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Abstrak

Tingginya kadar glukosa pada Diabetes Mellitus memicu terjadinya stress oksidatif
yang ditandai dengan ketidak seimbangan antara jumlah radikal bebas dan antioksidan.
Penelitian sebelumnya ekstrak sirsak dan kelor efektif dalam bentuk tunggalnya mampu
menurunkan kadar gula darah yang disertai dengan kemampuan untuk menurunkan dampak
stress oksidatif. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh kombinasi ekstrak sirsak
dan kelor terhap kadar glukosa pada tikus yang diinduksi aloxan. Hewan uji sebanyak 36 ekor
yang dibagi menjadi 6 kelompok yaitu: kelompok normal (akuades), kontrol negatif (CMC
Na 0,5 %), kontrol positif (glibenclamide dosis 1,26 mg/kgBB), ekstrak sirsak 100 mg/kg BB,
ekstrak kelor dosis 200 mg/kg BB dan kombinasi I (75:25), II (50:50)dan III (25:75) dalam
persen. Semua Kelompok hewan uji, kecuali kelompok normal diinduksi aloksan dosis
160mg/kgBB pada hari ke-0, dilanjutkan dengan perlakuan hewan uji dari hari ke-1 sampai
hari ke-14. Pada hari terakhir hewan uji dikorbankan untuk diambil organ liver dan dilakukan
pengecakan  kadar  stress  oksidatif yang meliputi lipid peroksidase  dan
glutathione.Penggunaan ekstrak daun kelor dan sirsak baik itu tunggal dan kombinasi mampu
menurunkan stress oksidatif yang ditandai dengan turunya kadar LPO dan naiknya kadar GSH
secara signifikan (p<0,05). Aktivitas optimal pada kombinasi sirsak kelor 50:50.Kombinasi
ini memberikan hasil yang lebih bagus dibandingkan bentuk tunggalnya
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PENDAHULUAN

Diabetes Melitus (DM)
merupakan penyakit yang ditandai dengan
kenaikan kadar gula darah di atas normal
dengan gejala polidipsi, polifagi dan
pliurea (Almatsier, 2008). Pada tahun 2003
terdapat 194 juta jiwa di dunia menderita
DM dan akan meningkat menjadi 333 juta
jiwa pada tahun 2025 menurut laporan
Global Diabetes Statistic. Prevalensi DM
penduduk Indonesia berusia 15 tahun
sekitar 1,2 — 2,3% (Aziza, 2010).
Berdasarkan laporan  World  Health
Organization (WHO), DM termasuk salah
satu pembunuh terbesar di Asia Tenggara
dan Pasifik Barat (PERKENI, 2006).
Estimasi prevalensi DM pada dewasa

(usia 20-79 tahun) sebanyak 6,4% atau
285 juta orang. Pada tahun 2013,
proporsi  penduduk Indonesia  yang
berusia >15 tahun dengan DM adalah 6,9
persen (Kemenkes, 2013).

Kenaikan kadar gula dalam darah
akan memicu terjadinya kondisi stress
oksidatif yang ditandai dengan
ketidakseimbangan antara jumlah radikal
bebas dan antioksidan. Penelitian yang
dilakukan oleh Stephen et al., (2006);
Gupta et al., (2012; Florence et al., (2014)
menunjukkan bahwa peningkatkan kadar
gula darah akan diikuti dengan kenaikan
kadar [lipid peroxide (LPO), penurunan
kadar  antioksidan  endogen  seperti
Gluthatione (GSH), Superoxide Dismutase
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(SOD), dan juga Catalase.

Sirsak (Annona muricata Linn)
telah  banyak dikembangkkan untuk
berbagai macam penyakit seperti kanker
maupun DM. Penggunaan fraksi air sirsak
100mg/kg BB dapat menurunkan kadar
gula darah pada hewan uji yang diinduksi
streptozotocin Stephen et al., (2006) dan
Florence et al., (2014). Penggunaan sirsak
mampu menurunkan kadar stress oksidatif
yang ditandai dengan penurunan kadar
lipid peroksidase (Moghadamtousi et al,
2015). Kelor (Moringa oleifera lam.) telah
banyak diteliti efeknya dalam menurunkan
kadar gula dalam darah. Penelitian yang
dilakukan oleh El-Desouki et al., (2015)
menunjukkan bahwa ekstrak daun kelor
mampu menurunkan kadar gula darah
dengan meningkatkan kadar insulin dan
memperbaiki kerusakan Gupta et al.,
(2012) merupakan pemberian ekstrak kelor
dosis mampu  menaikkan  aktivitas
antioxidant pada hewan uji dalam kondisi
diabetets mellitus. Ekstrak air daun kelor
dosis 200 mg/kg BB terbukti efektif untuk
menurunkan kadar gula darah pada tikus
diabetes mellitus resistensi insulin maupun
defisiensi insulin (Divi et al. 2012).

Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh kombinasi kedua
ekstrak terhadap kadar stress oksidatif
pada tikus DM yang diinduksi aloksan.
Penelitian ini sekaligus dilakukan untuk
mengetahui apakah bentuk kombinasi
memiliki efek yang lebih efektif bila
dibandingkan dalam bentuk tunggalnya.

MATERIAL DAN METODE
1. Alat dan Bahan
Alat yang digunakan untuk
penelitian meliputi neraca analitik, spuit
oral, spuit pengaduk, jarum suntik, hand
glove, sarung tangan, masker, kapas,
corong kaca, labu takar, kandang
hewan, pipa  kapiler, endrop,
mikrokuvet dan spektrometer UV Vis
dan  Microvitalab. =~ Bahan  yang
digunakan dalam penelitian daun kelor,
daun sirsak, CMC-Na (teknis), aloksan
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(Sigma), aquadest, glibenklamid, reagen
TCA, TBA, Asam sitrat, SDS (Sigma).
Hewan uji tikus jantan galur Wistar
berat 150-200g, dengan umur 2-3 bulan

. Metode

Sebanyak 1 kg daun kelor dan
sirsak  dilakukan ekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi.
Simplisia dimasukkan dalam bejana,
kemudian ditambah dengan 7,5 liter air
ditutup dan biarkan selama 3 hari,
diserkai, dan ampas diperas. Sari
dipekatkan hingga diperoleh ekstrak
kental.

Hewan uji sebanyak 36 ekor
yang dibagi menjadi 6 kelompok yaitu:
kelompok normal (aquadest), kontrol
negatif (CMC Na 0,5%), kontrol positif
(glibenclamide dosis 1,26 mg/kgBB),
ekstrak sirsak 100 mg/kg BB(Florence
et al., 2014), ekstrak kelor dosis 200
mg/kg BB (Divi et al. 2012) dan
kombinasi I (75:25), II (50:50)dan III
(25:75) dalam persen. Semua Kelompok
hewan uji, kecuali kelompok normal
diinduksi aloksan dosis 160mg/kgBB
pada hari ke-0, dilanjutkan dengan
perlakuan hewan uji dari hari ke-1
sampai hari ke-14. Pada hari terakhir
hewan uji dikorbankan untuk diambil
organ liver dan dilakukan pengecakan
kadar antioksidan.

Untuk analisis parameter stres
oksidatif digunakan organ liver. Organ
liver dicuci dengan ice cold normal
saline. Organ liver selanjutnya
dikeringkan dan ditimbang, sebesar
10% dari jaringan ini selanjutnya
dihomogenkan dan dilakukan preparasi
dengan larutan 0,15 M Tris HCI ( Ph
7,4). Liver yang telah dihomogenkan
ini digunakan wuntuk analisis Lipid
Peroxidation (LPO) dan glutathione
(GSH)

a. Pengukuran kadar GSH
(Gluthatione)
Sampel jaringan dihomogenisasi
dalam TCA pada kondisis dingin



(lgram  jaringan  ditambahkan
dengan 10 ml TCA 10%). Setelah
dilakukan sentrifugasi dengan 3000
rpm selama 10 menit, 0,5 ml
supernatan ditambah dengan 2 ml
disodium hidrogen phosphate 0,3
M. Selanjutnya campuran ditambah
0,2 ml larutan dithiobisnitroben-
zoate (0,4 mg/ml dalam sodium
citrat 1%). Absorbansinya diukur
pada 412 nm.Nilai absorbansi
dibandingkan dengan kelompok
kontrol normal yang tidak diberi
perlakukan

b. Pengukuran kadar Lipid peroxi-
dation (LPO)
Jumlah terbentuknya lipid
peroksidasi dapat dilihat dengan
melkaukan monitoring terbentuk-
nya thiobarbiturat. Campurkan
sejumlah 1,0 ml sampel biologis
(jaringan liver setara dengan 0.1-2
mg membran protein) dengan 2.0
ml  TCA(Trichloroacetic acid)—
TBA (Thiobarbituric acid)-HCl
(Hydorchloric acid) dan campur
secara  bersamaan.  Campuran
larutan  selanjutnya  dipanaskan
selama 15 menit di atas air
mendidih. Setelah dingin, endapan
yang muncul dihilangkan dengan
sentrifugasi pada 1000rpm selama
10  menit.Diakukan pengukuran
absorbansi pada 535 nm yang
dibandingkan dengan blanko yang
mengandung semua komponen di
atas kecuali sampel biologis (liver).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kenaikan kadar gula dalam darah
akan memicu terjadinya kondisi stress
oksidatif yang ditandai dengan
ketidakseimbangan antara jumlah radikal
bebas dan antioksidan. Penelitian yang
dilakukan oleh Stephen et al., (2006);
Gupta et al., (2012; Florence et al., (2014)
melaporkan kandungan peningkatan kadar
gula darah akan diikuti dengan kenaikan
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kadar [lipid peroxide (LPO), penurunan
kadar  antioksidan  endogen  seperti
Gluthatione (GSH), Superoxide Dismutase
(SOD), dan juga Catalase. Stress Oksidatif
memiliki kontribusi pada perburukan dan
perkembangan kejadian komplikasi DM.
Untuk meredam kerusakan oksidatif
tersebut diperlukan antioksidan (Matough
etal., 2012;).

Untuk melihat pengaruh
pemberian daun sirsak dan kelor dalam
bentuk  tunggal maupun kombinasi
kaitanya dengan aktivitas antioksidan pada
tikus dengan kondisi DM maka diperlukan
pengukuran dua parameter yaitu Lipid
peroksidase  dan  Glutathione  yang
merupakan  dua  parameter  untuk
mengetahui tingkat stress oksidatif yang
terjadi di  dalam tubuh hewan uji.
Pengujian dua pamater tersebut dilakukan
dengan menggunaan organ liver mengingat
liver merupakan organ yang berperan
penting dalam  proses detoksifikasi
senyawa, sehingga keberadaanya akan
ditunjang dengan antioksidan enzimatik
maupun non enzimatik.

Lipid peroxidation atau lipid
hidroperoksida merupakan suatu molekul
yang stabil pada suhu fisiologis atau suhu
tubuh. Kadar lipid peroxidation diukur
metode asam tiobarbiturat (TBA)yang
mengukur adanya MDA.TBA  akan
bereaksi dengan gugus karbonil dari MDA,
yaitu satu molekul MDA akan berikatan
dengan dua molekul TBA sehingga
membentuk senyawa kompleks berwarna
merah (Halliwel and Gutteridge, 1999).
Terbentuknya warna merah tersebut akan
diukur serapannya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang
532 nm yang sebanding dengan tingkat
oksidasi lipid. Pada reaksi ini ada sejumlah
senyawa lain yang juga bereaksi dengan
TBA, namun karena jumlahnya kecil maka
bisa diabaikan. Senyawa-senyawa itu
diantaranya adalah glukosa <0,4 mg (2,2
pmol) dan sukrosa <8,56 mg (25,0 umol)
(Ohkawa dkk., 1979).
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Gambar 1. Kadar lipid peroksidase

Dapat dilihat dari gambar di
atas bahwa berdasarkan uji kadar MDA
pada hewan uji kontrol yang di induksi
aloksan tanpa di berikan obat
mempunyai kadar MDA yang paling
tinggi. Hal ini menunjukan bahwa
induksi aloksan pada tikus mampu
menyebabkan kenaikan kadar stress
oksidatif ~ yang  ditandai  dengan
tingginya  kadar ~ malondialdehide
sebesar 0,72uM. Hasil ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh (Sindhu
dkk.,  2010) yang  menyatakan
penggunaan aloksan mampu
menyebabkan kenaikan kadar lipid
peroksidase yang ditandai dengan
tingginya kadar MDA dalam liver.
Berbeda dengan penggunaan
glibenklamide sebagai kontrol positif
mampu menyebabkan penurunan kadar
stress  oksidatif secara  signifikan
(p<0,05) dibandingkan control negative.
Hal ini ditandai dengan kadar MDA
pada kelompok ini lebih rendah
dibandingkan kontrol negatif bahkan
mendekati pada kelompok normal.
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Penggunaan ekstrak daun kelor
dan sirsak baik tunggal maupun
kombinasi mampu menghambat
dampak stress oksidatif oleh aloksan
yang ditandai dengan kadar MDA yang
terukur lebih kecil dibandingkan dengan
kontrol negatif (p<0,05). Dari data
tersebut kombinasi sirsak kelor 50:50
memberikan aktivitas paling baik
dibandingkan dengan bentuk
tunggalnya dan dua kombinasi lainya.
Hal ini ditunjukkan dengan kadar MDA
yang terukur paling rendah (0,26 uM).

Glutathione atau GSH
merupakan antioksidan non enzimatik
yang memiliki peranan sebagai kofaktor
dalam  detokifikasi peroxide oleh
glutathione peroxidase. Tingginya kadar
GSH dalam tubuh mengindikasikann
kondisi antioksidan yang tinggi serta
sebaliknya kondisi stress oksidatif yang
rendah.

Pengukuran  kadar ~ GSH
dilakukan dengan menggunakan metode
Ellman (1959), yang mendasarkan pada
reaksi antara GHS dengan dengan
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dithiobisnitrobenzoic acid (DNTB) dan penelitian  yang telah  dilakukan
terukur pada A 412 nm. Dari hasil diperoleh  hasil  sebagai  berikut.
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Gambar 2. Kadar GSH antar kelompok uji

Dari data di atas dapat diketahui
bahwa kelompok control negatif memliki
kadar GSH paling rendah diantara yang
lain (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa
induksi aloksan mampu menyebabkan
penurunakan kadar antioksidan endogen
non enzimatik. Berbeda dengan hasil
tersebut, glibenclamide sebagai kontraol
positif mampu mencegah stress oksidatif
yang ditandai dengan naikanya kadar GSH
pada hewan uji yang diinduksi aloksan
berbeda  signifikan  (p<0,05)  bila
dibandingkan control negatif. Kadar GSH
pada kelompok glibenclamide mendekati
pada kelompok normal dnegan kadar
terukur sebesar 229,41 uM.

Penggunaan sampel uji daun kelor
dan sirsak baik tunggal maupun kombinasi
mampu menaikan kadar GSH secara
signifikan dibandingkan kontrol negatif
(p<0,05). Hal ini menunjukkan baik
tunggal maupun kombinasi kedua ekstrak
memiliki aktivitas antioksidan endogen
non enzimatik. Di ketiga kombinasi
diperoleh kombinasi sirsak kelor 50:50
memiliki aktivitas yang paling baik. Hal
ini ditandai dengan kadar GSH paling

tinggi diantara kombinasi dan bentuk
tunggalnya yaitu 102,36 uM.

Dari kedua uji baik itu LPO dan
GSH dapat diketahui bahwa penggunaan
sampel uji terbukti memiliki aktivitas
antioksidan dengan hasil turunya kadar
LPO dan tingginya kadar GSH. Hal ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya oleh
Hartono et al (2017), yang mana
penggunaan kombinasi sirsak dan kelor
mampu menurunkan kadar glucosa pada
tikus diabetes mellitus yang diinduksi
aloxan. Turunya kadar glukosa pada tikus
berdampak terhadap penurunan stress
oksidatif sama seperti dengan hasil
penelitian yang telah dilakukan. Gupta et
al. (2012), melaporkan bahwa penggunaan
kelor terbukti secara efektif mampu
menurunkan kadar stress oksidatif yang
ditandai dengan penurunan LPO, dan
tingginya kadar antioksidan endogen
seperti catalase dan glutathion peroksidase.
Dalam penelitian lain penggunaan sirsak
terbukti secara efektif mampu menurunkan
kadar stress oksidatif yang ditandai dengan
penurunan  kadar  lipid  peroksidase
(Moghadamtousi et al, 2015). Dari hasil
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penelitian ini dapat diambil kesimpulan
kombinasi kedua ekstrak terbukti mampu
menurunkan kadar stress oksidatif yang
ditandai dengan peurunan LPO dan
naiknya kadar antioksidan endogen GSH.
Dari hasil ini dapat diusulkan mekanisme
kombinasi kedua ektrak sebagai obat
terapi diabetes mellitus dengan mekanisme
kerja melalui efek antioksidan yang
ditimbulkanya.

KESIMPULAN

Penggunaan ekstrak daun kelor
dan sirsak baik itu tunggal dan kombinasi
mampu menurunkan stress oksidatif yang
ditandai dengan turunya kadar LPO dan
naiknya kadar GSH secara signifikan
(p<0,05). Aktivitas optimal pada
kombinasi sirsak kelor 50:50. Kombinasi
ini memberikan hasil yang lebih bagus
dibandingkan bentuk dosis tunggalnya
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