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IDENTIFIKASI SENYAWA EKSTRAK ETANOL BIJI PEPAYA
DENGAN LCMS DAN PENGARUH PEMBERIAN TERHADAP
SOD DAN MDA PADA GINJAL TIKUS JANTAN

SHERLY AYURAMADASARI

Prodi S1 Farmasi
INTISARI

Dislipidemia dapat menyebabkan kerusakan dari jaringan ginjal yang mengakibatkan
stress oksidatif. Tanaman yang dapat meningkatkan SOD dan menurunkan kadar MDA
yaitu biji pepaya. Tujuan dilakukan penelitian ini untuk menguji efektivitas ekstrak
etanol biji pepaya (Carica papaya L.) terhadap kadar SOD dan MDA pada ginjal tikus
jantan Sprague Dawley yang diinduksi tinggi lemak selama 17 hari. Penelitian ini
menggunakan model eksperimental terhadap 30 tikus Sprague Dawley. Sampel biji
pepaya diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 70 %. Kandungan
senyawa ekstrak etanol biji pepaya diidentifikasi menggunakan instrumen LC-MS
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). Tikus dibagi menjadi 6 kelompok yaitu
kontrol normal (KN), kontrol (K+), kelompok negatif (K-), perlakuan 1 (150mg/kgBB),
perlakuan 2 (250mg/kgBB), perlakuan 3 (350mg/kgBB). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak biji pepaya terhadap penurunan MDA pada perlakuan 3 (350mg/kgBB)
dengan kadar rata-rata 3,48 £ 1,27. Hasil peningkatan SOD pada kontrol positif dengan
rata-rata 63,69 + 5,83 dan perlakuan 3 (350mg/kgBB) dengan kadar rata-rata 58,47 +
9,54 tidak ada perbedaan bermakna. Identifikasi kandungan senyawa pada ekstrak
etanol biji pepaya menggunakan instrumen LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry) diperoleh senyawa carpaine sebesar 3,12924%, quercetin sebesar
2,47910%, 3-O-galloyleigallocatechun (4f—epigallocatechin-3-O-gallate) sebesar
1,92455%, fumaric acid sebesar 1,86869%, dan sambunigrin sebesar 1,12490%.

Kata kunci : SOD, MDA, Ginjal, Ektrak Biji Pepaya, LCMS
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IDENTIFICATION OF PAPAYA SEED ETHANOL EXTRACT
COMPOUNDS WITH LCMS AND THE INFLUENCE OF
ADMINISTERING SOD AND MDA IN KIDNEY OF
MALE RATS

SHERLY AYURAMADASARI
Pharmacy S1 Study Program

ABSTRACT

Dyslipidemia can cause damage to kidney tissue resulting in oxidative stress. Plants that
can increase SOD and reduce MDA levels are papaya seeds. The aim of this study was to
test the effectiveness of papaya (Carica papaya L.) seed ethanol extract on SOD and MDA
levels in the kidneys of male Sprague Dawley rats induced by high fat for 17 days. This
study used an experimental model of 30 Sprague Dawley rats. Papaya seed samples were
extracted using the maceration method with 70% ethanol. The compound content of the
ethanol extract of papaya seeds was identified using the LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) instrument. Mice were divided into 6 groups: normal control (KN),
control (K+), negative group (K-), treatment 1 (150 mg/kgBB), treatment 2 (250
mg/kgBB), treatment 3 (350 mg/kgBB). The results showed that papaya seed extract
reduced MDA in treatment 3 (350 mg/kg BW) with an average level of 3.48 + 1.27. The
results of an increase in SOD in the positive control with an average of 63.69 + 5.83 and
treatment 3 (350 mg/kg BW) with an average level of 58.47 + 9.54 there was no significant
difference. ldentification of the compound content in the ethanol extract of papaya seeds
using the LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) instrument obtained
carpaine compounds of 3.12924%, quercetin of 2.47910%, 3-O-galloyleigallocatechun
(4p—epigallocatechin-3-O-gallate) of 1.92455%, fumaric acid of 1.86869%, and
sambunigrin of 1.12490%.

Keywords : SOD, MDA, Kidney, Papaya Seed Extract, LCMS
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perubahan pola hidup yang modern pada masyarakat Indonesia yang saat ini
disoroti pada pola mengkonsumsi makanan. Masyarakat sering mengkonsumsi
makanan cepat saji yang telah mengandung kadar lemak, minyak, karbohidrat
tinggi dan juga rendah serat. Hal ini jika dikonsumsi secara berlebihan dapat
mengakibatkan terbentuknya kolesterol dalam tubuh (Maghfiroh dkk., 2021).

Dislipidemia merupakan salah satu masalah kesehatan di Indonesia.
Dislipidemia dihasilkan dari abnormalitas pada metabolisme lipid ataupun
transportasi lipid plasma, gangguan dalam sintesis serta kelaian metabolisme lipid
yang ditandai dengan peningkatan maupun penurunan fraksi lipid dalam plasma
(Agung, 2021). Kelainan dari metabolisme lipid dimana terjadinya peningkatan
kadar kolesterol total, kadar Low-Density Lipoprotein (LDL), kadar Trigliserida
(TG) dan juga penurunam kadar High-Density Lipoprotein (HDL) (PERKENI,
2019).

Dislipidemia sebagai salah satu faktor penyebab penyakit ginjal. Pada jenis
lipid dan lipoprotein yang tidak normal pada penyakit ginjal dengan bervariasi
termasuk hipertrigliseridemia, peningkatan LDL dengan HDL yang rendah , serta
normal atau meningkat dan juga hiperkolesterolemia (Sriwijaya dkk., 2017). Pada
penyakit ginjal terjadi gangguan profil lipid dan lipoprotein (dislipidemia) yang
mengakibatkan gangguan maturasi dan juga perubahan komposisi HDL selain itu
gangguan metabolisme trigliserida yang kaya lipoprotein yang mengakibatkan
komposisinya meningkat dalam darah (Nurlia Ahmad dkk., 2018).

Ginjal merupakan organ berbentuk kacang dengan letak ditengah punggung
dari bagian kedua sisi tulang belakang. Setiap 1 ginjal berisi 1 million unit filtrasi
yang disebut dengan nefron (Sembiring dkk., 2021). Ginjal termasuk organ dalam
tubuh manusia yang penting dalam metabolisme, dikarenakan memiliki fungsi
untuk menyaring ataupun membersihkan darah dengan mengeluarkan zat sisa

organik antara lain seperti urea, asam urat, kreatinin serta produk pengurai



hemoglobin dan hormon tetapi karena paparan zat toksis yang menyebabkan
terjadi kerusakan ginjal (Almunawati dkk., 2017).

Stres oksidatif disebabkan oleh ROS terutama malondialdehyde (MDA)
menimbulkan suatu penyakit, MDA menyebabkan ikatan silang dalam lemak,
protein dan asam nukleat yang akan mengganggu fungsi fisiologis tubuh.
Malondialdehyde (MDA) merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid yang
disebabkan oleh ROS, dimana MDA menyebabkan reaksi addesi dengan protein
serta asam nukleat dan dianggap sebagai maninfestasi utama stress oksidatif
(Intan dkk., 2020).

Secara alami, tubuh mempunyai antioksidan endogen atau antioksidan
enzimatis untuk melawan radikal bebas yang berpotensi mengganggu
keseimbangan fungsi tubuh (Made dkk., 2016). Enzim superoksida dismutase
(SOD) vyaitu pertahanan senyawa terhadap aktivasi senyawa oksigen rekatif
(ROS). Pada keadaaan stress oksidatif akan terjadi penurunan sistem enzimatik
SOD dan juga glutation peroksidase. Jika produksi radikal bebas melebihi
kemampuan antioksidan endogen untuk menetralkannya maka kelebihan radikal
bebas sangat potensial menyebabkan kerusakan sel. Maka dari itu tubuh
memerlukan pasokan antioksidan dari luar tubuh yang dikenal dengan antioksidan
eksogen seperti vitamin E, vitamin C, sayuran maupun buah-buahan (Made dkk.,
2016)

Antioksidan memiliki peranan yang sangat penting bagi kesehatan tubuh
manusia karena memiliki fungsi menghambat dan menetralisir terjadinya reaksi
oksidasi yang melibatkan radikal-radikal bebas (Cahyanto dkk., 2020).
Antioksidan eksogen banyak berasal dari bahan alam. Salah satu tanaman yang
berpoteni sebagai antioksidan eksogen di Indonesia adalah biji pepaya (Carica
papaya L.) (Made dkk., 2016).

Pada biji pepaya merupakan bagian dari buah pepaya yang terdapat didalam
bagian buahnya yang tidak bisa dimakan (Ramadhana & Syukri, 2016.). Pada biji
pepaya mengandung senyawa antioksidan yaitu flavonoid, tanin, saponin dan
alkaloid. Beberapa khasiat dari biji pepaya diketahui memiliki aktivitas sebagai
antioksidan di dalam metabolit sekunder adalah senyawa fenolik yakni flavonoid
(Made dkk., 2016).



Perbandingan penggunaan ekstrak biji pepaya dengan jus pepaya yaitu dari
segi kualitatif, kandungan dari zat ekstrak biji pepaya dan juga jus biji pepaya
adalah sama akan tetapi secara kuantitas ekstrak biji pepaya mengandung zat
fitokimia lebih tinggi dibandingkan biji pepaya dalam bentuk jus. Perbedaan
dalam jus biji pepaya saring karena terdapat penambahan air sehingga konsentrasi
biji pepaya dalam jus berkurang yang akan menyebabkan kandungan flavonoid
dalam jus menurun (Agustina, 2013). Pada ekstrak biji pepaya menggunakan
pelarut etanol lebih efektif menarik senyawa flavonoid, tanin, saponin dan
alkaloid lebih optimal (Farida, 2012). Jadi pemilihan menggunakan ekstrak biji
pepaya lebih efektif dibandingkan dengan menggunakan jus biji pepaya.

LC-MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) merupakan teknik
analisis yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair
dengan spesifitas deteksi spektrometri massa. Keuntungan dari LC-MS vyaitu
dapat menganalisis secara lebih luas berbagai komponen seperti senyawa termal
labil, polaritas tinggi ataupun bermassa molekul tinggi serta juga protein (Ode &
Mangurana, 2019). Pada instrument LC-MS terdapat kelebihan instrument yaitu
memiliki sensivitas, fleksibilitas dan akurasi deteksi yang sangat tinggi (Mappa,
2021).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
etanol biji pepaya dengan LC-MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry)
terhadap SOD dan MDA pada ginjal tikus jantan galur dan menentukan
konsentrasi optimum terhadap kadar SOD dan MDA pada ginjal tikus jantan
galur (Sprague Dawley).



1.4

Rumusan Masalah

Senyawa apa yang terkandung dalam biji pepaya (Carica papaya L.) dengan
menggunakan  metode LC-MS  (Liquid Chromatography  Mass
Spectrometry) ?

Bagaimanakah pengaruh pemberian ekstrak etanol biji papaya (Carica
papaya L.) terhadap SOD (Superoxide Dismutase) dan MDA
(Malondialdehida ) pada ginjal tikus jantan galur (Sprague Dawley) ?
Berapakah konsentrasi optimum ekstrak etanol biji pepaya (Carica papaya
L) terhadap kadar SOD (Superoxide Dismutase) dan MDA
(Malondialdehida) pada ginjal tikus jantan galur (Sprague Dawiey)?
Tujuan Penelitian

Mengetahui senyawa yang terkandung dalam biji pepaya (Carica papaya
L.) dengan menggunakan metode LC-MS (Liquid Chromatography Mass
Spectrometry).

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol biji papaya (Carica papaya
L) terhadap SOD (Superoxide Dismutase) dan MDA (Malondialdehida )
pada ginjal tikus jantan galur (Sprague Dawley).

Mengetahui konsentrasi optimum ekstrak etanol biji papaya (Carica papaya
L) terhadap kadar SOD (Superoxide Dismutase) dan MDA
(Malondialdehida ) pada ginjal tikus jantan galur (Sprague Dawley).
Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

Sampel pada penelitian yang digunakan dari tanaman pepaya (Carica
papaya L.), yaitu bagian biji pepaya yang diambil dari di Desa Mirigambar
RT 01 RW 06, Kecamatan Sumbergempol, Kabupaten Tulungagung , Jawa

Timur.

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu menggunakan

maserasi yang menghasilkan ekstrak dari biji pepaya (Carica papaya L).

Pengukuran kadar Superoxide Dismutase (SOD) dan Malondialdehida
(MDA) dilakukan pada organ ginjal tikus jantan galur (Sprague Dawley).



1.5 Relevansi Penelitian

Pada penelitian ini memiliki relevansi dengan penelitian sebelumnya

sebagai berikut :

1.

Penelitian pertama yang memiliki relevansi adalah “Efek Antioksidan
Ekstrak Etanol Biji Pepaya (Carica papaya L.) terhadap Aktivitas Enzim
Superoksida Dismutase dan Kadar Malondialdehid pada Mencit Stress
Oksidatif dengan Perenangan’’ oleh Ni Made Dwi Sandhiutami dkk., 2016
yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji pepaya dapat mempertahankan
aktivitas SOD dan menurunkan kadar MDA. Hal tersebut ditunjukkan
bahwa ekstrak etanol biji pepaya dosis 0,420 g/kg bb memberikan efek
antioksidan dengan meningkatkan aktivitas SOD dan penurunan kadar
MDA plasma pada perlakuan ini disebakan adanya kandungan zat aktif
vitamin E dan flavonoid didalam biji pepaya yang bertindak sebagai
antioksidan eksogen. Persamaan penelitian diatas dengan peneliti yaitu
memiliki kesamaan obyek vyaitu biji pepaya (Carica papaya L.) dan
terhadap kadar SOD dan MDA.

Penelitian kedua yang memiliki relevansi adalah “ Potensi Jus Buah Pepaya
(Carica papaya L.) Mencegah Nefrotoksisitas pada Tikus Wistar yang
Terpapar Pb Asetat ”oleh Devi dkk., 2020). Yang menunjukan bahwa jus
pepaya is 200 mg/kg BB merupakan dosis terbaik karena berpotensi mampu
mencegah nefrotoksisitas Pb Asetat yaitu dapat meningkatkan aktivitas
SOD jaringan ginjal. Persamaan penelitian diatas dengan penelitian yaitu

memiliki kesamaan obyek yaitu kadar SOD.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ginjal
2.1.1 Definisi Ginjal

Ginjal merupakan organ berbentuk kacang dengan letak ditengah punggung
dari bagian kedua sisi tulang belakang. Setiap ginjal berisi 1 million unit filtrasi
yang disebut nefron. Ginjal merupakan organ dalam tubuh yang penting dalam
sistem metabolisme.Ginjal ialah organ kedua setelah hati dan sering menjadi
sasaran kerusakan zat-zat kimia, organ ini dapat menerima 25-30% sirkulasi
dalam darah untuk pembersihan, sehingga sebagai organ filtrasi terjadinya
perubahan patologik yang tinggi. Hal ini disebabkan adanya zat kimia yang
diekskresikan melalui urin (Almunawati dkk., 2017). Pada (Gambar 2.1) berikut
mengenai anatomi ginjal.

Ginjal pada tikus terletak pada retroperitoneal dikelilingi oleh jaringan
adiposa berwarna putih dan kantong jaringan adiposa berwarna coklat pada
bagian panggul dan dikelilingi oleh kapsul ginjal. Kedua ginjal terletak pada
bagian atas dinding abdomen. Ginjal kanan relatif kranial karena besarnya lobus
hati kanan dan ginjal kiri terletak lebih caudal (Fabiana, 2019).

Gambar 2.1 Anatomi Ginjal (Jenkins and Tortora, 2013)
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2.1.2 Fungsi Ginjal

Ginjal berfungsi untuk mengeluarkan produk limbah dari aliran darah.
Ginjal memiliki fungsi lain ialah pengatur komposisi serta volume darah, menjaga
kestabilan asam basa, pengatur tekanan darah, banyaknya konsentrasi elektrolit
pada cairan ekstrak sel dan lain-lain. Organ ini sangat penting di dalam tubuh
yang berfungsi untuk menyaring (filtrasi) dan mengeluarkan zat-zat sisa
metabolisme (racun) dari darah menjadi urin (T Mikhael, 2018).

Sementara itu, ginjal memiliki beberapa fungsi lain yang sangat penting
yaitu membentuk sel darah merah (faktor renal eritropoetik), mengatur tekanan
darah dengan fungsi absorsi dan ekskresi cairan dalam tubulus, serta mengatur
metabolisme kalsium (Kurniawidjaja dkk., 2021)

2.2 Dislipidemia
2.2.1 Definisi Dislipidemia

Dislipidemia adalah salah satu masalah kesehatan di Indonesia.
Dislipidemia dihasilkan dari abnormalitas pada metabolisme lipid ataupun
transportasi lipid plasma yang merupakan gangguan dalam sintesis dan degradasi
lipoprotein plasma. Dislipidemia merupakan kelainan metabolisme lipid yang
ditandai dengan peningkatan atau penurunan fraksi lipid dalam plasma. Kelainan
fraksi lipid yang utama ditandai dengan kenaikan kadar kolesterol total, Low-
Density Lipoprotein (LDL), dan trigliserida serta penurunan kadar High-Density
Lipoprotein (HDL) (Agung, 2021).

Kadar kolesterol serum dan trigliserida didalam darah terbungkus didalam
protein pengangkut lemak yang disebut lipoprotein. LDL dan VLDL membawa
lemak ke sel tubuh. Oksidasi kolesterol dan trigliserida menyebabkan
pembentukan radikal bebas yang diketahui merusak sel-sel endotel. Kadar
trigliserida di atas 200 mg/dl perlu diwaspadai dan perlu dikendalikan (Agung,
2021).

2.2.2 Etiologi Dislipidemia

Pada masyarakat yang cenderung mengalami perubahan pada pola konsumsi

makanan yang tinggi lemak. Selain itu perubahan gaya hidup sedentari yaitu

perilaku yang tidak banyak melakukan gerakan dan hanya duduk, membaca dan



menonton televisi. Hal ini berujung dengan munculnya berbagai penyakit
dislipidemia (Nasution dkk., 2021)

Faktor resiko terjadinya dislipidemia diantaranya yaitu diet, stress, tidak
aktif secara fisik serta merokok. Dislipidemia dapat bersifat primer atau genetik
dan bersifat sekunder yang merupakan pengaruh dari suatu kondisi tertentu
ataupun pengaruh dari penggunaan suatu obat yang dapat meningkatkan kadar
lipid plasma (Dearta, 2020).

Kadar kolesterol ditentukan oleh faktor genetik yang multiple dan faktor
lingkungan. Hiperkolesterolemia sering ditemukan sebagai akibat penyakit-
penyakit tertentu. Berbagai klasifikasi dapat ditemukan dalam kepustakaan , yang
paling mudah adalah pembagian dislipidemia primer dan dislipidemia sekunder
sebagai berikut :

1.  Dislipidemia primer

Dislipidemia primer merupakan dislipidemia akibat kelainan genetik. Pasien

dislipidemia sedang disebabkan oleh hiperkolesterolemia poligenik dan

dislipidemia kombinasi familial.
2.  Dislipidemia sekunder

Dislipidemia sekunder merupakan dislipidemia yang terjadi akibat suatu

penyakit lain misalnya hipotiroidisme, sindroma nefrotik, diabetes militus

dan juga sindroma metabolik. Pada hipertigliserida disebabkan oleh diabetes
melitus, konsumsi alkohol, gagal ginjal kronik, miokard infark dan

kehamilan (PERKENI, 2019).

2.3 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu molekul yang memiliki satu atau lebih elektron
bebas ataupun tidak berpasangan, sehingga radikal bebas tidak stabil. Dengan
sifat yang tidak stabil, radikal bebas bersifat sangat reaktif dan mengikat molekul-
molekul atau senyawa untuk memperoleh pasangan elektron dan mencapai
kestabilan. Radikal bebas dapat terbentuk dalam tubuh serta berlangsung secara
terus-menerus sehingga mengakibatnya timbulnya penyakit. Antioksidan dapat
menetralkan radikal bebas melalui donor elektron sehingga radikal bebas lebih
stabil dan tidak reaktif (Huselan dkk., 2015).



Radikal bebas mengakibatkan terjadinya stress oksidatif jika jumlah dalam
tubuh berlebih, keadaan ini mengakibatkan terjadinya kerusakan oksidatif pada
tingkat sel, jaringan hingga organ tubuh yang akan mempercepat terjadinya
penuaan dan timbulnya penyakit (Simanjuntak dkk., 2020).

2.4 Superoxide Dismutase (SOD)

Superoksida dismutase (SOD) adalah kelompok enzim yang berfungsi
mengkatalisasi pembuangan anion superoksida secara efisien . Anion superoksida
dihasilkan secara enzimatik dalam sistem xanthine-xanthine oksidase dan non-
enzimatik dalam sistem phenazine methosulphate-NADH, dan diuji dengan
reduksi nitro blue tetrazolium. Pemeriksaan sejarah evolusi enzim memberikan
penjelasan lebih lanjut mengenai peran SOD modern dalam fisiologi dan
penyakit. Hal ini menjelaskan tentang reaksi molekuler, subseluler, lokasi dan
spesifik isoform SOD (Simanjuntak dkk., 2020). Superoksida dismutase (SOD)
merupakan pertahanan pertama terhadap aktivasi senyawa oksigen reaktif (ROS).
SOD dalam tubuh memiliki peranan sebagai oksidan untuk mengatasi reaksi
radikal bebas melalui pengikatan ion logam, penangkapan oksigen serta
mengurangi tosisitas oksigen menjadi bentuk non radikal (Made dkk., 2016).

2.5 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA) adalah suatu penanda stress oksidatif dan tergolong
senyawa alkaloid yang merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid melalui
proses enzimatik maupun non enzimatik. Kadar MDA yang tinggi menunjukkan
terjadinya proses peroksidasi lipid yang terjadi pada membran sel (Situmorang
dkk., 2020).

Substansi yang sudah dikenal dan banyak dipakai sebagai petanda biologis
peroksidasi lipid dan stress oksidatif adalah MDA. Saat ini MDA sering
digunakan sebagai petanda stress oksidatif khususnya pada berbagai keadaan Kinis
yang berkaitan dengan proses peroksidasi lipid. Stress oksidatif yang disebabkan
oleh ROS terutama malondialdehid (MDA) akan menimbulkan suatu penyakit,
karena MDA dapat menyebabkan ikatan silang dalam lemak, protein dan asam
nukleat yang bisa mengganggu fungsi fisiologis tubuh (Situmorang dkk., 2020).

Sejumlah penelitian telah menunjukkan bahwa MDA merupakan komponen

pengukuran terhadap peroksidasi lipid yang bersifat stabil dan akurat. Keunggulan
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pengukuran MDA dibanding dengan produk peroksidasi lipid yang lain adalah
metode lebih murah dan bahan yang mudah didapat. Kelemahan dari MDA vyaitu
tidak adanya nilai normal, dan tidak spesifik untuk penyakit tertentu sebab MDA
dapat menginduksi beberapa penyakit sistemik dan kronis misalnya diabetes dan
penyakit kardiovaskular (Ayuningati dkk., 2018).

2.6 Tanaman Pepaya (Carica papaya L)

Pepaya (Carica papaya L) merupakan tanaman buah berupa herba dari
family Caricecae dan juga merupakan komoditi hortikultura yang memiliki nilai
ekonomis yang tinggi selain itu banyak digemari masyarakat baik dalam maupun
luar Indonesia, buahnya pun tersedia setiap saat.. Pepaya di Indonesia umumnya
tumbuh menyebar di dataran rendah dan di dataran tinggi dengan ketinggian
1.000 mdpl (Rizki dkk., 2018).

Pohon pepaya dapat tumbuh dengan baik di dataran rendah hingga
ketinggian 100 meter diatas permukaan laut dan tumbuh optimal di daerah dengan
ketinggian 600-700 meter di atas permukaan laut. Di daerah jawa tanaman ini
dikenal dengan nama kates. Buah berbentuk bulat panjang yang bervariasi dengan
mempunyai warna kulit hijau waktu muda sedangkan warna kuning setelah
masak, dengan biji berwarna hitam dan banyak. Tanaman ini dikatakan sebagai
tanaman serba guna karena dari bunga, akar, daun, batang dan biji dapat
dimanfaatkan sebagai keperluan manusia dan hewan. Daun pepaya mempunyai
kandungan metabolik sekunder alkhaloid yang cukup banyak dibandingkan
dengan yang terdapat dalam buah. Daunnya juga memilik kandungan enzim
papain yang sering dimanfaatkan untuk melunakkan daging dan sebagian
masyarakat memanfaatkannya untuk mengobati kanker (Puspita dan Peristiowati,
2016).

Tanaman pepaya (Carica papaya L) merupakan tanaman yang cocok
ditanam di kondisi iklim/cuaca yang optimal untuk tanaman pepaya adalah tipe
iklim biasa sampai sedang, memiliki temperatur antara 15°C — 35 °C dengan
kelembapan udara 40% dan curah hujan merata setiap tahun (Ratnawati dkk.,
2019).
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2.6.1 Klasifikasi Tanaman Pepaya

Pepaya (Carica papaya L) pada (Gambar 2.2) termasuk tanaman herba yang
berasal dari family Caricaceae yang berasal dari daerah Meksiko, tetapi sekarang
ini tanaman pepaya telah dijumpai didaerah tropik maupun sub tropik antara lain
India, Ceylon, Malaysia Filipina, Amerika Serikat, Hawai dan Indonesia.
Tanaman ini tergolong dalam family Caricaceae dari divisi Spermatopyhta
(Puspitasari dan Peristiowati, 2016).
Klasifikasi tanaman pepaya menurut Ulfa dkk., (2018), sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Dicotylidonae
Ordo : Caricalis

Family . Caricaceae
Genus : Carica

Spesies : Carica papaya L

Gambar 2.2 Tanaman Pepaya (Kurnia, 2018)
2.6.2 Morfologi Tanaman Pepaya
2.6.2.1 Daun (Folium)

Daun dari tanaman pepaya pada (Gambar 2.3) merupakan daun tunggal
dengan memiliki ukuran yang lebar dan bercangap. Tangkai yang panjang dan
berongga mengandung getah yang berwarna putih. Pada permukaan atas daun
memiliki warna hijau muda. Sebagai daun tunggal tanaman pepaya tumbuh
melingkar membentuk spiral dari berbagai atas pohon (Kurnia, 2018). Daun

tunggal, berbentuk bulat yang memiliki ujung yang runcing, pangkalnya bertoleh
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dan memiliki tepi yang bergerigi dengan diameter 25-27 cm. Pepaya memiliki
daun yang spiral dibagian atas dilengkapi dengan tangkai daun sekitar 1m,
daunnya memiliki warna kehijauan atau keunguan (Hidayati dkk., 2020).

Gambar 2. 3 Daun Pepaya (Anitha dkk., 2018)
2.6.2.2 Batang (Caulis)

Batang dari tanaman pepaya pada (Gambar 2.4) merupakan suatu bagian
yang penting digunakan sebagai tempat tumbuhnya tangkai daun dan juga tangkai
buah. Bentuk batang dari tanaman pepaya yaitu bulat dengan permukaan batang
yang memiliki bekas-bekas tangkai daun. Pada arah tumbuh dari batang tanaman
pepaya yaitu tegak lurus ke atas dengan permukaan batang yang mempunyai
tekstur licin, berongga dan pada umumnya tidak memiliki cabang ataupun
bercabang sedikit serta tumbuh dengan tinggi sekitar 5-10 meter (Putri dkk.,
2020). Batang pepaya tebal, yang terdiri satu lapis floem sekunder, kaya serat dan
memiliki dua lapisan skelerenkim yang terletak tepat di dalam kulit kayu
(Hidayati dkk., 2020).

Gambar 2. 4 Batang Pepaya (Anitha dkk., 2018)

Watermarkly
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2.6.2.3 Akar (Radix)

Akar dari tanaman pepaya pada (Gambar 2.5) merupakan bagian pokok
nomor tiga (disamping batang dan daun) bagi tumbuhan yang tubuhnya telah
merupakan komus. Tanaman pepaya memiliki akar serabut (radix advencita)
karena akar-akar ini tidak berasal dari calon akar yang asli atau akar liar serta
bentuknya seperti serabut. Sistem akar serabut yaitu jika akar lembaga dalam
perkembangan selanjutnya mati kemudian disusul oleh sejumlah akar yang kurang
lebih sama besar serta semuanya keluar dari pangkal batang (Peristiowati dkk.,
2018).

Gambar 2. 5 Akar Pepaya (Anitha dkk., 2018)
2.6.2.4 Buah (Carica papaya L)

Buah pada tanaman pepaya pada (Gambar 2.6) memiliki bentuk yang
besar, berair dan juga mirip melon yang memiliki biji hitam di bagian tengah
(Karunamoorthi dkk., 2014). Ukuran buah sendiri tergantung pada jenisnya, yang
mempunyai karakteristik beragam vyaitu bulat, lonjong, besar ataupun kecil.
Warna dagingnya ada yang merah, kuning. Pada dagingnya lunak dan berair.
Sedangkan rasanya ada yang manis segar dan juga ada yang kurang manis

meskipun sudah matang (Kurnia, 2018).
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Gambar 2. 6 Buah pepaya (Hidayati dkk., 2020)
2.6.2.5 Biji (Semen)

Pada (Gambar 2.7) biji pepaya berwarna hitam, rasa tajam dan pedas ,bulat
panjang, kecil dan bagian luarnya terbungkus dengan selaput yang berisi cairan
(Aravind dkk., 2013). Biji pepaya kering mirip dengan merica dan dapat
digunakan dengan cara yang sama ditambahkan pada makanan terutama makanan
kaya protein (Hidayati dkk., 2020).

Gambar 2. 7 Biji pepaya (Hidayati dkk., 2020)
2.6.2.6 Bunga (Flos)

Pada (Gambar 2.8) bunga pepaya biasanya tumbuh dan tersusun pada
tangkai bunga yang menempel pada batang pohon. Warna pada bunga dasarnya
yaitu kuning muda atau putih kekuningan dan baunya harum serta memiliki aneka
ragam bentuk. Konon perbedaan bentuk ini menunjukkan jenis kelamin dari
bunga itu sendiri yaitu jenis kelamin jantan, betina dan sempurna (Rohmat
Kurnia, 2018).
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Gambar 2. 8 Bunga Pepaya (Anitha dkk., 2018)

2.6.3 Kandungan Senyawa Tanaman Pepaya

Tanaman pepaya memiliki banyak manfaat dan juga kegunaan untuk
kesehatan. Pepaya bernilai gizi tinggi serta memiliki manfaat mulai dari akar,
daun, bunga, getah dan biji daun pepaya memiliki manfaat sebagai antioksidan
senyawa yang berkhasiat yaitu vitamin C yang memiliki peran penting dalam
proses tubuh manusia sebagai antioksidan, menjaga fleksibilitas pembuluh darah,
meningkatkan sirkulasi darah serta memfasilitasi penyerapan zat besi dalam tubuh
manusia. Daun pepaya memiliki kandungan flavonol, vitamin C dan vitamin E.
Selain sebagai antikanker dan antioksidan juga memiliki fungsi sebagai
antibakteri dan antiinflamasi (Dewi dkk., 2020). Buah pepaya mempunyai khasiat
sebagai antioksidan yang buahnya mengandung banyak vitamin A, vitamin B9,
vitamin C dan vitamin E. Selain itu juga mengandung mineral seperti fosfor,
magnesium, zat besi serta kalsium dan daun pepaya mengandung komponen aktif
yang meningkatkan kapasitas total antioksidan dalam darah dan mengurangi
tingkat peroksidasi lemak (Made dkk., 2016)

Pada batang pepaya mengandung B-sitosterol, glukosa, fruktosa, sukrosa,
galaktosa dan xylitol (Tarun, 2015). Getah pepaya memiliki kandungan enzim
papain, kemopapain dan lisozim. Enzim papain berfungsi mencegah protein pada
makanan menjadi molekul yang lebih sederhana dengan cara menghidrolisis
ikatan peptide oligopeptida pendek atau asam amino sehingga lebih mudah
dicerna dan diserap oleh tubuh sehingga dapat memperlancar metabolisme dalam

tubuh (Prihatini & Dewi, 2021). Biji pepaya memiliki manfaat sebagai
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antioksidan melalui zat fitokimia yang dikandung yaitu meliputi flavonoid,
saponin, tanin dan alkaloid (Sugitha dkk., 2021).

2.6.3.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok substansi alam dengan struktur fenol
dengan bervariasi dan banyak ditemukan di buah-buahan, sayur-sayuran, kulit
kayu, akar, batang, bunga, dan bagian tumbuhan lainnya. Flavonoid terbagi
menjadi beberapa kelompok vyaitu flavon, kalkon, flavonol dan isoflavon
berdasarkan atom karbon pada cincin C yang mengikat cincin B dan oksidasi dari
cincin C (Alfaridz dkk., 2015).

Flavonoid merupakan senyawa polifenol sehingga bersifat kimia senyawa
fenol yaitu agak asam dan dapat larut dalam basa, dan karena merupakan senyawa
polihidroksi (gugus hidroksil) maka juga bersifat polar sehingga dapat larut dalan
pelarut polar. Flavonoid termasuk golongan polifenol karena adanya gugus
hidroksil (-OH) dan memiliki struktur inti Ce-Cs-Ce. Flavonoid mempunyai
berbagai aktivitas seperti antibakteri, antioksidan, antiinflamasi dan antiaging.
Secara umum flavonoid berupa glikosida yang berikatan dengan gula sehingga
bersifat polar. Ekstraksi flavonoid yang dapat digunakan pelarut polar seperti
etanol, metanol, etil asetat aseton, isopraponol, dan air (Pratiwi dkk.,2016).
Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang bersifat non polar, namun flavonoid
mempunyai gugus gula yang menyebabkan mudah larut dalam polar maupun semi
polar (Firdiyani dkk., 2015). Titik didih flavonoid adalah > 90°C (Roller, 2003).

Flavonoid merupakan antioksidan eksogen yang sudah terbukti manfaat
dalam mencegah kerusakan sel akibat stress oksidatif. Flavonoid secara signifikan
dapat menurunkan kadar MDA (Andriyani dkk., 2014). Mekanisme kerja dari
flavonoid sebagai antioksidan secara langsung yaitu dengan mendonorkan ion
hidrogen yang dapat menetralisir efek toksik dari radikal bebas. Secara tidak
langsung flavonoid mampu meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen
melalui aktivasi antioksidan endogen melalui aktivasi nuclear factor erythroid 2
relates factor 2 (Nrf2) sehingga ekspresi gen SOD (Superoxide Dismutase)
meningkat (Shinta & Kusuma, 2015).
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2.6.3.2 Tanin

Senyawa metabolit sekunder tanin yaitu suatu zat organik yang cukup
kompleks serta terdiri dari senyawa fenolik yang terkandung pada berbagai jenis
tanaman. Secara umum senyawa tannin disebut sebagai asam galotanat atau asam
tanat yang terdapat didalam seluruh bagian tumbuhan seperti pada kulit kayu,
batang, daun maupun buahnya. Karakteristik yang dimiliki senyawa tanin yaitu
berbentuk seperti serpihan yang mengkilat, mempunyai warna kekuningan hingga
coklat muda atau serbuk amorf. Memiliki sedikit aroma yang khas atau tidak
memiliki aroma (Aisyah dkk., 2021).

Sifat kimia tanin yaitu memiliki gugus fenol dan bersifat koloid. Karena
itu dalam air bersifat koloid dan asam lemah. Tannin dapat terhidrolisis oleh
asam,basa dan enzim. Ikatan kimia yang terjadi antara tannin-protein atau polimer
lainnya terdiri ikatan hidrogen, ikatan ionic dan ikatan kovalen. Sedangkan sifat
fisika tannin mempunyai berat molekul tinggi dan cenderung mudah dioksidasi
menjadi satu polimer, sebagian tannin berbentuk amorf dan tidak mempunyai titik
leleh (Nofita & Dewangga, 2021). Titik didih tannin tidak digunakan suhu lebih
dari 80°C karena tannin tidak tahan dengan pemanasan yang terlalu tinggi
(Andriani dkk., 2019).

Tanin merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang mempunyai
berbagai macam khasiat meliputi antidiare, antioksidan, antibakteri dan astringent
(Makatamba & Rundengan, 2020). Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu
tannin terkondensasi dan tannin terhidrolisis. Tanin memiliki peran biologis
begitu kompleks, mulai dari pengendap protein sampai pengkhelat logam. Tanin
juga berfungsi sebagai antioksidan biologis dan menghambat pertumbuhan tumor
(Jafar dkk., 2020).

Tanin bersifat polar dan sebagai senyawa organik yang terdistribusi
meluas pada tanaman yang menjadi zat bermanfaat untuk idustri dan kesehatan
(Wulandari dkk., 2013). Mekanisme Kkerja tannin sebagai aktivitas antioksidan
yaitu menangkap radikal bebas. Semakin banyak kandungan tannin maka semakin
besar aktivitas antioksidannya (Malangngi dkk., 2012). Senyawa polifenol bersifat

multifungsi dan berperan sebagai antioksidan karena dapat menghambat enzim
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atau mengikat ion logam yang terlibat dalam produksi radikal bebas (Anggraito
dkk.,2018).

2.6.3.3 Saponin

Saponin merupakan salah satu senyawa yang banyak terkadung dalam
tanaman yang lama digunakan untuk pengobatan tradisional. Saponin adalah
senyawa dalam bentuk glikosida yang tersebar luas pada tanaman tingkat tinggi
dan merupakan kelompok senyawa yang beragam dalam struktur, sifat
fisikokimia dan efeknya biologis (Purnamaningsih dkk., 2017).

Saponin memiliki berat molekul 414,6231 gram/mold an rumus molekul
Ca7H4205. Saponin memiliki titik didih yang cukup tinggi, hingga mencapai
158°C dan densitas 0,5 g/cm? pada suhu 20°C. Saponin dapat larut dalam berbagai
pelarut seperti air, etanol dan juga metanol. Beberapa juga dapat larut dalam eter,
kloroform, benzene, etil asetat atau asam asetat (Santosa dkk., 2011). Sifat fisika
kimia saponin tahan terhadap pemanasan, dapat merangsang selaput mukosa dan
beracun pada binatang berdarah dingin tetapi tidak beracun bagi manusia karena

tidak diadsorpsi dari saluran pencernaan ( Lindeboom, 2005).

Senyawa ini jenis glikosida yang mengandung molekul gula dengan 2 jenis
aglikon vyaitu steroid dan tripertenoid. Jika saponin steroid dan triterpenoid
dihidrolisis masing-masing dapat menghasilkan saraponin dan sapogenin (Darma
& Marpaung, 2020). Mekanisme kerja dari senyawa saponin merupakan senyawa
antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas untuk mencegah terjadinya stress
oksidatif (Hamizah dkk., 2012). Saponin merupakan antioksidan sekunder yang
mampu menghambat peroksidasi lipid dengan cara membentuk hidroperoksida.
Saponin mempunyai efek antioksidan yang berfungsi sebagai antioksidan melalui

mekanisme peningkatan pembentukan SOD dan katalase (Arpasha dkk., 2015).

2.6.3.4 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa basa organik yang mengandung nitrogen yang
banyak terdapat dalam tumbuhan. Nama alkaloid sebenarnya berasal dari alkali
yang berarti basa (Halimatus dkk., 2016). Alkaloid secara umum mengandung

paling sedikit satu buah atom nitrogen yang bersifat basa dan merupakan bagian
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dari cincin heterosiklik. Kebanyakan alkaloid berbentuk padatan kristal dengan
titik lebur tertentu atau mempunyai kisaran dekomposisi. Alkaloid dapat juga

berbentuk amorf atau cairan (Hammado, 2020).

2.7 Simplisia
2.7.1 Defini Simplisia

Simplisia adalah bahan alamiah yang digunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dikatakan lain, berupa bahan
yang telah dikeringkan (Riyani dkk., 2022). Menurut Departemen Kesehatan RI
simplisia adalah bahan alami yang digunakan untuk obat dan belum mengalami
perubahan proses apapun, umumnya berupa bahan yang telah dikeringkan (Sapitri
dkk., 2022).

2.7.2 Klasifikasi Simplisia
Simplisia dibagi menjadi 3 golongan yaitu simplisia nabati, simplisia

hewani, dan simplisia pelikan atau mineral sebagai berikut (Lutfiah, 2022):
a)  Simplisia nabati

Simplisia nabati adalah simplisia yang berupa tumbuhan utuh, bagian
tumbuhan, eksudat tumbuhan atau gabungan antara ketiganya. Eksudat
tumbuhan merupakan isi sel dari tanaman yang keluar secara spontan
ataupun dengan cara sengaja dilepaskan dari sel. Simplisia nabati dikenal
oleh masyarakat awam dengan tanaman obat. Tanaman obat merupakan
tanaman yang memiliki khasiat menyembuhkan maupun pencegahan

penyakit.

b)  Simplisia Hewani
Simplisia hewani adalah hewan utuh atau zat bermanfaat yang
diproduksinya dan masih berupa bahan kimia campuran.

c)  Simplisia Pelikan atau Mineral
Simplisia pelikan atau mineral adalah bahan mineral atau pelikan yang
belum mengalami proses pengolahan atau yang telah mengalami proses

pengolahan sederhana dan masih berupa bahan kimia campuran.
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2.7.3 Syarat simplisia
Simplisia memiliki beberapa persyaratan antara lain :

1.  Lolos uji organoleptis yang meliputi warna, bau, bentuk dan rasa
2. Kadar air harus kurang dari 10%
3. Adanya keseragaman bobot

4. Bahan tambahan tidak boleh mengandung pengawet, pengharum, dan
pewarna. Dapat digunakan pemanis sesuai dengan yang ditetapkan (BPOM,
2014).

2.7.4 Penyiapan simplisia

Sumber simplisia tanaman obat bisa berupa bahan tumbuhan liar maupun
tumbuhan hasil budidaya. Tumbuhan liar merupakan tumbuhan yang tumbuh
dihutan sendiri, pekarangan, pagar-pagar atau bisa ditempat lain. Tanaman
budidaya merupakan tanaman yang dengan sengaja ditanam untuk menghasilkan
simplisia. Tumbuhan liar pada umumnya kurang baik dijadikan sumber simplisia
dibanding dengan tanaman budidaya karena simplisia dari tanaman liar memiliki

mutu yang tidak tetap atau bervariasi (Parfati dkk., 2018).

Pembuatan simplisia yang baik dimulai dengan pengumpulan bahan baku,
sortasi basah, pencucian, penirisan perajangan, pengeringan, sortasi kering dan

penyimpanan (Gafur & Rizki, 2021).

2.7.5 Pengumpulan bahan baku

Pada pengumpulan kualitas bahan baku simplisia dipengaruhi beberapa
faktor hal yang meliputi umur tumbuhan, bagian tumbuhan pada waktu panen,
bagian tumbuhan, waktu panen dan lingkungan tempat tumbuh. Waktu panen
sangat erat berhubungan dengan pembentukan senyawa aktif di dalam bagian
tumbuhan yang akan dipanen. Waktu panen yang tepat pada bagian tumbuhan

mengandung senyawa aktif dalam jumlah yang terbesar (Tarigan dkk., 2017).

2.7.5.1 Sortasi basah
Sortasi basah bertujuan untuk memisahkan kotoran atau bahan asing serta

bagian tanaman lain yang tidak diinginkan dari bahan simplisia. Kotoran tersebut
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dapat berupa tanah, kerikil, rumput/gulma, tanaman lain yang mirip, bahan yang
telah rusak atau busuk, serta bagian tanaman lain yang memang harus dipisahkan
dan dibuang. Pemisahan bahan simplisia dari kotoran bertujuan untuk menjaga
kemurnian dan mengurangi konstaminasi awal yang dapat mengganggu proses
selanjutnya, mengurangi cemaran mikroba, dan memperoleh simplisia dengan
jenis serta ukuran yang seragam. Tanah mengandung bermacam-macam mikroba
dalam jumlah yang tinggi. Pembersihan simplisia dari tanah yang terikat dapat
mengurangi jumlah mikroba awal. Pada tahapan sortasi basah dilakukan
pemilihan bahan berdasarkan ukuran panjang, lebar, besar kecil. Sortasi basah
harus dilakukan secara teliti dan cermat dan juga dilakukan secara bersamaan
dengan pencucian dan penirisan. Pada saat pencucian bahan dibolak-balik untuk
memisahkan kotoran yang menempel (Parfati dkk., 2018).

2.7.5.2 Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang
melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih (sumur,
PAM, atau air dari mata air). Simplisia yang mengandung zat mudah larut dalam
air mengalir dan dicuci dalam waktu sesingkat mungkin. Pada satu kali pencucian
sayur mayur dapat menghilangkan kurang lebih 25% jumlah mikroba awal.
Pencucian sebanyak 3 kali, mikroba tertinggal 42% dari jumlah awal. Dalam
pencucian harus memperhatikan kualitas air untuk mencuci. Pencucian tidak
dapat membersihkan simplisia dari mikroba karena pencucian yang digunakan

biasanya mengandung mikroba (Parfati dkk., 2018).

Sortasi dan pencucian sangat mempengaruhi jenis dan jumlah mikroba
awal simplisia. Jika air yang digunakan untuk pencucian kotor maka jumlah
mikroba pada permukaan bahan simplisia dapat bertambah dan air yang terdapat
pada permukaan bahan tersebut dapat mempercepat pertumbuhan mikroba.
Pencucian sebaiknya dilakukan dengan menggunakan air mengalir agar kotoran
yang terlepas tidak menempel kembali. Pencucuian lebih efektif jika dilakukan

dalam bak bertingkat yang menerapkan konsep air mengalir (Parfati dkk., 2018).
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2.7.5.3 Perajangan

Perajangan simplisia dilakukan untuk memudahkan proses pengeringan,
pengepakan dan juga penggilingan. Perajangan dapat dilakukan dengan pisau
ataupun dengan alat mesin perajang yang khusus sehingga diperoleh irisan yang
tipis atau potongan dengan ukuran yang sudah dikehendaki. Semakin tipis bahan
yang dikeringkan, semakin cepat pula penguapan air, sehingga mempercepat
waktu dalam pengeringan. Akan tetapi irisan yang terlalu tipis juga dapat
menyebabkan berkurangnya atau hilangnya zat yang berkhasiat yang mudah
menguap sehingga dapat mempengaruhi komposisi baud an juga rasa yang
diinginkan (Indriaty dkk., 2021).

2.7.5.4 Pengeringan

Pengeringan merupakan terjadinya penguapan air ke udara karena
perbedaan kandungan uap air antara udara dengan bahan yang dikeringkan
(Zakaria dkk., 2017). Pada pengolahan simplisia memerlukan pengeringan, dapat
dilakukan dengan dua cara diantaranya adalah dengan pengeringan secara alamiah
(bantuan sinar matahari dan diangin-anginkan) dan pengeringan buatan (oven,uap
panas atau alat lainnya) (Riyani dkk., 2022). Hal yang perlu diperhatikan selama
proses pengeringan, kelembapan udara, aliran udara, lamanya pengeringan dan
luas permukaan bahan. Suhu pengeringan tergantung pada bahan simplisia dan
cara pengeringan. Bahan simplisia umumnya dapat dikeringkan pada suhu < 60°C.
Pada umunya proses pengeringan buatan akan menghasilkan simplisia dengan
mutu yang lebih baik karena pengeringannya lebih merata dalam waktu relatife
cepat, dan tidak dipengaruhi kondisi cuaca, selain itu proses pengeringan dapat
dipersingkat menjadi hanya beberapa jam asalkan senyawa aktifnya stabil
(Inorah., 2013).

Pengeringan juga bertujuan untuk mengurangi kadar air bahan sampai
batas perkembangan mikroorganisme dan Kkegiatan enzim yang dapat
menyebabkan pembusukan terhambat atau bahkan terhenti sama sekali. Dengan
demikian, bahan yang dikeringkan mempunyai waktu simpan lebih lama (Riyani
dkk., 2022).
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Keuntungan yang diperoleh dengan menggunakan pengering buatan yakni
kondisi pengeringan terkontrol dan waktu pengeringan bisa lebih cepat dengan
tidak bergantung oleh cuaca, sehingga menghasilkan produk yang berkualitas
baik. Ciri-ciri waktu pengeringan sudah berakhir apabila simplisia dapat
dipatahkan dengan mudah dengan kadar air + 8-10%. Kualitas simplisia dengan
kadar air tersebut cukup baik untuk pengolahan lebih lanjut dan penyimpanan
(Zakaria dkk., 2017).

2.7.5.5 Penyerbukan dan Pengayakan

Tujuan pembuatan serbuk untuk membuat partikel lebih kecil sehingga
akan memudahkan jika adanya pengekstraksian. Pada proses pengayakan
bertujuan agar mendapatkan serbuk dengan luas permukaan bahan dengan
pelarutnya lebih cepat larut dan senyawa yang diharapkan dapat terserap dengan
baik (Prastowo, 2013).

2.7.5.6 Sortasi kering

Tujuan sortasi adalah untuk memisahkan benda asing yang telah mengalami
proses pengeringan, seperti bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotor
lainnya yang masih ada atau tertinggal pada simplisia kering. Bahan yang gosong

dan rusak akibat pengeringan dilakukan dengan pemilahan (Indriaty dkk., 2021).

2.7.5.7 Penyimpanan

Setelah tahap pengeringan dan sortasi kering selesai maka simplisia perlu
ditempatkan dalam suatu wadah tersendiri agar tidak saling tercampur antara
simplisia satu dengan yang lainnya. Pada persyaratan wadah yang akan digunakan
sebagai pembungkus simplisia yaitu harus inert artinya tidak bereaksi dengan
bahan yang lain, tidak beracun, mampu melindungi bahan simplisia dari cemaran
mikroba, kotoran, serangga, maupun penguapan bahan aktif serta dari pengaruh

cahaya, oksigen dan uap air (Indriaty dkk., 2021).

2.8 Ekstrak
Ekstrak merupakan suatu pengambilan zat aktif melalui proses ekstraksi
menggunakan pelarut. Pelarut yang digunakan akan diuapkan kembali sehingga

zat aktif ekstrak menjadi pekat. Bentuk dari ekstrak yang dihasilkan dapat berupa
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ekstrak kental atau kering tergantung jumlah pelarut yang diuapkan (Marjoni,
2016).

2.8.1 Rotary Evaporator

Rotary Evaporator merupakan alat untuk mengubah sebagian atau
keseluruhan sebuah pelarut dari suatu larutan dari wujud air menjadi wujud uap
yang akan berpindah ke labu cairan sehingga konsentrasi akan lebih pekat atau
sesuai kebutuhan . Dalam proses evaporasi, larutan pekat merupakan produk yang
diharapkan sesuai hasil, sedangkan uapnya dapat diperoleh kembali tanpa hilang
sehingga dapat digunakan kembali untuk proses ekstraksi (Wijaya dkk., 2018).
Prinsip kerja dari rotary evaporatory adalah memisahkan hasil maserat dengan
pelarut menggunakan pemanasan dibawah titik didih pelarut, penurunan tekanan
pada labu dan pemutaran dengan kecepatan tertentu sehingga senyawa yang
terkandung dalam pelarut tidak rusak oleh suhu tinggi. Proses ini dilakukan
sampai tidak ada lagi pelarut yang menetes pada labu rotary evaporator (Mega
Yulia., 2019). Salah satu faktor yang mempengaruhi dalam proses evaporasi pada
evaporator vakum adalah tekanan dan juga laju evaporasi. Tekanan pada vakum
merupakan kondisi vakum yang terjadi pada ruang penguapan yang dihasilkan

dari operasi pompa vakum yang ada di bagian evaporator (Syakdani dkk., 2019).

2.9 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa dari simplisia dengan
menggunakan pelarut yang sesuai. Metode pemisahan ekstraksi menggunakan
prinsip Kkelarutan like dissolve like dimana suatu pelarut polar akan melarutkan
senyawa polar dan pelarut non polar akan melarutkan senyawa non polar (Wijaya
& Jubaidah, 2022). Ekstraksi juga termasuk cara pemisahan senyawa aktif yang

terkandung dalam suatu tanaman (Noviyanty dkk., 2019).

Tujuan ekstraksi yaitu untuk menarik atau memisahkan senyawa dari
simplisia atau campurannya. Pemilihan metode dilakukan dengan memperhatikan
senyawa, pelarut yang digunakan. Metode ekstraksi yang sering digunakan adalah

maserasi dan refluks. Metode ekstraksi terbagi menjadi menjadi ekstraksi dingin
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(maserasi dan perkolasi) dan ekstraksi panas (soxhletasi, refluks, infusa)
(Pambudi dkk., 2017).

2.9.1 Ekstraksi cara dingin
2.9.1.1 Maserasi

Metode maserasi mempunyai prinsip like dissolve like, dimana senyawa
akan larut dalam pelarut yang sifatnya sama. Maserasi dilakukan dengan
merendam simplisia dalam pelarut yang sesuai selama beberapa hari pada suhu
kamar. Kemudian pelarut akan menembus dinding sel sampai rongga sel, yang
mengakibatkan zat aktif yang dikandung didalamnya akan terlarut dalam pelarut.
Pelarut yang terdapat dalam sel mengandung zat aktif sedangkan pelarut yang
terdapat di luar sel tidak mengandung zat aktif. Perbedaan konsentrasi akan
mengakibatkan terjadinya proses difusi (Anjaswati dkk., 2021).

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan
karena menggunakan peralatan yang sederhana, biaya yang murah, dapat
digunakan untuk senyawa termolabil dan juga tanpa pemanasan. Akan tetapi
metode ini membutuhkan pelarut yang lebih banyak (Mariam Ulfah dkk., 2022).
Ekstraksi dengan maserasi masih banyak digunakan karena relatif lebih aman
untuk senyawa kimia yang bersifat termolabil dimana proses ekstraksi tidak
menggunakan panas, dengan proses dan alat sederhana serta biaya relatif murah
(Hikmawanti dkk., 2021).

Faktor yang dapat mempengaruhi kerja maserasi yaitu pelarut, waktu,
suhu, perbandingan, bahan dan ukuran partikel. Dalam waktu maserasi perlu
diperhatikan, semakin lama dalam perendaman maka waktu kontrak pelarut
dengan bahan semakin tinggi , tetapi jika terlalu singkat senyawa yang dihasilkan
kurang optimal (Chairunnisa dkk., 2019). Pada ukuran simplisia akan
berpengaruh terhadap ekstrak yang dihasilkan, dimana semakin kecil ukuran
maka semakin besar rendemen ekstrak yang diperoleh, hal ini dikarenakan kontak

antara partikel dengan pelarut semakin luas (Sahi dkk., 2021).
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2.9.1.2 Perkolasi

Perkolasi merupakan proses ekstraksi yang umum digunakan di industri
dan dipengaruhi oleh waktu dan perbandingan bahan pelarut. Waktu atau lamanya
proses ekstraksi menentukan kandungan senyawa yang keluar dai bahan. Begitu
juga perbandingan bahan pelarut, jumlah ekstraktan yang terlibat dalam
perpindahan menentukan tingkat perbedaan konsentrasi yang sangat penting
dalam proses difusi yang akan mempengaruhi kandungan senyawa (Rosidah dkk.,
2017).

2.9.2 Ekstraksi cara panas
2.9.2.1 Soxhletasi

Prinsip soxhletasi adalah penyaringan yang berulang- ulang sehingga hasil
yang didapatkan sempurna dan pelarut yang digunakan relatife sedikit. Pelarut
organik dapat menarik senyawa organik dalam bahan alam secara berulang-ulang.
Metode ekstraksi secara soxhlet menghasilkan rendemen yang lebih besar jika
dibandingkan dengan maserasi. Hal ini disebabkan karena adanya perlakuan
panas yang dapat meningkatkan kemampuan pelarut untuk mengekstraksi
senyawa-senyawa yang tidak larut didalam kondisi suhukamar, serta terjadinya
penarikan senyawa yang lebih maksimal oleh pelarut yang selalu bersirkulasi
dalam proses kontak dengan simplisia sehingga memberikan peningkatkan
rendemen. Ekstraksi menggunakan soxhlet merupakan salah satu metode yang
paling baik digunakan dalam memisahkan senyawa bioaktif dari alam (Anam
dkk., 2014).

Kelebihan dari metode soxhletasi adalah menggunakan alat sokhlet yaitu
dapat mengekstraksi bahan aktif dengan lebih banyak meskipun menggunakan
pelarut yang lebih sedikit, penyarian dilakukan secara sempurna (tetesan terakhur
tidak berwarna), tidak memerlukan tahap penyarian setelah tahap leaching,
ekstraksi sokhlet tidak bergantung pada bagian tanaman yang akan diekstrak.
Sedangkan kekurangan dari metode sokhletasi adalah ekstraksi ini memerlukan
waktu yang cukup lama, maka bahan aktif yang tidak tahan panas mengalami
dekomposisi (Endarini, 2016).
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2.9.2.2 Refluks

Refluks merupakan metode ekstraksi dengan bantuan pemanasan dan
mampu mengekstraksi andrografolid yang merupakan senyawa tahan panas
(N.P.L dkk., 2015). Refluks adalah ekstraksi dengan suhu titik didih pelarutnya
dengan waktu dan jumlah pelarut yang terbatas serta terdapat pendingin balik
(Mukhriani, 2014).

2.9.2.3 Infusa

Infusa adalah sediaan cair yang dibuat dengan mengekstraksi simplisia
nabati dengan air pada suhu 90°C selama 15 menit. Pembuatan dengan cara
pemanasan simplisia di atas pemanas air selama 15 menit terhitung mulai suhu
mencapai 90°C sambil sesekali diaduk. Setelah itu diangkat dan dilakukan
penyarian dalam keadaan panas. Infusa merupakan ekstraksi yang menggunakan
pelarut polar yaitu air. Senyawa yang memiliki kepolaran yang sama akan lebih

mudah tertarik atau terlarut dengan kepolaran yang sama .

2.10 Pelarut
2.10.1 Etanol

Etanol merupakan pelarut organik yang sering digunakan untuk proses
ekstraksi. Beberapa alasan penggunaan etanol yang sangat luas antara lain karena
etanol relative tidak toksik dibandingkan dengan aseton dan metanol, biaya
murah, dapat digunakan pada berbagai metode ekstraksi serta aman untuk ekstrak
yang akan dijadikan obat-obatan dan makanan. Alasan lain karena etanol
merupakan pelarut yang mudah didapatkan, efisien, aman untuk lingkungan dan
memiliki tingkat ekstraksi yang tinggi (Hakim & Saputri, 2020). Titik didih etanol
murni adalah 78°C (Fahmi dkk., 2014).

Konsentrasi pada etanol sangat mempengaruhi hasil dari ekstrak yang
didapatkan. Penggunaan etanol sebagai pelarut dapat dikombinasikan dengan air
yang dinyatakan dengan satuan persen (%) dan sekaligus dapat dijadikan
parameter dalam proses ekstraksi (Hakim & Saputri, 2020). Pelarut pada metode

ekstraksi yang digunakan yaitu etanol 70 % karena etanol ini dapat menarik
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senyawa zat aktif yang lebih banyak dibandingkan jenis pelarut organik lainnya
(Hasanah & Novian, 2020).

2.10.2 Carboxymethyl Cellulose Sodium (Na-CMC)

Carboxymethyl Cellulose Sodium (Na-CMC) adalah senyawa turunan
selulosa yang dapat larut dalam air. Na-CMC sering digunakan sebagai zat aditif
dalam dunia industri makanan, farmasi, detergen, tekstil dan produk kosmetik
sebagai pengental , penstabil emulsi atau suspensi serta bahan pengikat. Proses
sintesis Na-CMC ini melalui dua tahap yaitu tahap alkalisasi dan tahap
karboksimetilasi. Alkalisasi menggunakan NaOH yang bertujuan untuk
mengaktifkan gugus-gugus OH pada molekul selulosa. Pada proses
karboksimetilasi, gugus —OH pada struktur selulosa yang tergantikan oleh
CICH,COONa (natrium monokloroasetat) merupakan penanda terbentuknya Na-
CMC. Penggunaan natrium monokloroasetat (NaMCA) dalam jumlah yang
optimal akan menigkatkan karakteristik dari Na-CMC (Salimi dkk., 2021).

2.10.3 Aquades

Aquades merupakan pelarut utama dalam kegiatan praktikum di
laboratorium, bersifat murni, berwarna bening, tidak berbau dan tidak memiliki
rasa. Aquades adalah pelarut yang sangat baik karena berbagai senyawa organik
netral yang mempunyai gugus fungsional polar, seperti gula, alkohol, aldehida,
dan keton cepat larut (Tominik & Haiti, 2020).

Aquades merupakan air hasil penyulingan yang bebas dari zat-zat
pengotor sehingga bersifat murni dalam laboratorium. Aquades merupakan
pelarut yang jauh lebih baik dibandingkan dengan cairan yang umumnya telah
dijumpai. Selain itu aquades juga mudah melarutkan senyawa lainnya , mencakup
berbagai senyawa organik netral dengan mempunyai gugus fungsional polar
seperti gula, alkohol, aldehida dan keton (Marjuni dkk., 2021). Aquades mampu
melarutkan berbagai macam zat kimia seperti garam, gula, asam serta sebagian
molekul organik (Putri dkk., 2021).
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2.11 Analisis LCMS

Liquid Chromatography - Mass Spectrometry (LC-MS) merupakan teknik
analisis dengan menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi
cair dengan menggunakan spesifitas deteksi spektrometri massa. Dalam
kromatografi cair dengan memisahkan komponen-komponen sampel kemudian
ion bermuatan dan dideteksi oleh spectrometer massa. Pada data LC-MS
digunakan untuk memberikan informasi mengenai berat molekul, struktur,
identitas serta kuantitas komponen sampel tertentu. Senyawa akan dipisahkan atas
dasar interaksi relative dengan lapisan kimia partikel-partikel (fase diam) dan

elusi pelarut melalui kolom (fase gerak) (Ode & Mangurana, 2019).

Keuntungan dari LC-MS vyaitu dapat menganalisis secara luas berbagai
komponen seperti senyawa termal labil, polaritas tinggi ataupun bermassa
molekul tinggi bahkan juga protein. Komponen elusi dari kolom kromatografi
akan diteruskan ke spektometer massa melalui antar muka khusus. Prinsipnya
ialah pemisahan analit-analit berdasarkan kepolarannya. Campuran analit akan
berpisah berdasarkan kepolaran dan kecepatan untuk ke detector (waktu retensi)
akan berbeda (Ode & Mangurana, 2019).

2.12 Hewan Uji
2.12.1 Definisi Tikus

Tikus sebagai hewan model (hewan coba) yang telah banyak digunakan
untuk penelitian dikarenakan siklus hidupnya pendek, biaya perawatan lebih
murah,  relatif mudah perawatannya dan tersedia database dalam
menginterprestasikan data yang relevan untuk manusia (Sadiah dkk., 2022). Dari
75-100 juta per tahun hewan vertebrata yang digunakan dalam penelitian yaitu
tikus. Tikus banyak digunakan dalam penelitian biomedik diantaranya bidang
toksikologi, gerontology, kardiologi, kedokteran gigi, imunologi, reproduksi,
neurosains, dan parasitologi (Andersen dkk., 2016). Penggunaan hewan percobaan
pada penelitian kesehatan banyak dilakukan untuk uji kelayakan ataupun
keamanan suatu bahan obat serta untuk penelitian yang berkaitan dengan suatu
penyakitt (Tolistiawaty dkk., 2014).
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Tikus putih (Rattus novergicus) atau dikenal dengan nama Norway Rat
merupakan hewan yang sering digunakan dalam penelitian biomedik. Beberapa
galur tikus laboratorium yang umum digunakan pada penelitian yaitu Sprague
Dawley, Wistar, Biobreeding, Long-Evans. Tikus merupakan organisme model
utama yang digunakan untuk mempelajari fungsi gen manusia, karena sebagian
proses biologis pada tikus sangat mirip dengan yang terjadi pada manusia
(Weidner dkk., 2016).

Tikus Sprague Dawley yaitu galur yang banyak digunakan dalam penelitian
dengan pertimbangan perkembang biakannya yang cepat, temperamennya yang
tenang dan juga relatif mudah penanganannya (Andreollo dkk., 2012). Pada
penelitian laboratorium tikus sebagai hewan model harus memenuhi persyaratan
tertentu yaitu memiliki galur yang sama, jenis kelamin tertentu, rentang uia tidak
jauh berbeda, berat badan merata, menunjukkan fisik yang sehat dengan ciri mata
cerah, aktivitas motorik normal, bulu tidak berdiri dan harus sesuai dengan tujuan
penelitian misalnya untuk penelitian obat-obat hormonal wanita maka digunakan
tikus betina (BPOM, 2014).

2.12.2 Klasifikasi Tikus

Pada (Gambar 2.9) tikus Sprague Dawley dapat mencapai usia hingga 3,5
tahun dengan berat badan tikus dewasa berkisar 250-300 g untuk betina
sedangkan 450-520 g untuk tikus jantan (Andreollo dkk., 2012).

Gambar 2. 9 Tikus Putih (Komang dkk., 2014)

® Watermarkly
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Klasifikasi tikus putih menurut Rejeki (2018) sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordate

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodenita

Famili : Murinane
Genus . Rattus

Spesies . Rattus
Galur/strain : Sprague Dawley

2.12.3 Pengambilan sampel organ hewan uji

Pada penelitian eksperimental selain sampel darah, juga dapat dilakukan
pengambilan sampel organ dari hewan coba. Organ yang diambil dari hewan coba
akan dilakukan beberapa pemeriksaan. Pada abdomen dapat diambil organ sistem
pencernaan antara lain lambung, usus halus, sekum, hati, limpa dan juga prankeas.
Organ lain yang abdomen yang bisa di ambil antara lain ginjal dan kandung
empedu. Setelah proses pengambilan organ pada (Gambar 2.10), organ disimpan
dalam wadah untuk proses selanjutnya atau disimpan dalam larutan pengawet lain
atau pendingin sesuai dengan kebutuhan pemeriksaan yang dilakukan peneliti
(Risbandini, 2020).

AR
N

Gambar 2. 10 Pembedahan pengambilan organ (Risbandini, 2020).
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BAB Il
METODOLOGI

3.1  Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ayakan mesh 80, oven,
beaker glass (pyrex), bejana kaca, labu ukur (pyrex), pipet tetes, cawan porselin,
batang pengaduk, blender, corong, kain saring, kertas saring, waterbath, kapas,
bunsen, api bunsen, handskun, sarung tangan, alat bedah hewan, meja bedah
hewan, underpad, spuit 1 cc dan 3 cc, sonde oral, tempat makan dan minum,
tabung reaksi, bejana maserasi, sentrifugasi, timbangan analitik, klip besar, rotary
evaporator (IKA RV 10 digital), LC-MS (Shimadzu LCMS — 8040 LC/MS),
ELISA READER (Labtron type LMPR-A12).

3.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi serbuk biji pepaya
(Carica papaya L), etanol 70%, CMC-Na 0,5%, aquadest, fruktosa, lemak babi,
hewan uji tikus sprague dawley, xyla, ketamin, asam sulfat pekat, pakan standart,
asam klorida, HCL, asam asetat glasial, NaCl, Reagen MBS MDA (S268427) dan
SOD (S036924) .

3.2 Lokasi Penelitian
1.  Lokasi proses maserasi di Laboratorium Botani STIKes Karya Putra

Bangsa Tulungagung.
2. Lokasi evaporasi di Universitas Brawijaya.
3. Lokasi determinasi di UPT Materia Batu, Malang.
4. Lokasi analisis LCMS di Universitas Muhammadiyah Malang.
5. Lokasi pengajuan Ethical Clearence di UBAYA.

6. Lokasi pengukuran SOD dan MDA dilakukan di Laboratorium Klinik

Hewan Satwa Malang

32
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3.3  Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah tikus jantan putih galur Sprague
Dawley (SD) yang diperoleh dari Klinik Hewan Satwa Malang, Jawa Timur.

3.4  Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji pepaya yang
terdapat di Desa Mirigambar RT 01 RW 06, Kecamatan Sumbergempol,
Kabupaten Tulungagung , Jawa Timur.

3.5  Variabel Penelitian

Variabel penelitian adalah objek yang menempel (dimiliki) pada diri
subjek. Objek penelitian dapat berupa orang, benda, transaksi, atau kejadian yang
dikumpulkan dari subjek penelitian yang menggambarkan suatu kondisi ataupun
nilai masing-masing subjek penelitian (Hardani dkk., 2020). Macam-macam
variabel penelitian antara lain variabel bebas, variabel kontrol, variabel dan

variabel terikat.
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang terutama digunakan dalam
menganalisis hubungan antara variabel tak bebas yang dipengaruhi oleh variabel
bebas (Winarno, 2013). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian
eksperimen ini adalah dosis 150 mg/kgBB ekstrak biji pepaya, dosis 250 mg/kg
BB ekstrak etanol biji pepaya, dan dosis 350 mg/kg BB ekstrak etanol biji pepaya

yang diberikan secara peroral.

3.5.2 Variabel Kontrol

Variabel krontrol merupakan variabel yang dikendalikan atau dibuat
konstan sehingga pengaruh variabel independen terhadap dependen tidak
dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak diteliti. VVariabel kontrol seing digunakan
peneliti bila akan melakukan pembandingan (Sugiyono, 2009). Variabel kontrol
dalam penelitian ini adalah metode maserasi dan tikus jantan galur Sprague

Dawley.
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3.5.3 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang secara struktur berpikir keilmuan
menjadi variabel yang disebabkan oleh adanya perubahan variabel lainnya.
variabel ini dipengaruhi atau menjadi akibat karena adanya variabel bebas
(Hardani dkk., 2020). Variabel terikat yang digunakan pada penelitian ini adalah
pemberian ekstrak etanol biji pepaya ternadap SOD (Superoxide dismutase) dan
MDA (Malondialdehida) pada ginjal tikus jantan galur (Sprague dawley).

3.6 Metode Penelitian
3.6.1 Ethichal Clereance

Ethichal Clereane atau kelayakan etik penelitian merupakan keterangan
tertulis yang diberikan oleh komisi etik penelitian untuk riset yang melibatkan
makhluk hidup (manusia, hewan, dan tumbuhan) yang menyatakan bahwa suatu
proposal riset layak dilaksanakan setelah memenuhi persyaratan (Insani dkk.,
2013). Pengajuan Ethichal Clereance dilakukan di Universitas Surabaya, Jawa

Timur.

3.6.2 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman bertujuan untuk mengetahui identitas tanaman dan
jenis tanaman yang akan diteliti untuk menghindari kesalahan dalam
pengumpulan bahan utama penelitian (Kartika, 2015). Sampel tanaman
diidentifikasi di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu Malang, Jawa

Timur.

3.6.3 Pembuatan Simplisia

Biji pepaya yang telah dikumpulkan dikeluarkan dari buahnya, kemudian
disortasi basah, setelah itu dicuci dengan air mengalir dan ditiriskan. Biji pepaya
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan serta tidak langsung terkena sinar
matahari (Purwanti dkk, 2018). Biji pepaya yang telah dikeringkan kemudian
disortasi kering, lalu diserbuk menggunakan blender, lalu diayak menggunakan
ayakan mesh 80 kemudian ditimbang. Hasil dari pengayakan tersebut, serbuk
disimpan dalam wadah tertutup (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
1985).
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3.6.4 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
3.6.4.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Susut pengeringan merupakan pengurangan berat bahan simplisia setelah
dikeringkan. Susut pengeringan bertujuan untuk mengetahui batas maksimal dan
rentang besarnya pengukuran susut bahan pada proses pengeringan dengan syarat
susut pengeringan antara 16-25,8 % (Depkes RI, 2000). Simplisia dipanaskan
pada suhu 105°C selama 30 menit. Dihitung berat kadar susut pengeringan dalam
g per g terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara. Dapat dihitung dengan
rumus (Depkes RI, 2008).

. Bobot biji b h
% susut pengeringan = ————4 2222 » 100 %
Bobot biji kering

3.6.4.2 Uji Kadar Air Simplisia

Uji kadar air bertujuan untuk mengetahui besarnya kandungan air pada
simplisia, terkait dengan kemurnian dan kontaminasi yang mungkin terjadi
(Depkes RI, 2000).Kadar air simplisia tidak lebih dari 10% (Depkes RI, 2008).

Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan menimbang 10 gram
serbuk biji pepaya dan masukkan kedalam moisture analyzer, kemudian suhu
diatur sampai 105°C selama 3-5 menit. Nilai kadar air serbuk simplisia akan
terlihat pada layar dan memenuhi syarat apabila <10%. Perhitungan kadar air

serbuk simplisia dengan rumus berikut (Depkes RI, 1985).

bobot awal—bobot akhir

% kadar air = x 100%

hobot awal

3.6.4.3 Pembuatan Ekstraksi Biji Pepaya

Serbuk biji pepaya sebanyak 100 gram dimaserasi menggunakan etanol
70% (1:10) perbandingan serbuk dan pelarut, kemudian dimasukkan dalam bejana
kaca, ditambahkan etanol 70% sebanyak 1000 ml sampai serbuk terendam
sempurna. Untuk bejana kaca disimpan diruang tertutup agar terlindungi dari sinar
matahari, di diamkan selama 5 hari x 24 jam sambil diaduk atau dikocok. Setelah
5 hari, maserat dikeluarkan dan disaring dengan menggunakan kain saring.

Selanjutnya di remaserasi hingga maserat menjadi jernih kemudian hasil fitrat
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remaserasi dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator di Universitas
Brawijaya dengan suhu 40°C, dan untuk pengentalan diatas waterbath (Apriliani
dkk., 2022).

3.6.4.4 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak
3.6.4.4.1 Rendemen Ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan berat kering produk yang
dihasilkan dengan berat bahan baku (Yuniarifin dkk., 2006). Nilai rendemen
berkaitan dengan banyaknya kandungan bioaktif yang terkandung pada tumbuhan
(Dewastisari, 2018). Rumus dari rendemen ekstrak sebagai berikut (Depkes R,
2000). Menurut Budiyanto (2015) menyatakan bahwa semakin tinggi rendemen

ekstrak maka semakin tinggi kandungan zat yang tertarik pada suatu bahan baku.

% Rendemen — bobot ekstrak yong dihasilkan x 100%

bobot simplisie yong digunakan

3.6.4.4.2 Penetapan Kadar Abu Ekstrak

Penetapan kadar abu bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa
anorganik total serta menentukan karakteristik sisa kadar abu non organik setelah

pengabuan (Supriningrum dkk., 2021).

Uji kadar abu total dilakukan dengan menimbang serbuk simplisia
sebanyak 2-3 g ditimbang dan dimasukkan ke dalam cawan krus silikat yang
sudah dipijar dan ditara, setelah itu dipijarkan perlahan-lahan hingga abu habis,
didinginkan dan ditimbang. Jika dengan cara ini abu tidak bisa hilang, maka
ditambahkan air panas lalu disaring melalui kertas saring bebas abu. Sisa dan
kertas saring dipijarkandi dalam cawan krus yang sama. Kemudian filtrat
dimasukkan ke dalam krus, diuapkan dan dipijarkan hingga bobot tetap pada suhu
800+ 25°. Dihitung kadar abu total terhadap bahan uji dinyatakan dalam %b/b.
Hasil abu yang telah dingin, ditimbang sehingga kadar abu dapat dihitung dengan

rumus berikut :

(berat cawan+ abu) —berat cawan kosong

0 ladar abu= " X 100%

(berat cawan+simplisia) —berat cawan koson
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3.6.4.4.3 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol dilakukan dengan cara 1 ml asam asetat glasial dan 1 ml
asam sulfat pekat ditambahkan dalam sampel ekstrak kemudian dihomogenkan.
Tabung disumbat dengan kapas lalu dipanaskan. Bebas etanol jika tidak tercium
bau ester (Kurniawati, 2015). Tujuan dari uji bebas etanol adalah untuk
menghindari pengaruh dari etanol dimana etanol bersifat desinfektan sehingga
dikhawatirkan dapat mempengaruhi aktivitas antibakteri dalam ekstrak etanol
70% (Konay dkk., 2019).

3.6.5  Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan salah satu cara yang dapat dilakukan untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa metabolit sekunder suatu bahan alam.
Skrining fitokimia merupakan tahap pendahuluan yang dapat memberikan
gambaran mengenai kandungan senyawa tertentu dalam bahan alam yang akan
diteliti (Kristianti dkk.,2008). Skrining fitokimia terhadap ekstrak etanol biji

pepaya (Carica papaya L.) meliputi senyawa flavonoid, tanin, dan saponin.

3.6.5.1 Uji Flavonoid

Sebanyak 1 ml ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan dengan serbuk magnesium dan 2-4 tetes HCI pekat. Kemudian
campuran dikocok. Terbentuknya warna jingga menunjukkan adanya flavonoid

golongan flavonol dan flavon (Siti dkk., 2015).

3.6.5.2 Uji Saponin

Sampel ekstrak biji pepaya diambil 2 gram dan ditambahkan dengan 10
ml aquades kemudian dikocok kurang lebih selama 1 menit. Kemudian didiamkan
selama 10 menit dan diamati buih atau busa yang terbentuk. Jika terjadi senyawa
saponin dalam sampel ditandai dengan terbentuknya buih yang stabil selama 10
menit ( Isnania dkk., 2014).

3.6.5.3 Uji Tanin

Ekstrak etanol biji pepaya 2 gram direaksikan dengan larutan FeCls
sebanyak 3 tetes. Jika terjadi warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukan
adanya tannin (Novisa dkk., 2021)
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3.6.5.4 Uji Alkaloid

Ekstrak sebanyak 2 gram ditambahkan larutan kloroform 5 ml dan
amoniak 5 ml didalam tabung reaksi dipanaskan, dikocok kemudian disaring.
Ditambahkan 5 tetes H,SO, dan dikocok sampai terbentuk dua lapisan. Lapisan
asam (atas) dipipet dan dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi. Kedalam tabung
reaksi pertama ditambahkan 2 tetes pereaksi mayer, tabung reaksi kedua
ditambahkan pereaksi dragendroff. Reaksi mayer akan terbentuk endapan putih

dan pereaksi dragendroff terbentuk endapan jingga (Garnita dkk., 2022).

3.6.6 Identifikasi Ekstrak Biji Pepaya Menggunakan LC-MS

Pada hasil analisis data LC-MS akan didapatkan bobot molekul dari
senyawa yang terdapat dalam ekstrak sehingga akan diketahui jumlah senyawa
yang dikandung pada sampel. Data LC-MS dapat digunakan untuk memberikan
infomasi mengenai berat molekul, struktur, identitas dan kuantitas komponen
sampel tertentu. Senyawa dipisahkan atas dasar interaksi relatif dengan lapisan
kimia partikel-partikel (fase diam) dan elusi pelarut melalui kolom (fase gerak).
Keuntungan dari LC-MS yaitu dapat menganalisis secara lebih luas berbagai
komponen, seperti senyawa termal labil dan bermassa molekul tinggi (Mangurana
dkk.,2019).

3.7  Pembuatan Kontrol Positif dan KontroL Negatif
3.7.1 Kontrol Negatif Larutan CMC Na 0,5 %

Na CMC ditimbang sebanyak 0,5 gr, ditaburkan dalam mortar yang berisi
10 ml aquadet yang telah dipanaskan, diamkan selama 15 menit hingga
memperoleh masa transparan, lalu campur sampai homogen. Setelah itu
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml dan volumenya dicukupkan dengan
aquadest hingga batas 100 ml (Manek dkk., 2020).

3.7.2 Kontrol Positif Fruktosa
Pemberian fruktosa diberikan sebanyak 3 ml menggunakan sediaan

fruktosa cair 10%.
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3.8 Pemberian Ekstrak Etanol Biji Pepaya

Pada pembuatan dosis ekstrak biji pepaya digunakan 3 variasi dosis yaitu
150 mg, 250 mg, 350 mg. berat rata-rata tikus yaitu 200 gram, jumlah dosis yang
diberikan pada tikus dengan dosis 150 mg sebanyak 1.260 mg/ml, 250 mg
sebanyak 2100 mg/ml, dan 350 mg sebanyak 2.940 mg/ml. Pemberian suspensi
ekstrak biji pepaya dilakukan secara oral menggunakan sonde, sediaan ekstrak biji
pepaya kemudian ditimbang dan dilarutkan dalam pelarut CMC-Na 0,5%

secukupnya kemudian ditambahkan aquadet ad 30 ml.

3.8.1 Pembuatan Pakan Tinggi Lemak

Pakan lemak tinggi yang digunakan adalah pakan standart 95% dan lemak
babi 5%. Cara pembuatan pakan sebagai berikut : panaskan lemak babi hingga
menjadi minyak, kemudian gerus pakan standart sampai halus lalu campurkan
dengan minyak hingga homogen, diberikan selama 2 minggu sampai tikus
hiperkolesterol (Alaydrus dkk., 2020).
3.8.2 Perlakuan Terhadap Hewan Coba

Hewan uji yang digunakan adalah tikus jantan galur Sprague dawley
dengan berat badan 150-250 gram dan berumur 8 minggu yang berasal dari
Malang Jawa Timur, tidak cacat secara fisik dan sehat. Penggunaan hewan coba
ini telah mendapatkan serifikat layak etik dari komisi etik peneliti Universitas
Surabaya. Alasan dalam menggunakan tikus berkelamin jantan karena tidak ada
pengaruh hormon esterogen yang akan mempengaruhi metabolisme lemak dan
kolesterol (Kumar dkk., 2012). Sebelum diberi perlakuan, tikus diadaptasikan
(aklimatisasi) selama kurang lebih 1 minggu dengan menempatkan di dalam
kandang pada lingkungan yang nyaman, tidak gaduh, kandang yang bersih dan
diberikan pakan pellet dan minum libitum. Tujuan dari aklimitasi yaitu agar

hewan uji dapat menyesuaikan diri dengan lingkungannya (Risha dkk., 2018).

Hewan uji tikus sebanyak 30 ekor tikus jantan galur Sprague dawley.
Hewan uji ini dibagi menjadi 6 kelompok berisi 5 ekor tikus yang diberi
pemberian pakan standart dan penginduksian secara oral selama 10 hari,

kemudian diberi perlakuan sehari sekali selama 7 hari.



Kelompok kontrol positif

Kelompok kontrol negatif
Kelompok Normal

Kelompok Perlakuan 1

Kelompok Perlakuan 2

Kelompok Perlakuan 3
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= Pakan standart + Induksi tinggi lemak +
Larutan fruktosa

= Pakan standart + Induksi tinggi lemak
= Pakan standart

= Pakan standart + Induksi tinggi lemak +
Ekstrak etanol biji pepaya dengan dosis 150
mg/kgBB

= Pakan standart + Induksi tinggi lemak +
Ekstrak etanol biji pepaya dengan dosis 250
mg/kgBB

= Pakan standart + Induksi tinggi lemak +
Ekstrak etanol biji pepaya dengan dosis 350
mg/kgBB

3.9  Cara Pengambilan Organ Ginjal Tikus

Setelah akhir hari masa perlakuan, tikus jantan galur ( Sprague dawley)

diterminasi/ dieuthanasi secara dislocation os cervical (cervical dislocatio) yang

diakukan dengan steril dan cepat. Hewan coba yang diberi anastesi xyla dan

ketamine kemudian dibedah pada bagian abdomen. Setelah itu dilakukan

pengambilan organ ginjal dan dilakukan pencucian dengan buffer fosfat sallin

(PBS). Kemudian organ ginjal ditiriskan dan ditimbang beratnya.

3.10 Persiapan Homogenat

Ginjal sebanyak 1,25 g dicacah dalam kondisi dingin dalam 5 ml larutan

PBS yang mengandung 11,5 g/L KCL, kemudian disentrifugase pada 4000 rpm,

10 menit. Sehingga diperoleh supernatan jernih (homogenat). Supernatan jernih

(homogenat) ini digunakan untuk analisis kadar SOD dan MDA.
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3.11 Pengukuran Sampel SOD dan MDA Jaringan Ginjal Tikus
3.11.1 Pengukuran Sampel SOD Jaringan Ginjal Tikus

Prinsip pemeriksaan kadar SOD vyaitu reaksi antara xantine dan xanthine
oxidase (XO) menghasilkan radikal superoksida. Pengukuran SOD dilakukan
secara tidak langsung dengan Nitro Biru Tetrazolium (NBT) (Thrisnadia.,2019).
Prosedur Analisis Kadar SOD sebagai berikut :

1. Pengukuran aktivitas SOD dalam supernatant diukur dengan metode misra
dan fridovich.

2. Sebanyak 500 mL supernatant ditambahkan ke 0,800 mL buffer karbonat
(100 mM, pH 10,2) dan 100 mL efinefrin (3 mM).

3. Perubahan absorbansi masing-masing sampel kemudian dicatat pada
panjang gelombang 480 nm dengan speftrofotometer selama 2 menit pada
selang waktu 15 detik.

4. Demikian pula untuk larutan blanko dan standart, satu unit SOD
didefinisikan sebagai banyaknya enzim - yang dibutuhkan untuk
menghambat 50% dari autooksidasi.

5. Campuran diencerkan 1/10 kemudian baca absorban dengan menggunakan
spektrofotometer.

Kadar SOD dihitung sesuai rumus berikut :
Aktivitas SOD (%) = (1 — A/B) x 100%

Keterangan :
A = Absorbansi larutan sampel
B = Absorbansi larutan kontrol

3.11.2 Pengukuran Sampel MDA Jaringan Ginjal
Prosedur Analisis Kadar MDA sebagai berikut :
1. Larutan stok pereaksi 1,1,3,3 — tetra metoksi propane (TMP) konsentrasi
6M diencerkan menjadi 0,05; 0,06; 0,07; 0,0; 0,09; 0,10; 0,11; 0,12; dan
0,13 ppm.
2. Selanjutnya, ditambah 2,0 ml HCL dingin (0,25N) yang mengandung 15%
TCA, 0,38% TBA dan 0,5% BHT.
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3. Campuran dipanaskan 80°C selama 1 jam, disentrifuse pada 3500 rpm
selama 10 menit.

4. Supernatan diambil diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada A 532
nm.

5. Sebanyak 0,5 ml supernatan jernih ditambah 2,0 ml HCI dingin (0,25 N)
yang mengandung 15% TCA, 0,38% TBA dan 0,5 % BHT.

6. Campuran dipanaskan 80°C selama 1 jam. Setelah dingin, campuran
disentrifuse pada 3500 rpm selama 10 menit.

7. Supernatant diambil diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada A
532 nm. Sebagai larutan standar digunakan TMP (Tetra Metoksi Propana).
Selanjutnya, dilakukan perhitungan menggunakan persamaan regresi y = a

+ bx, dengan koefisien kolerasi (r) untuk mengetahui hubungan antara konsentrasi
dengan absorbansi larutan standar.

Rumus Penghitungan Kadar MDA Sebagai Berikut :

Absorbansi sampel pada A maks — Intersep standar pada A maks
Slope standar pada A maks

3.12  Analisis LCMS

Analisis dilakukan di UMM (Universitas Muhammadiyah Malang). Pada
pengujian ini merupakan skrining lanjutan dari skrining fitokimia untuk
melakukan pengujian dari ekstrak biji pepaya (Carica papaya L.). Analisis pada
biji pepaya (Carica papaya L.) dilakukan untuk mengenai senyawa Yyang
terkandung dalam biji pepaya (Carica papaya L).

Analisis LCMS dilakukan dengan mengambil sampel cair sebanyak 2 ml,
ditempatkan pada labu takar 100 ml. Ditambahkan dengan metanol 90% sampai
tanda volum 100 ml, homogenkan dan diamkan selama 30 menit dalam suhu
dingin. Saring larutan dengan erlenmeyer vaccum filter, sehingga didapatkan
filtrat. Mengambil 10 ml filtrat untuk dilakukan sentrifugasi. Melakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4 C selama 10 menit.
Supernatan yang diperoleh tempatkan pada tabung reaksi. Selanjutnya
pengenceran ekstrak ambil 1 ml ekstrak tempatkan pada labu takar 25 ml dan

tambahkan dengan dengan metanol 90% sampai tanda batas. Larutan disaring
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dengan membran filter, cellulose acetate 0,45 um dan dilakukan degassing.

Larutan siap digunakan untuk analisis LCMS.

3.13 Analisis Data
Data yang diperoleh diolah menggunakan sistem komputerisasi
menggunakan program SPSS (Statistical Product Service Solution) dengan

pengolahan data sebagai berikut:

3.13.1 Uji Normalitas

Uji normalitas bertujuan untuk menguji apakah dalam model regresi,
variabel pengganggu atau residual memiliki distribusi normal atau tidak
(Penerapan dkk., 2021).

Pengambilan kesimpulan hasil uji normalitas dapat dilihat :
1. Jika nilai signifikansi > 0,05, maka dinyatakan data berdistribusi normal.
2. Jika nilai signifikansi < 0,05, maka dinyatakan data berdistribusi tidak normal

3.13.2 Uji Homogenitas
Uji homogenitas digunakan sebagai bahan acuan untuk menentukan
keputusan uji statistik (Penerapan dkk., 2021). Dasar atau pedoman pengambilan

keputusan dalam uji homogenitas yaitu :
1. Jika p > 0,05 : maka HO diterima.
2. Jika p <0,05: maka H1 diterima.

3.13.3 Uji One Way Anova

Uji One Way Anova bertujuan untuk membandingkan lebih dari dua rata-
rata serta data sampel dianggap mewakili populasi (Riduwan, 2004). Uji oneway
ANOVA dengan nilai signifikansi p<0,05 kemudian dilanjutkan dengan
menggunakan uji TUKEY. Dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan
bahwa perlakuan ekstrak etanol biji pepaya dengan variasi konsentrasi yang

berbeda terhadap kadar SOD dan MDA pada ginjal tikus galur Sprague Dawley.
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Perumusan hipotesis :
HO . tidak ada pengaruh variasi konsentrasi optimum pada ekstrak etanol
biji pepaya terhadap kadar SOD dan MDA pada ginjal tikus galur
Sprague Dawley.
H1 . ada pengaruh variasi konsentrasi optimum pada ekstrak etanol biji
pepaya terhadap kadar SOD dan MDA pada ginjal tikus galur Sprague
Dawley.
Pengambilan keputusan :
1. Jika p > 0,05 ; maka HO diterima
2. Jikap <0,05 ; maka H1 diterima

3.14 Hipotesis

3.14.1 Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica papaya L.) memiliki
aktivitas terhadap kadar SOD dan MDA pada tikus galur Sprague Dawley

3.14.2 Variasi konsentrasi optimum 350 mg ekstrak etanol biji pepaya (Carica
papaya L.) terhadap kadar SOD dan MDA pada tikus galur Sprague
Dawley.

3.14.3 Senyawa ekstrak etanol biji pepaya diduga memiliki senyawa metabolit

sekunder diantaranya alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin.



3.15 Kerangka Penelitian

Biji Pepaya

Determinasi

Pembuatan Simplisia
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Uji Kadar Air Maserasi — | Remaserasi
Uji Susut Pengeringan | ;
Evaporasi
o L . Rendemen Ekstrak
strak pekat |
Penetapan kadar abu
Uji Bebas Etanol
Skrining Fitokimia Analisis LC-MS Uji dengan tikus jantan galur
Uji Flavonoid
Uji Saponin K+ . Pakan standart + P1: Pakan standart + induksi
Uji Tanin induksi + fruktosa + dosis ekstrak 150 mg/kgBB
Uji Alkaloid K- : Pakan standart + P2: Pakan standart + induksi+
lemak babi dosis ekstrak 250 mg/kgBB

Normal: Pakan standart

P3: Pakan standart + induksi+
dosis ekstrak 350 mg/kgBB

Pengambilan ginjal tikus

Pengukuran kadar SOD dan MDA

Hasil




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Persetujuan Ethical Clearance

Ethical Clearance yang diajukan ke komite etik penelitian di Universitas
Surabaya untuk penelitian praklinik, yang telah disetujui oleh Institusional Ethical
Commite. Universitas Surabaya dengan nomer surat 106/KE/IV/2023 pada
tanggal 13 April 2023 dan berlaku selama 20 Maret 2023 sampai 17 Mei 2023.

Surat keterangan Ethical Clearance dapat dilihat pada Lampiran 1.

4.2  Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman pepaya dilakukan di UPT Materia Medika Batu,
dengan nomor surat 067/162/102.20/2023. Hasil determinasi menunjukkan bahwa
sampel yang digunakan adalah biji pepaya dengan nama latin Carica papaya L
memiliki kunci determinasi sebagai berikut 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-
13b-14a-15a-109b-119b-120b-121b-124b-125a-126a: Caricaceae-1. Bagian yang
digunakan untuk penelitian ini adalah biji. Hasil determinasi biji pepaya dapat

dilihat pada Lampiran 4.

Morfologi tanaman pepaya yaitu mempunyai batang yang tidak berkayu,
silindris, berongga putih kotor dan tinggi + 10 m. Daunnya tunggal, bulat, ujung
runcing, pangkal bertoleh, tepi, bergerigi dengan diameter 25-75 cm, pertulangan
menjari, panjang tangkai 25-100 cm dan hijau. Bunga tunggal, bentuk bintang,
diketiak daun, berkelamin satu atau berumah dua, bunga jantan terletak pada
landan yang serupa malai, kelopak kecil, kepala sari berlangkai pendek atau
duduk, kuning, mahkota bentuk terompet, tepi Cbertaju lima, bertabung panjang,
putih kekuningan. Buahnya buni, bulat memanjang, berdaging, masih muda
berwarna hijau setelah tua berwarna jingga. Bijinya berbentuk bulat atau bulat
panjang, kecil, bagian luar dibungkus selaput yang berisi cairan, masih muda
putih setelah tua hitam. Akarnya tunggang, bercabang, bulat, putih kekuningan.
Pembuktian kebenaran dari tanaman yang digunakan diperkuat dengan adanya

surat determinasi tanaman yang dikeluarkan oleh UPT Materia Medika Batu.
46
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4.3  Pembuatan Simplisia Serbuk Biji Pepaya

Pembuatan simplisia biji pepaya (Carica papaya L.) dilakukan dengan
pengambilan biji pepaya yang diperoleh dari Ds. Mirigambar, RT.01/RW 06,
Sumbergempol, Tulungagung, Jawa Timur. Penyiapan bahan baku simplisia
dimulai dengan pengumpulan biji pepaya sebanyak 13 kg dari buah pepaya yang
masih segar yang berwarna hijau. Biji pepaya di sortasi basah untuk
menghilangkan kotoran yang melekat pada biji pepaya. Kemudian dilakukan
proses pengeringan yang bertujuan untuk menurunkan kandungan air dalam suatu
simplisia, biji pepaya dikeringkan dengan cara diangin-anginkan serta. tidak
langsung terkena sinar matahari (Purwanti dkk, 2018). Pengeringan secara
langsung terkena matahari berpengaruh terhadap kerusakan kandungan kimia
bahan yang dikeringkan (Dharma dkk., 2020).

Simplisia yang sudah kering dilakukan proses sortasi kering yang
bertujuan untuk memisahkan benda-benda asing seperti bagian-bagian tanaman
yang tidak diinginkan atau pengotor lainnya yang masih tertinggal pada simplisia
kering (Indriaty dkk., 2021). Proses penyiapan serbuk simplisia dilakukan dengan
menghaluskan simplisia kering menggunakan blender kemudian diayak
menggunakan ayakan mesh no 80. Menurut Depkes (2017) semakin besar nomor
mesh yang digunakan semakin kecil partikel yang diperoleh. Pengayakan
bertujuan untuk mendapatkan serbuk dengan ukuran yang seragam, semakin kecil
ukuran sampel dan seragam, mempermudah pelarut untuk menarik senyawa

sehingga dapat mengoptimalkan proses ekstraksi (Komang dkk., 2020).

4.3.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Susut pengeringan merupakan salah satu parameter non spesifik yang
bertujuan untuk memberikan batasan maksimal (rentang) tentang besarnya
senyawa yang hilang atau menguap pada proses pengeringan (Sutomo dkk.,

2021). Hasil susut pengeringan dapat dilihat pada Tabel 4.1.



48

Tabel 4.1 Hasil Susut Pengeringan Simplisia

Sampel Replikasi Bobot basah Bobot kering % Hasil
(gram) (gram)
Biji pepaya 1 13 gr 11,9 gr
(Gpee 2 13 gr 11, 7 gr 9,7 + 2,50%
papaya L.)
3 13 gr 11,6 gr

Hasil yang diperoleh pada saat uji susut pengeringan simplisia biji
pepaya yaitu 9,7 %. Hasil uji susut pengeringan simplisia biji pepaya memenubhi
standar yang telah ditetapkan yaitu tidak lebih dari 10% (Ulya dkk., 2020). Jika
semakin kecil nilai dari susut pengeringan maka semakin baik proses pengeringan

yang dilakukan pada sampel tersebut (Sutomo dkk., 2021).

4.3.2 Uji Kadar Air Simplisia

Penentuan kadar air adalah pengukuran kandungan air pada simplisia yang
telah dikeringkan dan diserbukkan. Tujuan penetapan kadar air yaitu memberikan
batasan minimal rentang besarnya kandungan air di dalam serbuk simplisia
(Retnaningtyas dkk., 2016). Menurut FHI (2000), umumnya kandungan kadar air
yang dipersyaratkan adalah kurang dari 10%. Hasil uji kadar air dapat dilihat pada
Tabel 4.2. Pengujian kadar air pada sampel diperoleh hasil sebesar 1,86 %. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa simplisia yang digunakan sudah memenuhi

persyaratan kadar air yang telah ditetapkan.

Tabel 4.2 Hasil Uji Kadar Air Simplisia

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir %Hasil
Serbuk Biji pepaya 10 gr 9,85 gr 1,5%
(Carica papaya L.) 983 % 17%

9,76 % 2,4 %

Rata-rata 1,86%
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4.3.3 Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya

Proses ekstraksi serbuk simplisia biji pepaya menggunakan metode
maserasi. Metode maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang paling
umum dilakukan dengan cara memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang
sesuai kedalam suatu wadah inert yang ditutup rapat pada suhu kamar (Badaring
dkk., 2020). Pemilihan metode maserasi karena menggunakan peralatan yang
sederhana, relatif murah, dapat menghindari terjadinya penguapan komponen
senyawa karena tidak menggunakan panas (Padmawati dkk., 2020). Pada proses
maserasi menggunakan serbuk simplisia sebanyak 100 gram dengan pelarut etanol
70%. Pelarut etanol 70% dipilih karena dapat menarik senyawa aktif yang lebih
banyak dibandingkan dengan jenis pelarut organik lainnya (Hasanah & Novian,
2020). Prinsip kelarutan adalah like dissolve like, yaitu pelarut polar akan
melarutkan senyawa polar, demikian juga sebaliknya pelarut non polar akan
melarutkan senyawa non polar (Arsa dkk., 2020). Pada proses perendaman
dilakukan penggojokan atau pengadukan yang berulang agar dapat mempercepat

waktu larutan penyari dalam mengekstraksi sampel (Handoyo, 2020).

Selanjutnya ekstrak disaring menggunakan kertas saring yang bertujuan
untuk menyaring serbuk yang mengendap, setelah itu dilakukan proses remaserasi
yang bertujuan untuk memaksimalkan penyarian zat aktif yang terkandung dalam
simplisia (Anjaswati dkk., 2021). Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan
menggunakan alat rotary evaporator untuk memisahkan ekstrak dengan

pelarutnya sehingga diperoleh ekstrak kental (Sayakti dkk., 2022).
4.3.3.1 Rendemen Ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan berat ekstrak yang dihasilkan dengan
berat simplisia sebagai bahan baku (Nahor dkk.,2017). Tujuan dari rendemen
ekstrak dilakukan untuk menentukan perbandingan jumlah ekstrak yang diperoleh
dari suatu bahan terhadap awal berat bahan simplisisa serta untuk mengetahui
banyaknya senyawa bioaktif yang terkandung dalam bahan yang terekstraksi
(Utami dkk., 2020). Hasil dari rendemen ekstrak biji pepaya dapat dilihat pada

Tabel 4.3. Pengujian rendemen ekstrak diperoleh hasil sebesar 12% dari bobot
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ekstrak 120 gr dibagi dengan bobot serbuk simplisia 1000 gr dikali 100%. Hasil
nilai rendemen ekstrak biji pepaya sudah memenuhi syarat yaitu > 10 %
(Nafi’atul Insani dkk., 2022). Semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan
maka semakin besar ekstrak yang dihasilkan (Nahor., 2019).

Tabel 4.3 Hasil rendemen ekstrak

Sampel Bobot Serbuk Bobot Ekstrak % Hasil
Simplisia
Ekstrak Biji pepaya 1000 gr 120 gr 12%
(Carica papaya L.)

4.3.3.2 Penetapan Kadar Abu Ekstrak

Tujuan dilakukannya pengujian kadar abu yaitu untuk memberikan
gambaran kandungan mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal
sampai terbentuknya ekstrak (Utami dkk., 2017). Berdasarkan persyaratan Ditjen
POM (2000) kadar abu yang berlaku adalah tidak lebih dari 3,7%.

Tabel 4.4 Hasil Kadar Abu Ekstrak Etanol Biji Pepaya

Sampel Kadar Abu Satuan Metode
Ekstrak Biji pepaya 17,38 £ 0,07 % Gravimetri
(Carica papaya L.)

Hasil uji kadar abu dapat dilihat pada Tabel 4.4. Pengujian kadar abu pada
sampel diperoleh hasil sebesar 17,38%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa belum
memenuhi persyaratan yaitu tidak lebih dari 3,7%, hal ini menunjukkan ekstrak
biji pepaya (Carica Papaya L.) memiliki kandungan mineral yang tinggi. Menurut
Sudarmadji dkk (1997) peningkatan kadar abu terjadi karena semakin tinggi suhu

pengeringan maka semakin banyak air yang teruap dari bahan yang dikeringkan.
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4.3.3.3 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol dilakukan untuk mengetahui ekstrak terbebas dari
etanol, sehingga diperoleh ekstrak yang murni tanpa adanya konstaminasi (Yasir
dkk., 2021). Hasil uji bebas etanol ekstrak biji pepaya dapat dilihat pada Tabel
4.5,

Tabel 4.5 Hasil Uji Bebas Etanol

Sampel Perlakuan Hasil Keterangan
Biji pepaya (Carica H,SO, + CH;COOH 15 Bebas etanol
papaya L.)

Keterangan: (+) tidak tercium bau ester

Uji bebas etanol dilakukan dengan cara 1 ml CH;COOH dan 1 ml H,SO,
ditambahkan dalam sampel ekstrak kemudian dihomogenkan. Tabung disumbat
dengan kapas lalu dipanaskan. Bebas etanol jika tidak tercium bau ester
(Kurniawati, 2015). Hasil uji bebas etanol pada gambar 4.1 menunjukkan bahwa
ekstrak positif bebas etanol yang ditandai dengan tidak terciumnya bau etanol dan
tidak terjadi perubahan warna pada ekstrak, sehingga dapat disimpulkan bahwa

diperoleh ekstrak yang dapat digunakan untuk penelitihan tahap selanjutnya.

(A) (B)

Gambar 4.1 Hasil Uji Bebas Etanol (A) Sebelum Direaksikan (B) Setelah
Direaksikan

@ Watermarkly
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4.3.4 Skrining Fitokimia

Pengujian ini dilakukan di Laboratorium Kimia STIKes Karya Putra
Bangsa Tulungagung untuk mengetahui senyawa atau metabolit sekunder yang
terdapat dalam sampel dengan cara menambahkan beberapa bahan kimia sehingga
dapat diidentifikasi dengan adanya perubahan warna pada sampel. Pada penelitian
ini dilakukan 4 macam skrining, yaitu saponin, tanin, flavonoid dan alkaloid yang
mempunyai aktivitas antioksidan. Hasil skrining fitokimia ekstrak biji pepaya
(Carica papaya L.) didapatkan hasil positif senyawa metabolit sekunder dapat
dilihat pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil skrining fitokimia ekstrak biji pepaya

Golongan senyawa Pereaksi Keterangan Hasil
Flavonoid Serbuk Mg + HCI pekat Perubahan warna orange +
Saponin Aquadest Terbentuk busa stabil +
Tanin FeCl; Perubahan warna Hijau +
kehitaman
Alkaloid Kloroform + Amoniak +
+ H,S0, + pereaksi Endapan putih
mayer

Kloroform + Amoniak Endapan Jingga

+ H,S0, + pereaksi

ragendroff

Keterangan : (+) Terdapat senyawa dan (-) tidak terdapat senyawa
4.3.4.1 Uji Flavonoid

Pengujian flavonoid dapat diuji keberadaannya dengan menambahkan
serbuk Mg dan HCI pekat pada ekstrak. Senyawa flavonoid akan terbentuk
perubahan warna merah, jingga atau orange ketika terinduksi dengan Mg dan HCI
pekat hal ini menunjukkan bahwa sampel telah mengandung flavonoid (Rahman,

2020). Mekanisme senyawa flavonoid sebagai antioksidan yakni berikatan dengan
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radikal bebas. Hasil uji flavonoid pada ekstrak biji pepaya menunjukkan hasil
positif yang ditandai dengan terjadinya perubahan warna menjadi orange yang
dilihat pada Gambar 4.2. Warna orange pada uji flavonoid disebabkan karena

adanya terbentuknya garam flavilium pada saat penambahan Mg dan HCI.

(A) (B)

Gambar 4.2 Hasil Uji Flavonoid (A) Sebelum Direaksikan (B) Setelah
Direaksikan

4.3.4.2 Uji Saponin

Pengujian saponin dilakukan dengan menambahkan aquadest pada ekstrak
kemudian dikocok selama kurang lebih 1 menit, apabila terdapat busa maka
positif adanya senyawa saponin pada ekstrak. Saponin merupakan senyawa yang
bersifat aktif permukaan dan dapat menimbulkan busa jika dikocok dalam air.
Hasil uji saponin pada ekstrak biji pepaya menunjukkan hasil positif yang ditandai
dengan adanya busa stabil yang dapat dilihat pada Gambar 4.3. Timbulnya busa
menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk busa

dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Astuti., 2012).

@ Watermarkly



54

(A) (B)

Gambar 4.3 Hasil Uji Saponin (A) Sebelum Direaksikan (B) Setelah
Direaksikan

4.3.4.3 Uji Tanin

Pengujian tanin dapat diuji keberadaannya dengan menambahkan FeCl;
pada ekstrak. Senyawa tanin merupakan senyawa yang bersifat polar karena
adanya gugus OH, ketika ditambahkan FeCl; akan terjadi perubahan warna biru
tua atau hijau kehitaman yang menandakan adanya senyawa dalam sampel
(Rimijuna dkk.,2017). Hasil uji tanin pada ekstrak biji pepaya menunjukkan hasil
positif yang ditandai dengan terjadinya perubahan warna hijau kehitaman yang
dapat dilihat pada Gambar 4.4.

e

(A) (B)

Gambar 4.4 Hasil Uji Tanin (A) Sebelum Direaksikan (B) Setelah
Direaksikan

@ Watermarkly
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4.3.4.4 Uji Alkaloid

Pengujian alkaloid dilakukan dengan menambahkan larutan kloroform dan
amoniak, kemudian ditetesi dengan H,SO, dan ditambahkan pereaksi Mayer dan
Dragendroff. Hasil alkaloid dengan penambahan reagen mayer ditandai dengan
terbentuknya endapan putih dan pada penambahan reagen dragendroff ditandai
dengan terbentuknya endapan jingga. Pada uji alkaloid mayer endapan putih
dihasilkan dari nitrogen pada alkaloid bereaksi dengan ion logam K* dari kalium
tetraiodomerkurat membentuk kompleks kalium alkaloid yang mengendap. Hasil
uji positif alkaloid pada uji dragendroff endapan tersebut adalah kalium alkaloid
(rengganis). Hasil uji alkaloid pada ekstrak biji pepaya menunjukkan hasil positif
yang ditandai dengan terjadinya perubahan endapan putih dan jingga yang dapat
dilihat pada Gambar 4.5.

(A) (B) (C)

Gambar 4.5 Hasil Uji Alkaloid (A) Sebelum Direaksikan (B) Setelah
Direaksikan Dragendroff (C) Setelah Direaksikan Mayer

4.4 ldentifikasi Ekstrak Biji Pepaya Menggunakan LCMS

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) adalah teknik analisis
yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan
spesifitas deteksi spektrometri massa. Prinsip kerja dari LC-MS adalah suatu
analit dipisahkan dalam kolom kromatografi cair kemudian diionisasi dan
dipisahkan lagi berdasarkan perbandingan massa dengan muatan dari masing-

masing ion, sebelum diteruskan pada spectrometer massa yang selanjutnya akan

Watermarkly
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dibaca oleh detektor dan duvusualisasi dalam bentuk kromatogram dan
fragmentasi senyawa, alatnya terdiri dari atas kolom (sebagai fase diam) dan
larutan tertentu sebagai fase geraknya (Ode & Mangurana, 2019).

Analisis LC-MS senyawa ekstrak etanol biji pepaya (Carica papaya L.)
dilakukan di Universitas Muhammadiyah Malang. Analisis LC-MS kali ini fase
gerak menggunakan etanol 95% dan fase diam Shimadzu Shim Pack FC-ODS
(2mm x 150 mm, 3 um). Hasil identifikasi senyawa ekstrak etanol biji pepaya
menggunakan  Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS)
menghasilkan 94 senyawa dengan puncak terendah hingga tertinggi dapat dilihat
pada Gambar 4.6.

Tabel 4.7 Deteksi dan Identifikasi Senyawa Ekstrak Etanol Biji Pepaya

No. Senyawa Waktu Komposisi Golongan

Peak Retensi (%) Senyawa
(Rt)

2 Fumaric acid 1,238 1,86869 Fenol

33 Quercetin 11,427 2,47910 Flavonoid

94 3-0- 60,039 1,92455 Tanin

galloylepigallocatechun
(4B—epigallocatechin-3-
O-gallate

31 Sambunigrin 10,616 1,12490 Saponin

65 Carpaine 25,934 3,12924 Alkaloid
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4.4.1 Senyawa Golongan Fenol

Pada golongan fenol dari hasil LC-MS memiliki kadar tertinggi pada no
peak 2 dengan waktu retensi 1,238 yaitu dengan nama fumaric acid. Senyawa
fumaric acid memiliki rumus kimia C,H,O, dengan berat molekul (m/z)
116,0110 dan komposisi 1,86869%. Golongan senyawa fenol yang diperoleh
dengan total komposisi yaitu 22,46% dari 18 senyawa golongan fenol. Hasil
Mass-Spektrometry senyawa fumaric acid dapat dilihat pada Lampiran 8.
Mekanisme kerja fenol (Fumaric acid) kemampuannya dalam membentuk
radikal fenoksi yang stabil pada reaksi oksidasi menyebabkan senyawa fenolik
sangat potensial sebagai antioksidan (Dhurhania & Novianto, 2019).

4.4.2 Senyawa Golongan Flavonoid

Pada golongan senyawa flavonoid dari hasil LC-MS memiliki kadar
tertinggi pada no peak 33 dengan waktu retensi 11,427 yaitu dengan nama
quercetin. Senyawa quercetin memiliki rumus kimia C;5H;,0-, dengan berat
molekul (m/z) 302,0427 dan komposisi 2,47910 %. Golongan senyawa flavonoid
yang diperoleh dengan total komposisi yaitu 43,33% dari 32 golongan senyawa
flavonoid. Mass-Spektrometry senyawa quercetin dapat dilihat pada Lampiran 8.
Quercetrin merupakan antioksidan yang bekerja dengan mekanisme menangkap
radikal bebas (Wirna dkk., 2014). Kandungan quercetin ekstrak biji pepaya dapat
meredam efek radikal bebas yang berlebih dan mencegah terjadinya peroksidase
lemak. Biji pepaya mengandung flavonoid jenis quercetin berperan dalam reduksi
radikal bebas yang akan menurunkan jumlah ROS sehingga kadar antioksidan
yaitu SOD meningkat (Ruth dkk., 2020).

4.4.3 Senyawa Golongan Tanin

Pada golongan senyawa tanin dari hasil LC-MS memiliki kadar tertinggi
pada no peak 94 dengan waktu retensi 60,039 vyaitu dengan nama 3-O-
galloylepigallotechin-3-O-gallate. = Senyawa  3-O-galloylepigallotechin-3-O-
gallate memiliki rumus kimia Cs4H340,, dengan berat molekul (m/z) 914,1542
dan komposisi 1,92455. Golongan senyawa tanin yang diperoleh dengan total
komposisi yaitu 11,4% dari 8 golongan senyawa tanin. Mass-Spektrometry

senyawa 3-O-galloylepigallotechin-3-O-gallate dapat dilihat pada Lampiran 8.
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Mekanisme kerja tanin adalah bekerja sebagai antioksidan sekunder dengan
menghentikan pembentukan radikal bebas dengan cara mengkelat logam. Tanin
dapat menekan proses peroksidasi lipid sehingga akan mencegah terjadinya
hiperkolestrolemia (Oktaviani dkk., 2021). 3-O-galloylepigallotechin-3-O-gallate
mempunyai kemampuan dalam mengais ion radikal bebas dan meningkatkan

aktivitas enzim antioksidan

4.4.4 Senyawa Golongan Saponin

Pada golongan senyawa saponin dari hasil LC-MS memiliki kadar tertinggi
pada no peak 31 dengan waktu retensi 10,616 yaitu dengan nama sambunigrin.
Senyawa sambunigrin dengan rumus kimia C;,H;7;NOg dengan berat molekul
(m/z) 295,1056 dan komposisi 1,12490%. Golongan senyawa saponin yang
diperoleh dengan total komposisi yaitu 1,12% dari 1 senyawa golongan saponin.
Mass-Spektrometry senyawa sambunigrin dapat dilihat pada Lampiran 8.
Mekanisme kerja sambunigrin memiliki aktivitas sebagai antioksidan karena
saponin ini mampu dalam meredam superoksida melalui pembentukan
intermediet hiperoksida sehingga akan mampu mencegah kerusakan biomolekuler
oleh radikal bebas (Hasan dkk., 2022). Saponin juga memiliki efek antioksidan
melalui mekanisme peningkatan pembentukan SOD dan katalase (Anggraito dkk.,
2018).

4.45 Senyawa Golongan Alkaloid

Pada golongan senyawa alkaloid dari hasil LC-MS memiliki kadar tertinggi
tertinggi pada no peak 65 dengan waktu retensi 25,934 yaitu dengan nama
carpaine. Senyawa carpaine dengan rumus kimia C,gHsoN,O, dengan berat
molekul (m/z) 478, 3771 dan komposisi 3,12924%. Golongan senyawa alkaloid
yang diperoleh dengan total komposisi yaitu 10,38% dari 4 senyawa golongan
alkaloid. Mass-Spektrometry senyawa carpaine dapat dilihat pada Lampiran 8.
Mekanisme carpaine sebagai antioksidan yang mengandung atom nitrogen dalam
strukturnya maka atom tersebut mempunyai elektron bebas yang berfungsi dalam
meredam aktivitas radikal bebas di dalam tubuh (Hasan dkk., 2022). Alkaloid
memiliki efek antioksidan melalui aktivitasnya sebagai scavenger. Gugus indol

pada senyawa alkaloid mampu dalam menghentikan reaksi berantai radikal bebas
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secara efisien. Sebagai antioksidan, alkaloid juga mampu melindungi sel dari
toksisitas dan kerusakan genetik akibat oksidan H,O, (Anggraito dkk., 2018).

45  Kadar Malondialdehid (MDA) Ginjal Tikus

Pengujian aktivitas antioksidan biji pepaya pada penelitian ini dilakukan
dengan mengukur Malondialdehid (MDA) pada ginjal tikus. Malondialdehid
merupakan produk akhir dari oksidasi lipid. (Widyaningsih dkk., 2015).

Pengukuran kadar MDA pada penelitian ini menggunakan pemeriksaan
ELISA READER dengan untuk mengetahui kadar pada sampel yang diukur
dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 532 nm.

Tabel 4.8 Pengukuran kadar MDA

Kelompok Kadar rata-rata (X + SD)
Negatif 15,17 + 2,092
Normal 17,91 + 2,83
Positif 7,76 £ 1,03°
Perlakuan | (Dosis 150mg/kg BB) 14,73 £ 5,70

Perlakuan 11 (Dosis 250 mg/kg BB) 7,59 +1,84°

Perlakuan I11 (Dosis 350 mg/kg BB) 3,48 +1,27°

Ket : (b) : tidak berbeda signifikan dengan k+

Berdasarkan hasil pada Tabel 4.8, setelah perlakuan selama 17 hari
kelompok kontrol normal tidak diberi perlakuan hanya diberikan pakan dan
minum standart. Pada perlakuan dilakukan sehari sekali karena merupakan
pemberian yang paling umum sudah rutinitas dosis yang diberikan dan volume
maksimal pemberian secara oral pada tikus yaitu 5 ml. Penginduksian tinggi
lemak dilakukan selama 10 hari sehingga akan terjadinya inflamasi atau
peningkatan kolesterol (Thrisnadia dkk.,2016). Hasil kadar MDA dengan rata-rata
17,91 nmol/mL, kelompok kontrol positif yang diberikan fruktosa memiliki kadar
MDA rata-rata sebesar 7,76 nmol/mL dari hasil tersebut kadar MDA antara positif
dengan kelompok dosis 250 mg/kgBB memiliki kadar hampir sama (p>0,5). Pada
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kontrol positif diberikan fruktosa karena diet tinggi lemak fruktosa menyebabkan
dislipidemia, karena terjadinya perubahan konsentrasi lipid yang menyebabkan
stress oksidatif dan berpengaruh dalam kadar MDA pada tikus (Octavia dkk.,
2017) . Pada kelompok kontrol negatif memiliki kadar 15,17 nmol/mL. Tingginya
kadar rata-rata pada kontrol normal dibandingkan dengan kontrol negatif
disebabkan karena tikus dalam keadaan kurang sehat. Berdasarkan (Yusika dkk.,
2013) menyatakan bahwa tikus sakit karena adanya peradangan dan akan

mengakibatkan peningkatan kadar MDA.

Pada perlakuan (P1, P2 dan P3) tikus diberikan ekstrak biji pepaya yang
bertujuan untuk mencegah peningkatan kadar MDA pada tikus. Pada kelompok
dosis 150 mg/kgBB hasil kadar rata-rata MDA sebesar 14,73 nmol/mL dan pada
kelompok dosis 250 mg/kgBB hasil kadar rata-rata MDA sebesar 7,59 nmol/mL
dari kedua kelompok ini masih lebih tinggi dari kelompok dosis 350 mg/kgBB
dengan hasil kadar rata-rata MDA sebesar 3,48 nmol/mL yang menandakan
bahwa semakin tinggi dosis ekstrak etanol 70% biji pepaya terdapat adanya
senyawa alkaloid yang aktif sebagai antioksidan yang diberikan akan mencegah
radikal bebas yang dapat merusak organ ginjal pada hewan uji coba yaitu tikus.
Senyawa antioksidan yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan
mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal,
protein dan lemak (Maharani dkk., 2021).

Pengukuran kadar MDA dilanjutkan dengan pengolahan data
menggunakan sistem komputerisasi menggunakan SPSS (Statistical Product
Service Solution) dilakukan uji normalitas. Uji normalitas digunakan untuk
mengetahui suatu data yang akan dianalisis terdistribusi secara normal atau tidak
(Ghozali, 2018). Uji normalitas yang digunakan yaitu menggunakan uji Shapiro-
Wilk karena sampel yang digunakan jumlahnya kurang dari 50. Uji normalitas
dikatakan normal apabila 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 signifikan sebesar 0,848 kelompok KN, 0,522 kelompok K+, 0,996
kelompok K-, 0,071 kelompok P1, 0,255 kelompok P2, 0,347 kelompok P3.
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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 syarat
dalam analisis independent sample t test dan Anova (Sianturi, 2022). Uji homogen
merupakan bukan syarat yang mutlak dalam One Way Anova, meskipun asumsi
dalam uji homogenitas tidak terpenuhi maka ada pemilihan uji lanjut (Post Hock
Test) dalam One Way Anova.

Uji homogenitas dapat dikatakan data tersebut homogen apabila nilai
signifikan > 0,05. Berdasarkan hasil uji homogenitas tersebut data Berdasarkan
hasil uji homogenitas MDA ginjal homogen dengan nilai signifikan 0,098.
Berdasarkan uji normalitas dan uji homogenitas maka dilakukan uji parametik
yaitu uji One Way Anova. Pengujian ini digunakan untuk membandingkan dua
rata-rata atau lebih yang akan digunakan untuk menguji kemampuan independent
yang berarti setiap sampel tidak berhubungan dengan sampel lain (Rahayu, 2020).
Pengambilan keputusan dalam analisis One Way Anova apabila nilai signifikan >

0,05 maka rata-rata sama, jika nilai signifikan < 0,05 maka rata-rata berbeda.

Pada uji Tukey kelompok P1 didapatkan nilai signifikan 14,7340, P2
didapatkan nilai signifikan 7,5960 dan P3 didapatkan nilai signifikan 3,4800. Pada
kelompok K+ berada pada satu kolom dengan P2 dan P3 yang berarti tidak
berbeda nyata. K+ dengan P1 tidak berada pada satu kolom dengan P3 dan P2.
Pada P1 berarti berbeda nyata dengan perlakuan 2 dan perlakukan 3. Hasil
statistik kadar MDA dapat dilihat pada Lampiran 13.

4.6  Kadar Superoxide Dismutase (SOD) Ginjal Tikus

Superoxide Dismutase (SOD) merupakan antioksidan endogen yang dapat
mengkatalisis anion superoksid menjadi hidrogen peroksid dan radikal bebas yang
terdapat di dalam tubuh dapat dinetralisir. Aktivitas enzim SOD memiliki peran
penting dalam sistem pertahanan tubuh, terutama terhadap aktivitas senyawa
oksigen reaktif yang menyebabkan stress oksidatif. Tingginya aktivitas SOD akan

tergambarkan oleh rendahnya produk oksidasi lipid.
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Tabel 4.9 Pengukuran kadar SOD

Kelompok Kadar rata-rata (X +SD)
Negatif 32,82 +5,85
Normal 51,15+ 13,80
Positif 63,69 + 5,83°

Perlakuan | (Dosis 150 mg/kg BB) 54,19 + 1,06°
Perlakuan 1 (Dosis 250 mg/kg BB) 55,83 + 3,95°

Perlakuan I11 (Dosis 350 mg/kg BB) 58,47 + 9,54

Ket : (b) : tidak berbeda signifikan dengan k+

Pengujian statistik menunjukkan bahwa aktivitas SOD semua kelompok
hewan coba berbeda signifikan. Hasil ini menunjukkan bahwa kelompok positif
memiliki aktivitas tertinggi sebesar 63,69 unit/mL. Pada dosis 150 mg/kgBB
dengan rata-rata sebesar 54,19 unit/mL tidak berbeda signifikan juga dengan dosis
250 mg/kgBB dengan rata-rata sebesar 55,83 unit/mL. Namun perlakuan
kelompok negatif cenderung menurunkan aktivitas SOD sebesar 32,82 yang
mengakibatkan peningkatan radikal bebas dalam tubuh. Hal tersebut
menunjukkan bahwa kelompok positif dan dosis 350 mg/kgBB lebih efektif
mempunyai aktivitas antioksidan yang ditunjukkan dengan menurunnya aktivitas
peroksidasi lipid membran ditandai peningkatan aktivitas antioksidan endogen
yaitu enzim SOD yang menangkap anion superoksida dan mengubahnya menjadi

hidrogen peroksida.

Beberapa faktor endogen yang menyebabkan rendahnya kadar antioksidan
dalam tubuh. Stressor psikologis seperti kecemasan, depresi dan kesulitan
menyesuaikan diri serta berbagai psikologis yang disebabkan karena lingkungan
pekerjaan dan ekonomi yang berkorelasi langsung dengan stress oksidatif yang
dapat menyebabkan stress (Sheilaadji dkk., 2019).



64

Pada uji Tukey kelompok P1 didapatkan nilai signifikan 54,1880, P2
didapatkan nilai signifikan 55,8260 dan P3 didapatkan nilai signifikan 58,4680.
Pada kelompok K+ berada pada satu kolom dengan P1, P2, dan P3. Dalam
penelitian ini menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan nyata antara K+
dengan P1, P2 dan P3. Hasil statistik kadar SOD dapat dilihat pada Lampiran 14.



5.1

BAB V
PENUTUP
Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut:

1.

5.2

Ekstrak etanol biji pepaya terdapat senyawa aktif carpaine 3,12924%,
quercetin 2,47910%, 3-O-galloylepigallocatechun (4f—epigallocatechin-
3-O-gallate) 1,92455% dan sambunigrin 1,12490% setelah diidentifikasi
menggunakan  instrumen LC-MS  (Liquid  Chromatograph-Mass

Spectrometry).

Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica papaya L.) berpengaruh
terhadap kadar SOD  (Superoxidase Dismutase) dan @ MDA
(Malondialdehida) pada ginjal tikus jantan (Sprague Dawiey).

Pemberian ekstrak etanol biji pepaya (Carica papaya L.) pada kelompok
positif dan dosis 350 mg/kgBB paling optimum sebagai antioksidan karena
sebanding dengan kelompok positif sebagai antioksidan dengan parameter
penurunan kadar MDA dan menghambat peningkatan SOD dibanding

dengan dosis lainnya.
Saran

Perlunya penelitian lebih lanjut dengan menggunakan bagian buah pepaya

(Carica papaya L.) yang memiliki kemampuan antioksidan.

Perlunya penelitian lebih lanjut dapat menggunakan induksi selain

fruktosa untuk kontrol positif. Contohnya curcumin..

Perlunya pemastian terhadap hewan uji dalam keadaan sehat agar tidak

berpengaruh terhadap peingkatan MDA pada kontrol normal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Sertifikat Ethical Clearance

Institutional Ethical Committee

University of Surabaya
T e on (0313 o315, Fasimie (630 2081556
il : komite_etik@unit.ubaya.ac.id

No.: 106/KE/IV/2023

ETHICAL CLEARANCE CERTIFICATE

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to certify that Sherly Ayuramadasari has obtained the necessary ethics approvals for
the research project entitled “Identification of Ethanol Extract of Papaya (Carica papaya
L.) Seeds with LCMS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) and Effect of
Administration on SOD (Superoxidase Dismutase) and MDA (Malondialdehyde) in the
Kidney and Heart of Male Rat (Sprague Dawley) Strains” for the time period March 20,
2023—May 17, 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

Institutional Ethical Committee
University of Surabaya

@ Watermarkly
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Lampiran 2. Surat Sertifikat Hewan Uji

@ Laboratorium Riset & Diagnostik

Klinik Hewan Satwa Sehat
SURAT KETERANGAN
No. 071/SS¥/SPN/V/2023

Yang bertanda tangan di bawah ini :

Nama : drh. Dewi Mariyam

SIP :520.11/0005/35.73.406 /2023

Jabatan : Kepala Laboratorium Satwa Sehat Indonesia
Menerangkan bahwa :

Nama : Sherly Ayu Ramadasari

Program Studi : Farmasi

Institusi : Stikes Karya Putra Bangsa, Sumbergempol, Tulungagung

Alamat : Ds. Pandean Rt09/Rw02 Kec. Durenan Kab. Trenggalek

Pada tanggal 16 Mei 2023 telah melakukan penelitian In Vivo, dengan menggunakan hewan
coba berupa Tikus Putih {Rattus norvegicus) jantan gatur Wistar usia 6-8 ringgu, kondisi
tubuh normal, berat badan 200-250gr dengan taksonomi sebagai berikut:

Kingdom  :Animalia

Filum : Chordata

Sub Filum  :Vertebrata
Class : Mamalia

Ordo : Rodentia
SubOrdo  : Myomorpha
Family : Muridae

Genus : Rattus

Spesiec : Rattus norvegicus

(American Fancy Rat and Mouse Association, 2004)

Demikian Surat Keterangan ini dibuat, agar dapat digunakan sebagaimana mestinya.
Malang, 25 Mei 2023
Kepala Laboratorium,

drh. Dewi Mariyam

omor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001

@ Watermarkly
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Lampiran 3. Surat Keterangan Penelitian

@ Laboratorium Riset & Diagnostik

Klinik Hewan Satwa Sehat
SURAT KETERANGAN
Nomor :066/SS1/SPN/V /2023
Perihal : Surat Keterangan Peneliti

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

Nama : Sherly Ayuramadasari

Program Studi : Farmasi

Perguruan Tinggi : Stikes Karya Putra Bangsa Tuiungagung

Alamat : Ds. Pandean Rt09/02 Kec. Durenan Kab. Trenggalek

Dengan ini menyatakan mahasiswa tersebut benar melaksanakan penelitian di
Laboratorium Satwa Sehat Indonesia, pada tanggal 25 Mei 2023. Dengan judul :

“IDENTIFIKAST SENYAWA EKSTRAK ETANOUL BIJi PEPAYA
(CARICA PAPAYA L) DENGAN LCMS (LIQUID
CHROMATOGRAPHY MASS SPECTROMETRY) DAN PENGARUH
PEMBERIAN TERHADAP SOD (SUPEROXIDASE DISMUTASE) DAN
MDA MALONDIALDEHIDA) PADA GINJAL TIKUS JANTAN GALUR
(SPRAGUE DAWLEY)"”

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

Malang, 25/ 05/ 2023

SIP. 520.11/0005/35.73.406/2023

Nomor Surat ljin Veteriner : 128 10000 340951 0001

@ Watermarkly
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Lampiran 4. Hasil Determinasi Biji Pepaya

PEMERINTAT PROVINST JAWA TIMIUK
DINAS KESEHATAN

UPT LABORATORIUM HERBAL PN
MATERIA MEDICA BATU @)

J1. Lahor 87 Kota Batu R

JI. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan MATERIA MEDICA

JL. Kolonel Sugiono 457 — 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatu@jatimprov.go.id

Nomor : 067/ 162/ 102.20/ 2023
Sifat ;' Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Pepaya
Memenuhi permohonan saudara :
Nama : SHERLY AYURAMADASARI
NIM : 1913206043
FaKuilas S FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG
1. Perihal determinasi tanaman pepaya
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Dicotyledonae
Bangsa : Violales
Suku s Caricaceae
Marga : Carica
Jenis : Carica papaya L.
Nama Umum : Pepaya (Indonesia), Rente (Aceh), Pertek (Gayo), Pastela (Batak), Embelik (Karo),
Gedang (Lampung), Gedang (Sunda), Kates (Jawa), Kates (Madura), Gedang (Bali),
Kustela (Banjar).
Kunci Determinasi ~ : 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-13b-14a-15a-109b-119b-120b-121b-124b-
125a- 1 26a:Canicaveae- 1 :C. papaya.
2. Morfologi : Habitus: Perdu, tinggi £10 m. Batang: Tidak berkayu, silindris, berongga, putih

kotor. Daun: Tunggal, bulat, ujung runcing, pangkal bertoreh, tepi, bergerigi, diameter 25-75 cm,
pertulangan menjari, panjang tangkai 25-100 c¢m, hijau. Bunga: Tunggal, bentuk bintang, di ketiak daun,
berkelamin satu atau berumah dua; bunga jantan terletak pada landan yang serupa malai, kelopak kecil,
kepala sani berlangkai pendek atau duduk, kuning, mahkota bentuk terompet, tepi bertaju lima, bertabung
panjang, putih kekuningan; bunga betina berdiri sendiri, mahkota lepas, kepala putik lima, duduk, bakal
buah beruang satu, putih Kekuningan. Buah: Buni, baiat memanjang, berdaging, masih moda fnjao setelah
tua jingga. Biji: Bulat atau bulat panjang, kecil, bagian luar dibungkus selaput yang berisi cairan, masih
muda putih setelah tua hitam. Akar: Tunggang, bercabang, bulat, putih kekuningan.
3 Bagian yang digunakan : Biji.
: Penelitian.

5 Daftar Pustaka
® Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA: untuk Sekolah di indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.

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

Batu, 01 Februari 2023

KEPALA UPT LABORATORIUM HERBAL
MATERIA MEDICA BATU

Al

PEMBINA
NIP. 19680203 199203 1 004

«UU ITE No 11 Tahun 2008 Pasal 5 Ayat |
Wmmmwmummmmmmn "
- ini telah dif ik yang diterbitkan BScE &hmi

@ Watermarkly
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Lampiran 5. Hasil Kadar Air dan Kadar Abu

KEMENTERIAN PENDIDIKAN. KEBUDAYAAN,
RISET, DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS BRAWITAY A
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHU AN ALAM
DEPARTEMEN KIMIA
J1. Veteran, Malang 65145, Indonesia
Telp: +6 I STSR3N, Fax: +62341 554403
hittpeddcmia, ubaic.id, e-mail:kimia_UB 6Fub, ool

LAPORAN HASIL ANALISIS

NO : JISHUNTOFO9. 12/ TA.00.02.3/2023

I. Data Konsumen

Nama : Zunka Arida 5.Y., Alecia Nur Alifah, Nadia lka Fitri
Ramadhani, Pera Amelia, dan Sherly Avuramadasari
Instansi r Farmasi STIKES Karya Putra Bangsa Tulungagung
Adzmat : Jl. Raya Tulungagung  Blitar KM 4 Tulungagung
Telepon = 08225TRTR43T
Status : Maohasiswa S-1
Keperluan Analisis : Up Kuantitas
2 Sampling Dilakukan Olech . Konsumen
3. Identifikasi Sampel
Mamn Sampel - Biji Pepaya
Wajud : Padat
Warna : Cokelat
Bau : Tidak Ada Bau
4. Prosedur Analisis : Dilakukan oleh Laboratorium Lavanan Analisn dan
Pengukuran Departemen  Kimia FMIPA  Universitas
Brawijayn Malang
5. Penyampaian Laporan Hasil Analisis  : Diambil Langsung
6. Tanggal Terima Smmpel : 31 Muret 2023
7. Data Hasil Analisis : Terlampir

Malang, 02 Me: 2023
Ketua Departemen Kimia,

FTE et

Yuniar Ponco Prananto, 8 81, M.Se., Ph.D.
NIP. 19810620200501 1002

MU ITE Mo 11 Tabue 2000 Pessl 5 Agat 1
“Entarmani Elskironik daniatsu Dokumen Elektronik dan/etay kel cotaknys merusakan atat bkt hikism yang sah.”
Deskeurnan i tslah sseara il yang =arE

Lampiran Surat Nomor: 31 34/UN 10.F09. 12/ TA.00L02.3/2023

Hasil Analisis Metode Analisis
No Kode Parnmeter
K adar Satuan Perealksi Metode
Le np Kadar Abu 17,38 2+ 0,07 N - Giravimetr
2 BP Kadar Air 6. 76 + 0,09 i - Ciravimelri
Catatan:

I, Hasil anal
2. Hasil anal

ni adalah nilai rata-rata pengerjaan analisis secara duplo,
15 i hanya berlaku untuk sampel yang kami terima dengan kondisi sampel saat i

@ Watermarkly
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

1. Biji Pepaya (Carica Papaya L.)

2.

Biji pepaya kering ~ Pengecilan ukuran partikel Pengayakan

3. Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya

Serbuk Biji Pepaya Penyaringan

@ Watermarkly
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Maserasi Evaporasi

Ekstrak kental
Uji Bebas Etanol

a. Uji bebas etanol dilakukan mencium bau ester

Sebelum perlakuan Sesudah perlakuan

@ Watermarkly



82

b. Uji bebas etanol dilakukan perubahan warna

Sebelum perlakuan Sesudah perlakuan

5. Kadar Abu

@ Watermarkly



83

6. Skrining Fitokimia

Uji Flavonoid Uji Saponin

Uji Tanin Uji Alkaloid Uji Alkaloid

(Drahendroff) (Mayer)

@ Watermarkly
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7. Perlakuan Hewan Uji

7.1 Pengelompokan Hewan Coba

@ Watermarkly
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7.3 Persiapan Alat

Alat Sonde Alat Pembedahan

7.4 Pemberian secara oral

Pemberian ekstrak biji pepaya

Pemberian Fruktosa

@ Watermarkly
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7.5 Anastesi dan Pembedahan

@ Watermarkly
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Lampiran 7. Perhitungan Dosis

1.  Pembuatan Dosis Ekstrak Biji Pepaya

Dosis ekstrak biji pepaya yang digunakan adalah 150 mg, 250 mg, 350 mg.

Dosis | = 150 mg/kgBB tikus
= 150 mg/kgBB x 0,2 kg = 30
mg/kgBB

Dosis lambung =5x7x25ml=87,5ml

=5x30x 7 =1050 mg/87,5 ml

Maka ekstrak ditimbang sebanyak 1.050 mg kemudian dilarutkan
87,5 ml CMC-Na 0,5%

Dosis 11 = 250 mg/kgBB tikus
= 250 mg/kgBB x 0,2 kg = 50
mg/kgBB

Dosis lambung =5x7x25ml=87,5ml

=5x50x7=1.750 mg/87,5 ml

Maka ekstrak ditimbang sebanyak 1.750 mg kemudian dilarutkan
87,5 ml CMC-Na 0,5%

Dosis 11 = 350 mg/kgBB tikus
= 350 mg/kgBB x 0,2 kg = 70
mg/kgBB

Dosis lambung =5x7x25ml=87,5ml

=5x70x7 =2.450 mg/87,5 ml

Maka ekstrak ditimbang sebanyak 2.450 mg kemudian dilarutkan
87,5 ml CMC-Na 0,5%

Keterangan :
Angka 5 : jumlah sampel tiap kelompok perlakuan

Angka 7 . jJumlah hari terapi



88

Angka 87,5ml : jumlah sampel tiap kelompok perlakuan x
jumlah hari terapi x 2,5 ml lambung tikus

2. Pembuatan Suspensi larutan CMC-Na 0,5 % sebanyak 100 ml
CMC- Na 0,5 % = 22E 5 100 ml

100

=0,5 gram
3. Jumlah volume pemberian anastesi
dosis x berat badan tikus

sediaan

. 10 mgx2hkg _
Ketamme.—1EIIEII p—— =0,2ml

. CZmgx2kg
Xylazine :———— o =0,2mi

Lampiran 8. Hasil Mass-Sprektrometry

1. Mass-Sprektrometry senyawa quercetin

Mass Spectrum
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2. Mass-Sprektrometry senyawa sambunigrin
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3. Mass-Sprektrometry senyawa carpaine

89

Absorbance (%)
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4. Mass-Sprektrometry senyawa fumaric acid

Absorbance (%)

120

Mass Spectrum
116,011; 100
117014343
1
“¥E§333:3FF838388¢ 8 B33 3¢
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Mass-Sprektrometry senyawa 3-0- galloylepigallocatechin-(45—38)
epigallocatechin- 3-O-gallate

Mass Spectrum

120

914,1542; 100
100

8
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Absorbance (%)
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Lampiran 9. Kurva Standart MDA
NO KONSENTRASI MDA Nilai Optical Density
STANDART (mmol/L) (ODas0)
1 2 0
2 1,6 120
3 1,2 230
4 0,7 500
5 0,3 1000
6 0,1 2500

@ Watermarkly



91

y =795

R2-0.93°8.....,.
15 2 25

Dari data kurva standar yang digunakan didapatkan persamaan garis: Y = 795,4 In
(x )+ 391,24 dengan nilai r = 0,9398

Lampiran 10. Kurva Standart SOD

NO KONSENTRASI SOD Nilai Optical Density
STANDART (ng/100pL) (ODas0)

1 0.01 0.1

2 2.5 0.15

3 3.9 0.15

4 4.01 0.5

5 5.15 1

6 6.59 1.05

7 10 1.2

Watermarkly
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y =0.0944In(x) +0.451
L BESIIBR e

Dari data kurva standar yang digunakan didapatkan persamaan garis: Y = 0,0944
In (x) + 0,451 dengan nilai r = 0,2884

@ Watermarkly



Lampiran 11. Hasil Pemeriksaan MDA

MDA
KODE SAMPEL |—-— 700 7o~ RERATA
KN1.1 1451 | 1460 | 1456
KN1.2 1892 | 1898 | 1895
KN1.3 1720 | 1712 | 1716
KN14 2234 | 2195 | 2215
KN15 16,53 | 1695 | 16,74
K+1.1 680 | 7,12 6,96
K+1.2 923 | 936 9,30
K+1.3 823 | 829 8,26
K+14 733 | 764 7,49
K+15 670 | 6,88 6,79
K-1.1 1769 | 1798 | 1784
K-1.2 16,14 | 1652 | 16,33
K-1.3 1504 | 1513 | 15,09
K-14 1223 | 1236 | 1230
K-15 14,02 | 1455 | 14,29
P1.1 962 | 9,82 9,72
P1.2 2412 | 2499 | 2456
P13 12,54 | 1235 | 1245
P14 1330 | 1322 | 13,26
P15 1337 | 1398 | 13,68
P2.1 951 |1002| 977
P2.2 821 | 836 8,29
P23 864 | 854 8,59
P2.4 569 | 566 5,68
P25 531 | 598 5,65
P3.1 223 | 245 2,34
P3.2 356 | 3,69 3,63
P3.3 536 | 547 5,42
P3.4 2,02 | 256 2,29
P35 345 | 3,98 3,72

93



Lampiran 12. Hasil Pemeriksaan SOD

KODE SAMPEL - S0D RERATA
(unit/100 uL)
KN1.1 60,20 | 61,2 60,70
KN1.2 55,10 | 54,95 55,03
KN1.3 64,50 | 65,22 64,86
KN1.4 44,10 | 45,21 44,66
KN1.5 30,20 | 30,84 30,52
K+1.1 66,70 | 67,02 66,86
K+1.2 59,64 | 60,25 59,95
K+1.3 70,00 | 70,55 70,28
K+1.4 65,54 | 65,92 65,73
K+1.5 55,42 | 55,87 55,65
K-1.1 22,36 | 22,85 22,61
K-1.2 33,56 | 33,64 33,60
K-1.3 34,56 | 34,81 34,69
K-1.4 36,56 | 36,59 36,58
K-1.5 36,56 | 36,71 36,64
P1.1 54,60 | 54,99 54,80
P1.2 55,60 | 54,91 55,26
P1.3 52,65 | 52,68 52,67
P1.4 53,32 | 53,68 53,50
P1.5 54,50 | 54,92 54,71
P2.1 60,31 | 60,93 60,62
P2.2 57,95 | 57,13 57,54
P2.3 54,13 | 55,41 54,77
P2.4 56,31 | 56,31 56,31
P25 49,51 | 50,26 49,89
P3.1 47,11 | 47,22 47,17
P3.2 50,45 | 50,65 50,55
P3.3 70,17 | 70,36 70,27
P3.4 64,10 | 64,15 64,13
P3.5 60,35 | 60,09 60,22




Lampiran 13. Hasil Statistik Kadar MDA Ginjal

A.

Uji Normalitas

Tests of Normality

95

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kode Sampel Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Nilai MDA Ginjal Kelompok normal ,204 5 ,200" ,966 5 ,848
Kelompok positif ,203 5 ,200" ,919 5 522
Kelompok negatif ,137 5 ,200" ,996 5 ,996
Perlakuan 1 373 5 ,022 ,793 5 ,071
Perlakuan 2 ,250 5 ,200" ,867 5 ,255
Perlakuan 3 ,226 5 ,200" ,888 5 ,347
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
B. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Nilai MDA Ginjal
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,119 5 24 ,098
C. Uji ANOVA
ANOVA
Nilai MDA Ginjal
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 788,359 5 157,672 18,515 ,000
Within Groups 204,385 24 8,516
Total 992,744 29




D. UjiPost Hock

Dependent Variable: Nilai MDA Ginjal

Tukey HSD

Multiple Comparisons

96

Mean Difference

95% Confidence Interval

(1) Kode Sampel (J) Kode Sampel (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kelompok normal Kelompok positif 10,15200" 1,84565 ,000 4,4454 15,8586
Kelompok negatif 2,74200 1,84565 ,676 -2,9646 8,4486
Perlakuan 1 3,17800 1,84565 ,531 -2,5286 8,8846
Perlakuan 2 10,31600" 1,84565 ,000 4,6094 16,0226
Perlakuan 3 14,43200" 1,84565 ,000 8,7254 20,1386
Kelompok positif Kelompok normal -10,15200" 1,84565 ,000 -15,8586 -4,4454
Kelompok negatif -7,41000" 1,84565 ,006 -13,1166 -1,7034
Perlakuan 1 -6,97400" 1,84565 ,011 -12,6806 -1,2674
Perlakuan 2 ,16400 1,84565 1,000 -5,5426 5,8706
Perlakuan 3 4,28000 1,84565 ,225 -1,4266 9,9866
Kelompok negatif Kelompok normal -2,74200 1,84565 ,676 -8,4486 2,9646
Kelompok positif 7,41000° 1,84565 ,006 1,7034 13,1166
Perlakuan 1 ,43600 1,84565 1,000 -5,2706 6,1426
Perlakuan 2 7,57400° 1,84565 ,005 1,8674 13,2806
Perlakuan 3 11,69000 1,84565 ,000 5,9834 17,3966
Perlakuan 1 Kelompok normal -3,17800 1,84565 ,531 -8,8846 2,5286
Kelompok positif 6,97400 1,84565 ,011 1,2674 12,6806
Kelompok negatif -,43600 1,84565 1,000 -6,1426 5,2706
Perlakuan 2 7,13800 1,84565 ,009 1,4314 12,8446
Perlakuan 3 11,25400 1,84565 ,000 5,5474 16,9606
Perlakuan 2 Kelompok normal -10,31600" 1,84565 ,000 -16,0226 -4,6094
Kelompok positif -,16400 1,84565 1,000 -5,8706 5,5426
Kelompok negatif -7,57400" 1,84565 ,005 -13,2806 -1,8674
Perlakuan 1 -7,13800" 1,84565 ,009 -12,8446 -1,4314
Perlakuan 3 4,11600 1,84565 ,261 -1,5906 9,8226
Perlakuan 3 Kelompok normal -14,43200" 1,84565 ,000 -20,1386 -8,7254
Kelompok positif -4,28000 1,84565 ,225 -9,9866 1,4266
Kelompok negatif -11,69000" 1,84565 ,000 -17,3966 -5,9834
Perlakuan 1 -11,25400" 1,84565 ,000 -16,9606 -5,5474
Perlakuan 2 -4,11600 1,84565 ,261 -9,8226 1,5906

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




E. Uji Tukey
Nilai MDA Ginjal
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kode Sampel N 1 2
Perlakuan 3 5 3,4800
Perlakuan 2 5 7,5960
Kelompok positif 5 7,7600
Perlakuan 1 5 14,7340
Kelompok negatif 5 15,1700
Kelompok normal 5 17,9120
,225 ,5631

Sig.

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Lampiran 14. Hasil Statistik Kadar SOD Ginjal

A. Uji Normalitas

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

Kode Sampel Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Nilai SOD Ginjal Kelompok normal 211 5 ,200" ,935 5 ,633

Kelompok positif ,236 5 ,200" ,952 5 , 753

Kelompok negatif ,353 5 ,041 , 736 5 ,022

Perlakuan 1 ,287 5 ,200" ,906 5 441

Perlakuan 2 ,195 5 ,200" ,973 5 ,897

Perlakuan 3 ,196 5 ,200° ,952 5 749

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

B.  Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Nilai SOD Ginjal

Levene Statistic

dfl df2

Sig.

4,448

24

,005




C. Uji ANOVA

98

ANOVA
Nilai SOD Ginjal
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2817,845 5 563,569 9,219 ,000
Within Groups 1467,119 24 61,130
Total 4284,964 29
D. Uji Post Hock
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Nilai SOD Ginjal
Tukey HSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(1) Kode Sampel (J) Kode Sampel (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kelompok normal Kelompok positif -12,54000 4,94489 ,153 -27,8293 2,7493
Kelompok negatif 18,33000" 4,94489 ,012 3,0407 33,6193
Perlakuan 1 -3,03400 4,94489 ,989 -18,3233 12,2553
Perlakuan 2 -4,67200 4,94489 ,931 -19,9613 10,6173
Perlakuan 3 -7,31400 4,94489 ,680 -22,6033 7,9753
Kelompok positif Kelompok normal 12,54000 4,94489 ,153 -2,7493 27,8293
Kelompok negatif 30,87000" 4,94489 ,000 15,5807 46,1593
Perlakuan 1 9,50600 4,94489 414 -5,7833 24,7953
Perlakuan 2 7,86800 4,94489 ,612 -7,4213 23,1573
Perlakuan 3 5,22600 4,94489 ,893 -10,0633 20,5153
Kelompok negatif Kelompok normal -18,33000" 4,94489 ,012 -33,6193 -3,0407
Kelompok positif -30,87000" 4,94489 ,000 -46,1593 -15,5807
Perlakuan 1 -21,36400" 4,94489 ,003 -36,6533 -6,0747
Perlakuan 2 -23,00200" 4,94489 ,001 -38,2913 -7,7127
Perlakuan 3 -25,64400" 4,94489 ,000 -40,9333 -10,3547
Perlakuan 1 Kelompok normal 3,03400 4,94489 ,989 -12,2553 18,3233
Kelompok positif -9,50600 4,94489 414 -24,7953 5,7833
Kelompok negatif 21,36400" 4,94489 ,003 6,0747 36,6533
Perlakuan 2 -1,63800 4,94489 ,999 -16,9273 13,6513
Perlakuan 3 -4,28000 4,94489 ,951 -19,5693 11,0093
Perlakuan 2 Kelompok normal 4,67200 4,94489 ,931 -10,6173 19,9613




99

Kelompok positif -7,86800 4,94489 ,612 -23,1573 7,4213
Kelompok negatif 23,00200" 4,94489 ,001 7,7127 38,2913
Perlakuan 1 1,63800 4,94489 ,999 -13,6513 16,9273
Perlakuan 3 -2,64200 4,94489 ,994 -17,9313 12,6473
Perlakuan 3 Kelompok normal 7,31400 4,94489 ,680 -7,9753 22,6033
Kelompok positif -5,22600 4,94489 ,893 -20,5153 10,0633
Kelompok negatif 25,64400" 4,94489 ,000 10,3547 40,9333
Perlakuan 1 4,28000 4,94489 ,951 -11,0093 19,5693
Perlakuan 2 2,64200 4,94489 ,994 -12,6473 17,9313

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

E. Uji Tukey
Nilai SOD Ginjal
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Kode Sampel N 1 2
Kelompok negatif 5 32,8240
Kelompok normal 5 51,1540
Perlakuan 1 5 54,1880
Perlakuan 2 5 55,8260
Perlakuan 3 5 58,4680
Kelompok positif 5 63,6940
Sig. 1,000 ,153

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.




Lampiran 15. Jadwal Penelitian

Tabel 3.1 Jadwal Penelitian
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Tahun 2022 bulan

Tahun 2023 bulan ke-

NO ke- Tempat
Jadwal
Penelitian 10 |11
1. Persiapan \ STIKes Karya
Putra Bangsa
2. Proposal v oV STIKes Karya
Putra Bangsa
3. Seminar STIKes Karya
proposal Putra Bangsa
4. Pengajuan Komisi Etik
Ethical Penelitian
Clereance
5. Pengambilan Desa
sampel Mirigambar
6. Determinasi UPT Materia
Medika Batu,
Malang
7. Pembuatan Lab. Botani
simplisia STIKes Karya
Putra Bangsa
8. Proses maserasi Lab. Botani
STIKes Karya
Putra Bangsa
9. Proses ekstraksi Lab. Botani
STIKes Karya
Putra Bangsa
10. | Analisis LCMS Universitas
Muhamadiyah
Malang
11. Perlakuan Kampus
hewan uji Stikes
Kartrasa

.’?ﬁ-?-:‘n' iy ol P aY »c\ 2
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12 Pengukuran Lab. Klinik
kadar SOD dan Satwa Sehat,
MDA Malang
13 Analisis data STIKes Karya
Putra Bangsa
14 Pengajuan STIKes Karya
seminar hasil Putra Bangsa
15. | Pengumpulan STIKes Karya

laporan akhir

Putra Bangsa

Watermarkly
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