dan otot
rangka. Kilomikron juga mengandung kolesterol untuk dibawa ke hati (Putri, 2015).
kilomikron memiliki partikel lipoprotein dengan diameter 80-1200 nm dan densitas
<0,95g/ml dan mengandung 90-95% trigliserida, 2-6% fosfolipid, 2-4% kolesterol, dan
1-2% protein. Kilomikron berperan mengangkut trigliserida yang berasal dari diet dari
usus halus melalui limfa menuju plasma (Wahjuni, 2015).

Klasifikasi kolesterol berdasarkan densitasya dapat dilihat pada Tabel 2.1
Tabel 2. 1 Kalsifikasi Kolesterol berdasarkan densitasnya (Wahjuni, 2015)

Kolesterol Densitas(g/dl) Diameter(nm) Lipid (%)

TG Kol PL
Kilomikron 0,95 75-1200 80-95 2-7 3-9
VLDL 0,95-1,006 30-80 55-80 5-15 10-20
IDL 1,006-1,019 25-35 20-50 20-50 15-25
LDL 1,019-1063 18-25 40-50 40-50 20-25

HDL 1,063-1,210 5-12 15-25 15-25 20-30




2.1.3 Klasifikasi Kadar kolesterol
Klasifikasi Kadar Kolesterol dapat dilihat pada Tabel 2.2
Tabel 2. 2 Klasifikasi Kadar Kolesterol (Perkeni, 2021).

Jenis Kolesterol Nilai (mg/dl)
Kolesterol Total
Diinginkan <200
Sedikit tinggi (borderline) 200-239
Tinggi >240
Kolesterol LDL
Optimal <100
Mendekati optimal 100-129
Sedikit tinggi (borderline) 130-159
Tinggi 160-189
Sangat tinggi >190
Kolesterol HDL
Rendah <40
Tinggi >60
Trigliserid
Normal <150
Sedikit tinggi (borderline) 150-199
Tinggi 200-499
Sangat tinggi >500

2.1.4 Patofisiologi

LDL adalah lipoprotein yang paling banyak mengandung kolesterol. Sebagian
dari kolesterol LDL akan di bawa ke hati dan jaringan steroidogenik lainnya sepeti
kelenjar adrenal, testis, dan ovarium yang mempunyai reseptor untuk kolesterol - LDL.
Sebagian lagi dari kolesterol - LDL akan mengalami oksidasi dan ditangkap oleh
reseptor scavenger (reseptor yang bisa membawa kembali kelebihan lemak ke hati) di

makrofag dan akan menjadi sel busa (Wahjuni, 2015).

Makin banyak kadar kolesterol-LDL dalam plasma makin banyak yang akan
mengalami oksidasi dan ditangkap oleh sel makrofag. Jumlah kolesterol yang akan
teroksidasi tergantung pada kadar kolesterol yang terkandung di LDL. Beberapa
keadaan yang memperngaruhi tingkat oksidasi antara lain meningkatnya jumlah LDL

seperti pada sindrom metabolik dan diabetes mellitus. Kadar kolesterol — HDL, makin



tinggi kadar HDL, maka HDL bersifat protektif terhadap oksidasi LDL (Wahjuni,
2015).

2.1.5 Etiologi

Banyak faktor yang menyebabkan terjadinya kolesterol. Bila sebabkan oleh
faktor genetik seperti pada kolesterol familial dan kolesterol poligenik, juga dapat
disebabkan oleh facktor sekunder akibat dari penyakit lain seperti diabetes mellitus,
sindrom nefrotik serta faktor kebiasaan diet lemak jenuh, kegemukan dan kurang
olahraga. Penyebab kolesterol yang paling umum adalah berat badan, pola diet, tingkat

aktivitas, usia dan jenis kelamin (Sari, 2014).

2..1.6 Tatalaksan (Farmakologi dan Non Farmakologi)
2.1.6.1 Terapi Farmakologi
1. Golongan Statin

Statin adalah obat penurunan lipid paling efektif untuk menurunkan kolesterol
LDL, dan terbukti aman tanpa efek samping yang berarti. Selain berfungsi untuk
menurunkan kolesterol LDL, statin juga mempunyai efek meningkatkan kolesterol
HDL dan menurunkan TG. Berbagai jenis statin dapat menurunkan kolesterol LDL 18-
55%, meningkatkan kolesterol HDL 5-15%, dan menurunkan TG 7-30%. Di hepar,
statin meningkatkan regulasi reseptor kolesterol LDL, sehingga meningkatkan
pembersihan kolesterol LDL. Dalam keadaan hipertrigliseridemia (tidak berlaku bagi
nomortrigliseridemia), statin membersihkan kolesterol VLDL. Studi awal yang
menggunakan statin untuk menurunkan kolesterol LDL menunjukkan penurunan laju
PJK dan mortalitas total serta berkurangnya infark miokard, prosedur revaskularisasi,
stroke, dan penyakit vaskular perifer (PERKI, 2013). Statin hendaknya diresepkan

sampai dosis maksimal yang di rekomendasikan pada Tabel 2.3 dibawah ini.



Tabel 2. 3 Dosis statin maksimal yang rekomendasikan

Golongan Statin Dosis maksimal yang

direkomendasikan (mg/hari)
Lovastatin 80
Pravastatin 80
Simvastatin 80
Fluvastatin 80
Atorvastatin 80
Rosuvastatin 40
Pitavastatin 4

2. Golongan Fibrat

Fibrat adalah agonis dari PPAR-o. Melalui reseptor ini, fibrat menurunkan
regulasi gen apoC-Il1 serta meningkatkan regulasi gen apoA-1 dan A-I1. Peningakatan
regulasi apoA-I dan apoA-I1 menyebabakan meningkatnya konsetrasi kolesterol HDL.
Fibrat bermanfaat menurunkan kejadian kardiovaskular terutama jika diberiakan pada
pasien dengan konsentrasi TG diatas 200mg/dL. Fibrat dapat menyebabkan miopati,
peningkatan enzim hepar, dan kolelitiasis.risiko miopati lebih besar pada pasien
dengan gagal ginjal kronik dan bervariasi menurut jenis fibrat. Gemfibrozil lebih
berisiko menyebabkan miopati dibandingkan fenofibrat jika dikombinasikan dengan
statin (PERKI, 2013).

3. Golongan Asam Nikotinat (Niasin)

Asam nikotinat menghambat mobilisasi asam lemak bebas dari jaringan lemak
perifer ke hepar sehingga sintesis TG dan sekresi kolesterol VLDL di hepar berkurang.
Asam nikotinat juga mencegah konversi kolesterol VLDL menjadi kolesterol LDL,
mengubah kolesterol kolesterol LDL dari partikel kecil (small, dense) menjadi partikel
besar, dan menurunkan konsentrasi Lp (a). Asam nikotinat meningkatkan kolesterol
HDL melalui stimulasi produksi apoA-I di hepar. Dosis 2000mg/hari menurunkan TG
20-40%, kolesterol LDL 15-18%, dan meningkatkan konsentrasi HDL 15-35%.
Menambahkan niasin pada terapi statin tidak memberikan keuntungan tambahan jika
diberikan pada pasien dengan penyakit kardiovaskular aterosklerotik yang konsentrasi
kolesterol LDL-nya kurang dari 70mg/dL(PERKI, 2013).
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2.1.6.2 Terapi Non Farmakologi
1. Aktivitas Fisik

Tujuan melakukan aktivitas fisik secara teratur adalah mencapai berat badan
ideal, mengurangi risiko terjadinya sindrom metabolik, dan mengontrol faktor risiko
PJK. Pengaruh aktivitas fisik terhadap parameter lipid terutama berupa penurunan TG
dan peningkatan kolesterol HDL. Olahraga aerobik dapat menurunkan konsentrasi TG
sampai 20% dan meningkatkan konsentrasi kolesterol HDL sampai 10%. Tanpa disetai
diet dan penurunan berat badan, aktivitas fisik tidak berpengaruh terhadap kolesterol
total dan LDL (PERKI, 2013).
2. Penurunan Berat Badan

Indeks masa tubuh dan lingkar pinggang dipakai sebagai ukuran untuk menilai
obesitas umum dan obesitas abdominal. Baik obesitas umum maupun obesitas
abdominal berhubungan dengan risiko kematian. Konsep obesitas terutama di
hubungkan dengan konsep sindrom metabolik. Setiap penurunan 10kg berat badan
berhubungan dengan penurunan kolesterol LDL sebesar 8mg/dL. Konsentrasi
kolesterol HDL justru berkurang saat sedang aktif menurunkan berat badan dan akan
mengikat ketika berat badan sudah stabil (PERKI, 2013).
3. Menghentikan Kebiasaan Merokok

Merokok adalah salah satu kecanduan umum yang dapat menyebabkan
kerusakan fungsi organ pada tubuh manusia. Kandungan yang terdapat pada rokok
Antara lain nikotin, gas karbon monoksida dan tar. Nikotin memiliki sifat racun bagi
saraf, gas karbon monoksida dan tar yang bersifat karsinogen yang dapat menyebabkan
iritasi, stress dan kanker pada saluran pernafasan (Arif et al., 2022). Menghentikan
merokok dapat meningkatkan konsentrasi kolesterol HDL sebesar 5-10%. Merokok
berhubungan dengan peningkatan konsentrasi TG. Tetapi menghentikan merokok
diragukan menyebabkan penurunan konsentrasi TG (PERKI, 2013).



2.2  Tanaman Papaya (Carica Papaya L.)
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Gambar 2. 1 (a)Tanaman pepaya (Carica Papaya L.) dan (b)Biji Pepaya

(Dokumen Pribadi, 2022)

Tanaman pepaya (Carica Papaya L.) berasal dari daerah meksiko, tetapi

sekarang tanaman pepaya ini telah banyak dijumpai di daerah tropik maupun subtropik,

antara lain India, Ceylon, Malaysia, Filipina, Amerika Selatan, Afrika Selatan, Hawai,

dan Indonesia (Peristowati & Puspitasari, 2018).

2.2.1 Kilasifikasi dan Morfologi Pepaya (Carica Papaya L.)

Klasifikasi papaya (Carica Papaya L.) menurut (Peristowati & Puspitasari,

2018)

Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Family
Genus

Spesies

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnolipsida

: Brassicales

: Caricaae

: Carica

: Carica Papaya L.

@ Watermarkly
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Morfologi dari Tanaman Pepaya (Carica Pepaya L.) meliputi :

1. Akar (radix)

Akar adalah bagian pokok yang nomor tiga (disamping batang dan daun) bagi
tumbuhan yang tubuhnya telah merupakan komus. Akar pepaya merupakan akar
serabut, karena akar-akar ini berasal dari calon akar yang asli atau yang disebut dengan
akar liar, dan bentuknya seperti serabut. System akar serabut yaitu jika akar kembaga
dalam perkembangan selanjutnya mati atau kemudia disusul oleh sejumlah akar yang
kurang lebih sama besar dan semuanya keluar dari pangkal batang (Peristowati &
Puspitasari, 2018).

2. Batang (caulis)

Batang (caulis) merupakan bagian tubuh tumbuhan yang amat penting, dan
mengingat tempat pepaya yaitu berbentuk bulat, dengan permukaan batang yang
memperlihatkn berkas-berkas daun. Arah tubuh batang yaitu tegak lurus yaitu jika
arahnya lurus keatas. Permukaan batang tanaman pepaya yaitu licin. Batangnya
berongga, biasanya tidak bercabang, dan tingginya dapat mencapai 10m (Peristowati
& Puspitasari, 2018).

3. Daun (folium)

Daun merupakan tumbuhan yang paling penting dan umumnya tiap tumbuhan
mempunyai sejumlah besar daun. Daun pepaya merupakan daun tunggal, berukuran
besaar, dan bercangap, juga mempunyai bagian-bagian daun lengkap(falicum
completum) berupa pelepah atau upih daun (vagina), tangkai daun (petioles) dan
helaian daun (lamina). Daun pepaya dikatakan mempunyai bangun bulat (orbicularis),
ujung daun, daun pepaya termasuk daun-daun yang bertulang menajri(palmineruis).
Daun yang muda terbentuk dibagian tengah tanaman (Peristowati & Puspitasari, 2018).
4. Bunga (flos)

Bunga merupakan bagian —bagian yang secara langsung berguna untuk
mempertahankan kehidupan (untuk penyerapan makanan, pengolahan, bahan-bahan

yang diserap menjadi bahan-bahan yang diserap menajdi bahan-bahan yang digunakan
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oleh tumbuhan untuk keperluan hidupnya pernafasan, pertumbuhan, dll) (Peristowati
& Puspitasari, 2018).

5. Buah (fuctus)

Pepaya termasuk dalam dalam golongan buah sungguh (buah sejati) tunggal.
Buah sejati tunggal yaitu buah sejati yang terdiri dari bunga dengan satu bakal buah
saja. Buah ini dapat berisi satu biji atau lebih, dapat pula tersusun dari satu atau banyak
daun buah dengan satu atau banyak naungan. Pepaya juga termasuk buah buni (bacca).
Yang disebut dengan buah buni adalah buah yang dagingnya mempunyai dua lapisan,
ialah lapisan luar yang tipis agak menjangat atau kaku seperti kulit (belulang) dan
lapisan dalamnya tebal, lunak dan berair dan dapat dimakan. Buah pepaya juga
bentuknya bulat samapai lonjong (Peristowati & Puspitasari, 2018).

6. Biji (semen)

Yang di maksud dengan biji yaitu penyerbukan yang diikuti dengan
pembuahan, bakal buah tumbuh menjadi buah, dan bakal biji tumbuh menjadi biji.
melihat asal jaringan yang menjadi tempat penimbunan zat makanan cadangan biji
pepaya termasuk putih lembaga dalam (endospermium). Maksud dari putih lembaga
dalam yaitu jika jaringan penimbun makan itu terdiri atas sel-sel yang berasal dari onti
kandung lembaga sekunder yang kemudian setelah dibuahi oleh salah satu inti
spermalalu membelah-belah menjadi jaringan penimbun makanan ini. Melihat asalnya
putih lembaga dalam ini, maka biji dengan bagian ini hanya dapat biji tumbuhan
tertutup (angiospermae) (Peristowati & Puspitasari, 2018).

2.2.2 Manfaat Pepaya

Tanaman pepaya ini mempunyai banyak sekali manfaat dan kegunaan dan telah
digunakan secara tradisonal untuk arthiris dan reumatik di Indonesia dan Haiti, asma
dan infeksi pernapasan di Mauritius, Meksikon dan Filipina, kanker di Australia dan
Meksiko, konstipasi dan laksatif di Honduras, Panama dan Triniad, meningkatan
prosuksi susu di Indonesi dan Mlaysia, tumor (uterus) di Ghana, Indochina, dan
Nigeria, dan sifilis di Afrika (Peristowati & Puspitasari, 2018).
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Papain adalah enzim yang terkandung dalam pepaya dan telah banyak diteliti
manfaatnya. Dalam industri, papain mempunyai banyak kegunaan Antara lain dalam
proses pengumpulan susu(rennet), proses penguraian protein, pembuatan bir,
mengempukkan dagig, proses ekstraksi minyak hati ikan tuna, dan membersihkan sutra
dan wool sebelum pewarnaan (Peristowati & Puspitasari, 2018).

Biji carica papaya mengandung senyawa yang mempunyai aktivitas antibakteri
yang menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan gram negative. Biji pepaya
juga mempunyai efek anti bakteri yang dapat ermanfaat untuk menyembuhkan
penyakiy kulit kronis, contohnya ektima (Peristowati & Puspitasari, 2018).

2.2.3 Kandungan Tanaman Pepaya (Carica Papaya L.)

Tanaman pepaya mempunyai kandungan kimia yang berbeda-beda pada buah,
daun, akar, maupun biji. pada buah terkandung asam butanorat, metal butanorat,
benzilglukosinolat, linalool, papain, asam alfa linoleat, alfa diladren, alfa terpinen,
gamma terpinen, 4-terpineol, dan terpinolen. Pada daun terkandung alkaloid,
dehidrokarpain, - pesedokarpain, flavonol, benzilglukosinolat, papain dan tannin.
(Peristowati & Puspitasari, 2018).

2.2.4 Kandungan Senyawa Pada Biji Pepaya

Kandungan yang terdapat pada ekstrak biji pepaya adalah flavonoid, tanin dan
saponin dapat menurunkan kadar kolesterol (Nadiroh et al., 2022).
2.2.4.1 Flavonoid

Flavonoid adalah antioksidan sehingga dapat mengurangi oksidasi kolesterol
LDL yang di duga terlibat dalam perkembangan penyakit aterosklerosis. Flavonoid
memiliki kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon yang membentuk
susunan C6-C3-C6. Lebih dari 200 flavonoid yang berasal dari tumbuh- tumbuhan
telah terdentifikasi diantaranya senyawa antosianin, flavonol, dan flavon. Flavonoid di
laporkan dapat menurunkan oksidasi kolesterol LDL, menurunkan peroksidasi lemak
dan menghambat perkembangan lesi-lesi aterosklerosis pada penyakit kardiovaskular.
Antioksidan dalam ekstrak biji pepaya berperan penting dalam melawan produksi

reactive oxygen species (ROS) dan prduk peroksidasi lipid (Cahaya & Ayu, 2017).
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2.2.4.2 Tanin

Tanin merupakan suatu senyawa fenolik yang memberikan rasa pahit dan sepat,
dapat bereaksi dan mengumpulkan protein atau senyawa organik lainya yang
mengandung asam amino dan alkaloid. Tannin memiliki efek anti platelet dan anti
hiperkolesterolemik yang kuat dengan cara memproduksi absorpsi kolesterol di usus.
Tanin juga memiliki aksi mengikat asam empedu sehingga dapat menurunkan kadar
kolesterol total plasma. Cara menurunkan kolesterol dalam darah adalah dengan cara
memperbesar jumlah pengeluaran kolesterol sebagai asam empedu. Tannin terbentuk
gel dalam usus halus dan mengikat lemak, kolesterol dan asam empedu tidak lagi bisa
di serap dalam usus halus melainkan terbuang melalui usus besar. Tannin berkhasiat
untuk antidiare, antioksidan, antibakteri dan astrigen (Saputri et al., 2017).
2.2.4.3 Saponin

Saponin merupakan suatu glikosida yang memliki aglikon berupa saogenin.
Struktur kimia saponin merupakan glikosida yang tersusun atas glikon yang berikatan.
Bagian glikon terdiri atas gugus gula, bagian agligon merupakan sapogenin. Sifat
ampifilik ini dapat membuat bahan alam yang mengandung saponin bisa berfungsi
sebagai surfaktan. Saponin yang merupakan salah satu senyawa yang memiliki aksi
hipolidemik yang poten. Saponin dapat menurunkan kolesterol hati, menurunkan kadar
trigliserida, serta meningkatkan eksresi asam empedu dengan mekanisme yang sama
seperti saponin serta dapat meningkatakan reverse cholesterol transport (Saputri et al.,
2017).
2.3  Simplisia

Simplisia merupakan istilah yang dipakai untuk menyebut bahan-bahan obat
alam yang berada dalam wujud aslinya atau belum mengalami perubahan bentuk.
Simplisia adalah bahan alami yang digunakan untuk obat dan belum mengalami
perubahan proses apapun, dan kecuali dinyatakan lain umumnya berupa bahan yang
telah dikeringkan (Mukhriani, 2014).
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2.3.1 Penggolongan Simplisa
2.3.1.1 Simplisia Nabati

Simplisia nabati adalah simplisia yang dapat berupa tanaman utuh, bagian
tanaman, eksudat tanaman, atau gabungan antara ketiganya, misalnya Datura Folium
dan Piperis nigri Fruktus. Eksudat tanaman adalah isi sel yang secara spontan keluar
dari tanaman atau dengan cara tertentu sengaja dikeluarkan dari selnya. Eksudat
tanaman dapat berupa zat-zat atau bahan-bahan nabati lainya yang dengan cara tertentu
dipisahkan/diisolasi dari tanamannya (Mukhriani, 2014).
2.3.1.2 Simplisia Hewani

Simplisia hewani adalah simplisia yang dapat berupa hewan utuh atau zat-zat
berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa bahan kimia murni, misalnya
minyak ikan (Oleum iecoris asselli) dan madu (Mel depuratum) (Mukhriani, 2014).
2.3.1.3 Simplisia Pelikan atau Mineral

Simplisia pelikan atau mineral adalah simplisia berupa pelikan atau mineral
yang belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa bahan

kimia murni, contoh serbuk seng dan serbuk nabati (Mukhriani, 2014).

2.3.2 Syarat Simplisia

Untuk mendapatkan simplisia yang baik dan memiliki kualitas bagus harus
memenuhi persyaratan. Menurut (BPOM RI, 2021) persyaratan simplisia, meliputi :
2.3.2.1 Uji Organoleptik

Pengamatan dilakukan terhadap bentuk, rasa, bau dan warna.
2.3.2.2 Kadar Air

Kadar air kurang dari 10%
2.3.2.3 Keseragaman Bobot

Keseragaman bobot untuk serbuk simplisia. Dari 10 kemasan primer tidak lebih
dari 2 kemasan yang masing-masing bobot isinya menyimpang dan tidak satu kemasan

yang bobot isinya menyimpang dua kalilipat.
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2.3.1 Penyiapan Simplisia

Pembuatan simplisia adalah proses memperoleh simplisia dari alam yang
memenuhi syarat-syarat mutu (Mukhriani, 2014). Dasar pembuatan simplisia meliputi
beberapa tahapan :

Panen merupakan salah satu rangkaian tahapan dalam proses budidaya tanaman
obat. Cara pemanenan dan penanganan bahan setelah panen merupakan periode Kritis
yang sangat menentukan kualitas dan kuantitas hasil tanaman. Setiap jenis tanaman
memiliki waktu dan cara panen yang berbeda. Tanaman yang dipanen buahnya
memiliki waktu dan cara panen yang berbeda dengan tanaman yang dipanen berupa
biji, rimpang, daun, kulit dan batang. Begitu juga tanaman yang mengalami stres
lingkungan akan memiliki waktu panen yang berbeda meskipun jenis tanamannya
sama. Pengumpulan atau panen dapat dilakukan dengan tangan atau menggunakan alat
(mesin) (Mukhriani, 2014).

Penyortiran (sortir basah) dapat dilakukan setelah selesai panen dengan tujuan
untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing, bahan yang tua dengan
yang muda atau bahan yang ukurannya lebih besar atau lebih kecil. Bahan nabati yang
baik memiliki kandungan campuran bahan organik asing tidak lebih dari 2%. Proses
penyortiran pertama bertujuan untuk memisahkan bahan yang busuk atau bahan yang
muda dan yang tua serta untuk mengurangi jumlah pengotor yang ikut terbawa dalam
bahan (Mukhriani, 2014).

Pencucian adalah proses menghilangkan kotoran-kotoran dan mengurangi
mikroba-mikroba yang melekat pada bahan. Pencucian harus segera dilakukan setelah
panen karena dapat mempengaruhi mutu bahan. Pencucian menggunakan air bersih,
sumur atau PAM. Penggunaan air kotor menyebabkan jumlah mikroba pada bahan
tidak akan berkurang bahkan akan bertambah. Pada saat pencucian perhatikan air
cucian dan air bilasannya, jika masih terlihat kotor ulangi pencucian/pembilasan sekali
atau dua kali lagi (Mukhriani, 2014).

Perajangan adalah mempermudah proses selanjutnya seperti pengeringan,

pengemasan, penyulingan minyak atsiri dan penyimpanan. Perajangan biasanya hanya
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dilakukan pada bahan yang ukurannya agak besar dan tidak lunak seperti akar,
rimpang, batang, buah dan lain-lain. Ukuran perajangan tergantung dari bahan yang
digunakan dan berpengaruh terhadap kualitas simplisia yang dihasilkan. Perajangan
terlalu tipis dapat mengurangi zat aktif yang terkandung dalam bahan. Jika terlalu tebal,
maka pengurangan kadar air dalam bahan agak sulit dan memerlukan waktu yang lama
dalam penjemuran dan kemungkinan besar bahan mudah ditumbuhi oleh jamur
(Mukhriani, 2014).

Pengeringan adalah suatu cara pengawetan atau pengolahan pada bahan dengan
cara mengurangi kadar air, sehingga proses pembusukan dapat terhambat. Dengan
demikian dapat dihasilkan simplisia terstandar, tidak mudah rusak dan tahan disimpan
dalam waktu yang lama Dalam proses ini, kadar air dan reaksi-reaksi zat aktif dalam
bahan akan berkurang, sehingga suhu dan waktu pengeringan perlu diperhati-kan. Suhu
pengeringan tergantung pada jenis bahan yang dikeringkan. Pada umumnya suhu
pengeringan adalah antara 40 - 60°C dan hasil yang baik dari proses pengeringan
adalah simplisia yang mengandung kadar air 10%. Hal lain yang perlu diperhatikan
dalam proses pengeringan adalah kebersihan (khusushya pengeringan mengguna-kan
sinar matahari), kelembaban udara, aliran udara dan tebal bahan (tidak saling
menumpuk). Pengeringan bahan dapat dilakukan secara tradisional dengan
menggunakan sinar matahari ataupun secara modern dengan menggunakan alat
pengering seperti oven, rak pengering, blower ataupun dengan fresh dryer (Mukhriani,
2014).

Penyortiran kering bertujuan untuk memisahkan benda-benda asing yang
terdapat pada simplisia, misalnya akar-akar, pasir, kotoran unggas atau benda asing
lainnya. Proses penyortiran merupakan tahap akhir dari pembuatan simplisia kering
sebelum dilakukan pengemasan, penyimpanan atau pengolahan lebih lanjut. Setelah
penyortiran simplisia ditimbang untuk mengetahui rendemen hasil dari proses pasca
panen yang dilakukan (Mukhriani, 2014).

Pengemasan bertujuan agar simplisia yang sudah dikeringkan tidak

terkontaminasi dengan mikroba. Jenis kemasan yang digunakan dapat berupa plastik,
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kertas maupun karung goni. Persyaratan jenis kemasan yaitu dapat menjamin mutu
produk yang dikemas, mudah dipakai, tidak mempersulit penanganan, dapat
melindungi isi pada waktu pengangkutan, tidak beracun dan tidak bereaksi dengan isi
dan kalau boleh mempunyai bentuk dan rupa yang menarik (Mukhriani, 2014).
Penyimpanan simplisia dapat dilakukan di ruang biasa (suhu kamar) ataupun di
ruang ber AC. Ruang tempat penyimpanan harus bersih, udaranya cukup kering dan
berventilasi. Ventilasi harus cukup baik karena hama menyukai udara yang lembab dan
panas (Mukhriani, 2014).
2.4  Ekstrak
2.4.1 Definisi Ekstrak
Ekstrak merupakan sediaan yang kering, kental, atau cair dibuat dengan menyari
simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok, yang diluar pengaruh cahaya
matahari langsung (Rondang Tambun et al., 2017).

2.4.2 Sifat Ekstrak

Sifat ekstrak dapat dibagi menjadi empat, yaitu ekstrak kental, ekstrak encer,
ekstrak cair, dan ekstrak kering. Ekstrak encer adalah sediaan yang memiliki
konsistensi seperti cairan madu yang mudah mengalir. Ekstrak kental adalah sediaan
kental yang apabila dalam keadaan dingin dan kecil kemungkinan bisa dituang,
kandungan airnya berjumlah sampai dengan 30%. Ekstrak kering adalah sediaan yang
memiliki konsentrasi kering dan dan mudah dihancurkan dengan tangan, melalui
penguapan dan pengeringan sisanya akan terbentuk suatu produk, yang sebaiknya
memiliki kandungan lembab tidak lebih dari 5%. Ekstrak cair adalah sediaan dari
simplisia nabati yang mengandung etanol sebagai pelarut atau pengawet. Jika tidak
dinyatakan lain pada masing-masing monografi setiap ml ekstrak mengandung bahan
aktif dari 1 gram simplisia yang memenuhi syarat (DEPKES, 2014).
2.4.3 Metode Penguapan dan Pengeringan

Penguapan dan pengeringan adalah teknik yang terdapat pada proses ekstraksi.
Teknik tersebut bertujuan untuk agar mendapatkan senyawa metabolit sekunder yang

berkualitas bagus sebagai bahan pengobatan, teknik tersebut meliputi proses evaporasi
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yaitu suatu perpindahan kalor ke zat cair mendidih yang sering ditemukan sehingga
biasanya dilakukan secara khusus, evaporasi bertujuan digunakan untuk memekatkan
suatu larutan yang terdiri dari zat yang terlarut yang tidak mudah menguap dan terdiri
dari pelarut yang mudah menguap. Evaporasi dilakukan dengan cara menguapkan
sebagian dari pelarut sehingga didapatkan larutan yang cair disertai pekat yang
berkonsentrasi lebih tinggi. Kemudian proses dari teknik pengeringan yaitu salah satu
proses dari yang ada didalam tahapan suatu ekstraksi dan memiliki tujuan dari
pengeringan adalah agar mendapatkan ekstrak yang stabil dan terjamin (Hujjatusnaini
etal., 2021).

2.4.3.1 Penguapan (Evaporasi)

Evaporasi disebut juga dengan penguapan, penguapan adalah tahap yang ada
pada proses ekstraksi. Proses penguapan ini dilakukan dengan memberi kalor ke zat
cair agar menguapkan sebagian dari pelarut didapatkan larutan cair pekat yang
konsentrasinya lebih tinggi, dimana zat tadi terdiri dari zat telarut yang mudah
menguap dan tak mudah menguap sehingga jika dilakukan pemanasan maka akan
terjadi pengurangan dari ekstrak dan menguapkan zat yang mudah menguap tadi dan
meninggalkan ekstrak yang lebih pekat dengan konsentrasi senyawa lebih besar dan
memudahkan penyimpanan (Hujjatusnaini et al., 2021). Proses pemanasan dapat
dilakukan dengan berbagai macam yaitu :

1. Metode Pemanas Air

Cara yang paling mudah yaitu dengan menggunakan penangas air, dimana
dengan cara menyimpan ekstrak di dalam wadah diletakan di atas pemanas air
memerlukan waktu yang cukup lama kemungkinan terjadi senyawa yang terurai
(Hujjatusnaini et al., 2021).

2. Metode Oven

Penguapan dengan menggunakan oven ini sangatlah cocok digunakan untuk
penguapan yang kadar cairanya tidak terlalu banyak. Penguapan oven memiliki
kelebihan yang dimana suhu dapat diatur dan disesuaikan dengan titik didih cairan

penyari (Hujjatusnaini et al., 2021).
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3. Metode Hot Plat

Hot Plat dimana cara ini dapat digunakan dengan mudah seperti menggunakan
cara penangas air. Pada penggunaan cara ini ekstrak di taruh di dalam wadah gelas
kimia yang steril dan pemanasan ini memerlukan waktu yang cukup lama dan
kelebihan dari cara ini kita dapat mengkontrol suhu ekstrak menggunakan thermometer
yang dimasukan kedalam ekstrak, dan digantung menggunakan penyanggah agar ujung
thermometer tidak menentuh dasa dari gelas kimia, hal tersebut dilakukan agar suhu
yang kita ukur mendapatkan data yang akurat (Hujjatusnaini et al., 2021).
2.4.3.2 Pengeringan

Tahap pengeringan dilakukan dengan cara yang sederhana ataupun cara yang
modern. Cara yang sederhana dapat dilakukan dengan menggunakan pemangas air dan
aliran udara panas, tetapi cara ini sulit dilakukan apabila larutan penyaringnya adalah
air. Sedangkan cara yang moderen bisa menggunakan alat yang modern. Cara yang
modern dapat dilakukan dengan menggunakan pengeringan beku dan pengeringan
semprot, pengeringan beku pengeringan beku bekerja pada suhu rendah atau beku,
pada proses pengeringan beku ini memerlukan waktu yang cukup lama. Senyawa
fenolik sangat cocok dengan pengeringan beku ini karena sifatnya yang tidak stabil dan
rentang terjadi degradasi, faktor degradasi paling utama adalah suhu, kandungan
oksigen dan cahaya, sedangkan pengeringan semprot pengeringan semprot ini bekerja
pada suhu yang tinggi. Pengeringan ini biasa digunakan pada senyawa yang stabil pada

suhu tinggi (Hujjatusnaini et al., 2021).
2.5 Ekstraksi
2.5.1 Definisi Ekstraksi

Ekstraksi merupakan tahan utama dalam pengolahan bahan alam dengan
berbagai tujuanya (Nugroho, 2017). Ekstraksi merupakan kegiatan penarikan
kandungan kimia yang dapat larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut
dengan menggunakan suatu pelarut cair. Senyawa aktif yang terdapat pada simplisia
dapat digolongkan kedalam golongan minyak atsiri, alkaloida, flavanoida, dan lain-

lain. Dengan diketahuinya senyawa aktif yang terkandung pada simplisia akan



22

mempermudah pemilihan pelarut dengan cara ekstraksi yang tepat. Ekstraksi adalah
metode pemisahan suatu zat berdasarkan pelarut yang tepat, baik itu pelarut organik

atau pelarut anorganik (Rondang Tambun et al., 2017).

2.5.2 Prinsip Ekstraksi

Prinsip proses ekstraksi dimulai dengan proses pembukaan jaringan atau
dinding sel dengan perlakuan panas, yang dilanjutkan dengan proses penarikan
senyawa target menggunakan pelarut organik yang sesuai, berdasarkan prinsip
kedekatan sifat kepolaran/polaritas dari senyawa dan pelarut. Berbagai macam pelarut
organik ataupun air dapat digunakan untuk ekstraksi (Nugroho, 2017).

Ekstraksi dengan pelarut sangat berhubungan dengan dua tipe ekstraksi, yaitu
ekstraksi padatan-cairan (solid-liquid extraction) dan juga ekstraksi cairan-cairan
(liquid-liquid extraction). Ekstraksi padatan-cairan berarti pengambilan atau
pemisahan senyawa metabolit dari suatu matriks bahan padat yang berupa bagian
tertentu atau keseluruhan bagian bahan tanaman dengan menggunakan pelarut tertentu.
Sedangkan ekstraksi cairan-cairan adalah pengambilan atau pemisahan senyawa
metabolit yang sudah terlarut sebelumnya pada suatu bahan pelarut dengan cara
mencampurkannya dengan pelarut lain yang bersifat immiscible (tidak dapat
bercampur baik) dengan pelarut awal tetapi memiliki kemiripan tingkat polaritas
dengan senyawa yang akan dipisahkan, sehingga senyawa-senyawa target dapat

terlarutkan atau terkumpul pada pelarut baru tersebut (Nugroho, 2017).

2.5.3 Faktor Yang Mempengaruhi Ekstraksi
2.5.3.1 Ukuran Partikel

Semakin kecil ukuran partikel berarti semakin besar luas permukaan kontak
antara padatan dan pelarut dan semakin pendek jarak difusi solut sehingga kecepatan
ekstraksi lebih besar (Perina et al., 2007).
2.5.3.2 Pelarut

Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi sebaiknya memiliki sifat-sifat mampu

memberikan kemurnian solut yang tinggi (selektivitas tinggi), dapat didaur ulang,
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stabil tetapi inert, tidak beracun dan tidak mudah terbakar, tidak merugikan dari segi
ekonomis dan tetap memberikan hasil yang cukup baik (Perina et al., 2007).
2.5.3.3PH

Pengontrolan pH dalam ekstraksi pektin memiliki peranan yang penting karena
dapat mempengaruhi ekstraksi. Rentang pH untuk ekstraksi bervariasi tergantung
kepada bahan yang akan diekstraksi (Perina et al., 2007).
2.5.3.4 Suhu

Kelarutan akan meningkat seiring dengan kenaikan suhu untuk menghasilkan
laju ekstraksi yang tinggi. Koefisien difusi juga akan bertambah tinggi seiring dengan
kenaikan suhu sehingga meningkatkan laju ekstraksi. Batas suhu yang ditentukan untuk
mencegah kerusakan pada bahan adalah 60-90°C (Perina et al., 2007).
2.5.3.5 Pengaruh Pengadukan

Pengadukan dalam ekstraksi penting karena meningkatkan perpindahan solut
dari permukaan partikel padatan ke cairan pelarut. Mekanisme yang terjadi pada proses
leaching adalah sebagai berikut solven berdifusi ke dalam padatan sehingga solut akan
larut ke dalam solven. Kemudian solut yang terlarut dalam solven tersebut akan
berdifusi ke luar menuju ke permukaan partikel, akhirnya solut akan berpindah ke
larutan (Perina et al., 2007).
2.5.3.6 Waktu Ekstraksi

Semakin lama waktu yang dibutuhkan untuk ekstraksi dalam pelarut, yang
diperoleh semakin tinggi. Ekstraksi dilakukan selama pelarut yang digunakan belum
jenuh. Pelarut yang telah jenuh tidak dapat mengekstraksi lagi atau kurang baik
kemampuan untuk mengekstraksinya karena gaya pendorong semakin lama semakin
kecil. Akibatnya waktu ekstraksi semakin lama yang dihasilkan tidak bertambah lagi

secara signifikan (Perina et al., 2007).
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2.5.4 Jenis-Jenis Metode Ekstraksi
2.5.4.1 Ekstraksi Cara Dingin
1. Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang paling sederhana dan kuno.
Meskipun demikian, metode ini masih secara luas digunakan karena beberapa
kelebihan seperti biaya yang murah, peralatan yang sederhana, serta tanpa perlakuan
panas sehingga menjadi pilihan tepat untuk ekstraksi senyawa-senyawa yang tidak
tahan panas. Prosedur maserasi adalah dengan merendam bahan baku yang telah
disiapkan ke dalam pelarut yang sesuai dan ditempatkan pada suhu ruang dan ditunggu
untuk beberapa waktu kemudian dilakukan pengandukan. Pengadukan secara kontinyu
atau berkala juga dapat dilakukan untuk mempercepat proses ekstraksi. Proses
ekstraksi dapat dihentikan jika telah diperoleh titik jenuh (equilibrium) antara
konsentrasi senyawa metabolit pada larutan ekstrak dengan konsentrasi senyawa
metabolit pada bahan (Nugroho, 2017).

Kelemahan metode maserasi adalah kurang efisien dari segi waktu dan
rendemen. Satu kali ekstraksi memerlukan waktu sekitar 1 hari sampai dengan satu
minggu, tergantung pada jenis bahan yang diekstrak, semakin kuat jaringan dan
dinding sel pada bahan maka membutuhkan waktu yang lebih panjang. Selain itu,
maserasi juga membutuhkan pelarut dengan volume yang lebih banyak, dan peluang
hilangnya senyawa metabolit selama proses juga lebih banyak, karena menempel pada
bahan, menempel pada kertas saring, menempel pada bejana, dll. Ada kemungkinan
terjadinya perubahan struktur kimia dari metabolit yang tidak stabil karena lamanya
proses dan kontak dengan air atau pelarut (Nugroho, 2017).

2. Perkolasi

Perkolasi dan maserasi memiliki persamaan sama-sama tidak memerlukan
panas dalam proses ekstraksinya. Alat utamanya adalah perkolator yaitu sebuah bejana
berbentuk silindris atau kerucut terbalik yang dilengkapi dengan lobang atau kran di
bagian ujung bawahnya. Proses perkolasi sendiri dilakukan dengan melarutkan

senyawa metabolit pada suatu bahan yang akan diekstrak dengan cara mengalirkan
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pelarut yang sesuai pada matriks bahan atau sampel yang telah dipak atau ditata pada
perkolator sehingga senyawa metabolit terikut dengan pelarut dan mengalir keluar dari
bejana untuk ditampung. Prosedur ini dapat diulangi berkali-kali sampai dirasa mulai
tidak efesien lagi dikarenakan metabolit yang terbawa terlalu sedikit yang terlihat dari
perubahan warna larutan ekstrak atau dari hasil tes dengan bahan kimia tertentu
(reagent) untuk mendeteksi dan memastikan apakah masih ada senyawa yang terikut
apa tidak. Metode ini sudah tentu tidak membutuhkan proses filtrasi, karena ekstrak
sudah tersaring pada perkolator. Metode ini hanya efektif untuk bahan-bahan dengan
tingkat kelarutan yang tinggi terhadap pelarut. Atau dengan kata lain, metode ini efektif
jika senyawa metabolit di dalam bahan mudah terlarut dalam pelarut yang digunakan
(Nugroho, 2017).
2.5.4.2 Ekstraksi Cara Panas
1. Refluks

Refluks adalah metode ekstraksi yang paling banyak diterapkan. Metode ini
dinilai sebagai metode yang murah dan simpel dengan rendemen yang cukup tinggi,
jika dibandingkan dengan metode maserasi atau perkolasi. Refluks berarti pelarut yang
diputar kembali atau di-recycle secara kontinyu melalui pengkondensasian berulang
pada sebuah alat kondensor. Pada metode ini bahan yang akan diekstrak direndam pada
pelarut dalam sebuah bejana/labu yang biasanya berbentuk bulat yang kemudian
ditempatkan pada sebuah pemanas (dapat menggunakan water bath, heating mantle,
atau hot plate). Bagian atas labu ada sebuah lubang yang dihubungkan dengan alat
pendingin balik (kondesor). Lubang pada bejana tersebut juga berguna untuk
memasukkan dan mengeluarkan bahan, pelarut, maupun hasil ekstraknya.
2. Soxhletasi

Soxhlet salah satu metode yang paling banyak digunakan karena tingkat
kepraktisan dan kenyamanannya. Prinsip ekstraksi dengan metode soxhlet adalah
dengan mengekstrak bahan yang sudah dihaluskan dan dibungkus pada selembar kertas
saring kemudian dimasukkan ke dalam alat soxhlet yang sebelumnya telah ditempatkan

pelarut pada labu soxhlet yang berada di bagian bawah. Persis di bawah labu soxhlet
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tersebut ditempatkan sebuah heating mantle atau hot plate untuk memanaskan labu
soxhlet. Ketika soxhlet dipanaskan, maka pelarut pada labu soxhlet akan menguap dan
terkondensasi kembali karena adanya sistem pendingin (kondensasi) pada bagian atas,
sehingga mencair kembali dengan menyiram dan merendam bahan dalam bungkusan

kertas saring (Nugroho, 2017).

2.5.5 Pelarut Ekstraksi
Menurut (Hujjatusnaini et al., 2021) terdapat beberapa macam pelarut yang
umumnya digunakan dalam proses ekstraksi, yaitu:

2.5.5.1 Pelarut Polar
1. Metanol

Metanol merupakan suatu senyawa yang struktur molekul CH3OH, bersifat
polar karena memiliki gugus hidroksil (-OH) dan juga bersifat non-polar karna
memiliki gugus metil (-CH3). Walaupun demikian, metanol merupakan senyawa

bersifat polar (Hujjatusnaini et al., 2021).
2. Etanol

Etanol merupakan pelarut organik yang sering digunakan untuk proses
ekstraksi. Penggunaan etanol yang sangat luas antara lain karena etanol relatif tidak
toksik dibandingkan dengan methanol, dan dapat digunakan pada berbagai metode
ekstraksi. Etanol 70% sangat efektif dalam menghasilkan jumlah bahan aktif yang
optimal dimana bahan balas hanya sedikit turut ke dalam cairan pengekstraksi (Hakim
& Saputri, 2020).

3. Air (Aquadest)

Agquadest merupakan pelarut universal dan tidak mengubah pH larutan oleh
karena sifatnya netral. Aquadest merupakan pelarut yang jauh lebih baik dibandingkan

hamper semua cairan yang umum dijumpai. Senyawa yang segera melarut di dalam
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aquades mencakup berbagai senyawa organik yang mempunyai gugus polar (Iswari &
Pujiastuti, 2017).

2.5.5.2 Pelarut Non Polar
1. N-heksana

N-Heksana merupakan senyawa hidrokarbon alkana dengan rumus kimia
C6H14. Pelarut n-heksana bersifat non polar karena memiliki kemampuan untuk
mengikat gugus non polar (OH) yang ad pada zat warna flavonoid dan tanin. senyawa
ini merupakan cairan yang tidak berwarna yang tidak larut dalam air (Hujjatusnaini et
al., 2021).
2.5.5.3 Pelarut Semi Polar
1. Etil asetat

Etil asetat adalah pelarut semi polar yang tidak mampu menarik senyawa yang
terlalu polar maupun non-polar, namun pelarut ini baik digunakan untuk ekstraksi
karena dapat dengan mudah diuapkan, tidak hidroskopis, dan memiliki toksisitas yang
rendah. Etil asetat merupakan cairan tidak berwarna, transparan, bau harum, segar dan
sedikit seperti aseton. Etil asetat dapat bercampur dengan eter, alkohol dan minyak atiri
dan minyak lemak (Hujjatusnaini et al., 2021).
2.5.5.4 CMC-Na

Aplikasi  dalam formulasi atau teknologi farmasi Natrium Karbosi
Metilselullosa banyak digunakan dalam sediaan farmasi oral dan topikal, terutama
karena sifatnya yang meningkatkan viskositas. Larutan berair kental digunakan untuk
menangguhkan serbuk yang dimasukkan untuk aplikasi topikal atau pemberian oral dan
parenteral. Natruim Karbosi Metilselullosa juga dapat digunakan untuk pengikat tablet
dan penghancur, dan untuk menstabilkan emulsi. Konsentrasi yang lebih tinggi
biasaanya 3-6% dari tingkat viskositas yang digunakan untuk menghasilkan gel yang
dapat digunakan sebagai dasar untuk aplikasi pasta, glikol sering dimasukkan dalam

gel tersebut untuk mencegah pengeringan (Rowe et al., 2009).
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Stabilitas dan kondisi penyimpanan adalah bahan yang stabil dan hidroskopis.
Dalam kondisi kelembapan yang tinggi, CMC-Na dapat menyerap airdalam jumlah
yang besar yaitu >50% (Rowe et al., 2009). Penggunaan CMC-Na dapat dilihat pada
Tabel 2.4

Tabel 2. 4 Penggunaan CMC-Na (Rowe et al., 2009).

Pemakaian Konsentrasi %
Bahan Pengemulsi 0,25-1.0
Bahan Pembentuk Gel 3,0-6,0
Injeksi 0,05-0,75
Sediaan Larutan Oral 0,1-1,0
Bahan Pengikat Tablet 1,0-6,0

Metode pembuatan CMC-Na meliputi selulosa alkali dibuat dengan merendam
selulosa yang diperoleh dari pulp kayu atau serat kapas dalam larutan matrium
hidroksida, selulosa alkali kemudian direaksikan dengan natrium monokloroasetat
untuk menghasilkan CMC-Na. Natrium klorida dan natrium glikolat diperoleh sebagai

produk sampingan dari eterifikasi (Rowe et al., 2009).

2.6 Liguid Chromatography Mass Spectrophotometry (LCMS)

Teknik LCMS merupakan teknik yang banyak digunakan untuk berbagai
aplikasi yang memiliki sensitivitas dan spesifisitas sangat tinggi. Teknologi LCMS
memiliki kelebihan yaitu hasil analisis yang khas dan spesifik diperoleh dari
penggunaan spektrometer massa sebagai detektor, aplikasi yang luas dengan sistem
yang praktis karena penerapan LCMS tidak terbatas untuk molekul volatil, mampu
mengukur analit yang sangat polar, selain itu persiapan sampel cukup sederhana tanpa
adanya teknik derivatisasi pengujian yang berbeda dapat dikembangkan dengan tingkat
fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat (Afriani & Nurulita, 2020)

Prinsip LCMS adalah teknik kimia analisis yang mengkombinasikan
kemampuan pemisahan fisik dari Liquid Chromatography (HPLC) dengan
kemampuan analisis massa dari Mass Spectrometry (MS). Deteksi secara umum dan
identifikasi potensial dari massa kimia atau partikulat kimia yang mengandung zat

kimia lain (campuran kompleks), seperti produk alam dari ekstrak produk alam, dan
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substansi murni dari campuran kimia lanjutan. LC-MS juga sangat cocok untuk
diaplikasikan kedalam laboratorium obat-obatan karena perkembangan metode baru
yang secara umum maju dan independen dari industri diagnostik tanpa kebutuhan
untuk mengembangkan analisis antibodi, analisis dengan ragam yang banyak
memungkinkan untuk dikerjakan dengan biaya tertentu yang sangat murah kisaran
analisis yang potensial secara praktis tidak terbatas, dan ketika mengaplikasikan prinsip
dari standarisasi internal pencelupan isotop dan analaisis pada level metode
pembanding akurasi dapat dilakukan dalam pengaturan laboratorium rutin (Afriani &
Nurulita, 2020).

2.7  Hewan Uji
2.7.1 Definisi Tikus

Tikus merupakan binatang percobaan yang umum dipakai dalam penelitian
ilmiah. Hewan ini sudah diketahui sebagian besar sifat-sifatnya, mudah diperlihara,
dan merupakan hewan yang relative cocok untuk berbagai penelitian. Tikus digunakan
untuk uji coba tentang makanan dan defisien zat makanan pada semua jenis hewan
termasuk manusia. Tikus berukuran lebih besar dan lebih cerdas dari pada mencit.
Tikus yang sering digunakan adalah tikus putih, yang bersifat lebih tenang dan mudah
dikerjakan beberapa intervensi, tidak terlalu takut terhadap cahaya, serta tidak begitu

cenderung berkumpul sesama jenis (Purwo et al., 2018).

2.7.2 Klasifikasi Tikus
Tabel 2. 5 Klasifikasi Tikus (Komang et al., 2014)

Klasifikasi Tikus

Kingdom Animalia

Folium Chordata

Kelas Mamalia

Ordo Rodentia

Famili Muridae
Subfamili Murinae

Genus Rattus

Spesies Rattus Norvegicus

Galur/Starin Sprague Dawley
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2.7.3 Masa Tumbuh Kembang

Morfologi binatang ini memiliki kepala, badan, leher, dan tubuhnya tertutup
rambut. Tikus memiliki kepala lebar dan telinga yang panjang. Ekornya bersisik,
merupakan binatang liar, serta mempunyai sepasang daun telinga dan bibir yang lentur.
Karakteristik: bisa hidup selama 2—3 tahun, mempunyai masa reproduksi aktif selama
satu tahun, dan lama bunting selama 20-22 hari. Umur dewasa saat 40-60 minggu,
durasi umur kawin 2 minggu dengan siklus estrous 4-5 hari, dan berat dewasa
mencapai 300-400 gram (Rejeki et al., 2018).

2.7.4 Pengambilan Sampel

Pengambilan darah menggunakan alat suntik steril atau alat yang sesuai yang
steril dan selalu dijaga agar tidak terjadi hemolisis. Pada umumnya pengambilan darah
yang terlalu banyak pada hewan kecil akan menyebabkan syok hipovolemik, stress dan
bahkan dapat menyebabkan kematian. Pengambilan darah yang tidak sesuai aturn juga
dapat menyebabkan anemia pada hewan penguji. Pada umumnya pengambilan darah
hanya dilakukan sekitar 10% dari total volume darah pada tubuh hewan uji dalam
selang waktu 2-4 minggu. Batas maksimal koleksi darah yang tidak meresikon
keselematan hewan adalah 5,5 ml/kg berat badan untuk tikus (BPOM, 2022).

Pengambilan darah dapat dilakukan melalui :
1. Ekor

Darah dapat diperoleh dengan mudah pada saluran perpendikularis pada
permukaan ekor. Pengambilan sampel darah melalui vena lateral atau arteri ventral
ekor mudah dilakukan, dan memungkinkan untuk dilakukan pengulangan. Koleksi
dapat dilakukan dengan syringe maupun hanya dengan jarum untuk langsung
ditampung ke dalam vial (BPOM, 2022).

2. Mata

Aplikasi dapat dilakukan dengan menusukkan pipet dengan sudut kemiringan

45°. Sampel dapat diperoleh dari kedua mata secara bergantian. Metode ini dapat
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menghasilkan volume darah dalam jumlah besar, dapat mengakibatkan trauma pada
mata dan kebutaan (trauna pada tikus) sehingga harus dilakukan oleh personil yang
kompeten (BPOM, 2022).

2.7.5 Penanganan Sampel Darah Hewan Uji

Untuk dapat memperoleh serum, darah total (whole blood) dimasukkan ke
tabung sentrifus kemudian di diamkan pada suhu kamar selama 30 menit, kemudian
dipindahkan ke dalam es tidak lebih dari 20 menit dan segera di sentrifus selama 10
menit dengan kecepatan 3000rpm. Kemudian serum dipisahkan dan disimpan dalam
lemari beku -20° untuk assay. Jika diinginkan plasma, maka darah total diberikan
Garam Etien Diamin Tetraasetat (Na2EDTA, K2EDTA atau K3EDTA) atau natrium
sitrat atau heparin (ANTIKOAGULAN). Garam EDTA sering digunakan karena
jarang berinterferensi dengan assay yang dilakukan. Umumnya digunakan kadar garam
EDTA sebesar 1,5mg/mL atau 5Mm pada konsentrasi akhir (BPOM, 2021).

2.7.6 Kontrol Postif

Pada terapi farmakologis kasus hiperkolesterolemia, obat golongan statin
cenderung menjadi pilihan utama karena umumnya dapat ditoleransi dengan baik oleh
pasien selain harganya yang masih dapat diterima (Saputri et al., 2017). Pemberian
simvastatin pada kelompok kontrol positif yaitu bertujuan untuk melihat perbandingan
efektivitas terapi ekstrak biji pepaya yang diberikan pada kelompok perlakuan terhadap
simvastan pada durasi terapi yang sama.

Menurut penelitian (Saputri et al., 2017) mekanisme kerja simvastatin sama
dengan mekanisme kerja dari senyawa fenolik meliputi Flavonoid, Tanin, Saponin
yaitu dengan menghambat proses sintesis kolesterol dihati. Simvastatin digunakan
sebagai kontol positif yaitu karena memiliki mekanisme kerja yang sama dengan

mekanisme dari senyawa fenolik ekstrak biji pepaya.
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METODE PENELITIAN
3.1 Alat dan Bahan

3.1.1 Alat

Alat yang digunakan adalah timbangan analitik (Kenko), seperangkat alat gelas
(Pyrex), sarung tangan kain, sarung tangan latex, botol maserasi, blender (Miyako),
alumunium foil, tabung reaksi (Pyrex), pipet tetes, rak tabung reaksi, ayakan mesh 80,
penangas air, thermometer, cawan porselin, kertas sarinng, spuit (one med), vacolab
tube (one med), bak, oven, botol syrup, desikator, waterbath, rotary evaporator
(Heidolph), LCMS (Ultimate 3000 RSLCnano).

3.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah biji pepaya (Carica Papaya L.), simvastatin 10
mg, Tikus jantan galur SD, CMC-Na, aquadest, etanol 70%, serbuk magnesium, asam
sulfat pekat, kalium dikromat, ketamine, asam fosfotungstat, ion magnesium, asam
klorida, besi HI klorida, air panas, air, asam asetat glasial, 511.

3.2 Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan di laboratorium STIKes Karya Putra Bangsa di Jalan
Raya Tulungagung-Blitar KM 4, Sumbergempol, Kabupaten Tulungagung, Jawa
Timur. Penelitian ini juga di lakukan di laboratorium Riset dan Diagnosa Klinik Hewan
Satwa Sehat di Jalan Dako No. 52, Tidar, Malang. Adapun pertimbangan memilih
lokasi penelitian tersebut merupakan tempat dimana peneliti menjadi pendidikan S1-
Farmasi.
3.3  Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah tikus jantan putih galur Sprague Dawley
(SD) yang di peroleh dari drh. Rachmad Priyadi selaku peternak hewan coba tikus dan

mecit.
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3.4  Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu biji pepeya (Carica Papaya
L.) untuk pembuatan serbuk simplisia, yang diperoleh dari Desa Mirigambar, Rt 01/Rw
06, Kecamatan Sumbergempol, Kabupaten Tulungagung, Jawa Timur.
35 Variabel penelitian

Variabel penelitian pada dasarnya adalah suatu hal yang berbntuk apa saja yang
ditetapkan oleh peneli untuk dipelajari seingga diperole informasi hal  terebut,
kemudian ditarik kesimpulan (Purwanto, 2019). Terdapat jenis-jenis variabel yaitu

variabel bebas, variabel kontrol dan variabel terkait.

3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang dapat dijadikan penyebab atau yang
dapat mempengaruhi perubahan atau munculnya variabel terikat (Purwanto,
2019).Variabel bebas yang terdapat pada penelitian ini variasi konsentrasi optimum
dosis 150 mg/kgBB, 300 mg/kgBB, dan 450 mg/kgBB ekstrak biji pepaya (Carica
Papaya L.) terhadap Kadar Low Density Lipoprotein (LDL) pada tikus jantan putih
galur Sprague Dawley (SD).

3.5.2 Variabel Kontrol

Variabel kontrol merupakan variabel yang mengontrol pengaruh variabel bebas
terhadap variabel tidak bebas. Variabel kontrol merupakan variabel yang dikendalikan
atau dibuat konstan sehingga variabel tidak di pengaruhi oleh faktor yang tidak di teliti
(Purwanto, 2019). Dalam penelitian ini yang termasuk variabel kontrol adalah metode
maserasi dan tikus jantan putih galur Sprague Dawley (SD).
3.5.3 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang dapat dipengaruhi atau yang menjadi
akibat oleh adanya suatu variabel bebas Dalam penelitian ini yang termasuk variabel
terikat adalah kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL).
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3.6 Jalannya penelitian
3.6.1 Ethical Clereance

Ethical clearance atau kelayakan etik penelitian merupakan keterangan tertulis
yang diberikan oleh komisi etik penelitian untuk riset yang melibatkan mahluk hidup
(manusia, hewan dan tumbuhan) yang menyatakan bahwa suatu proposal riset layak

dilaksanakan setelah memenuhi persyaratan tertentu (Darwin, 2014).

3.6.2 Determinasi Tanaman

Determinasi bertujuan untuk mendapatkan kebenaran identitas dengan jelas
dari tanaman yang diteliti dan untuk menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan
utama untuk penelitian (Kartika, 2015). Sampel biji pepaya (Carica Papaya L.)
dilakukan proses determinasi di UPT. Materia Medica Batu, Jawa Timur.

3.6.3 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia biji pepaya dilakukan dengan cara mengambil buah
pepaya kemudian buah pepaya dibelah diambil bijinya kemudian dicuci dengan air
mengalir yang bertujuan untuk menghilangkan kotoran yang menempel pada biji
pepaya, kemudian ditiriskan. Simplisia dari biji pepaya yang telah dicuci kemudian
dikeringkan dibawah sinar matahari sampai kering dengan. Biji pepaya yang sudah
dikeringkan dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Kemudian
masukkan serbuk ke dalam wadah dan tutup rapat (Ariani et al., 2019)

3.6.4 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
3.6.4.1 Uji Susut Pengeringan

Susut pengeringan merupakan presentase senyawa yang hilang selama proses
pemanasan (tidak hanya menggambarkan air yang hilang, tetapi juga senyawa

menguap) (Handayani et al., 2017).
% Pengeringan = % x 100% (3.1)
Keterangan :

A : Bobot biji basah
B : Bobot biji kering
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3.6.4.2 Uji Kadar Air

Timbang sampel sebanyak 1 g didalam cawan kering, dikeringkan dalam oven
suhu 100 — 105°C selama 30 menit. Kemudian didinginkan dalam desikator lalu
ditimbang sampai diperoleh berat konstan (Angelia, 1., 2018). Bahan dihitung dengan

rumus berikut :

%Kadar air = == x 100% (3.2)

Keterangan :

a : Berat cawan

b : Berat sampel

c : Berat cawan+sampel

3.6.3.3 Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

Pembuatan ekstrak etanol biji pepaya dilakukan dengan metode maserasi.
Metode maserasi dipilih karena metode ini termasuk metode ekstraksi dingin. Pelarut
yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol 70%. Proses maserasi dilakukan
dengan merendam 500 gram serbuk biji pepaya ke dalam gelas beaker dengan pelarut
etanol 70% sebanya 2500 ml kemudian ditutup dan dibiarkan terendam selama 3 hari
yang terlindungi dari cahaya dan sesekali digojok. Ekstrak kemudian disaring
menggunakan Kkertas saring sehingga mendapatkan maserat (Filtrat 1) dan residunya
diremaserasi dengan etanol 70 % sebanyak 1500 mL menggunakan prosedur yang
sama, remaserasi dilakukan selama 2 hari sampai diperoleh maserat yang jernih (Filtrat
I1). Selanjutnya semua maserat etanol digabungkan (Filtrat | + Filtrat I1) dan diuapkan
dengan menggunakan alat penguap rotary evaporator pada temperature suhu 40°C
sampai volumenya menjadi % dari volume awal dan dilanjutkan dengan pengeringan
menggunakan waterbath pada suhu 40°C sehingga menghasilkan ekstrak kental (Ariani
etal., 2019).

3.6.5 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak
3.6.5.1 Rendemen Ekstrak
Rendemen merupakan perbandingan berat ekstrak yang dihasilkan dengan

berat simplisia sebagai bahan baku. Untuk perhitungan rendemen ekstrak diperoleh
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dengan presentase bobot (b/b) antara ekstrak yang dihasilkan dengan bobot serbuk
simplisia yang digunakan (Nahor et al., 2020). Rendemen ekstrak dihitung dengan

rumus :

umlah ekstrak yang dihasilkan
%Rendemen = < Yang

x 100% (3.3)

Jumlah simplisia yang digunakan

3.6.5.2 Uji Organoleptis

Uji organoleptis dapat dilakukan dengan mengamati perubahan-perubahan
yang meliputi bentuk, warna, dan bau pada sediaan (Wardani & Saryanti, 2021).
3.6.5.3 Uji Bebas Etanol Ekstrak

Uji bebas etanol dilakukan dengan cara 1 ml asam asetat glasial dan 1 ml asam
sulfat pekat ditambahkan kedalam sampel ekstrak kemudian dihomogenkan. Tabung
disumbat dengan kapas lalu dipanaskan. Selain cara tersebut, uji bebas etanol juga
dapat dilakukan dengan cara 2 tetes asam sulfat pekat dan 1 ml kalium dikromat
ditambahkan ke dalam sampel ekstrak, jika terjadi perubahan warna jingga menjadi

hijau kebiruan maka sampel dapat dikatakan bebas etanol (Mauti et al., 2018).

3.6.6 Skrining Fitokimia

Menurut (Isnania, 2014) skrining fitokimia terhadap ekstrak etanol biji pepaya
(Carica Papaya L.) meliputi senyawa Flavonoid, Tanin, dan Saponin.
3.6.6.1 Flavonoid

Ambil ekstrak sebanyak 2 gram kemudian ditambahkan serbuk magnesium
secukupnya untuk mengoksidasi sampel. Kemudian ditambahkan 10 tetes asam klorida
5 N kemudian ditambahkan etanol 70%. Keberadaan flavonoid ditandai dengan
terbentuknya warna hitam kemerahan pada larutan (Isnania, 2014).
3.6.6.2 Tanin

Ambil ekstrak sebanyak 2 gram kemudian ditambahkan dengan 10 ml air panas,
kemudian ditetesi dengan besi Il klorida kemudian ditambahkan etanol 70%,
keberadaan tanin dalam sampel ditandai dengan timbulnya warna hijau kehitaman
(Isnania, 2014).
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3.6.6.3 Saponin

Ambil ekstrak sebanyak 2 gram dan ditambahkan dengan 10 ml aquades
kemudian dikocok kuat selama kurang lebih 10 menit dan diamati buih atau busa yang
terbentuk. Keberadaan senyawa saponin ditandai dengan terbentuknya buih yang stabil
selama 10 menit dengan tinggi 3 cm (Isnania, 2014).
3.6.6.4 Alkaloid

Sebanyak 0,5 g ekstrak + 1 ml 2N HCI. Filtrat ditempatkan dalam tabung dan
ditambahkan pereaksi Mayer. Sampel positif ditandai, menghasilkan endapan putih
(Pradana, 2014)

3.6.7 ldentifikasi Ekstrak Biji Pepaya Menggunakan LC-MS

Hasil analisis dari LC-MS akan didapatkan bobot molekul dari senyawa yang
terdapat dalam ekstrak sehingga dapat diketahui jumlah senyawa yang dikandung
setiap sampel. Data LC-MS dapat digunakan untuk memberikan informasi tentang
berat molekul, struktur, identitas dan kualitas komponen sampel tertentu, senyawa
dipisahkan atas dasar interaksi relatif dengan lapsan kimia partikel-partikel (fase diam)
dan elusi pelarut melalui kolom (fase gerak) dari property LC-MS meliputi kolom
shimadzu shim pack FC-ODS (2 mm x 150 mm, 3um) volume injeksi 1 ul tegangan
kapiler 3,0 kV, suhu kolom 35°C, mode fase gerak isocratic, laju aliran 0,5 ml/min, dan
pelarut etanol 95% (Mangurana et al., 2019).
3.7  Uji Pra-Klinik pada Tikus
3.7.1 Pemilihan dan Penyiapan Hewan Coba

Hewan coba harus sehat dan didapat dari tempat resmi yang memiliki sertifikat,
sebelum perlakuan penelitian dimulai perlu diperhatikan aspek psikologi sebelum
dimulainya perlakuan, makanan harus sesuai jenis pakan dan spesies yang memiliki
kandungan nutrisi yang lengkap, air minum dan pakan yang diberikan harus mudah
diambil oleh hewan coba, kandang juga harus bersih (Handajani, 2021). Penelitian ini
menggunakan tikus jantan putih galur Sprague Dawley (SD) yang berumur 8 minggu
dengan berat badan rata-rata 150-180 gram. (Agustina & Murwani, 2013). Sebelum

perlakuan tikus di aklimatisasi agar untuk beradaptasi dengan lingkungan penelitian.
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Dalam penelitian ini menggunakan sebanyak 36 ekor tikus. Tikus dibagi menjadi 2
kelompok yaitu kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dimana 3 kelompok

kontrol dan 3 kelompok perlakuan, tiap kelompok terdiri dari 6 ekor tikus.

3.7.2 Pembuatan Pakan Diet Tinggi Lemak

Pembuatan pakan tinggi lemak menggunakan lemak babi dengan jumlah 5%
dan pakan standart 95% dengan cara minyak babi di cairkan terlebih dahulu kemudian
diberikan pakan standart, pemberian pakan tinggi lemak dilakukan secara oral
menggunakan sonde lambung sampai tikus mengalami hiperkolesterol selama 14 hari
(Wulandari et al., 2015).

3.7.3 Pembuatan Larutan Koloidal CMC-Na 0,5%

Timbang (CMC-NA) sebanyak 0,5 gram ditaburkan dalam mortir yang berisi
10 ml aquadest yang telah dipanaskan, didiamkan kurang lebih selama 15 menit hingga
memperoleh masa transparan, lalu dicampur sampai homogen. Larutan CMC-Na
dipindahkan ke labu ukur 100 ml. Volumenya dicukupkan dengan aquadest hingga 100
ml (Alaydrus et al., 2020).

3.7.4  Pembuatan Suspensi Ekstrak Biji Pepaya

Pembuatan suspensi ekstrak biji pepaya terdapat 3 variasi dosis yaitu 150 mg,
300 mg, dan 450 mg. Berat rata-rata tikus yaitu 200 gram, konversi dosis manusia
(70kg) ke tikus (200 gram) menjadi 0,018. Pemberian terhadap tikus dengan dosis 150
mg sebanyak 2,7 mg, dosis 300 mg sebanyak 5,4 mg, kemudian pada dosis 450 mg
sebanyak 8,1 mg. Pemberian suspensi ekstrak biji pepaya dilakukan secara per oral
menggunakan sonde, sediaan ekstrak biji papaya ditimbang dan setelah proses
penimbangan ekstrak kemudian dilarutkan dalam suspensi CMC Na 0,5% secukupnya

kemudian ditambah aquadest ad 30 ml.

3.7.5 Pembuatan Kontrol Positif

Kontrol positif dalam penelitian ini menggunakan simvastatin yang memiliki
mekanisme kerja yang sama dengan ekstrak biji pepaya, dosis lazim simvastatin yaitu
10 mg. Perhitungan konversi dosis untuk manusia dengan BB 70 kg pada tikus dengan

BB 200 gram adalah 0,018. Volume pemberian lambung tikus secara oral 5 ml. Dosis
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dari tikus ke manusia diperoleh dari konversi yang dilakukan yaitu dosis lazim 10 mg
dikalikan dengan faktor konversi 0,018 sehingga mendapatkan hasil 0,18 mg/hari.
Proses pembuatan suspensi simvastatin dilakukan dengan cara menimbang simvastatin
sebanyak 1,08 mg kemudian disuspensikan dengan larutan CMC Na 0,5%, diaduk
hingga homogen lalu di tuang dalam labu ukur dan di tambahkan aquadest ad 30 ml.

Untuk volume pemberian dapat diberikan sebanyak 5,7 ml.

3.7.6 Perlakuan Pada Hewan Coba

Perlu diperhatikan bahwa untuk memperoleh hewan coba yang baik, peneliti
harus memperhatikan kondisi tikus, pemberian pakan, pemberian air minum, sanitasi,
kebersihan ruang. Hewan coba yang diperoleh dari luar laboratorium penelitian harus
dilakukan adaptasi sampai menjelang perlakuan penelitian. Proses adaptasi ini harus
dilakukan selama waktu tertentu dan perbedaan keadaan yang terjadi. Perbedaan
keadaan yang mungkin terjadi adalah akibat perbedaan suhu, tekanan udara, suara,
kebisingan, kelembaban, pencahayaan luar, dan perbedaan keadaan yang terjadi
(Handajani, 2021).

Hewan coba dalam penelitian eksperimental akan diinduksi untuk menjadi
model penyakit tertentu. Hewan coba akan diberikan perlakuan tertentu sebagai induksi
untuk mencapai tujuan menjadi mirip menderita penyakit tertentu. Induksi terhadap
hewan coba ada yang menggunakan cara melalui oral ataupun secara topikal. Proses
ini akan menggunakan tata cara tertentu untuk mencapai kesamaan dengan penyakit
yang diharapkan terjadi pada hewan model (Handajani, 2021).

Pada penelitian ini menggunakan hewan uji yaitu tikus jantan putih galur
Sprague Dawley (SD) sebanyak 36 tikus dimana 6 tikus menjadi cadangan penelitian,
tikus dalam penelitian ini di bagi menjadi 2 kelompok yaitu kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan, setiap perlakuan terdiri dari 6 tikus. Sebeleum perlakuan semua
tikus diaklimatisasi selama 7 hari agar dapat beradaptasi dengan lingkungan penelitian.
Sebelum melakukan penelitian semua tikus di timbang satu per satu untuk mengetahui
masing-masing berat badan tikus. Kelompok tersebut dilakukan perlakuan yang

berbeda dan terdiri dari :
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Kelompok kontrol positif (K+) : Pakan standart (511) + Induksi tingi lemak + Larutan
simvastatin

Kelompok kontrol negatif (K-) : Pakan standart (511) + Induksi tinggi lemak

Kelompok normal (N) : Pakan standart (511)

Kelompok perlakuan 1 : Pakan standart (511) + Induksi tinggi lemak + Dosis
ekstrak biji pepaya 150 mg/kgBB

Kelompok perlakuan 2 : Pakan standart (511) + Induksi tinggi lemak + Daosis
ekstrak biji pepaya 300 mg/kgBB

Kelompok perlakuan 3 : Pakan standart (511) + Induksi tinggi lemak + Dosis
ekstrak biji pepaya 450 mg/kgBB

Untuk perlakuan pemberian pakan standart dan penginduksian secara oral,

dilakukan selama 14 hari, kemudian perlakuan pemberian pengobatan dilakukan

selama 14 hari. Setelah waktu penginduksian dan pengobatan dilakukan tikus di

puasakan setelah tikus tidak di beri pakan melakukan proses pengambilan sampel,

pengambilan sampel dilakukan setelah percobaan atau penilitian karena dilakukan

proses pembandingan dengan kelompok normal.

3.7.7 Pengambilan Sampel

Metode pengumpulan spesimen darah berhubungan dengan berapa jumlah
volume darah yang diperlukan untuk tujuan penelitian. Terdapat beberapa metode
pengambilan darah tikus yang bisa dilakukan dengan hewan coba tetap hidup dan ada
beberapa metode yang mengakibatkan hewan coba mati. Pengambilan sampel yang di
ambil dari darah melalui mata tikus (Sinus Retro Orbital) metode ini merupakan
metode pengambilan darah dengan hewan coba yang dapat bertahan hidup. Metode ini
dapat dilakukan pada tikus. Pada metode ini hewan coba dapat dilakukan anestesi
umum dan anestesi lokal. Sinus retro orbital terletak dibelakang mata. Pengambilan
darah tikus dilakukan secara hati-hati dan tidak boleh menggores kornea mata
(Handajani, 2021).

Pengambilan sampel darah diambil melalui Sinus Retro Orbitalis menggunakan

mikrohematorkit, kemudian di sentrifugasi untuk mendapatkan serumnya (Agustina &
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Murwani, 2013). Sebelum pengambilan sampel darah melalui Sinus Retro Orbitalis
dapat dilakukan terlebih dahulu yaitu anestesi pada hewan, pengambilan sampel pada
hewan dilakukan menggunakan anestesi eter, tikus dimasukkan ke dalam tabung kaca
yang dasarnya terdapat kain yang sudah dibasahi dengan larutan eter kemudian ditutup
sampal rapat dan di tunggu sampai tikus mati. Sebelum didekapitasi melakukan
konfirmasi kematian tikus harus dilakukan dengan cara melihat respirasinya. Apabila
sudah tidak ada aktifitas respirasitikus dilakukan proses pengambilan sampel
(Permatasari et al., 2013).

3.7.8 Pengukuran Kadar LDL

Pengukuran LDL dilakukan dengan metode Direct Enzymatic Colorimetric
Test dengan alat spektrofotometer UV-Visible dengan bahan yang digunakan meliputi
serum darah; Cholesterol esterase; Cholesterol oxidase; Catalase; N-(2-hydroxy3-
sulfopropyl)-3,5-Dimethoxyaniline (HDAOS); reagen Peroxidase; 4- Aminoantipyrin
(4-AA); Sodium azide 0,05% dan detergents > 1% (Wulandari et al., 2015),

pengukuran peningkatan kadar kolesterol dilakukan dengan prosedur :

1. Melakukan sentrifuge terhadap sampel darah pada tabung heparin dengan
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit dan memindahkan serum ke effendorf
yang telah diberikan kode sampel sesuai perlakuan.

2. Nyalakan Blood Chemistry Analyzer, dan biarkan 10 menit sebelum menu
“Home”.

3. Membuat larutan BLANK : Siapkan masing-masing 1 tabung reaksi tiap
sampel dan masukkan 100 pL reagen LDL.

4. Membuat larutan sampel : Siapkan masing-masing 1 tabung reaksi tiap sampel
dan masukkan 100 pL sampel (Serum/Plasma/Urine).

5. Tekan menu flowcytometer dan pilih jenis uji yaitu LDLC.

6. Tunggu hingga mesin berbunyi “Beep” yang berarti alat sudah siap pada suhu
ruang 37°C.

7. Tekan zero setting hingga muncul “please aspirate zero water” dan masukkan

aquadest dengan menekan tombol aspirator.
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8. Tunggu hingga mesin berbunyi “Beep” dan lanjutkan dengan tekan menu
reagen blank dan masukkan larutan blank dengan menekan tombol aspirator.

9. Tunggu hingga mesin berbunyi “Beep” dan lanjutkan dengan tekan menu
“Test” dan masukkan sample dengan menekan tombol aspirator. dan masukkan
larutan blank dengan menekan tombol aspirator.

10. Tunggu selama 30 detik.

11. Kemudian baca hasil berupa kadar (IU/L) di layar dengan panjang panjang
gelombang 560 nm. Kadar normal kolesterol LDL pada hewan coba tikus yaitu
7-27,1 mg/dI

3.7.9 Analisis Data

Data yang diperoleh dan dapat diolah menggunakan sistem komputerisasi
menggunakan program SPSS (Statistical Product Service Solution). Pengolahan data
sebagai berikut:
3.7.9.1 Uji Normalitas Data

Uji normalitas adalah uji untuk mengukur apakah data mempunyai distribusi
normal, sehingga bisa digunakan dalam statistik parametrik. Penelitian ini
menggunakan uji Shapiro-Wilk untuk uji normalitas data. Selanjutnya dilakukan
dengan menggunakan uji Paired-test.
Pengambilan keputusan bermakna apabila :
1. Jika p >0,05; maka HO diterima
2. Jika p <0,05; makah H1 diterima
3.7.9.2 Uji Paired — test

Uji Paired-test adalah uji yang mengukur perubahan kadar kolesterol setelah
perlakuan menggunakan uji statistik parametrik. Selanjutnya dolakukan dengan
menggunakan uji One Way Anova.
Pengambilan keputusan bermakna apabila :
1. Jika p > 0,05; maka HO diterima
2. Jika p <0,05; maka H1 diterima
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3.7.9.3 Uji One Way Anova

Uji One Way Anova adalah uji yang mengetahui perbedaan pengaruh dosis
optimum dari kelompok perlakuan terhadap kadar kolesterol. Selanjutnya dengan
menggunakan uji lanjut LSD (Least Significant Difference).
Pengambilan keputusan bermakna apabila :
1. Jika p > 0,05; maka HO diterima
2. Jika p <0,05; maka HI1 diterima
3.7.9.4 Uji Lanjut Tukey

Uji lanjut tukey uji ini untuk mengetahui atau menganalisis perubahan pada
kadar kolesterol setelah perlakuan.
Pengambilan keputusan bermakna apabila :
1. Jika p > 0,05; maka HO diterima
2. Jika p <0,05; maka H1 diterima
3.8  Hipotesis

Hipotesis merupakan bagian penting dari penenlitian, yang harus di rancang
sejak awal penelitian. Karena hipotesis meruakan jawaban sementara atas pertanyaan

peneliti, yang dapat memandu jalan penelitian (Taufik, 2021).

1. Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.) memiliki aktivitas terhadap
kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL).

2. Konsentrasi dosis 300 mg/kgBB ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.)
terhadap kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL).
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3.9  Kerangka Penelitian
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3.9.2 Perlakuan Hewan Coba
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Persetujuan Ethical Clereance

Ethical Clereance yang telah diajukan ke komite etik penelitian di Universitas
Surabaya untuk penelitian praklinik, telah disetujui oleh Institusional Ethical
Committee Universitas Surabaya pada tanggal 13 April 2023 dengan No:
110/KE/IV/2023. Surat keterangan Ethical Clereance dapat dilihat pada Lampiran 5.

4.2  Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman biji pepaya dilakukan di UPT Laboratorium Herbal
Materia Medica Batu. Berdasarkan surat determinasi dengan nomor
067/350/102.20/2023, bahwa sampel yang digunakan merupakan tanaman biji pepaya
dengan nama latin Carica Papaya L., dengan kunci determinasi 1b - 2b - 3b -4b - 6b -
7b-9b-10b-11b-12b- 13b - 14a -15a - 109b - 119b - 120b - 119b -120b - 121b -
124b - 125a 126a: Caricaceae-1:C. papaya. Berdasarkan hasil dari surat determinasi
tanaman dapat disimpulkan bahwa tanaman yang digunakan merupakan tanaman biji
pepaya. Surat hasil determinasi tanaman biji pepaya yang diperoleh dari UPT

Laboratorium Herbal Materia Medica Batu dapat dilihat pada Lampuran 6.

4.3  Pembuatan Simplisia Serbuk Biji Pepaya

Pembuatan simplisia biji pepaya (Carica Papaya L.) dilakukan dengan
pengambilan biji pepaya sebanyak 14 kg yang diperoleh dari Ds. Mirigambar, RT.
01/RW. 06, Sumbergempol, Tulungagung, Jawa Timur, dengan cara mengambil biji
pepaya yang masih segar. Proses pembuatan simplisia dengan melakukan sortasi basah
yang bertujuan untuk memisahkan kotoran atau benda asing sebelum pencucian
melakukan pembuangan bagian yang tidak perlu, sehingga dapat menghasilkan biji
pepaya yang layak proses pencucian. Pencucian menggunakan air bersih yang mengalir
dengan proses pencucian sebanyak tiga kali dengan tujuan menghilangkan kotoran
yang masih melekat dan kemudian ditiriskan (Wulandari, 2022). Biji pepaya kemudian
dilakukan proses pengeringan untuk memperoleh biji pepaya kering dengan cara

diangin-anginkan dan tidak langsung terkena sinar matahari secara langsung. Simplisia
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yang telah dikeringkan kemudian dilakukan proses sortasi kering. Sortasi kering untuk
menghilangkan kotoran yang masih tertinggal pada siplisia kering (Agustina et al.,
2015). Biji pepaya yang telah kering selanjutnya dihaluskan menggunakan blender
hingga berbentuk bubuk. Selanjutnya dilakukan proses pengayakan menggunakan
ayakan berukuran 80 mesh agar bubuk biji pepaya memiliki ukuran yang seragam
(Tiara et al., 2022).
4.3.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Uji susut pengeringan dilakukan untuk mengetahui senyawa yang menghilang
selama proses pemanasan atau pengeringan (Handayani et al., 2017). Proses
pengeringan adalah untuk mengurangi kadar air pada biji pepaya (Carica Papaya L.)
sehingga dapat disimpan lebih lama. sementara volume dan berat biji pepaya (Carica
Papaya L.) menjadi lebih kecil sehingga mempermudah dan menghemat ruang
(Martunis, 2012). Hasil susut pengeringan dapat dipengaruhi oleh kadar air, suhu, dan
lama waktu saat pengeringan. Hasil diperoleh 14% sehingga mengalami penyusutan

dari berat biji basah 14 kg menjadi 2 kg biji kering dengan rumus perhitungan

Bobot biji kerin
> 9 x 100%.

¥ biji basah Hasil uji susut pengeringan dapat dilihat pada Tabel 4.1

Tabel 4. 1 Hasil Uji Susut Pengeringan Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

Sampel Bobot Biji Bobot Biji % Hasil
Basah Kering
Biji Pepaya 14 kg 2 kg 14%
(Carica Papaya L.)

4.3.2 Uji Kadar Air Simplisia

Uji kadar air bertujuan untuk mengetahui banyak air yang terkandung pada
simplisia setelah proses pengeringan biji pepaya (Carica Papaya L.). Kelebihan jumlah
air dalam simplisia akan mempercepat pertumbuhan mikroba maupun pembusukan,
sehingga pengontrolan terhadap kadar air dapat menekan terjadinya pembusukan dan
kerusakan bahan baik dalam penyimpanan dan pengolahan (Liana et al., 2015). Kadar

air simplisia tergantung pada waktu yang digunakan untuk pengeringan simplisia,
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semakin kering maka semakin kecil juga kadar airnya, prinsipnya yaitu sampel
ditimbang sebanyak 1 gram didalam cawan yang telah diketahui beratnya, kemudian
dikeringkan didalam oven dengan suhu 105°C selama 30 menit, setelah itu didinginkan
selama 15 menit dan ditimbang hingga bobot tetap (Syamsul et al., 2020).

Menurut BPOM (2014), kandungan air simplisia adalah kurang dari 10%. Hal
ini bertujuan untuk menghindari pertumbuhan jamur dalam simplisia karena reaksi
enzimatik tidak berlangsung bila kadar air dalam simplisia <10% (Huda et al., 2019).
Hasil penelitian menunjukkan presentase kadar air simplisia biji pepaya (Carica

Papaya L.) sebesar 8,6% dengan rumus perhitungan

Bobot sebelum di oven—Bobot setelah di oven

X 100%. Sehingga dapat disimpulkan bahwa

Bobot setelah di oven

kadar air simplisia biji pepaya (Carica Papaya L.) memenuhi standart mutu. Hasil uji
kadar air dapat dilihat pada tabel 4.2
Tabel 4. 2 Hasil Uji Kadar Air Serbuk Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir % Hasil
Serbuk Biji Pepaya 1 gram 0,92 gram 8,6%
(Carica Papaya L.)

4.4  Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya

Pembuatan ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) menggunakan metode
maserasi. Maserasi- merupakan proses metode ekstraksi dengan proses perendaman
bahan menggunakan pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif pada temperatur
ruangan. Pada proses perendaman, bahan akan mengalami pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel, sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik
(Handayani & Nurcahyanti, 2015). Maserasi dilakukan dengan merendam serbuk
simplisa 500 gram dalam pelarut etanol 70% sebanyak 2500 mL, pelarut yang
digunakan akan menembus dinding sel dan masuk kedalam rongga sel yang
mengandung zat aktif sehingga zat aktif akan larut (Isnania, 2014). Pemilihan pelarut

etanol karena etanol merupakan pelarut yang mudah didapatkan, efisien, aman untuk
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lingkungan, dan memiliki tingkat ekstraksi yang tinggi (Hakim & Saputri, 2020).
Dalam proses perendaman dilakukan penggojokkan atau diaduk selama = 10 menit
bertujuan untuk mempercepat kontak antara serbuk simplisia dan pelarut, cairan pelarut
akan masuk kedalam sel melewati dinding sel dan isi sel akan larut karena perbedaan
konsentrasi antara larutan yang ada didalam dan diluar sel serta pelarut dengan
konsentrasi yang tinggi akan terdesak keluar diganti dengan pelarut konsentrasi rendah
(Wulandari, 2022). Selanjutnya filtrat yang terbentuk disaring menggunakan kain
rangkap 2 dan dilanjutkan penyaringan menggunakan Kkertas saring yang bertujuan
untuk menyaring serbuk yang mengendap saat dilakukan ekstraksi cara dingin (Huda
et al.,, 2019) selanjutnya dilakukan proses remaserasi atau maserasi bertingkat
bertujuan untuk menarik senyawa yang masih terdapat pada sel dan tertinggal pada saat
maserasi pertama.

Filtrat yang dihasilkan dari proses maserasi dan remaserasi sangat penting
dilakukan, filtrat selanjutnya akan dipekatkan dengan menggunakan proses rotary
evaporator dengan suhu + 40 °C — 50 °C agar senyawa yang berkhasiat di dalamnya
tetap stabil sampai diperoleh filtrat yang masih dapat mengalir. Tujuan dipekatkan
menggunakan rotary evaporator yaitu menghilangkan etanol dan mempercepat proses
penguapan di atas waterbath untuk mendapatkan ekstrak kental yang diinginkan.
Tujuan diuapkan di atas waterbath bertujuan untuk menghilangkan sisa etanol dan air
(Kumalasari et al., 2019).

4.4.1 Rendemen Ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan berat ekstrak yang dihasilkan dengan
berat simplisia sebagai bahan baku yang digunakan. Hasil rendemen dari suatu sampel
sangat diperlukan karena bertujuan untuk mengetahui banyaknya ekstrak yang
diperoleh selama proses ekstraksi. Selain itu, data hasil rendemen tersebut ada
hubungannya dengan senyawa aktif dari suatu sampel sehingga apabila jumlah
rendemen semakin banyak maka jumlah senyawa aktif yang terkandung dalam sampel
juga semakin banyak, bahwa tingginya senyawa aktif yang terdapat pada suatu sampel

ditunjukkan dengan tingginya jumlah rendemen yang dihasilkan (Hasnaeni et al.,
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2019). Nilai rendemen yang tinggi menunjukkan banyaknya komponen bioaktif yang
terkandung didalamnya, semakin tinggi nilai rendemen maka semakin tinggi
kandungan zat yang tertarik pada suatu bahan baku. Hasil rendemen ekstrak biji pepaya

(Carica Papaya L.) setelah dilakukan proses pemekatan dengan rotary evaporator

Jumlah ekstrak yang dihasilkan

diperoleh sebanyak 67,5 % dengan rumus perhitungan ——— ,
Jumlah simplisia yang digunakan

100% (Senduk et al., 2020). Hasil dapat dilihat pada tabel 4.3
Tabel 4. 3 Hasil Rendemen Ekstrak Biji Pepaya (Carica Papaya L..)

Sampel Bobot Ekstrak Bobot Serbuk %Hasil
Simplisia
Biji Pepaya 2000 gram 1350 gram 67,5%
(Carica Papaya
L.)

4.4.2 Uji Organoleptis

Uji organoleptis bertujuan untuk menunjukkan bentuk, warna dan bau dari
ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.). Uji organoleptis menggunakan panca indra
secara langsung menunjukkan ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) memiliki tekstur
cair setengah kental yang menyerupai tekstur tingtura memiliki bau khas dan memiliki
warna kuning kecoklatan.
4.4.3 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol dilakukan untuk memastikan bahwa ekstrak biji pepaya
(Carica Papaya L.) yang diperoleh bebas dari etanol sehingga mendapatkan ekstrak
yang murni tanpa ada kontaminasi dan ekstrak dapat digunakan untuk tahap selanjutnya
(Kurniawati, 2015). Hasil uji bebas etanol dapat dilihat pada Tabel 4.4

Tabel 4. 4 Hasil Uji Bebas Etanol Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

Sampel Perlakuan Hasil Keterangan
Ekstrak Biji Pepaya H:SOs + Asam + Tidak berbau
(Carica PapayaL.) Asetat Glasial khas pelarut dari

etanol

Keterangan : (+) tidak terdapat kandungan etanol 70%
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Uji bebas etanol dilakukan dengan penambahan 1 ml asam sulfat pekat dan
asam asetat glasial ditambahkan ke dalam sampel ekstrak, hasil uji bebas etanol
ditandai dengan tidak berbau khas pelarut etanol (Mauti et al., 2018). Dari hasil uji
yang diperoleh tidak berbau khas etanol sehingga dapat dinyatakan bahwa ekstrak biji
pepaya (Carica Papaya L.) telah bebas dari etanol. Hasil uji bebas etanol dapat dilihat
pada Gambar 4.1

Gambar 4. 1 Hasil Uji Bebas Etanol Biji Pepaya (Carica Papaya L.)
4.4.4 Sriking Fitokimia

Pengujian skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui senyawa atau
metabolit sekunder yang terdapat dalam sampel ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.)
(Muthmainah, 2017) dengan menambahkan beberapa bahan kimia sehingga dapat di
identifikasi dengan adanya perubahan warna pada sampel. Hasil uji skrining fitokimia

ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) dapat dilihat pada Tabel 4.5
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Tabel 4. 5 Hasil Uji Skrining Fitokimia Ekstrak Biji Pepaya

Golongan Pereaksi keterangan Hasil
Senyawa
Flavonoid Etanol 70% + Mg Jingga kehijauan +
0,1 + HCL Pekat
Tanin Etanol 70% + FeCl Hijau +
1%
Saponin Aquadestilata Busa Stabil +
panas
Alkaloid HC1 2N + Mayer Endapan Putih +

Keterangan : (+) terdapat senyawa dan (-) tidak terdapat senyawa

Hasil uji skrining fitokimia ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.)
menunjukkan bahwa ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) mengandung senyawa
flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid. Hasil skrining fitokimia tersebut sesuai dengan
penelitian Agustina dan Murwani (2013), yang menyatakan jika biji pepaya (Carica
Papaya L.) memiliki komponen utama senyawa metabolit sekunder yang memiliki efek
antihiperkolesterol yaitu senyawa flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid.
4.4.4.1 Uji Flavonoid

Uji skrining fitokimia pada ekstrak untuk mengetahui adanya senyawa
flavonoid di dalam ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.). Hasil uji skrining fitokimia
senyawa flavonoid, ekstrak didapatkan hasil positif (+) terdapat warna jingga
kehijauan. Pengujian senyawa flavonoid dilakukan dengan cara sejumlah ekstrak
dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian di tambahkan dengan etanol 70%
dikocok, dipanaskan, dan dikocok lagi kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh
kemudian ditambah dengan Mg 0,1 gram dan 2 tetes HCL pekat (Huda et al., 2019).
Tujuan penambahan Mg 0,1 gram dan 2 tetes HCL pekat ini untuk mereduksi ikatan
glikosida dengan flavonoid agar senyawa flavonoid dapat diidentifikasi, maka ikatan
glikosida dengan flavonoid dalam tanaman harus diputus dengan cara merdeuksi ikatan
tersebut (Muthmainah, 2017).
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Senyawa flavonoid mempunyai mekanisme kerja sebagai antihiperkolesterol
yang memiliki fungsi menurunkan oksidasi kolesterol Low Density Lipoprotein,
menurunkan peroksidasi lemak, dan menghambat perkembangan lesi aterosklerosis
pada penyakit kardiovaskular. Efek antioksidan yang terdapat dalam biji pepaya
memiliki peranan penting dalam melawan produksi reactive oxygen species (ROS) dan
produk peroksidasi lipid (Saputri et al., 2017). Hasil uji skrining fitokimia senyawa
flavonoid dapat dilihat pada Gambar 4.2

() (b)

Gambar 4. 2 Hasil Uji Flavonoid (a) Sebelum Direaksikan (b) Hasil Setelah
Direaksikan

4.4.4.2 Uji Tanin

Pengujian tanin dilakukan bertujuan untuk mengetahui adanya senyawa tanin
didalam ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.). hasil pengujian skrining fitokimia
tanin didapatkan hasil positif (+) terdapat warna hijau kehitaman. Pengujian senyawa
tanin dilakukan dengan cara ekstrak ditambahkan etanol sampai ekstrak terendam,
kemudian ditambahkan 2-3 tetes FeCls 1% (Huda et al., 2019). Terbentuknya warna
hijau kehitaman yang menandakan terjadinya pembentukan senyawa kompleks antara
tanin dan Fes+ yang memberikan indikasi perubahan warna hijau, merah, ungu, biru,
atau hitam yang tua. Pengujian skrining fitokimia menggunakan FeCls karena dapat

menentukan bahwa sampel tersebut mengandung gugus fenol, adanya gugus fenol
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ditunjukkan dengan warna hijau kehitaman atau biru tua setelah ditambahkan FeCls,
sehingga apabila uji fitikimia dengan FeCls 1% yang memberikan hasil positif
dimungkinkan dalam sampel tersebut terdapat senyawa fenol dan dimungkinkan salah
satunya yaitu tanin (Kholifah, 2022).

Tanin  diketahui telah terbukti memiliki efek antiplatelet dan
antihiperkolesterolemik yang kuat dengan cara mereduksi absorbsi kolesterol di usus.
Selain itu, tanin juga memiliki aksi mengikat asam empedu sehingga dapat
menurunkan kadar kolesterol di plasma, cara menurunkan kadar kolesterol dalam 61
darah dengan cara memperbesar jumlah pengeluaran kolesterol sebagai asam empedu.
Tanin memebentuk gel didalam usus halus dan mengikat lemak, kolesterol dan asam
empedu sehingga asam empedu tidak bisa diserap dalam usus halus (Saputri et al.,

2017). Hasil uji skrining fitokimia senyawa tanin dapat dilihat pada gambar 4.3

() (b)

Gambar 4. 3 Hasil Uji Tanin (a) Sebelum Direaksikan (b) Hasil Setelah
Direaksikan

4.4.4.3 Uji Saponin

Pengujian saponin dilakukan bertujuan untuk mengetahui adanya senyawa
saponin didalam ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.). hasil pengujian skrining
fitokimia saponin didapatkan hasil positif (+) terbentuknya busa yang stabil. Pengujian

senyawa saponin dilakukan dengan cara Ekstrak diambil sebanyak + 1 ml dididihkan
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dengan 10 ml aquadestilata dalam penangas air. Kemudian filtrat dikocok dan
didiamkan selama 15 menit. Terbentuknya busa yang stabil berarti positif terdapat
saponin (Huda et al., 2019). Busa terbentuk karena adanya glikosida yang dapat
memebentuk busa dalam air dan kemudian terhidrolisis menjadi glukosa. Senyawa
saponin merupakan senyawa yang aktif permukaan yang mudah terdeteksi melalui
kemampuannya dalam membentuk busa. Komponen ikatan glikosida yang terdapat

didalam saponin menyebabkan senyawa cenderung bersifat polar (Kholifah, 2022).

Saponin merupakan salah satu senyawa yang memiliki aksi hipolipidemik,
saponin dapat menurunkan kadar kolesterol di plasma melalui penghambatan absorbsi
kolesterol di usus. Saponin diketahui memiliki aksi yang menyerupai resin, sehingga
menurunkan sirkulasi enterohepatik dari asam empedu (Saputri et al., 2017). Hasil
skrining fitokimia saponin dapat dilihat pada gambar 4.4

AU NT S AR

=

(@) (b)

Gambar 4. 4 Hasil Uji Saponin (a) Sebelum Direaksikan (b) Hasil Setelah
Direaksikan

4.4.4.4 Uji Alkaloid

Uji skrinning fitokimia pada ekstrak untuk mengetahui adanya senyawa
alkaloid di dalam ekstrak biji pepaya (Crescentia cujete L.). Hasil uji alkaloid ekstrak
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didapatkan hasil positif (+) terdapat endapan putih, karena senyawa alkaloid yang
direaksikan dengan HCI 2N dan pereaksi meyer. Tujuan penambahan HCI karena
senyawa alkaloid bersifat basa sehingga biasanya diekstrak dengan pelarut yang
bersifat asam (Pradana, 2014). Pereaksi mayer dengan senyawa alkaloid dapat
menghasilkan endapan. Endapan yang terbentuk adalah kompleks kalium-alkaloid
(Ergina, 2014). Pereaksi mayer merupakan pereaksi yang paling banyak digunakan
untuk mendeteksi alkaloid karena mampu memberikan endapan putih hampir semua
alkaloid dan kebanyakan alkaloid bereaksi tanpa membedakan kelompok alkaloid

(Pradana, 2014). Hasil skrining fitokimia alkaloid dapat dilihat pada gambar 4.5

Gambar 4. 5 Hasil Uji Alkaloid

4.5 Identifikasi Senyawa Menggunakan LC-MS

Prinsip Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) akan didapatkan
kromatrogram berupa alur tinggi puncak dan akan didapatkan bobot molekul dari
senyawa yang terdapat dalam ekstrak sehingga dapat diketahui jumlah senyawa yang
dikandung setiap sampel. Liquid Chromathography Mass Spectrometry (LC-MS)
merupakan teknik analisis yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari
kromatografi cair dengan spesifitas deteksi spectrometri massa. Data Liquid
Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) dapat digunakkan untuk mengetahui

informasi mengenai berat molekul, struktur, identitas dan kuantitas komponen sampel
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tertentu, senyawa dipisahkan atas dasar interaksi relatif dengan lapisan kimia partikel-
partikel (fase diam) dan elusi pelarut melalui kolom (fase gerak) (Mangurana et al.,
2019). Hasil uji Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) ekstrak etanol
biji pepaya (Carica Papaya L.) dari Chromatogram dapat digunakan untuk melihat
puncak terendah hingga puncak yang tertinggi dan untuk mengidentifikasi kandungan
dengan jumlah 94 senyawa yang ditemukan dalam ekstrak. Puncak Chromatogram
dapat dilihat pada Gambar 4.6. Identifikasi menggunakan LC-MS bahwa ekstrak
etanol biji pepaya mengandung golongan fenol, flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid
yang terdeteksi dapat dilihat pada Tabel 4.6. Hasil data (Liquid Chromatography Mass
Spectrometry) dapat digunakan untuk mengetahui berat molekul, struktur, identitas dan
kuantitas komponen sampel tertentu, senyawa dipisahkan atas dasar interaksi relative
dengan lapisan kimia partikel — partikel (fase diam) dan elusi pelarut melalui kolom
(fase gerak) dari property LC-MS meliputi kolom shimadzu shim pack FC-ODS (2 mm
X 150 mm, 3um) volume injeksi 1 ul tegangan kapiler 3,0 kV, suhu kolom 35°C, mode

fase gerak isocratic, laju aliran 0,5 ml/min, dan pelarut etanol 95%
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Tabel 4. 6 Deteksi dan Identifikasi Senyawa Ekstrak Biji Pepaya (Carica Papaya

L)
No. Senyawa Wa Kompo Golon Kadar
Peak ktu sisi gan
Rete (%)
nsi
(Rt)
2 Fumaric acid 1,238 1,86869 Fenol 22,46%
16 Caffeic acid 4,634 1,86183
10 Tartaric acid 1,6 1,78727
20 5,7 dimethoxycoumarin o 57/ 1,73492
5 Isopropyl butyrate 1,47 1,68662
18 Ferulic acid 5,043 1,55093
13 P-coumaric acid 1,839 1,28619
6 Malic acid 1,473 1,25444
9 Cinnamic acid 1,582 1,16907
8 Coumarin 1,542 1,12871
35 5-O-caffeoylshikimic acid 12,255 1,07634
38 4p-coumaroylquinic acid 12,278  1,06677
39 Chlorogenic acid 12,421 1,0431
1 2,3-butanedione 1,157 0,96038
4 Benzoic acid 1,289 0,86031
12 3,4 dihydroxybenzoic acid 1,625 0,78433
11 Methyl salicylate 1,606 0,70736
3 Succinic acid 1,246 0,63951
33 Quercetin 11,427  2,4791 Flav.  43,33%
onoi
d
44 Kaempferol-7-rhamnoside 20,062 2,20798
46 Luteolinidin-5-glucoside 20,105 2,12122
27 Kaempferol 10,322 2,08820
92 Kaempferol-3 46,286 2,0198
glucoside-2-
rhamnoside- 7-
rhamnoside
48 Kaempferol-3- 21,429 1,81343
O-rhamnoside
85 Kaempferol-3-(5- 34,016 1,6852
feruloyapoiside)
30 7-hydroxy-5-methoxy-6,8- 10,519 1,68012
dimethylflavanone
45 Kaempferol-4-rhamnoside 20,063 1,56121

59



Tabel 4.6 Lanjutan

60

61 Kaempferol-3-(2- 24,678 1,47105
acethylrhamnoside)

47 Isovitexin 21,385 1,41615

53 Kaempferol-7-O-B-D- 22,642 1,38104
Glucoside

68 Kaempferol-3-O-(6- 30,865 1,37295
malonyglucoside)

32 2,4-dihydroxy-6-methoxy- 11,017 1,34387
3,5-dimethylchalcone

51 Glucotropaeolin 22,613 1,32580

52 Kaempferol-3-O-D- 22,623 1,29601
Glucoside

90 Rutin 35,517 1,2281

64 Quercituron 25,835 1,21438

60 Hyperoside 24,02 1,19651

67 Kaempferol-3(2,4- 28,206 1,14672
diacetylrhamnoside)

59 Isoquercitrin 24,018 1,14172

83 Kaempferol-7- 34,003 1,11993
rhamnoside-4-glucoside

54 Quercitrin 23,194 1,09142

24 Apigenin 9,365 1,08171

74 Quercetin-3-O-(6- 31,822 1,06805
malonyl-glucoside)

26 Narigenin 9,732 1,02958

49 Quercetin-3-arabinoside 21,436 0,8829

89 Quercetin-3-glucoside-7- 35,511 0,86183
rhamnoside

50 Quercetin-3-O- 22,174 0,78791
rhamnoside

29 4,6-dihydroxy-3,5- 10,517 0,76572
dimethyl-2-
methoxychalco
ne

7 a - phelleadrene 1,495 0,729

16

88 Kaempferol-3-(6- 35,508 0,722
caffeolglucoside) 55

94 3-0- 3,042 1,668 Tani  11,47%
galloylepigallocatechin- 21 n

(4B—8)epigallocatechin-
3-O-gallate
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Tabel 4.6 Lanjutan

14 Gallic acid 11,503 1,631
03
34 Epigallocatechin 23,705 1,472
19
58 Epigallocatechin gallate 33,496 1,419
69
79 Procyanidin B1 33,499 1,191
18
80 Procyanidin B3 35,544 1,007
92
93 Prodelphinidin C2 59,186 1,161
78
91 Prodelphinidin B 60,039 1,924
55
31 Sambunigrin 10,616 1,124 Sapo  1,12%
90 nin
65 Carpaine 25,934 3,129 Alka — 10,38%
24 loid
66 Pseudocarpaine 25,941 2,806
37
62 Dehydrocarpaine Il 24,779 2,291
21
63 Dehydrocarpaine | 24,844 2,154
38

Tabel 4.6 memaparkan hasil dengan metode LC-MS pada Total lon Current
diatas 1000 dalam ekstrak biji pepaya terdeteksi dan teridentifikasi adanya golongan
senyawa fenol, flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid dimana golongan tersebut yang

berpengaruh sebagai antihiperkolesterol dan atioksidan.

45.1 Golongan Fenol

Total komposisi yang diperoleh dari deteksi dan identifikasi ekstrak biji pepaya
pada golongan fenol yaitu sebanyak 22,46% dari 18 senyawa fenol, senyawa fenol
dalam hasil LC-MS yang memiliki komposisi senyawa tertinggi yaitu fumaric acid
memiliki komposisi 1,86869% dengan waktu retensi 1,238. Fenol merupakan senyawa
yang menempel pada cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksi yang
terikat pada cincin aromatis sehingga mudah teroksidasi dengan menyumbangkan atom

hidrogen pada radikal bebas memiliki kemampuan membentuk radikal fenoksi yang
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stabil pada reaksi oksidasi sehingga fenol sangat potensial sebagai antioksidan (Nadila,
2022).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat digunakan untuk menyerap atau
menetralisir radikal bebas sehingga dapat mencegah penyakit-penyakit degeneratif
seperti kardiovaskuler, karsinogenesis, dan penyakit lainnya. Senyawa antioksidan
merupakan substansi yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan dapat
mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal, protein,
dan lemak. Senyawa ini memiliki struktur molekul yang dapat memberikan
elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa terganggu sama sekali fungsinya dan
dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas. Potensinya sebagai antioksidan
menyebabkan fenol memungkinkan dapat mencegah teroksidasinya kolesterol LDL
sebagai tahap awal terjadinya aterosklerosis (Yunarto et al., 2019).

4.5.2 Golongan Flavonoid

Total komposisi yang diperoleh dari deteksi dan identifikasi ekstrak biji pepaya
pada golongan flavonoid yaitu 43,33% dari 32 senyawa flavonoid, golongan tersebut
merupakan golongan senyawa terbanyak yang terdapat dalam ekstrak biji pepaya yang
dapat berpengaruh besar terhadap antihiperkolesterol. Senyawa flavonoid salah satu
jenis kelompok senyawa terbesar yang terdapat pada tanaman, kelompok flavonoid
ada sekitar 10.000 jenis flavonoid yang teridentifikasi dalam tanaman, flavonoid
merupakan senyawa yang penting bagi tanaman yaitu untuk melindungi tanaman dari
serangan jamur parasit, patogendan melindungi tanaman dari cahaya tampak yang
dapat menyebabkan kerusakan oksidatif (Martha et al., 2023). Golongan flavonoid dari
hasil LC-MS memiliki kandungan senyawa tertinggi yaitu quercetin dengan komposisi
sebesar 2,4791 % dengan waktu retensi 11,427. Quercetin merupakan salah satu zat
aktif golongan flavonoid yang memiliki aktivitas biologis yang kuat, senyawa
quercetin ini berfungsi sebagai menurunkan kadar kolesterol darah dengan cara
mengoksidasi Low Density Lipoprotein (LDL) sehingga membentuk sel busa dan tidak
terjadi kerusakan lipid (Rustanti et al., 2021).
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Flavonoid (quercetin) juga bekerja sebagai inhibitor enzim HMG-CoA
reduktase sehingga sintesis kolesterol dapat menurun, pada saat kolesterol ditransfer
dari usus menuju ke hati maka enzim HMG-CoA reduktase yang berfungsi sebagai
mengubah asetil-koA menjadi mevalonad dalam sintesis kolesterol dapat terhambat
maka produk sintesis kolesterol di hati akan berkurang (Artha et al., 2017). Senyawa
flavonoid merupakan antioksidan eksogen yang telah dibuktikan dapat bermanfaat
untuk mencegah kerusakan sel yang disebabkan dari stres oksidatif. Mekanisme
flavonoid sebagai antioksidan dapat secara langsung maupun tidak langsung.
Flavonoid secara langsung yaitu dengan mendonorkan ion hidrogen sehingga dapat
menetralisir efek toksik dari suatu radikal bebas sedangkan flavonoid tidak secara
langsung yaitu meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen melalui beberapa
mekanisme salah satu contohnya yaitu melalui aktivasi nuclear factor erythroid 2
releates factor 2 (Nrf2) (Shinta & Kusuma, 2015).

4.5.3 Golongan Tanin

Total komposisi yang diperoleh dari deteksi dan identifikasi ekstrak biji pepaya
terhadap golongan tanin yaitu 11,47% dari 8 senyawa tanin. Golongan tanin dari hasil
LC-MS memiliki kandungan senyawa tertinggi yaitu 3-0-galloylepigallocatechin-
(4p—8) epigallocatechin-3-O-gallate dengan komposisi 1,66821% dengan waktu
retensi 3,042. Tanin merupakan salah satu senyawa golongan polifenol yang banyak
dijumpai pada tanaman. Tanin dapat didefinisikan sebagai senyawa polifenol yang
memilikiberat molekul yang sangat besar yaitu lebih dari 1000 g/mol serta dapat
membentuk senyawa kompleks dengan protein, senyawa tanin terdiri dari cincin
benzena (C6) yang berikatan dengan gugus hidroksil (-OH). Tanin memiliki peranan
biologis karena berfungsi sebagai pengendap protein dan penghelat logam (Hidayah,
2016). Tanin memiliki kemampuan dalam mengendapkan suatu protein, karena tanin
dan molekul protein mengandung banyak gugus ikatan fungsional yang kuat, yang
menimbulkan ikatan silang yang besar dan kompleks, tanin secara alami dapat larut

dalam air dan dapat memberi warna yang bervariasi dari warna terang sampai merah
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tua atau warna coklat, karena setiap turunan tanin memiliki warna yang berbeda
tergantung dari sumbernya (Kurniawan & Zahra, 2021).

Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin yang mudah terhidrolisis. Tanin
yang mudah terhidrolisis merupakan polimer gallic dan ellagic acid yang berikatan
ester dengan sebuah molekul glukosa, sedangkan tanin terkondensasi merupakan
polimer senyawa flavonoid dengan ikatan karbon-karbon berupa catechin dan
gallocatechin (Noer et al., 2020). Mekanisme kerja taninsebagai antihiperkolesterol
yaitu bekerja menghambat penyerapan lemak di usus dengan cara bereaksi dengan
protein mukosa dan sel epitel usus. Selain itu, tanin dapat mengendapkan mukosa
protein di permukaan usus halus sehingga mengurangi efektivitas penyerapan
kolesterol dan lemak (Artha et al., 2017).

4.5.4 Golongan Saponin

Total komposisi yang diperoleh dari deteksi dan identifikasi ekstrak biji pepaya
pada golongan saponin yaitu 1,12% dari 1 senyawa saponin. Saponin merupakan
senyawa metabolit sekunder yang banyak ditemukan pada tanaman bagian akar, kulit,
daun, biji, dan buah yang dapat berfungsi sebagai pertahanan. Keberadaan senyawa
saponin identik dengan rasa pahit, pembentukan busa yang stabil pada larutan cair dan
mampu membentuk molekul dengan kolesterol. Tanaman yang belum masak memiliki
kandungan tanin yang lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman yang sudah masak.
Saponin terdiri dari gula yang biasanya mengandung glukosa, galaktosa, asam
glukoronat, xylosa, rhamnosa, atau methylpentosa yang berikatan dengan hydrophobic
aglycone (sapogenin) yaitu steroid atau triterpenoid membentuk glikosida (Hidayah,
2016).

Biji pepaya teridentifikasi mengandung senyawa saponin yang merupakan
salah satu senyawa yang poten memiliki aksi hipolipodemi. Golongan saponin yang
teridentifikasi memiliki kandungan yang tinggi yaitu senyawa sambunigrin dengan
komposisi 1,12490% dengan waktu retensi 10,616, mekanisme Kkerja saponin

(sambunigrin) sebagai antihiperkolesterol yaitu bekerja dengan menurunkan kadar
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kolesterol di plasma melalui proses penghambatan absorpsi kolesterol di usus. Saponin
diketahui dapatmemiliki aksi yang mirip dengan resin, sehingga dapat menurunkan

sirkulasienterohepatik dari asam empedu (Satriyasa et al., 2017).

4.5.5 Golongan Alkaloid

Total komposisi yang diperoleh dari deteksi dan identifikasi ekstrak biji pepaya
pada golongan alkaloid yaitu 10,38% dari 4 senyawa alkaloid. Golongan alkaloid yang
teridentifikasi dengan komposisi tertenggi yaitu carpaine sebesar 3,12924% dengan
waktu retensi 25,934. Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder terbanyak
yang memiliki atom nitrogen, yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan dan hewan.
Senyawa alkaloid sebagian besar bersumber dari tumbuhan terutama tumbuhan dengan
spesies angiosperm. Spesies angiosperm mengandung senyawa alkaloid lebih dari
20%, senyawa alkaloid dapat ditemukan pada tanaman seperti bunga, daun, biji,
ranting, akar, dan kulit batang. Alkaloid yang terdapat pada tanaman berfungsi sebagai
racun yang dapat melindungi dari serangga dan herbivora, faktor pengatur
pertumbuhan, dan senyawa simpanan yang menyuplai nitrogendan unsur-unsur lain

yang diperlukan oleh tanaman (Ningrum et al., 2017).

Mekanisme kerja alkaloid (carpaine) sebagai antihiperkolesterol yaitu bekerja
sebagai antioksidan dengan mendonorkan ion hidrogen seperti senyawa flavonoid.
Senyawa tersebut dapat menghambat aktivitas enzim lipase pancreas sehingga
meningkatkan sekresi lemak melalui feses. Berkurangnya enzim lipase pankreas dapat
mengurangi deposit trigliserida yang masuk dari usus halus karena enzim tersebut
mengubah trigliserida menjadi dua monogliserid dan dua asam lemak bebas sehingga
dapat masuk ke dalam pembuluh darah (Artha et al., 2017).

4.6 Uji Efektivitas Terhadap Penurunan Kadar Kolesterol LDL

Pengujian in vivo dilakukan dengan hewan coba tikus galur Sprague Dawley
dengan pertimbangan, tikus memiliki kesamaan dengan manusia dalam sistem
reproduksi, sistem saraf, penyakit, dan kecemasannya. Tikus galur Sprague Dawley ini

merupakan jenis outbred tikus albino serbaguna secara ekstensif dalam riset medis.
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Keuntungan utamanya adalah ketenangan dan kemudahan penanganannya (Maula,
2014). Hewan coba yang digunakan telah memepertimbangkan etika hewan yang harus
memenuhi prinsip 3R yaitu Repleacement, Reduction, dan Refinement (Kholifah,
2022).

Perlakuan terhadap tikus yaitu dilakukan proses aklimatisasi selama * 7 hari
agar dapat menyesuaikan diri dengan lingkungan tempat penelitian. Tikus diberikan
pakan standart 511 sebanyak 20 gram dan air minun aquadest ad libitum. Setelah masa
aklimatisasi, tikus dikelompokkan menjadi 6 kelompok yang terdiri dari kelompok
kontrol positif, kontrol negatif, kontrol normal, uji dosis 150 mg/kgBB, uji dosis 300
mg/kgBB, dan 450 mg/kgBB. Masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor tikus.

Pada penilitian ini digunakan 3 kelompok pembanding yaitu kelompok kontrol
positif, kontrol negatif, dan kontrol normal. Kelompok kontrol positif digunakan untuk
membandingkan efektivitas penurunan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein
(LDL) oleh simvastatin dengan ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) dosis
simvastatin yang digunakan adalah 10 mg untuk manusia, kemudian dosis ini
dikonversikan ke dosis hewan menggunakan rumus yangtertera pada Lampiran. 2
sedangkan, kelompok kontrol negatif digunakan untuk membandingkan penurunan
kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) tikus setelah pemberian pakan
hiperkolesterol pada semua kelompok tikus. Kelompok kontrol normal digunakan
untuk membandingkan penurunan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL)
yang normal dengan cara tidak diberi pakan hiperkolesterol atau tidak dilakukan
perlakuan sama sekali. Selain itu kelompok kontrol normal juga diperlukan untuk
melihat pengaruh larutan pensuspensi dalam penurunan kadar kolesterol Low Density

Lipoprotein (LDL). Bahan pensuspensi menggunakan CMC-Na 0,5%.

Metode yang digunakan untuk pengujian peningkatan kadar kolesterol Low
Density Lipoprotein (LDL) pada tikus yaitu dengan cara tikus dibuat hiperkolesterol
yang diinduksi dengan pemberian makanan tinggi lemak dengan menggunakan lemak

babi 5% dan pakan standart 95% dengan cara lemak babi di cairkan terlebih dahulu
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kemudian diberikan pakan standart, pemberian pakan tinggi lemak dilakukan secara
oral menggunakan sonde lambung sampai tikus mengalami hiperkolesterol (Wulandari
et al., 2015). Komposisi makanan hiperkolesterol tersebut dipilih karena mengandung
lemak yang tinggi sehingga dapat meningkatkan kadar kolesterol. Dini Fauzan M
(2016), menyebutkan padapenelitian sebelumnya, bahwa penambahan lemak pada
proses penginduksian dapat meningkatkan kadar kolesterol. Tikus diinduksi dengan
makanan hiperkolesterol selama 14 hari terhadap semua kelompok kecuali kelompok
normal. Setelah 14 hari proses penginduksian, tikus diberikan = suspensi simvastatin
untuk kelompok kontrol positif dan suspensi ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.)
pada kelompok uji berbagai dosis selama 14 hari.

Setelah dilakukannya perlakuan penginduksian dan pengobatan terhadap tikus,
dilanjutkan dengan proses pengambilan sampel darah tikus. Sebelum proses
pengambilan sampel darah tikus dan dilakukan proses anestesia menggunakan
ketamine dan xylazine melalui intraperitoneal (IP) karena tidak menyebabkan
peradangan peritonium dan kerusakan hati meskipun masih ditemukan nekrosis otot
akut di tempat injeksi. Rute pemberian intraperitoneal direkomendasikan pada tikus
karena dapat memberikan penyerapan yang cepat sehingga memungkinkan induksi
anestesi yang cepat (Krissanti et al., 2023). Tikus sebelum di anestesia dan diambil
sampel darah dipuasakan terlebih dahulu selama + 12 jamhal ini dilakukan untuk
menghindari reflek muntah yang disebabkan oleh penggunaan obat anestesi (Fitriani et
al., 2019).

Ketamine merupakan salah satu jenis obat anestesi yang dapat digunakan pada
hampir semua jenis hewan. Ketamine dapat menimbulkan efek yang membahayakan
yaitu takikardia, hipersalivasi, meningkatkan kejang otot, nyeri pada tempat
penyuntikan, dan bila dosis berlebih maka akan menyebabkan pemulihan berjalan
lambat dan membahayakan. Efek samping tersebut yang tidak diinginkan dapat diatasi
dengan mengkombinasi obat-obatan dan mengambil kelebihan masing-masing sifat.

Kombinasi yang paling sering digunakan untuk anestesi terhadap hewan coba yaitu
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ketamine dan xylazine, kedua obat anestesi ini merupakan agen kombinasi yang saling
melengkapi antara efek analgesik dan relaksasi otot yang baik. Penggunaan xylazine
dapat mengurangi sekresi saliva dan peningkatan tekanan darah yang diakibatkan oleh
penggunaan ketamine. Penggunaan kombinasi ketamine dan xylazine sebagai anestesi
umum memiliki banyak keuntungan yaitu mudah dalam pemberian, ekonomis,
induksinya cepat begitu pula dengan pemulihannya, mempunyai pengaruh relaksasi

yang baik dan jarang menimbulkan komplikasi klinis (Krissanti et al., 2023).

Setelah proses anestesi dilakukan proses pengambilan sampel darah tikus
melalui intracardia atau melalui jantung tikus dan dilanjutkan dengan proses
pengukuran kadar kolesterol High Density Lipoprotein (HDL). Pengukuran kadar
kolesterol darah tikus dilakukan dengan proses metode Direct Enzymatic Colorimetric
Test dengan alat spektrofotometer UV-Visible yang diperoleh berupa kadar.
Pengukuran peningkatan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) dilakukan
satu kali yaitu pada hari ke-29. Data profil pemeriksaan kadar kolesterol Low Density
Lipoprotein (LDL) dapat dilihat pada tabel 4.7

Tabel 4. 7 Data Profil Pemeriksaan

Kode sampel LDLC (mg/dl) £ SD
RERATA KN 35.415 + 4.59
RERATA K- 49.368 + 15.94
RERATA K+ 26.675 £ 13.33
RERATA P1 19.155 + 10.86
RERATA P2 19.182 + 5.67
RERATA P3 10.113+4.54

Keterangan : SD = Standart Deviasi
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan selama 28 hari dapat
menurunkan kadar kolesterol LDL yang disajikan pada Gambar 4.6



69

Profil LDLC (mg/dl)
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Keterangan :

X = Rerata

SD = Standart Deviasi

K- = Pakan Standart (511) + Induksi Lemak Babi

K+ = Pakan Standart (511) + Induksi Lemak Babi + Simvastatin 10 mg

P1 = Pakan Standart (511) + Induksi Lemak Babi + Ekstrak Biji Pepaya 150 mg/KgBB

P2 = Pakan Standart (511) + Induksi Lemak Babi + Ekstrak Biji Pepaya 300 mg/KgBB

P3 = Pakan Standart (511) + Induksi Lemak Babi + Ekstrak Biji Pepaya 450 mg/KgBB
Gambar 4. 7 Rerata Kadar LDLC Setelah Perlakuan

Berdasarkan pemeriksaan patologi klinik yang dimaksudkan untuk mengetahui
gambaran kimia darah dari hewan percobaan, kelompok tikus yang diberikan perlakuan
penginduksian lemak babi selama 14 hari dan pemberian pengobatan simvastatin pada
kelompok kontrol positif dan pemberian ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.) dengan
variasi dosis 150 mg/KgBB, 300 mg/KgBB, dan 450 mg/KgBB pada kelompok
perlakuan selama 14 hari. Pemberian simvastatin pada kelompok kontrol positif
memiliki efek lebih tinggi dan menunjukkan penurunan yang paling tinggi yaitu rata -
rata sebesar 26.675 mg/dl dibandingkan dengan 3 kelompok perlakuan, simvastatin

@ Watermarkly
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merupakan obat antihiperkolesterol yang telah terbukti khasiatnya bekerja dengan cara
menghambat enzim HMG-CoA reduktase dan merupakan obat pilihan yang efektif
untuk menurunkan kadar kolesterol LDL (Hariadini et al., 2020). Selain pemberian
obat sintesis dapat dilakukan dengan penggobatan herbal yaitu pemberian ekstrak biji
pepaya (Carica Papaya L.) terhadap kelompok perlakuan 1, 2, dan 3. Berdasarkan data
rerata penurunan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) Kelompok
perlakuan 3 berpengaruh lebih tinggi dibanding dengan kelompok perlakuan 1 dan 2
dengan rerata dosis uji 150 mg/kgBB sebesar 19.155 mg/dl, dosis uji 300 mg/kgBB
sebesar 19.182 mg/dl, dan dosis uji 450 mg/kgBB sebesar 10.113 mg/dl.

Penelitian ini bahwa pemberian simvastatin pada kontrol positif dan pemberian
ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L) dengan variasi konsentrasi 150 mg/kgBB, 300
mg/kgBB, dan 450 mg/kgBB memiliki pengaruh aktivitas terhadappeningkatan kadar
kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL). Adanya penurunan kadar kolesterol Low
Density Lipoprotein (LDL) setelah pemberian ekstrak biji pepaya disebabkan bahwa
biji pepaya memiliki kandungan golongan senyawa yang memberikan efek sebagai
antihiperkolesterol yaitu golongan flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid (Alaydrus et
al., 2020). Flavonoid bekerja sebagai inhibitor enzim HMG-CoA reduktase sehingga
sintesis kolesterolmenurun, pada saat kolesterol ditranspor dari usus ke hati maka
HMG-CoA reduktase yang bertugas mengubah asetil-koA menjadi mevalonat dalam
sintesis kolesterol akan terhambat sehingga produk sintesis kolesterol oleh hati
berkurang (Artha et al., 2017). Tanin memiliki efek antihiperkolesterol yang kuat yaitu
bekerja dengan cara mereduksi absorbsi kolesterol di usus. Selain itu tanin memiliki
aksi mengikat asam empedu sehingga dapat menurunkan kolesterol di plasma, tanin
membentuk gel dalam usus halus dan mengikat lemak, kolesterol, dan asam empedu,
sehingga asam empedu tidak bisa diserap dalam usus halus sehingga terbuang melalui
usus besar (Satriyasa et al., 2017). Saponin berkaitan dengan kolesterol pada lumen
intestinal dapat reabsorbsi kolesterol. Saponin dapat berikatan dengan asam empedu
sehingga dapat menurunkan absorbsi kolesterol dalam tubuh dan dapat mempengaruhi

biosintesis kolesterol dihati (Alaydrus et al., 2020). Alkaloid dapat bekerja dengan
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menghambat aktivitas enzim lipase pankreas sehingga meningkatkan sekresi lemak
melalui feses yang mengakibatkan penyerapan lemak dihati terhambat sehingga tidak
dapat diubah menjadi kolesterol (Artha et al., 2017).

Hasil pengukuran kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) dilanjutkan
dengan pengolahan data menggunakan sistem komputerisasi menggunakan program
SPSS (Statistical Product Service Solution) dilakukan dengan uji normalitas. Uji
Normalitas adalah sebuah uji yang dilakukan dengan tujuan untuk menilai sebaran data
pada sebuah kelompok data atau variabel, apakah sebaran data tersebut berdistribusi
normal ataukah tidak (Fahmeyzan et al., 2018). Uji normalitas yang digunakan yaitu
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena sampel yang digunakan jumlahnya kurang dari
50.

Uji normalitas dikatakan normal apabila nila signifikan >0,05. Berdasarkan
hasil uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk pada kelompok kontrol dan
perlakuan diperoleh nilai signifikan >0,05 pada tiap kelompok berdistribusi normal
dengan masing-masing signifikansi sebesar 0,017 kelompok KN, 0,552 kelompok K-,
0,030 kelompok K+, 0,039 kelompok P1, 0,717 kelompok P2, dan 0,649 kelompok P3.
Kemudian pengujian dapat dilanjutkan dengan uji homogen menggunakan uji Levene.
Uji homogen merupakan uji yang digunakan untuk mengetahui apakah varian populasi
memiliki varian sama atau tidak, uji ini dilakukan sebagai prasyarat dalam analisis
independent T-test dan analisis varian anova (Usmadi, 2020). Uji homogenitas
merupakan bukan syarat yang mutlak dalam One Way Anova, meskipun asumsi dalam
uji homogenitas tidak terpenuhi pengujian One Way Anova masih bisa dilakukan,
asalkan data yang digunakan berdistribusi secara normal, jika uji homogenitas tidak
terpenuhi maka ada pemilihan uji lanjut (Post Hoc Test) dalam One Way Anova.

Uji homogenitas dapat dikatakan data tersebut homogen apabila nilai signifikan
>0,05. Berdasarkan hasil uji homogenitas tersebut data LDLC adalah homogen dengan
nilai signifikan 0,138. Berdasarkan uji normalitas dan uji homogenitas maka dilakukan
uji parametrik yaitu uji One Way Anova. Pengujian ini dapat digunakan untuk

membandingkan dua rata-rata atau lebih yang akan digunakan untuk menguji
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kemampuan independent yang berarti setiap sampel tidak berhubungan dengan sampel
lain (Muhson, 2016).

Pengambilan keputusan dalam analisis One Way Anova apabila nilai
signifikansi (sig.) >0,05 maka rata-rata sama, jika nilai signifikansi (sig.) <0,05 maka
rata-rata berbeda. Berdasarkan hasil pengolahan data yang diperoleh yaitu nilai
signifikansi 0,000 maka data data tersebut dinyatakan ada perbedaan nyata. Pengujian
dilanjutkan dengan uji tukey lanjutan yang berfungsi untuk membandingkan seluruh
pasangan rata-rata perlakuan setelah pengujian analisis varian dilakukan, pengujian
dengan uji tukey biasanya digunakan jika analisis data dalam penelitian dilakukan
dengan cara membandingkan data dua kelompok sampel yang jumlahnya sama
(Usmadi, 2020).

Berdasarkan hasil uji tukey lanjutan data dapat dikatakan signifikansi jika
memiliki nilai sebesar <0,05. Pada hasil uji tukey menunjukan bahwa K+ dengan K-
memiliki nilai siginifikasi sebesar 0,007 maka dapat diartikan bahwa terdapat nilai
yang berbeda nyata. Sedangkan pada K+ dengan P1, P2, P3 terdapat nilai siginifikasi
(K+ dengan P1 sebesar 0,795), (K+ dengan P2 sebesar 0,797), (K+ dengan P3 sebesar
0,083) maka dapat diartikan tidak berbeda nyata. Dapat disimpulkan K+ dengan P1,
P2, P3 memilikan aktivitas yang sebanding.

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol biji pepaya (Carica
Papaya L.) memiliki pengaruh penurunan kadar kolesterol LDL yang dikarenakan
terdapat senyawa yaitu flavonoid, tanin, saponin, alkaloid telah terbukti dengan
perlakuan uji skrining fitokimia yang selanjtnya dilakukan pengujian dengan analisis
kuantitatif menggunakan instrumen LC-MS yang diperoleh senyawa flavonoid, tanin,
saponin, alkaloid, dan fenol. Ekstrak biji pepaya pada perlakuan 3 (450 mg/dl)
menujukkan dosis yang efektif untuk penurunan kadar kolesterol LDL dibandingkan
dengan perlakuan 1 (150 mg/dl) dan 2 (300 mg/dl). Hal ini menjelaskan bahwa ekstrak
etanol biji pepaya pada perlakuan 3 (450 mg/dl) menunjukkan efektivitas yang hampir
sama dengan kontrol positif pemberian simvastatin dalam menurunkan kadar kolesterol
tikus.
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BAB V
PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut :

5.2

1. Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.) memiliki aktivitas

terhadap penurunan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) pada tikus
jantan putih galur Sprague Dawley dilihat pada rerata kelompok normal (KN)
35.42 mg/dl, dengan penurunan rerata kelompok perlakuan P1 19.4 mg/dl, P2
13.69 mg/dl, P3 10.11 mg/dl.

. Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.) dengan dosis 450

mg/kgBB (P3) dengan rerata 10.11 mg/dl merupakan dosis yang efektif
menurunkan kadar kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) dan hampir
sebanding dengan dengan penggunaan simvastatin 10mg pada kelompok

perlakuan control positif (K+) dengan hasil rerata 10.57 mg/dl.

. Ekstrak etanol biji pepaya (Carica Papaya L.) terdapat senyawa zat aktif

flavonoid 43,33%, tanin 11,4%, saponin 1,12%, alkaloid 10,38%, dan fenol
22,45% setelah diidentifikasi menggunakan instrumen LC- MS (Liquid

Chromatograph-Mass Spectrometry)

Saran

. Perlu adanya dilakukan pengujian uji kualitatif lengkap dan uji kuantitatif

menggunakan instrumen LC-MS terhadap kandungan senyawa yang terdapat

dalam ekstrak biji pepaya (Carica Papaya L.).

. Perlu dilakukan inovasi obat jadi yang digunakan sebagai pengobatan herbal

untuk dijadikan suatu produk yang bermanfaat serta dilakukan pengujian

tehadap manusia.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Perhitungan Ekstrak Biji Pepaya

1. Pembuatan Dosis Ekstrak 150 mg

Dosis Ekstrak Biji Pepaya pada tikus : Dosis ekstrak biji pepaya x Konversi
: 150 mg x 0,018 = 2,7 mg/200gBB

Pembuatan larutan stok : Vol. maks pemberian x jumlah tikus
:5mlx6=30ml
Ekstrak yang ditimbang : 10—1:;1 X 2,7 mg = 16,2 mg

Jadi menimbang 16,2 mg ekstrak kemudian dilarutkan dalam 30 ml pelarut CMC Na
0,5%.

Volume pemberian berdasarkan berat badan tikus :

a. 22225: x 2,7 ml =2,7 mg

b. 229 2 7 ml =3,1 mg
200gr

c. 229 2 7ml=2,9 mg
200gr

d. 229% 2 7 ml = 3,0 mg
200gr

e. 2229 > 7ml = 2,9 mg
200gr

f. zztzj:x 2,7ml=29mg

2. Pembuatan Dosis Ekstrak 300 mg/kgBB
Dosis Ekstrak Biji Pepaya pada tikus : Dosis ekstrak biji pepaya x Konversi

: 300 mg x 0,018 = 5,4 mg/200gBB

Pembuatan larutan stok : Vol. maks pemberian x jumlah tikus
:5mlx6=30ml
Ekstrak yang ditimbang X 10—;31 x5,4mg=32,4mg

Jadi menimbang 32,4 mg ekstrak kemudian dilarutkan dalam 30 ml pelarut CMC Na
0,5%.
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Volume pemberian berdasarkan berat badan tikus :

a. 221grx54ml 5,9 mg
b.zéf)gr x 5,4 ml = 5,7 mg
Cé;zgr x 5,4 ml = 5,7 mg
d. §ZOng54m| 5,9 mg
€. igzgrx54ml 5,6 mg
f.22%x 54 ml=57mg

2009

3. Pembuatan Dosis Ekstrak 450 mg/kgBB

Dosis Ekstrak Biji Pepaya pada tikus : Dosis ekstrak biji pepaya x Konversi
: 450 mg x 0,018 = 8,1 mg/200gBB

Pembuatan larutan stok : Vol. maks pemberian x jumlah tikus

5mlx6=30ml

_30nﬂ

Ekstrak yang ditimbang X 8,1 mg = 48,6 mg

Jadi menimbang 48,6 mg ekstrak kemudian dilarutkan dalam 30 ml pelarut CMC Na
0,5%.

Volume pemberian berdasarkan berat badan tikus :

101 gr

a.200 x8,1ml=4,0mg
b.jg(‘jgr x 8,1 ml = 8,4 mg
c.zgsgrx81ml 8,4 mg
d. =2%x 8,1 ml =86 mg

"200g
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221 gr
"200g

x 8,1 ml = 8,9 mg

215 gr
f g

. x 8,1 ml = 8,3 mg
200 g

Lampiran 2 Perhitungan Kontrol Positif

Dosis lazim simvastatin :10 mg
Konversi dosis manusia ke tikus : dosis lazim x faktor konversi
: 10 mg x 0,018 = 0,18 mg/200gBB
Dosis rata — rata tikus : 2(3)2 g:zrm" x 0,18 = 0,207 mg
Vol. maks pemberian oral :5mi
Pembuatan larutan stok : vol. maks pemberian x jumlah tikus
:5mlx6=30ml

Jumlah simvastatin yang ditimbang : 32 9 x 0,18

1,08 mg
Menimbang simvastatin sebanyak 1,08 mg kemudian dilarutkan dalam 30 ml pelarut
CMC Na 0,5%.

Jika menggunakan tablet simvastatin maka zat aktif yang ditimbang adalah :
1081ng

Berat 1 tablet simvastatin 750 mg, maka tablet simvastatin yang timbang yaitu

X 750 mg = 81 mg
Maka menimbang simvastatin sebanyak 81 mg dilarutkan dalam pelarut yang sesuai.

Volume pemberian :

a. 221ng 5ml=5,7mg
200

226gr

b. o x 5ml=5,6mg
c. zzf)ngSml 6,0 mg
d. zzjgngSml 5,6 mg
e. 229% 5 m| = 5,0 mg
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f 210 gr
' 200 gr

Lampiran 3. Perhitungan CMC Na 0,5%

CMC Na 0,5 % = %x 100 ml

X 5ml =5,2mg

=0,5gram
Lampiran 4. Perhitungan Lemak Babi 5%

Lemak Babi 5% = —£— x 100 ml = 5 gram
100 ml

@ Watermarkly
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Lampiran 5. Persetujuan Ethichal Clereance

Institutional Ethical Committee

University of Surabaya
Jalan Raya Kalirung: Surabaya, 60193, Gedung FF 02.01
Telepon (031 2961213, Faksimile (031) 29081256
Emall : komitz_etik@unk.ubaya.acid

No.: 1IO/KE/IV/2023

ETHICAL CLEARANCE CERTIFICATE

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to certify that Inang Mahendra has obtained the necessary ethics approvals for the
research project entitled “The Effect of Ethanel Extract Papaya Seeds (Carica papayal..)
on Total Cholesterol, Triglyceride, LDL, and HDL Levels in Sprague Dawley Strain
White Mzle Mice (SD)™ for the time periad March 20, 2023—April 20, 2023. The Ethics
Committee expects to be informed about, any serious adverse event occurring in the course
of the study or any revision in the protocol.

Surabaya, 13.04 2023

Dr.rcr.naﬁﬂﬁ%anmko Dwi Putra

Head of
Institutional Ethical Committee
University of Surabaya

@ Watermarkly
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Lampiran 6. Determinasi Tanaman

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN

UPT LABORATORIUM HERBAL a
MATERIA MEDICA BATU @)

JI. Lahor 87 Kota Batu IR s N E L
JI. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan MA

JI. Kolonel Sugiono 457 - 459 Kota Malang

Email : materiamedicabatu(@jatimprov.go.id

sATY

Nomor : 067/ 350/ 10220/ 2023
Sifat : Biasa

Perihal : Determinasi Tanaman Pepaya

Memenuhi permohonan saudara

Nama
NIM 4
Fakultas : FARMASIL STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG

1. Perihal determinast tanaman pepaya
Kingdom : Plantac (Tumbuhan)
Divisi :Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga) e
Kelas : Dicotyledonae |
Bangsa : Violales
Suku : Caricaceae
Marga : Carica
Jenis : Carica papaya L
Nama Umum : Pepaya (Indonesia), Rente (Acch) Perlck (Gayo), Pastela (Batak), Embelik (Karo),
Gedang ,(Lnnm) chmg (Sunda), Kates (Jawa), Kates (Madura), Gedang (Bali),
Kustela (Banjar).
Kunei Determinasi * 1b-2b-3b-4b-6b-Tb-9b-10b-1 1b-12b-13b-14a-15a-109b-119b-120b-121b-124b-
5 125a-126a:Caricaceae-1:Cpapava.
g 2. ‘Mortologi . Habitus® Perdu, tinggi £10 m. Batang: Tidak berkayu, silindris, berongga, putih
} kotor. Daun: Tunggal, bulm u|ung runcing, pangkal bertorch, tepi, bergengi, diameter 25-75 ¢m,
pertulangan menjari, f g tangkai 25-100 cm, hijau. Bunga: Tunggal, bentuk bintang, di ketiak daun,
bwrkclnmm satu atau berumah dua; bunga jantan terletak pada landan yang scrupa malai, kelopak kecil,
kepala sari berlangkai pendek atau duduk, kuning, mahkota bentuk terompet, tepi bertaju lima, bertabung
panjang. putih kekuningan: bunga betina berdini sendiri, mahkota lepas, kepala putik lima, duduk, bakal
buah beruang satu, putih kekuningan. Buah: Buni, bulat memanjang, berdaging, masih muda hijau sctelah
tua jingga. Biji: Bulat atau bulat panjang, kecil, bagian luar dibungkus selaput yang berisi cairan, masih
muda putih setelah tua hitam. Akar: Tunggang, bereabang, bulat, putih kekuningan.
Bagian yang digunakan : Biji.
Penggunaan - :Penelitian.
Daftar Pustaka |
« 'Van Steenis, (‘(‘GJ 2008, FLORA: untuk Sekolah di Ind. ia. Pradnya P, ita, Jukarta.

ok @

i Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 16 Februan 2023

KEPALA UPT LABORATORIUM HERBAL
MATERIA MEDICA BATU

HMA J LKes
PEMBINA
NIP, 19680203 199203 1004

= UUITE No 11 Tubun 2008 Pasal 5 Aya |
* lsformasi Eldktronik dan'atuu Dokumen danetau bosil cotaknys dan alat bukt hukum yong sah, ™ ‘Ofﬂﬁku‘
= Dokumen il 1kl socutm sertifikn: ik yang BSIE Elektronik

@ Watermarkly
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Lampiran 7. Surat Pernyataan Tempat Penelitian

: Laboratorium Riset & Diagnostik
Klinik Hewan Satwa Sehat

SURAT KETERANGAN
Nomor :063/SS1/SPN/11/2023
Perihal : Surat Keterangan Peneliti

Saya yang bertandatangan dibawah ini Kepala Devisi Laboratorium Klinik
Hewan (Riset dan Diagnostik) Satwa Sehat Indonesia menerangkan bahwa :

Nama : Inang Mahendra

Program Studi  : Farmasi

Perguruan Tinggi : Stikes Karya Putra Bangsa Tulungagung

Alamat : Desa Sumberingin Kidul, Kecamatan Ngunut, Kabupaten
Tulungagung

Dengan ini menyatakan mahasiswa tersebut benar melaksanakan
penelitian di Laboratorium Satwa Sehat Indonesia, pada tanggal 22 Februari 2023.
Dengan judul penelitian :

“PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL BIJI PEPAYA ( CARICA PAPAYAL )
TERHADAP PENINGKATAN KADAR LOW DENSITY LIPOPROTEIN (LDL) PADA
TIKUS JANTAN PUTIH GALUR SPRAGUE DAWLEY"

Demikian surat keterangan ini dibuat dengan sebenarnya, agar dapat
digunakan sebagaimana mestinya.

Malang, 22/04/2023
Penanggung Jawab Laboratorium,

drh Dewi Mariyam)
SIP.520.11/0005/35.73.406/2023

Nomor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001
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Lampiran 8. Surat Pernyataan Pembelian Tikus

Laboratorium Riset & Diagnostik
Klinik Hewan Satwa Sehat

SURAT KETERANGAN
No. 075/SSI/SPN/IV/2023

Yang bertandatangan di bawahini :

Nama : drh. Dewi Mariyam

SIP : 520.11/0005/35.73.406/2023

Jabatan : Kepala Laboratorium Satwa Sehat Indonesia
Menerangkanbahwa :

Nama : Inang mahendra

Program Studi: Farmasi

Institusi : Stikes Karya Putra Bangsa, Sumbergempol, Tulungagung

Alamat : Ds. Panjerejo Kec. Rejotangan Kab. Tulungagung

Pada tanggal 8 Maret 2023 telah melakukan penelitian In Vivo, dengan menggunakan
hewan coba berupa Tikus Putih (Rattus norvegicus) jantan galur Spague dawley usia 6-8
minggu, kondisi tubuh normal, berat badan 200-250gr dengan taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Sub Filum _ : Vertebrata

Class :Mamalia

Ordo : Rodentia

Sub Ordo :Myomorpha
Family : Muridae

Genus : Rattus

Spesiec :Rattus norvegicus

(American Fancy Rat and Mouse Association, 2004)

Demikian Surat Keteranganinidibuat, agar dapatdigunakansebagaimanamestinya.
Malang, 12 April 2023
Kepala Laboratorium,

Nomor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001

@ Watermarkly



89

Lampiran 9. Hasil Pemeriksaan Profil Kimia Darah LDLC

Laboratorium Riset & Diagnostik
Klinik Hewan Satwa Sehat

Tabel 1. Proﬁl Kimia Darah

RERATA 35.415

|
[ ‘ 7-27.2mg/dl‘
ki | Seaa
| K+4 2036 |
K45 2291 |
| K+6 | 1611
. RERATA | 26.675
| P11 14.13
~rn2z
P13 | 1905
P1.4 19.18
P1.5 1191
_P1§ | 1057
RERATA 19.155
P2.1 13.32
. P22 12.14
. P23 | 2695

~ Office & Lab : JL. Dako No. 52,
| Klinik Malang : J.huc«mdv NoSOBXmQ-lO.TIdeoImg
| wmm .l.xauuNo.mNgaglkaum
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L}
Laboratorium Riset & Diagnostik
Klinik Hewan Satwa Sehat
1 I\ P2.4 20.19
A P2.5 23.09
i P2.6 19.4
RERATA 19.182
P3.1 10.37
P3.2 192640 | A
P33 235 N
P3.4 8.29
P3.5 10.72
P3.6 13.69
_RERATA | 10413 |

INCREASE
DECREASE

Nomor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001
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Klinik Hewan Satwa Sehat

m Laboratorium Riset & Diagnostik

Tabel 2 Hasil Analisa Statistika ANOVA yang Dilanjutkan Tukey (sig > 0,05)

1 s

S A I A |

| KN 35.42+4 63

’ K- 16.11+14.92
K+ 10.57+10.33d
P1 19.445 6abed
P2 13.6945.8ab<d
P3 10.1144.5b<d

Keterangan : Notasi data dengan perbedaan (sig < 0,05)

Nomor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001
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Lampiran 10. Hasil Penimbangan Berat Badan Tikus

v Klinik Hewan Satwa Sehat

Pemeriksaan Berat Badan Hewan Coba Tikus

@ Laboratorium Riset & Diagnostik

Kode Sampel | BB (GR)
KN.1 2063
KN.2 235,6 :
KN.3 2125
KN4 | 2295 |
KNS5 2103
KN6 2264

RERATA 2201
K1 202,3
K-2 205,1
K-3 209,5
K-4 | 2024 '
K-5 2053
K-6 2074

RERATA 2053
K+1 | 2119
K#2 2268 |
K+3 2432
K+d 2145
K5 2039
K+6 210,6

RERATA 218,5
P11 206,5

A PIo~ |-t
P13 217,6
P14 2274
PL5 2227
P16 2194

RERATA 220,6
P21 2211
P22 212,1
P23 2143
P2.4 220,6
P25 2095

Nomor Surat |jin Veteriner : 128 10000 340951 0001
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L]
Laboratorium Riset & Diagnostik
Klinik Hewan Satwa Sehat

- aGUNY P26 2134
¥ ' RERATA 215,.2
P3.1 101,3
P3.2 2094
P33 2084
P34 2146

P35 2215 »

P3.6 205,6 i

RERATA 193,5

G

Nomor Surot ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001
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Lampiran 11. Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

Biji Pepaya Serbuk Biji Pepaya

Proses Perendaman Simplisia Proses Pemekatan Rotary Evaporasi

Ekstrak Biji Pepaya
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Lafnpiran 12. Skrining Fitokimia

Flavonoid Tanin Saponin alkaloid

Lampiran 13. Uji Bebas Etanol
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Lampiran 14. Perlakuan Hewan Coba

14.1 Penandaan Hewan Coba

@ Watermarkly



14.3  Penimbangan Hewan Coba

144 Pakan 511

145  Pemberian Lemak Babi

97
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14.6  Pemberian Suspensi Simvastatin
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14.9 Pengambilan Sampel

@ Watermarkly



Lampiram 15. Analisis Data SPSS

10

15.1 Uji Normalitas
Tests of Normality
Kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan | Statistic df Sig. Statistic | Df Sig.
KN ,266 6 ,200" ,743 6 ,017
K- LSy 6 ,200" ,926 6 ,552
K+ 280 6 154 769 6 030
LDLC : H i) H
P1 ,332 6 ,037 781 6 ,039
P2 ,183 6 ,200" ,947 6 717
P3 ,189 6 ,200" ,939 6 ,649
15.2  Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of
Variances
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
LDLC 1,824 5 30 ,138
15.3 Uji One Way Anova
ANOVA
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
zfgvl:'gsn 5870,165 5| 1174033| 11,290 000
LDL -
¢ Within Groups 3119,703 30 103,990
Total 8989,868 35




154  Uji Tukey Lanjutan

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Dependent () Kelompok (J) Kelompok Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Variable Perlakuan Perlakuan Difference Lower Upper Bound
(1-9) Bound
KN 13,95333| 5,88756 ,199 -3,9542 31,8609
K+ 22,69333"| 5,88756 ,007 4,7858 40,6009
K- P1 30,21333"| 5,88756 ,000 12,3058 48,1209
P2 30,18667°| 5,88756 ,000 12,2791 48,0942
P3 39,25500°| 5,88756 ,000 21,3474 57,1626
KN -8,74000| 5,88756 ,676 -26,6476 9,1676
K- -22,69333"| 5,88756 ,007 -40,6009 -4,7858
K+ P1 7,52000| 5,88756 ,795 -10,3876 25,4276
P2 7,49333| 5,88756 7197 -10,4142 25,4009
P3 16,56167 | 5,88756 ,083 -1,3459 34,4692
KN -16,26000| 5,88756 ,092 -34,1676 1,6476
K- -30,21333"| 5,88756 ,000 48,1209 -12,3058
LDLC P1 K+ 752000 5.88756| 795  -254276 10,3876
P2 -,02667| 5,88756 1,000 -17,9342 17,8809
P3 9,04167| 5,88756 ,645 -8,8659 26,9492
KN -16,23333| 5,88756 ,093 -34,1409 1,6742
P2 K- -30,18667"| 5,88756 ,000 -48,0942 -12,2791
K+ -7,49333| 5,88756 7197 -25,4009 10,4142

101




Lampiran 15.4 Lanjutan

P3

P1
P3
KN

K+
P1
P2

,02667
9,06833
-25,30167"
-39,25500"
-16,56167
-9,04167
-9,06833

5,88756
5,88756
5,88756
5,88756
5,88756
5,88756
5,88756

10

1,000
,642
,002
,000
,083
,645
,642

-17,8809

-8,8392
-43,2092
-57,1626
-34,4692
-26,9492
-26,9759

17,9342
26,9759
-7,3941
-21,3474
1,3459
8,8659
8,8392







