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RINGKASAN

Uji Toksisitas Akut Ekstrak Etanol Daun Kemangi (Ocimum sanctum)
Berdasarkan Nilai LDso dan Histopatologi Ginjal; Khana Nurfadhila,
142010101034; 2017: 81 halaman; Jurusan Pendidikan Dokter Fakultas

Kedokteran Universitas Jember.

Penggunaan tanaman sebagai obat diyakini oleh banyak masyarakat
Indonesia salah satunya adalah daun kemangi (Ocimum sanctum). Kemangi
termasuk dalam famili Lamiaceae yang populer dalam tanaman obat dan memiliki
banyak kandungan antioksidan dan fitonutrien. Meskipun ekstrak daun kemangi
telah terbukti banyak manfaat, pada dosis tertentu suatu senyawa tetap memiliki
probabilitas dalam menyebabkan toksisitas dalam tubuh. Uji toksisitas dilakukan
untuk mengetahui berapa takaran senyawa yang dapat menyebabkan efek toksik
dalam tubuh dan dapat dilihat secara mikroskopik pada organ vital seperti ginjal
yang merupakan tempat eksresi senyawa asing seperti obat atau senyawa toksin
yang masuk dalam tubuh. Sejauh ini belum terdapat pengujian toksisitas akut oral
pada ekstrak etanol 70% daun kemangi (Ocimum sanctum) pada mencit. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui toksisitas akut ekstrak etanol daun kemangi
Berdasarkan nilai kisaran LDso dan gambaran histopatologi ginjal mencit.

Jenis penelitian yang digunakan adalah true experimental dengan rancangan
penelitian post test only control group design. Uji toksisitas akut oral dilakukan
dengan metode OECD 420 fix dose procedure yang mempunyai 3 tahap uji yakni
uji pendahuluan, uji utama, dan uji pembatasan. Uji pendahuluan bertujuan untuk
mencari dosis awal untuk uji utama. Dosis awal pada uji pendahuluan dapat dipilih
dari tingkatan fix dose: 5, 50, 300 dan 2000 mg/KgBB ekstrak etanol daun kemangi
yang dapat diturunkan atau dinaikkan sesuai kematian hewan uji. Hewan uji yang
digunakan adalah 1 ekor mencit Balb/c dengan interval waktu pengamatan 24 jam
pada setiap dosis dan semua hewan harus diamati selama 14 hari. Selanjutnya
dilakukan uji utama dengan dosis 2000 mg/KgBB ekstrak (yang didapatkan dari uji
pendahuluan) dan kelompok kontrol yang diberikan tween 80 sebanyak 0,01mL/20
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gram mencit dengan masing-masing kelompok 5 ekor mencit Balb/c. Pengamatan
dilakukan pada 30 menit pertama, 4 jam pertama selama 24 jam dan sehari sekali
selama 14 hari. Bukti toksisitas yang dinilai berupa perubahan aktivitas otonom
hewan uji seperti berjalan menggunakan perut yang mengindikasikan bahwa hewan
uji merasa sangat nyeri, diare dapat berupa feses yang berair atau berdarah,
discharge dari hidung, menyiksa diri sendiri dengan membenturkan kepala
kekandang atau tidak dapat mencapai air atau makanan, perdarahan di orifisium
atau tidak ada sama sekali kematian hewan uji. Pada uji utama apablia tidak terdapat
> 1 bukti toksisitas dan/atau < 1 kematian hewan uji maka tidak dapat langsung
ditentukan kisaran nilai LDso. Selain itu, apablia tidak terdapat > 2 hewan uji dan
tidak terbukti adanya bukti toksisitas maka termasuk kategori unclassified GHS.
Setelah 14 hari pengamatan, hewan dikorbankan dan diambil organ ginjal untuk
dilakukan pengamatan histopatologi dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin.
Kemudian dilakukan analisis data dengan uji nonparametrik Mann-Whitney.

Hasil penelitian didapatkan kisaran nilai LDsp ekstrak etanol daun kemangi
(Ocimum sanctum) >2000 mg/KgBB. Uji Mann- Whitney menghasilkan nilai
signifikansi sebesar p=0,018 (p<0,05). Power analysis menunjukkan hasil yang
kurang kuat maka pembuktian perbedaan antar kelompok berdasaran data yang
dimilik peniliti tidak adekuat.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan tanaman sebagai obat diyakini oleh banyak masyarakat di
Indonesia. Banyaknya penduduk Indonesia menganggap obat yang berasal dari
tanaman sangat bermanfaat dan sama sekali tidak berbahaya untuk dikonsumsi.
Disamping itu, tanaman obat merupakan bagian dari budaya bangsa yang banyak
dimanfaatkan masyarakat sejak berabad-abad lalu dan Indonesia pun merupakan
mega-center tanaman obat di dunia (Depkes RI, 2007). Data Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) 2010 menunjukkan persentase penduduk Indonesia yang pernah
mengkonsumsi ramuan dari tanaman obat atau jamu sebanyak 59,12 persen yang
terdapat pada semua kelompok umur, laki-laki dan perempuan, baik di perdesaan
maupun perkotaan, 95,60 persen penduduk Indonesia yang pernah mengkonsumsi
jamu menyatakan bahwa konsumsi jamu bermanfaat bagi tubuh (Badan Penelitian
dan Pengembangan Kesehatan kementerian kesehatan R1, 2010).

Penggunaan tanaman obat di Indonesia sangatlah banyak, salah satunya
adalah daun kemangi (Ocimum sanctum). Kemangi termasuk dalam famili
Lamiaceae yang populer dalam tanaman obat dan memiliki banyak kandungan
antioksidan dan fitonutrien. Daun kemangi digunakan luas di Indonesia sebagai
sumber pangan baik untuk penyedap makanan atau makanan pendamping (Mahajan
etal., 2014).

Penelitian sebelumnya telah banyak membuktikan bahwa ekstrak daun
kemangi (Ocimum sanctum) memiliki banyak manfaat. Beberapa penelitian
diantaranya adalah ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) berfungsi
sebagai hepatoprotektor mencit yang diinduksi isoniazid (Safitri, 2016), potensi
antioksidan daun kemangi (Ocimum sanctum) pada kerusakan jaringan saraf
(Mundey et al., 2013), efek antipiretik dan antiinflamasi Ocimum sanctum pada
hewan uji artritis (Kacker et al., 2013) dan ekstrak agueous Ocimum sanctum yang
berfungsi menurunkan serum glukosa, total kolesterol, trigliserida, creatinin,
SGOT, SGPT, ALP dan kadar bilirubin pada tikus diabetik (Jayant dan Srivastava,
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2016). Keempat penelitian ini menunjukkan manfaat dari ekstrak daun kemangi
berasal dari kandungan flavonoid, fenolik, dan eugenol sebagai antioksidan.

Ekstrak daun kemangi telah terbukti banyak manfaat, pada takaran atau
dosis tertentu suatu senyawa tetap memiliki probabilitas toksisitas dalam tubuh.
Untuk mengetahui berapa takaran senyawa yang dapat menyebabkan efek toksik
maka dilakukan uji toksisitas dengan mendata derajat bahaya sediaan uji bila terjadi
pemaparan pada manusia (BPOM RI, 2014). Uji toksisitas akut merupakan salah
satu evaluasi toksikologi dari ekstrak obat herbal yang dilakukan sebelum uji Klinis
(Sharwan et al., 2015). Nilai potensi toksisitas akut atau lethal dose 50 (LDso)
merupakan parameter yang digunakan pada uji toksisitas akut oral. Uji toksisitas
dapat dilihat pada organ vital seperti ginjal yang merupakan tempat ekskresi
senyawa asing seperti obat atau senyawa toksin yang masuk dalam tubuh. Ginjal
merupakan organ yang rentan terhadap senyawa yang melewatinya. Hal ini
dikarenakan nefron berfungsi mengonsentrasikan bahan toksik sehingga terjadi
peningkatan kadar paparan bahan toksik di dalam tubulus (Hodgson, 2004).
Senyawa pada ekstrak daun kemangi yang belum sepenuhnya diketahui bentuk dan
sifatnya, dapat memengaruhi struktur histologi dan fungsi ginjal sebagai organ
filtrasi dan ekskresi yang mengalami kontak dengan senyawa-senyawa tersebut
(Adinata et al., 2012).

Sejauh ini belum terdapat uji toksisitas akut oral pada ekstrak etanol 70%
daun kemangi (Ocimum sanctum) pada mencit. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui toksisitas akut ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum)
Berdasarkan kisaran nilai LDso dan gambaran histopatologi ginjal mencit. Dengan
dilakukannya uji toksisitas diharapkan dapat diketahui keamanan dari suatu
senyawa dan dapat diteruskan untuk uji Klinis sehingga ekstrak daun kemangi dapat

dijadikan obat yang digunakan masyarakat secara luas.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, dapat dirumuskan rumusan masalah

penelitian sebagai berikut.

1.

Berapakah kisaran nilai potensi toksisitas akut oral (LDso) ekstrak etanol daun
kemangi (Ocimum sanctum)?
Bagaimana pengaruh pajanan ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum)

terhadap histopatologi ginjal mencit?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui.
Kisaran nilai potensi toksisitas akut oral (LDso) ekstrak etanol daun kemangi
(Ocimum sanctum)
Pengaruh gambaran histopatologi ginjal akibat pajanan ekstrak etanol daun

kemangi (Ocimum sanctum)

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang dilakukan dari penelitian ini antara lain sebagai

berikut.

1.

Memberikan informasi keamanan dan potensi toksik dari ekstrak etanol daun
kemangi (Ocimum sanctum)

Merupakan data awal untuk penelitian selanjutnya yakni uji Klinis sehingga
ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) dapat dijadikan suatu obat.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Kemangi
2.1.1 Definisi Kemangi

Kemangi (Ocimum sanctum) merupakan habitus berupa semak dengan
tinggi 30-150 cm dan berbau wangi. Kemangi mempunyai batang kayu berbentuk
segiempat, beralur, bercabang, mempunyai bulu, berwarna hijau. Daun kemangi
termasuk jenis daun tunggal, berbentuk bulat seperti telur dengan ujung runcing,
berpangkal tumpul, tepi yang mempunyai gerigi, berkerangka daun menyirip.
Ukuran daun kemangi mempunyai panjang 14-16 mm, lebar 3-6 mm dengan
tangkai panjang £1 cm dan berwana hijau. Kemangi juga mempunyai bunga
majemuk dengan bentuk tandan, berbulu, mempunyai daun pelindung berbentuk
elips, bermahkota bulat telur dan berwarna putih (BPOM RI, 2008).

Kemangi memiliki buah berbentuk kotak dan berwarna coklat tua. Setiap
buah memiliki 4 (empat) biji kemangi dengan ukuran kecil dan berwarna hitam.
Untuk akarnya kemangi mempunyai akar tunggang berwarna putih dan kotor
(BPOM RI, 2008).

2.1.2 Taksonomi Kemangi

Gambar 2.1. daun kemangi (Ocimum sanctum) (sumber: Badan POM RI, 2008)
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Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae
Ordo : Lamiales

Famili : Lamiaceae (Labiatae)
Genus : Ocimum

Spesies : Ocimum sanctum

2.1.3 Manfaat Kemangi
a. Antianafilaksis

Ekstrak Ocimum sanctum diketahui mempunyai potensi dalam
menstabilkan sel mast, menyupresi IgE, dan menghambat pelepasan mediator
inflamasi pada saat reaksi alergi seperti anafilaksis dan asma (Rahman et al., 2011).
b. Efek penyembuhan luka

Ocimum sanctum meningkatkan produksi TNF-o yang menyebabkan
penyembuhan luka lebih cepat. TNF-a ditemukan saat proses penyembuhan luka
dan membuat peningkatan kecepatan epitelisasi (Rahman et al., 2011).
c. Aktivitas antikanker

Ekstrak etanol daun Ocimum sanctum ditemukan dapat memodulasi enzim
metabolisme karsinogen seperti sitokrom P-450, sitokrom B5, dan aryl hidrocarbon
hidroxilase sehingga pada beberapa penelitian menunjukan penurunan insidensi
tumor (Rahman et al., 2011).
d. Antiinflamasi

Beberapa ekstrak Ocimum sanctum baik metanol maupun aqueous
menunjukan efek analgesik, antipiretik, dan antiinflamasi karena aktivitas melawan
PGE2, leukotrien, dan asam arakhidonat pada penelitian yang telah dilakukan
(Pandhey dan Madhuri, 2010).
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e. Antiartritis

Pada penelitian yang dilakukan pada tikus artritis menunjukan perbaikan
kondisi artritis. Hal ini dikarenakan ekstrak Ocimum sanctum menghambat
mediator inflamasi seperti serotonin, histamin, bradikinin, dan PGE2 (Pandhey dan
Madhuri, 2010).
f.  Efek kardioprotektif

Ocimum sanctum ditemukan dapat menambah antioksidan endogen dan
menghambat isopreterenol dalam menginduksi nekrosis miokardium. Selain itu
ekstrak etanol Ocimum sanctum dapat memperbaiki neuropati perifer di tikus
karena mengurangi kadar asam thiobarbiturat yang merupakan senyawa reaktif
(Rahman et al., 2011).
g. Efek pada sistem saraf pusat

Ekstrak etanol batang dan daun Ocimum sanctum efektik untuk mencegah
konvulsi tonik. Selain itu Ocimum sanctum juga memiliki efek yang signifikan
terhadap antistress dan efek anxiolitik. Hal ini dikarenakan Ocimum sanctum
terlibat dalam sistem GABA-ergic dan mekanisme serotonergik (Rahman et al.,
2011).
h.  Antiulserasi

Pada penelitian menunjukkan Ocimum sanctum fixed oil secara signifikan
dapat memiliki efek antiulserasi dikarenakan menghambat lipooksigenase,
antagonis histamin, dan efek antisekresi (Pandhey dan Madhuri, 2010).
I.  Antidiabetik

Ekstrak Ocimum sanctum dapat menurunkan kadar gula darah pada kondisi
diabet. Hal ini dikarenakan Ocimum sanctum mempunyai aktivitas aldolase
reduktase sehingga dapat membantu menurunkan komplikasi diabetes seperti
katarak dan retinopati (Pandhey dan Madhuri, 2010).
J. Antioksidan

Ekstrak ocimum sanctum pada penelitian yang telah dilakukan terbukti
menurunkan kadar malondialdehyde dan meningkatkan kadar superoksida
dismutase yang menandakan aktivitas antioksidan. Selain itu ekstrak ini juga
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menurunkan peroksidasi lemak sehingga kadar oksigen reaktif dalam tubuh
berkurang (Rahman et al., 2011).

2.1.4 Kandungan dan Efek Farmakologi Kemangi

Kemangi mempunyai kandungan nutrisi seperti vitamin C, vitamin A,
kalsium, zinc, besi, klorofil dan fitonutrien lain. Dalam 100 g kemangi didapatkan
protein 4,2 gram, lemak 0,5 gram, karbohidrat 2,3 gram, kalsium 25 mg, fosfor 287
mg, besi 15,1 mg, dan vitamin C sebanyak 25 mg (Pattanayak et al., 2010).

Kandungan fitokimia yang terdapat pada daunnya adalah flavonoid,
alkaloid, dan saponin (Siva et al., 2016). Pada analisis fitokimia ekstrak etanolnya
didapatkan beberapa senyawa seperti alkaloid, tannin, dan flavonoid. Antioksidan
alami didapatkan terutama dari senyawa fenol diantaranya flavonoid, asam fenol,
tokoferol, dan lain-lain. Senyawa fenol merupakan senyawa metabolit sekunder
dari kemangi yang telah diketahui mempunyai kemampuan sebagai free radical
scavenging. Aktivitas antioksidan dari fenol secara prinsip didapatkan dari sifat
redoksnya yang berfungsi sebagai penurunan oksidan bebas dan sebagai donor
hidrogen (Rana et al., 2015).

Selain fenol, alkaloid juga merupakan senyawa metabolit sekunder
diketahui sebagai antioksidan alami. Beberapa alkaloid mepunyai peran utama
sebagai antioksidan dengan membantu detoksifikasi dari ROS akibat stres
(Matsuura et al., 2014). Mitokondria merupakan target aktivitas antioksidan
alkaloid ini. Sebagaimana mitokondria merupakan sumber utama intraseluler dari
reaktif oksigen spesies (ROS) (Apostolova dan Victor, 2015).

2.2 Antioksidan dan Prooksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron yang memiliki berat
molekul kecil namun mampu menginaktivasi dan menghambat reaksi oksidasi.
Reaksi oksidasi yang inaktif tidak akan membentuk radikal bebas yang sangat
reaktif. Bila senyawa reaktif lebih banyak daripada antioksidan maka dapat
menyebabkan berikatan dengan komponen lipid, protein maupun DNA. Hal ini

mengakibatkan kerusakan pada komponen tersebut yang disebut dengan stress


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

oksidatif. Antioksidan dapat berupa enzim dan non-enzimatis. Antioksidan berupa
enzim misalnya superoksida dismutase, katalase, glutation peroksidase, vitamin E,
C, flavonoid dan lain-lain. Antioksidan ini merupakan pertahanan utama terhadap
stres oksidatif. Sedangkan antioksidan non enzimatis berfungsi sebagai penangkap
senyawa oksidan serta pencegah reaksi berantai (Winarsih, 2007). Contoh senyawa
antioksidan non enzimatis adalah kofaktor enzim (Q10), senyawa nitrogen (asam
urat), asam fenol dan peptida (glutation) (Carocho dan Ferreira, 2013).

Antioksidan mempunyai sifat prooksidan pada saat tertentu. Antioksidan
dapat berbalik fungsi dengan mendukung stress oksidatif (Carocho dan Ferreira,
2013). Prooksidan terbentuk pada saat konsentrasi tertentu, pemberian dosis tinggi
atau adanya ion logam (Yordi et al., 2012). lon logam yang dapat merubah
antioksidan menjadi prooksidan terutama Fe [Fe (111)] dan Cu [Cu (1I)]. Padahal di
tubuh manusia zat besi berperan penting dalam fisiologi tubuh. Besi digunakan
sebagai banyak protein untuk transpor oksigen, transpor elektron, dan katalis pada
reaksi redoks. Besi juga merupakan bagian dari hemoglobin, sitokrom C, dan
sitokrom P450. Besi dapat bereaksi dengan hidrogen peroksida untuk memproduksi
radikal hidroksil yang disebut dengan reaksi fenton seperti pada Gambar 2.2
(Eghbaliferiz, 2016).

20,7 + 2H" — H,0O, + O
0O + H:0,—0:2 + OH + OH
Fe (III) + O, — Fe (I} + O,

Fe (II) + H,0, — Fe (III) + OH + OH

Gambar 2.2. Reaksi Fenton (sumber: Eghbaliferiz, 2016)

2.

Fe (111) dapat bereaksi dengan O2  lalu memproduksi Fe (I1) dan oksigen
molekuler. Hidrogen peroksida dapat menjadi prekursor terbentuknya radikal
hidroksil (OH) yang merupakan oksidan yang kuat. Oksidan yang kuat ini dapat
memicu inaktivasi enzim, degradasi protein, kerusakan DNA, peroksidasi lipid, dan

kematian sel.

2.3 Tinjauan Toksikologi
Toksikologi adalah salah satu cabang ilmu yang mempelajari tentang toksin
dan racun serta efek dan tatalaksananya. Hal ini yang mendasari pentingnya
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pemeriksaan toksikologi untuk mengembangkan obat baru dan potensi terapi dari
senyawa yang telah diketahui sebelumnya. Penelitian toksikologi dengan
menggunakan hewan dimulai pada tahun 1920 untuk mengetahui 50% lethal dose
(LDso). Dengan LDso dapat diketahui dosis pada suatu zat untuk dapat memberikan
kematian pada 50% subjek yang mengonsumsi zat tersebut. Hal ini menunjukan
semakin besar LDsg maka semakin baik senyawa yang diuji. Selain menggunakan
LDso, toksisitas suatu zat dapat juga dinilai dengan uji mata dan kulit pada hewan
uji. Pada tahun 1980 Organisation For Economic Co-Operation and Development
(OECD) mempunyai pedoman untuk uji toksisitas dari senyawa obat atau yang
berkenaan dengan farmasi (Parasuraman, 2011).

Pedoman dari OECD merupakan alat untuk menilai efek potensial dari zat
kimia pada kesehatan manusia dan kesehatan lingkungan. Pedoman OECD ini
disetujui sebagai standar internasional untuk uji keamanan. Terdapat 150 metode
yang disetujui secara internasional untuk mengidentifikasi dan mencari potensi
bahaya dari suatu senyawa dengan berdasarkan waktu paparan dan target organ
yang mengalami toksisitas (OECD, 2017).

Tidak jauh berbeda dengan OECD, menurut BPOM RI (2014:1), paparan
suatu zat pada manusia dapat diketahui dengan mengetahui efek kumulatif dan
dosis yang dapat menimbulkan efek toksik pada manusia. Hal tersebut dapat
diperoleh dari percobaan menggunakan hewan uji untuk uji toksisitas. Uji toksisitas
mempunyai berbagai cara uji berdasarkan kemungkinan terjadinya risiko pada
manusia. Uji toksisitas tersebut diklasifikasikan menurut waktu meliputi uji
toksisitas akut oral, toksisitas subkronis oral, toksisitas kronis oral, iritasi akut
dermal, toksisitas akut dermal, dan toksisitas subkronis dermal. Selain itu, uji
toksisitas dapat diklasifikasikan berdasarkan organ target meliputi teratogenitas,

sensitisasi kulit, dan iritasi mata.

2.4 Uji Toksisitas Akut
Uji toksisitas akut merupakan uji untuk mendeteksi efek toksik yang muncul
dalam waktu singkat (tidak lebih dari 24 jam) setelah pemberian senyawa dalam

dosis tunggal atau dosis berulang dengan menggunakan hewan uji. Penilaian
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toksisitas akut didapatkan dari kematian hewan uji serta gambaran histopatologi
organ yang terkena toksisitas. Uji toksisitas akut dilakukan pada dua jenis hewan
yaitu rodensia dan nonrodensia. Senyawa yang diujikan diberikan dalam beberapa
dosis bertingkat kemudian dilakukan pengamatan selama 14 hari (Sasmito et al.,
2015). Dengan uji toksisitas akut ini dapat diidentifikasi senyawa yang toksik dan
diperoleh informasi bahaya terhadap manusia bila terpajan. Selain itu dengan uji
toksisitas akut ini akan didapatkan nilai LDso dari suatu senyawa (BPOM RI, 2014).

Penentuan LDso telah digunakan sebagai parameter untuk mengukur
toksisitas akut serta prosedur awal dari skrining suatu senyawa dan agen
farmakologi. LDso merupakan dosis yang menyebabkan kematian pada 50% hewan
uji. Selain dari kematian, terdapat beberapa hal yang dapat diobservasi pada saat uji
toksisitas akut yaitu onset, durasi dan derajat pemulihan pada hewan yang bertahan
juga penting untuk mengevaluasi toksisitas. Sehingga uji toksisitas akut
memberikan informasi tentang LDso, indeks terapi dan derajat keamanan suatu
senyawa. Hal tersebut merupakan prosedur penting sebelum suatu senyawa dapat
memasuki pasar dan digunakan secara massal (Chinedu et al., 2013).

Menentukan nilai LDso cara konvensional membutuhkan hewan uji yang
banyak serta memiliki angka mortalitas tinggi, sehingga metode baru dimunculkan
untuk mengurangi hewan uji. Menurut OECD (2001) terdapat 3 metode yaitu
OECD 420 - fix dose procedure (FDP), OECD 423 — acute toxic class method
(ATC), dan OECD 425 — up and down method (UDP). Metode FDP dilakukan
dengan cara mengatur kadar dosis tetap yaitu 5, 50, 500 dan 2000 mg/KgBB pada
waktu tertentu. Metode ATC merupakan rangkaian prosedur dimana 3 hewan setiap
prosedur dengan skrining 4 dosis permulaan dan uji dilakukan dengan dasar
penggolongan Globally Harmonized Classification (GHS) seperti pada Tabel 2.1
(Parasuraman, 2011).
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Tabel 2.1 Penggolongan sediaan uji menurut GHS

Dosis (mg/KgBB) Kematian Kategori
5 >2 dari 5 ekor mati 1
5 >1 ekor menunjukan gejala toksisitas 2
dan tidak ada kematian
50 >2 dari 5 ekor mati
50 >1 ekor menunjukan gejala toksisitas 3
dan tidak ada kematian
300 >2 dari 5 ekor mati
300 >1 ekor dengan gejala toksisitas dan 4
atau <1 mati
2000 >2 dari 5 ekor mati
2000 >1 ekor dengan gejala toksisitas dan 5
atau tidak ada kematian
Tidak ada gejala toksisitas 5/unclassified

(Sumber: BPOM RI, 2014)

Metode UDP menggunakan rangkaian dosis tunggal dengan interval 48 jam.
Jika hewan uji pertama bertahan maka dilanjutkan dengan dosis yang lebih tinggi
yaitu faktor 3,2 dari dosis awal (OECD, 2001).

2.5 Uji Toksisitas Akut Oral Metode 420

OECD Pada tahun 2001 mempublikasikan metode standar OECD 420 — fix
dose procedure. Pada metode OECD 420 hewan uji yang digunakan lebih sedikit
daripada metode konvensional, OECD 423 ATC yang menggunakan 3 hewan uji
tiap tahapan dan rata-rata hewan yang dikorbankan adalah 7 ekor, dan OECD 425
UDP yang rata-rata menggunakan 6-9 ekor (OECD, 2001).

OECD 420 memiliki 3 jenis perlakuan yaitu uji pendahuluan, limit test (uji
pembatasan), dan main test (uji utama). Uji pendahuluan dilakukan untuk
menentukan dosis awal yang akan diberikan kepada hewan uji. Uji pendahuluan
dihentikan apabila terbukti adanya kematian kewan uji atau bukti toksisitas berupa
perubahan aktivitas otonom hewan uji seperti berjalan menggunakan perut, diare,
discharge dari hidung, menyiksa diri sendiri atau perdarahan di orifisium. Main test
atau uji utama digunakan untuk uji yang sebenarnya untuk mengetahui kisaran nilai

LDso suatu senyawa
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Limit test atau uji pembatasan digunakan dalam situasi di mana peneliti
memiliki informasi yang menunjukkan bahwa bahan uji cenderung tidak toksik atau
memiliki toksisitas hanya melebihi batas dosis yang telah ditentukan. Uji dengan
dosis melebihi 2000 mg/KgBB dilakukan prosedur uji pendahuluan dan uji utama.
Uji pendahuluan dilakukan dengan menambah satu tingkat dosis diatas 2000
mg/KgBB yakni dosis 5000 mg/KgBB. Jika hewan uji mati maka dosis diturunkan
menjadi 2000 mg/KgBB. Apabila tidak terdapat kematian atau bukti toksisitas
maka uji utama diperbolehkan menggunakan dosis 5000 mg/KgBB (OECD, 2001).
Uji utama dalam uji pembatasan ini dimulai dosis 5000 mg/KgBB dan jika hasilnya
adalah >2 kematian maka dilakukan uji yang diturunkan pada dosis 2000
mg/KgBB. Apabila hasil dari uji utama terdapat bukti toksisitas dan/atau <I
kematian atau tidak ada bukti toksisitas maka pada senyawa tersebut tidak dapat
dimasukkan ke dalam Klasifikasi GHS atau yang disebut dengan unclassified
(OECD, 2001).

Sekelompok hewan uji dengan jenis kelamin yang sama diberikan dosis
bertingkat menggunakan metode fix doses antara lain: 5, 50, 300 dan 2000
mg/KgBB. Dosis awal dipilih berdasarkan uji pendahuluan sebagai dosis yang
dapat menimbulkan gejala toksisitas ringan tetapi tidak menimbulkan efek toksik
yang berat atau kematian. Prosedur ini dilanjutkan hingga mencapai dosis yang
menimbulkan efek toksik atau ditemukan tidak lebih dari 1 kematian, atau tidak
tampak efek toksik hingga dosis yang tertinggi atau adanya kematian pada dosis
yang lebih rendah (BPOM RI, 2014).

2.6 Ginjal
2.6.1 Anatomi Ginjal

Ginjal merupakan sepasang organ saluran kemih yang terletak di rongga
retroperitoneal bagian atas dengan bentuk menyerupai kacang. Besar dan berat
ginjal bervariasi tergantung pada jenis kelamin, umur, dan ada tidaknya ginjal pada
sisi yang lain. Berat ginjal kanan pada mencit betina memiliki berat 0,519% dari
berat badan sedangkan berat ginjal kiri pada mencit betina memiliki berat 0,493%

dari berat badan (Gupta, 2017). Ginjal mempunyai peran yang penting bagi
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kehidupan, yakni menyaring sisa hasil metabolisme dan toksin dari darah serta
mempertahankan homeostatis cairan dan elektrolit tubuh (Purnomo, 2011).

Setiap ginjal pada bagian superior terdapat kelenjar adrenal yang terbenam
di dalam lemak dan jaringan ikat ginjal. Batas medial ginjal memiliki cekungan
yang disebut dengan hilum. Hilum merupakan tempat keluarnya arteri renalis, vena
renalis, dan pelvis renalis (Eroschenko, 2008).

Ginjal secara anatomis dibagi menjadi korteks dan medula ginjal. Korteks
terletak lebih superfisial dan di dalamnya terdapat berjuta-juta nefron. Nefron terdiri
dari glomerulus, tubulus kontortus proksimal, lengkung henle, tubulus kontortus
distal, dan duktus koligentes. Sedangkan medula ginjal terletak lebih profundus
yang terdiri dari saluran kecil yang mengalirkan hasil ultrafiltrasi berupa urin
(Purnomo, 2011).

2.6.2 Histologi Ginjal

Ginjal dibagi menjadi korteks yang terpulas gelap dan medula yang terpulas
terang pada pewarnaan hematoksilin dan eosin. Korteks memiliki beberapa struktur
yaitu korpuskulum ginjal yang terdiri dari glomerulus, kapsul bowman, tubulus
kontortus proksimal, lengkung henle, dan tubulus kontortus distal. Glomerulus
adalah sekumpulan kapiler yang dibentuk dari arteriol glomerulus aferen. Tubulus
kontortus merupakan segmen awal dan akhir pada nefron. Tubulus kontortus
proksimal memiliki lumen kecil tidak rata dan satu lapis sel kuboid eosinofilik
bermikrovili. Sedangkan tubulus kontortus distal memiliki lumen yang lebih besar
dengan sel kuboid yang lebih kecil dan tidak terdapat mikrovili (Eroschenko, 2008).

Medula ginjal mengandung bagian lurus tubulus dan segmen lengkung
henle. Lengkung henle terdiri dari beberapa bagian yaitu desenden tebal, asenden,
dan desenden tipis. Segmen desenden tebal mirip dengan tubulus kontortus
proksimal, segmen asenden mirip dengan tubulus kontortus disal, dan segmen tipis

dilapisi oleh epitel selapis pipih (Eroschenko, 2008).
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Gambar 2.3 Korteks dan medula ginjal pembersaran lemah (sumber: Eroschenko, 2008)

2.6.3 Histopatologi Ginjal

Histopatologi ginjal merupakan gambaran patologis dari ginjal salah
satunya berupa nekrosis tubular akut (NTA). Nekrosis tubular akut disebabkan oleh
iskemik atau pengaruh toksin (Rosen dan Stillman, 2008). Pada temuan
mikroskopis di mikroskop cahaya akan terdapat gambaran nekrosis nyata dan
peluruhan sel. Apabila penyebab utama NTA adalah toksin maka tubulus proksimal
yang paling umum dan paling parah kerusakannya. Lumen tubulus akan terisi sel
yang nekrosis dan intersisial akan edema. Ciri diagnostik pada NTA secara
mikroskopis seperti pada Gambar 2.3 yaitu sel epitel tubular yang terlepas tersebar
di lumen, tubulus kehilangan brush border yang jelas pada pemulasan acid-schiff
dan epitel tubular menjadi rata (Fogo et al., 2016).
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Gambar 2.4 Nekrosis tubular akut dengan sel epitel tubular yang terlepas tersebar di
lumen (garis hitam), dan epitel tubular menjadi rata (garis kuning) pada
pewarnaan hematoksilin dan eosin (Fogo et al., 2016).

Tidak jauh berbeda dengan Gambar 2.4, Gambar 2.5 merupakan gambaran
histopatologi dari NTA dengan menunjukkan dilatasi dari lumen tubulus dan sedikit
kerusakan pada brush border namun tidak ditemukan adanya nekrosis sel (Rosen
dan Stillman, 2008).

Gambar 2.5 Nekrosis tubular akut dengan dilatasi lumen tubulus pada pembesaran 200
kali (Rosen dan Stillman, 2008).
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2.7 Kerangka Konseptual Penelitian

16

Ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum

sanctum)

Mengandung flavonoid, asam

fenol, dan alkaloid

\4

Radical scavenging dan detoksifikasi
reactive oxygen spesies (ROS)

i

Peningkatan antioksidan eksogen yang terlalu tinggi

\4

Pro-oksidan

v

Stress oksidatif

l

Disfungsi
mitokondria

nekrosis sel

v

Peningkatan
Radikal bebas

'

A

Efek toksik: nilai
LDso

Disfungsi membran

l

Degenerasi epitel
tubulus, dan dilatasi
tubulus

A

A

Histopatologi organ ginjal

Gambar 2.6 Kerangka konseptual penelitian

—» :memicu



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

17

Ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) memiliki kandungan
fitokimia yakni flavonoid, asam fenol, dan alkaloid. Kandungan tersebut berperan
sebagai radical scavenger dan mempunyai fungsi untuk mendetoksifikasikan ROS
yang kemudian meningkatkan kadar antioksidan eksogen dalam tubuh. Pada saat
tertentu antioksidan dapat berbalik fungsi dengan mendukung stress oksidatif
menjadi prooksidan (Carocho dan Ferreira, 2013). Prooksidan terbentuk pada saat
konsentrasi tertentu, pemberian dosis tinggi atau adanya ion logam (Yordi et al.,
2012). Prooksidan inilah yang memicu adanya peningkatan stres oksidatif dan
radikal bebas. Stres oksidatif menyebabkan disfungsi mitokondria sehingga terjadi
nekrosis sel (Small et al.,, 2012). Sedangkan peningkatan radikal bebas
menyebabkan disfungsi membran yang akhirnya akan menyebabkan degenerasi
epitel tubulus dan dilatasi tubulus (Putri dan Thaha, 2014). Ginjal merupakan
tempat ekskresi suatu senyawa yang masuk dalam tubuh. Pada ginjal memerlukan
banyak energi dari metabolisme aerobik oleh mitokondria. Kerusakan mitokondria
akan menyebabkan penurunan fungsi anatomis maupun fisiologis sehingga
mitokondria merupakan organel sel yang vital dalam sel ginjal. Kerusakan pada
ginjal dapat dilihat dengan gambaran histopatologi ginjal sedangkan toksisitas dari
ekstrak daun kemangi dapat dilihat dengan parameter kisaran nilai LDso.

2.8 Hipotesis Penelitian
Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) mempunyai kisaran LDso
yang tinggi.
2. Gambaran histopatologi ginjal mencit mengalami perubahan setelah pajanan

ekstrak etanol daun kemangi pada dosis tinggi.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah experimental dengan rancangan

penelitian two group post test only control group design.

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang dilakukan pada penelitian ini adalah post test
only control group design. Dengan sebelumnya dilakukan uji pendahuluan untuk

untuk menentukan dosis awal uji utama.

R
PO > S Pe —| P1
K
P2 » H >
> P5
B8 ——arr
P4 ——
R NE====
Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian
Keterangan
PO :  populasi mencit
S : Sampel
R : Hewan uji dipilih secara acak dan ditandai untuk identifikasi individu
Pe :uji pendahuluan
P1 :uji utama kelompok perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol daun
kemangi dosis sesuai dengan hasil uji pendahuluan selama 14 hari
P2 . apabila P1 tidak terdapat kematian maka diberikan dosis satu tingkat diatas

dosis awal. Apabila didapatkan > 2 hewan uji mati maka dosis diturunkan
satu tingkat dibawah dosis awal. Apabila terdapat > 1 bukti toksisitas
dan/atau < 1 kematian hewan uji maka dapat langsung ditentukan kisaran
nilai LDs lalu dilakukan tahap skema selanjutnya
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apabila P2 tidak terdapat kematian maka diberikan dosis satu tingkat diatas
dosis awal. Apabila didapatkan > 2 hewan uji mati maka dosis diturunkan
satu tingkat dibawah dosis awal. Apabila terdapat > 1 bukti toksisitas
dan/atau < 1 kematian hewan uji maka dapat langsung ditentukan Kisaran
nilai LDs lalu dilakukan tahap skema selanjutnya

apabila P3 tidak terdapat kematian maka diberikan dosis satu tingkat diatas
dosis awal. Apabila didapatkan > 2 hewan uji mati maka dosis diturunkan
satu tingkat dibawah dosis awal. Apabila terdapat > 1 bukti toksisitas
dan/atau < 1 kematian hewan uji maka dapat langsung ditentukan kisaran
nilai LDso lalu dilakukan tahap skema selanjutnya

uji pembatasan

kelompok perlakuan yang diberikan dosis LDso pada perlakuan sebelumnya.
histopatologi organ ginjal setelah pemberian ekstrak etanol daun kemangi
pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang terbukti terdapat
toksisitas dengan seluruh hewan uji dikorbankan dan diambil organ ginjal
untuk dilakukan pemeriksaan histopatologi

analisis data

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

dan

Penelitian ini dilakukan di empat tempat, yaitu Laboratorium Farmakologi

Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeliharaan hewan

uji, Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi Universitas Jember untuk pembuatan

ekstrak etanol daun kemangi, Laboratorium Patologi Anatomi RSD dr. Soebandi

untuk pembuatan preparat histopatologi ginjal hewan uji, dan Laboratorium

Biomedik Fakultas Farmasi Universitas Jember untuk pembacaan histopatologi

ginjal. Waktu pelaksanaan adalah bulan Oktober-November 2017.

3.4 Variabel Penelitian

1)

2)

Jenis variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis bertingkat ekstrak etanol daun
kemangi dalam mg/KgBB.

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah kematian hewan uji dan
gambaran histopatologi ginjal hewan uji.

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:

frekuensi pemberian ekstrak daun kemangi dalam 24 jam diberikan 1 kali
pemberian dosis tunggal

cara pemberian sediaan secara oral dengan menggunakan jarum sonde mencit
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3) jenis hewan uji yang digunakan pada penelitian adalah hewan uji mencit strain
Balb/c betina

4) berat badan hewan uji 16-26 gram

5) umur hewan uji 8-12 minggu

6) aklimitasi hewan uji sebelum pengujian ekstrak selama 5 hari.

3.5 Definisi Operasional
3.5.1 Ekstrak Etanol Daun Kemangi

Ekstrak etanol daun kemangi merupakan hasil ekstraksi daun kemangi
dengan pelarut etanol 70%. Daun kemangi didapatkan di Dusun Ragang Timur,
Desa Sukowono, Kecamatan Sukowono, Jember yang telah dipastikan tidak
diberikan pestisida selama penanaman dan dideterminasi di Fakultas Pertanian
Universitas Jember. Hasil determinasi dapat dilihat pada Lampiran B. Metode yang
digunakan untuk mendapatkan ekstrak etanol daun kemangi adalah metode
maserasi. Ekstrak etanol akan dilarutkan ke tween 80 dengan dosis secara oral
dengan volume 0,5 mL/KgBB/hari (Utomo et al, 2017). Ekstrak etanol diberikan
dalam volume 1 ml/100gram hewan uji (BPOM RI, 2014).

3.5.2 Dosis Bertingkat

Dosis ditentukan sesuai dengan metode OECD 420 FDP yaitu 5, 50, 300
dan 2000 mg/KgBB. Dosis tersebut dapat dinaikkan atau diturunkan berdasarkan
skema uji toksisitas akut pada Gambar 3.2.

3.5.3 Jumlah Kematian Hewan Uji

Jumlah kematian hewan uji yang ditimbulkan oleh pajanan ekstrak etanol
daun kemangi (Ocimum sanctum) dalam kurun waktu 14 hari pengamatan. Jumlah
kematian hewan uji inilah yang menentukan nilai LDsg ekstrak etanol daun

kemangi.
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3.5.4 Pengamatan Histopatologi Ginjal

Histopatologi ginjal merupakan struktur ginjal yang mengalami keadaan
patologis berupa nekrosis tubular akut dengan proses kerusakan jaringan ginjal.
Gambaran patologisnya berupa degenerasi epitel tubulus proksimal, nekrosis, dan
dilatasi tubulus. Tahap nekrosis sel dimulai dari piknosis yang ditandai dengan
penebalan inti kromatin menjadi karioeksis dan kariolisis sehingga saat pewarnaan
sel yang tidak menyerap warna akan terihat pucat. Sel epitel yang meluruh akan
menimbulkan dilatasi tubulus dengan pelebaran diameter tubulus 2-3 kali ukuran
normal. Degenerasi tubulus ditandai dengan terjadinya vakuolisasi hingga sel
tampak membengkak dengan sitoplasma pucat. Pengamatan dilakukan pada
perbesaran 400 kali pada 5 lapang pandang yang didapatkan dari keempat ujung
preparat dan tengah preparat untuk melihat dilatasi tubulus, nekrosis inti, dan
degenerasi tubulus. Untuk mendapatkan data semi kuantitatif dilakukan skoring
terhadap perubahan histopatologi ginjal hewan uji sebagai berikut.

Tabel 3.1 Skoring histopatologi (Suhita et al., 2013)

Item Skor
Tidak ditemukan nekrosis inti, degenerasi tubulus, 0
dilatasi tubulus proksimal
Ditemukan lesi fokal seperti nekrosis inti, degenerasi 1
tubulus, dilatasi tubulus proksimal
Ditemukan lesi difus/merata seperti nekrosis inti, 2

degenerasi tubulus, dilatasi tubulus proksimal

3.6 Alat Dan Bahan Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian

a. Alat untuk pemeliharaan hewan uji adalah bak plastik, penutup kawat, tempat
makan, botol minum dan label.

b. Alat untuk pembuatan ekstrak daun kemangi adalah blender, ayakan,
timbangan, oven, erlenmeyer, kertas saring, toples kaca, rotatory evaporator
dan pengaduk.

c. Alat untuk pemberian ekstrak daun kemangi adalah beaker glass, pengaduk,

spuit sonde, dan handscoon.
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d. Alat untuk pengambilan ginjal hewan uji adalah, scalpel, pisau bedah, papan
fiksasi dan handscoon
e. Alat untuk pembuatan preparat histopatologi ginjal adalah kaca objek, cover

glass, dan mikroskop cahaya.

3.6.2 Bahan Penelitian

a. Bahan untuk pemeliharaan hewan uji adalah air, sekam, makanan pellet turbo
512.

b. Bahan untuk ekstrak daun kemangi adalah daun kemangi dan etanol 70%

c. Bahan untuk menyonde hewan uji adalah ekstrak etanol daun kemangi, dan
tween 80

d. Bahan untuk pembuatan preparat histopatologi adalah buffered neutral
formalin 10%, eter, xylol I, xylol Il, alkohol dengan kadar 50%, 70%, 80%,
90%, dan 100%, cairan perekat (DPX), hemaktosilin dan eosin.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Pemilihan Hewan Uji
Hewan yang digunakan adalah mencit Balb/c. Umumnya digunakan
rodensia betina karena lebih sensitif dibandingkan rodensia jantan. Kriteria hewan
uji meliputi:
a. Hewan dewasa dan tidak ada kelainan anatomi.
b. Hewan betina harus yang belum pernah beranak dan tidak sedang hamil.
c. Pada permulaan uji, setiap hewan harus berumur 8-12 minggu dengan variasi
berat badan 16-26 gram.
Hewan dipilih secara acak dan ditandai untuk mengidentifikasi setiap

individu.

3.7.2 Adaptasi Hewan uji
Sebelum hewan uji diberikan perlakuan, hewan uji diadaptasikan selama 5
hari di Laboratorium Farmakologi dan Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas

Jember untuk menyesuaikan dengan lingkungan baru. Makanan turbo 512 sediaan
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pellet dan air diberikan secara ad libitum pada semua kandang. Adaptasi hewan uji
dilakukan dengan meletakkan hewan uji pada ruangan dengan suhu 19°-25° C.
Pencahayaan di ruangan diatur 12 jam terang dan 12 jam gelap. Kandang hewan uji

berisi 5 ekor sesuai dengan dosis yang diberikan perkelompok (OECD, 2001).

3.7.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kemangi (Ocimum Sanctum)

Daun kemangi sebanyak 4 kg dicuci bersih dengan air, kemudian
dikeringkan. Daun yang telah dikeringkan dihaluskan menggunakan blender hingga
menjadi serbuk. Serbuk diayak dengan menggunakan ayakan hingga didapatkan
serbuk halus. Lalu, serbuk daun kemangi sebanyak 400 gram dimasukkan ke dalam
toples, setelah itu ditambahkan pelarut etanol 70% sebanyak 3 L dengan
perbandingan 1:7,5. Cara maserasi dengan merendam bahan menggunakan etanol
70% dan diaduk secara terus menerus. Setelah itu didiamkan 72 jam. Kemudian
dilakukan penampungan filtrat. Setelah filtrat didapatkan maka dilakukan evaporasi
dengan menggunakan rotatory evaporator dengan suhu 50° C hingga pelarut etanol
70% menguap dan didapatkan hasil ekstrak semi kental etanol daun kemangi (Ali
etal., 2017).

3.7.4 Pembuatan sediaan ekstrak daun kemangi

Sediaan ekstrak daun kemangi yang dibuat pada penelitian ini sesuai dengan
fix dose yang telah ditentukan yaitu 5 mg/KgBB, 50 mg/KgBB, 300 mg/KgBB, dan
2000 mg/KgBB. Dosis yang digunakan pada penelitian ini adalah dosis
300mg/KgBB dan 2000mg/KgBB. Dosis dikonversi menjadi dosis mencit Balb/c
dengan berat rata-rata 20 gram. Tabel dosis pemberian ekstrak etanol daun kemangi

dapat dilihat pada Lampiran C.

Pada dosis 2000mg/KgBB maka dosis pada hewan uji:
2000 mg X
1000g 20g
X=40 mg
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Ekstrak etanol daun kemangi yang telah ditimbang sesuai dengan berat
badan mencit dilarutkan kedalam tween 80 sebanyak 0,01 mL/20 gram mencit.

Larutan ekstrak dan tween 80 diencerkan dengan aquades hingga volume 0,2 mL.

3.7.5 Uji Toksisitas Akut
a. Uji Pendahuluan Toksisitas Akut Dengan Metode OECD 420

Tujuan dari uji pendahuluan adalah mencari dosis awal yang sesuai untuk
uji utama. Dosis awal pada uji pendahuluan dapat dipilih dari tingkatan fix dose: 5,
50, 300, dan 2000 mg/KgBB sebagai dosis yang diharapkan dapat menimbulkan
efek toksik. Pemeriksaan menggunakan dosis 5000 mg/KgBB hanya dilakukan bila
benar-benar diperlukan. Uji dilakukan sesuai dengan skema pada Gambar 3.2.
Interval waktu pengamatan sekurang-kurangnya 24 jam pada setiap dosis dan

hewan harus diamati sekurang-kurangnya selama 14 hari.
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Dosis permulaan: 2000 mg/KgBB

i— MULAI
1 hewan uji 1 hewan uji 1 hewan uji 1 hewan uji
5 mg/KgBB 50 300 2000
ma/KaBB ma/KaBB ma/KaBB
Klasifikasi
GHS 1
Doggendhii | 5 @ 50 50 300 300 2000 2000
utama
(mg/KgBB)
Klasifikasi
kategori 2 2 3. 3 4 4 5 5/uncla
GHS ssified

Hasil yang dicapai

a kematian

terbukti dengan gejala toksisitas

Tidak terdapat bukti toksisitas

Gambar 3.2 Skema penentuan dosis uji pendahuluan OECD 420 (sumber: OECD, 2001)
Bila saat uji terdapat kematian pada dosis 2000 mg/KgBB maka dilakukan
uji pendahuluan pada dosis 300 mg/KgBB dan seterusnya seperti pada Gambar 3.2.
tidak terbukti adanya gejala toksisitas maka dosis uji utama adalah 2000 mg/KgBB.
Bukti toksisitas yang dimaksud berupa perubahan aktivitas otonom hewan uiji
seperti berjalan menggunakan perut, diare, discharge dari hidung, menyiksa diri
sendiri atau perdarahan di orifisium (OECD, 2001).

b. Uji Utama Toksisitas Akut Metode OECD 420

Langkah pertama dalam melakukan uji toksisitas akut metode 420 adalah
adaptasi dan pengelompokan hewan uji yang telah diacak. Sebelum diberikan
pemajanan ekstrak daun kemangi, hewan uji ditimbang terlebih dahulu dan dihitung

volume pemberian untuk masing-masing hewan uji untuk dosis awal yang telah
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ditentukan pada uji pendahuluan. Pada uji pendahuluan yang telah dilakukan
didapatkan dosis awal 2000 mg/KgBB. Pengamatan dilakukan secara intensif 30
menit pertama setelah pemberian ekstrak, 4 jam pertama, dan sehari sekali selama
14 hari. Penelitian yang telah dilakukan tidak terdapat > 1 bukti toksisitas dan/atau
< 1 kematian hewan uji maka tidak dapat langsung ditentukan kisaran nilai LDsqo.
Penelitian ini juga tidak terdapat > 2 hewan uji dan tidak terbukti adanya bukti
toksisitas maka termasuk kategori 5 GHS. Untuk skema uji utama uji toksisitas
metode OECD 420 ini dapat dilihat pada Gambar 3.2 kemudian diklasifikasikan
dalam kategori GHS pada Tabel 3.2.

Kelompok kontrol pada uji toksisitas adalah 5 ekor hewan uji yang diberikan
tween 80 sesuai dengan berat badan hewan uji (0,01/20gram). Kelompok kontrol
normal ini diuji untuk mengetahui pengaruh tween 80 terhadap hewan uji setelah
pemajanan karena tween digunakan sebagai pelarut ekstrak etanol daun kemangi.
Klasifikasi kategori GHS memiliki arti seperti pada Tabel 3.2 berikut:

Tabel 3.2 Pernyataan ketoksikan kategori GHS

Kategori 1 Kategori 2 Kategori3 Kategori4 Kategori 5

LDso 5 50 300 2000 5000

(mg/KgBB)

Pernyataan fatal bila fatal bila Toksik bila Bahaya Mungkin

ketoksikan  tertelan tertelan tertelan bila bahaya bila
tertelan tertelan

(sumber: United Nations Economic Comission for Europe, 2011)

Kategori 5 merupakan Kklasifikasi senyawa yang diharapkan mempunyai
bahaya toksisitas akut yang relatif rendah namun dapat membahayakan populasi
rentan pada kondisi tertentu. Senyawa ini diharapkan memiliki rentang LDso antara
2000 — 5000 mg/KgBB dengan kriteria:

1)  senyawa diklasifikasikan pada kategori ini apabila telah terdapat bukti yang
reliabel yang menunjukkan LDs di rentang kategori 5 atau uji pada penelitian

hewan lain.
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2) senyawa diklasifikasikan pada kategori ini melalui ekstrapolasi, estimasi,
atau pengukuran jika penempatan ke kategori yang lebih bahaya tidak dapat
dilakukan dan:

a) informasi terpercaya menunjukkan efek toksik yang signifikan pada
manusia; atau
b) terdapat kematian yang diamati ketika diuji hingga kategori 4 baik secara
oral, inhalasi, atau rute dermal; atau
c) terdapat penilaian oleh ahli mengkonfirmasi bahwa terdapat gejala toksik
yang signifikan ketika diuji hingga kategori 4 kecuali diare, piloereksi,
atau hewan tampak tidak terawat; atau
d) terdapat ahli mengkonfirmasi bahwa terdapat informasi yang reliabel
tentang potensial efek akut dari percobaan hewan lain.
Adanya kebutuhan untuk melindungi kesejahteraan hewan, pengujian pada
rentang kategori 5 dicoba untuk dicegah dan hanya dipertimbangkan ketika terdapat
kemungkinan kuat bahwa hasil yang dicapai akan mempunyai hubungan langsung

untuk melindungi kesehatan manusia (United Nation, 2011)

c. Limit Test atau Uji Pembatasan

Pada pedoman ini apabila digunakan prosedur dengan uji pendahuluan pada
dosis 2000 mg/KgBB kemudian diikuti uji utama dengan dosis 2000 mg/KgBB
dengan hewan uji yang lain, maka prosedur ini merupakan uji pembatasan pada
metode OECD 420 (OECD, 2001).

3.7.6 Pembuatan Preparat

Hewan uji baik yang mati setelah pajanan ekstrak namun sebelum 14 hari
akan diterminasi dan langsung diambil organ ginjalnya kemudian dilakukan
pembuatan preparat lalu dilakukan pemeriksaan histopatologi ginjal. Sedangkan
hewan uji masih bertahan hidup pada hari ke-14 akan dikorbankan pada hari itu
untuk diambil dan dilakukan pemeriksaan histopatologi organ ginjal. Hal tersebut
dilakukan untuk menguji gejala toksisitas atau efek toksik yang tertunda. Hewan uji

dikorbankan dengan metode inhalasi eter (Larasati et al., 2016). Setelah itu
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langsung dilakukan pembedahan untuk diambil organ ginjal. Organ ginjal difiksasi
dalam larutan buffered neutral formalin 10% kemudian dibuat preparat ginjal di
Laboratorium Patologi Anatomi RSD. dr. Soebandi Jember dengan protokol

terlampir pada Lampiran D.

3.7.7 Pengamatan Efek Toksisitas Akut pada Histopatologi Ginjal

Pemeriksaan histopatologi ginjal dilakukan oleh dr. Rusdamayanti, Sp.PA
dan mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Jember yang telah mempelajari
histopatologi ginjal di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Jember. Pengamatan dilakukan dengan metode blinding, dimana
pemeriksa tidak mengetahui perlakuan yang diberikan pada hewan uji yang
diperiksa. Preparat histopatologi ginjal diamati dibawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400 kali untuk melihat degenerasi tubulus, dilatasi tubulus proksimal,
dan nekrosis sel pada 5 lapang pandang yang diambil dari keempat sudut dan bagian

tengah preparat (Satyatami, 2014).

3.8 Analisis Data

Pengamatan dilakukan terhadap data hasil histopatologi organ. Dengan
adanya perubahan pada organ akibat pemajanan hewan uji maka dapat diketahui
potensi toksisitas akut bahan uji terhadap organ ginjal. Data skoring histopatologi
ginjal merupakan data ordinal sehingga dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney

dengan taraf kepercayaan 95%.
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mencit Balb/c betina, umur 8-12
minggu, berat badan 16-26 gram,

tidak ada kelainan anatomi

A4

Adaptasi

'

Uji pendahuluan

Perlakuan 1 (P1) 5 ekor

Kontrol
(K) 5 ekor

A4

Perlakuan 2 (P2) 5 ekor

Perlakuan 3 (P3) 5 ekor

.

Perlakuan 4 (P4) 5 ekor

Jumlah hewan uji yang mati

A4

Kisaran nilai LDsg

|

Histopatollogi ginjal

Hari ke-
28

v

Analisis Data

Gambar 3.3 Skema alur penelitian
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Keterangan :

K : kontrol (mencit Balb/c + tween 80)

P1 : mencit Balb/c + ekstrak etanol daun kemangi dosis 2000 mg/KgBB
P2 : mencit Balb/c + ekstrak etanol daun kemangi dosis 300 mg/KgBB
P3 : mencit Balb/c + ekstrak etanol daun kemangi dosis 50 mg/KgBB
P4 : mencit Balb/c + ekstrak etanol daun kemangi dosis 5 mg/KgBB

3.10 Uji Kelayakan Etik

Subyek penelitian yang digunakan adalah hewan uji mencit Balb/c yang
dalam pelaksanaannya mendapat sertifikat kelayakan etik. Sertifikat kelayakan etik
telah diterbitkan oleh komisi etik kedokteran yang terlampir pada Lampiran A
dengan nomor 1.168/H25.1.11/KE/2017. Prosedur ini bertujuan untuk menjamin
keamanan hewan uji dan peneliti, melindungi hewan uji serta memperjelas tujuan

dan kewajiban peneliti.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) mempunyai Kisaran LDso
>2000 mg/KgBB.
2. Terdapat perubahan gambaran histopatologi ginjal mencit berupa lesi fokal
setelah pajanan akut ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) pada
dosis 2000 mg/KgBB.

5.2 Saran
Penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas subakut oral, uji toksisitas
subkronis oral, dan uji toksisitas kronis oral ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum

sanctum) diperlukan agar dapat dilanjutkan ke uji klinis.
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LAMPIRAN

LAMPIRAN A. ETHICAL CLEARENCE
A.la Halaman pertama lembar persetujuan etik

"\ KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

\me=/ KOMISI ETIK PENELITIAN
J1. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor : 1. 19 /H25.1.11/KE/2017

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

UJI TOKSISITAS AKUT EKSTRAK ETANOL DAUN KEMANGI (Ocimum sanctum)
DILIHAT DARI NILAI LDso DAN HISTOPATOLOGI GINJAL

Nama Peneliti Utama : Khana Nurfadhila
Name of the principal investigator
NIM : 142010101034

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember
Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.

And approved the above mentioned proposal.

Jember, 20 Qrtobur 2017
Ketua Komisi Etik Penelitian

%

‘l_’;{:iyanti, Sp.PK
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A.1b Halaman kedua lembar persetujuan etik

Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

» Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu pada
buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip 3R :
Reduced, Reused, Redefined)

» Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan ekstrak etanol Daun Kemangi agar

didapatkan kadar yang diinginkan.

» Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan dan pembacaan preparat histopatologi
ginjal agar didapat sediaan yang memenuhi syarat pembacaan.

» Pembacaan preparat histopatologi ginjal dilakukan oleh orang yang kompoten, minimal
oleh 2 orang serta menggunakan metode blinding.

» Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari

lingkungan
Mengetahui Jember, 10 Oktober 2017
Ketug Komisi Etik Penelitian Reviewer

-

dr. Desie Dwi Wisudanti, M.Biomed
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LAMPIRAN B. SURAT IDENTIFIKASI TANAMAN KEMANGI
B.1a Halaman Pertama Surat Identifikasi Tanaman Kemangi

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER FAKULTAS PERTANIAN
JURUSAN BUDIDAYA PERTANIAN
JI. Kalimantan Kampus Tegalboto, Jember 68121;

Telp.: (0331) 334054, Fax.: (0331) 338422, e-mail: soedradjad.faperta@unej.ac.id
www.unej.ac.id

Nomor : 055/UN25.1.3/BP/PS.8/2017 18 September 2017
Lampiran : 2 (lembar) lembar
Hal : Hasil Identifikasi Tumbuhan

Yth. : Pembantu DEKAN I
Fakultas Kedokteran
Universitas Jember

Menindaklanjuti surat saudara Nomor: 1569/UN25.1.11/LT/2017, tanggal 6 September 2017
tentang Permohonan ljin Penelitian untuk identifikasi tanaman, maka bersama ini kami
sampaian hasil identifikasi morfologis 1 (satu) set contoh tanaman lengkap yang terdiri
dari daun, batang, akar, dan buah beserta isinya (terlampir) dalam rangka penyusunan
skripsi, atas nama:

1. Khana Nurfadhila (NIM. 142010101034), dan
2. Hafid Aji Prasetyo (NIM. 142010101075).

Atas kepercayaannya disampaikan terimakasih.

B/Soedradjad, M.T.
NTP. 195707181984031001

Tembusan:
1. Dekan Fakultas Pertanian UNEJ (sebagai Laporan)
2. Mahasiswa yang bersangkutan
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B.1b Halaman Kedua Surat Identifikasi Tanaman Kemangi

HASIL IDENTIFIKASI MORFOLOGIS CONTOH TUMBUHAN

1. | MORFOLOGI DAUN
a. Bangun Daun Bulat telur (ovatus)
b. Tepi Daun Bergerigi (Serratus)
c. Pangkal Daun Runcing (acutus)
d. Ujung Daun Runcing (acutus)
e. Tulang Daun Menyirip (Penninervis) berhadapan
f. Warna Ibu Tulang Daun Kuning kehijauan
g. Permukaan Atas Berbulu halus (Villosus) rapat
h. Permukaan Bawah Berbulu halus (Villosus) rapat
i. Warna Daun Hijau Tua (bagian atas) dan Hijau Muda (bagian bawah)
j. Duduk Daun Bersilang
k. Rumus Daun -
|. Jenis Daun Tunggal (Folium Simplex)

2. | MORFOLOGI BATANG
a. Bentuk Batang Segi Empat dan Beralur
b. Permukaan Batang Berbulu Halus
c. Arah Tumbuh Ke atas
d. Percabangan

3. | MORFOLOGI AKAR
Sistem perakaran Tunggang

4. | MORFOLOGI BUNGA
a. Jenis Bunga Majemuk
b. Bentuk Bunga Tandan
c. Permukaan Bunga Berbulu pendek
d. Warna bunga Hijau
e. Bentuk Mahkota Bunga Bulat telur

5. | MORFOLOGI BUAH Tanaman belum berbuah

6. | MORFOLOGI BUI Tanaman belum berbiji

7. | MODIFIKASI ORGAN
a. Jenis Modifikasi Tidak ada
b. Lain-Lain Tidak ada

Catatan:

1. Tumbuhan yang diidentifikasi hanya berupa tanaman lengkap dengan akar, batang, daun, dan

bunga.

2. Berdasar ciri morfologis, khususnya pada karakter akar, batang, daun, dan bunga dapat

disimpulkan bahwa tumb#ihan adalah Kemangi (Ocimum sanctum) var lokal.

_~“~=Jember, 18 September 2017
.~ Pelaksana Identifikasi

PLP Laboratkrium Agronomi,

( -—
: i j? <=
.\ — p_' -
Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Digital Repository Universitas Jember

B.1c Halaman Ketiga Surat Identifikasi Tanaman Kemangi

Tanaman yang di Indentifkasi

Bagian Daun

Bagian Batang Bagian Akar

Bagian Bunga

,/":J_e;_nber, 18 September 2017
Pelaksana Identifikasi
~PLP Laboratfyium Agronomi,
¢ ! A
N e "Muﬁgﬁ\mad Sugiono
o NIP196712182001121001
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LAMPIRAN C. TABEL DOSIS PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL DAUN

KEMANGI

Pemberian dosis ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sacntum)

e Dosis 300mg/KgBB pada uji pendahuluan

Konversi dosis mencit BB 20g

e Dosis 2000mg/KgBB pada uji pendahuluan
Konversi dosis mencit 2000mg/KgBB

e Dosis 2000mg/KgBB pada uji utama

_300mg _
1000g 20g

X

_2000mg _ x
1000g 209

X=40 mg

No. Berat badan mencit (gram) Dosis ekstrak yang diberikan (mg)
1. 19 38
2. 20 40
3 21 42
4 22 44
5 23 46
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LAMPIRAN D. PROTOKOL PEMBUATAN PREPARAT
Teknik Pembuatan Preparat Histopatologi dari Jaringan Hewan dengan Pewarnaan
Hematoksilin dan Eosin (H&E)

CARA KERJA

Persyaratan dalam melakukan pengambilan sampel:

1. sampel untuk pemeriksaan histopatologi harus segar, artinya jaringan diambil
secepat mungkin setelah hewan mati. Keterlambatan pengambilan jaringan,
terlebih dalam suhu lapangan yang panas, mengakibatkan jaringan cepat
menjadi busuk.

2. ukuran jaringan yang diambil sekitar 1 cm?®. Jaringan harus segera difiksasi.
Potongan jaringan yang terlalu besar mengakibatkan jaringan yang terletak di
dalamnya tidak terfiksasi dengan sempurna, sehingga dapat autolisis.

Fiksasi dilakukan merendam jaringan dengan larutan formalin 10%.
Biasanya dilakukan dengan cara merendam jaringan di dalam zat-zat kimia yang
berfungsi sebagai bahan pengawet agar terhindar dari pencernaan jaringan oleh
enzim-enzim (autolisis) atau bakteri dan untuk melindungi struktur fisik sel. Bahan
pengawet yang rutin digunakan adalah larutan Buffered Neutral Formalin (BNF)
10% dengan pH berkisar antara 6.5 - 7.5. pH ideal adalah 7.0. Agar fiksasi jaringan
dengan larutan tersebut berlangsung sempurna, maka perbandingan antara organ
dan larutan yaitu 1:10, sedangkan lamanya fiksasi minimal 2 hari.

Proses Pembuatan Preparat Histopatologi

1. Memotong jaringan organ
Setelah jaringan organ yang berada di dalam larutan fiksatif matang, jaringan
ditiriskan pada saringan selanjutnya dipotong menggunakan pisau scalpel
dengan ketebalan 0,3 - 0,5 mm dan disusun ke dalam tissue cassette, kemudian
sejumlah tissue cassette dimasukkan ke dalam keranjang khusus (basket).

2. Proses dehidrasi

Keranjang (basket) yang di dalamnya berisi jaringan organ, dimasukkan ke
dalam mesin prosesor otomatis. Selanjutnya jaringan mengalami proses
dehidrasi bertahap dengan putaran waktu sebagai berikut: alkohol 70% (2
jam), alkohol 80% (2 jam), alkohol 90% (2 jam), alkohol absolute (2 jam),
alkohol absolut (2 jam), xylol (2 jam), parafin cair (2 jam). Selanjutnya
keranjang yang berisi tissue cassette dikeluarkan untuk dilakukan proses
berikutnya.

3. Mencetak blok parafin
Cetakan dari bahan stainles steel dihangatkan di atas api Bunsen, lalu ke
dalam setiap cetakan dimasukkan jaringan sambil diatur dan sedikit
ditekan. Sementara ditempat lain telah disiapkan parafin cair dalam tempat
khusus, sehingga dicapai suhu 60°C. Parafin cair tersebut dituangkan ke
dalam jaringan sampai seluruh jaringan terendam parafin. Parafin
dibiarkan membeku di atas mesin pendingin. Selanjutnya blok parafin
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dilepas dari cetakan dan disimpan di freezer (-20°C) sebelum dilakukan
pemotongan.

4. Memotong blok jaringan

Blok parafin yang mengandung jaringan, kemudian dipotong dengan
menggunakan mesin mikrotom dengan ketebalan berkisar 3 - 4um.
Potongan tersebut diletakkan secara hati-hati di atas permukaan air dalam
waterbath bersuhu 46° C. Pada kesempatan ini bentuk irisan dirapikan,
kemudian diletakkan di atas kaca obyek yang di atasnya disusun di dalam
rak khusus dan dimasukkan ke dalam inkubator bersuhu 60°C sampai
preparat siap untuk diwamai.

PROSES PEWARNAAN HEMATOKSILIN DAN EOSIN

Preparat yang akan diwarnai diletakkan pada rak khusus dan dicelupkan secara
berurutan ke dalam larutan dengan waktu sebagai berikut

Xylol 3 Menit
Xylol 3 Menit
Alkohol absolut 3 Menit
Alkohol absolut 3 Menit
Alkohol 90% 3 Menit
Alkohol 80% 3 Menit
Bilas dengan air keran 1 Menit
Larutan hematoksilin 6-7 Menit
Bilas dengan air keran 1 Menit
Larutan pembiru 1 Menit
Air keran 1 Menit
Larutan eosin 15 Menit
Bilas dengan air keran 1 Menit
Alkohol 80% 10 Celupan
Alkohol 90% 10 Celupan
Alkohol absolute 10 Celupan
Alkohol absolute 1 Menit
Xylol 3 Menit
Xylol 3 Menit
Xylol 3 Menit

Preparat diangkat satu persatu dari larutan xylol dalam keadaan basah, diberi satu
tetes cairan perekat (DPX) dan selanjutnya ditutup dengan kaca penutup. Hasil
pewarnaan dapat dilihat di bawah mikroskop

*) Muntiha, M. 2001. Teknik pembuatan preparat histopatologi dari jaringan hewan
dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin (H&E). Temu Fungsional Non Peneliti.
2001: 156-163
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LAMPIRAN E. DATA PENELITIAN
E.1 Pengamatan Bukti Toksisitas
Kelompok kontrol

51

Pengamatan
mencit

30 menit

4 jam

1

2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge
dari hidung

menyiksa diri
sendiri

perdarahan di
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan
mencit

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge
dari hidung

menyiksa diri
sendiri

perdarahan di
orifisium

(-): tidak terjadi
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Pengamatan Hari ke-5 Hari ke-6 Hari ke-7

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - - .
dari hidung

menyiksa diri - - - - - - - - - - - - - -
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - -
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan Hari ke-8 Hari ke-9 Hari ke-10

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - - .
dari hidung

menyiksa diri - - - - - - - - - - - - -
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - - .
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan Hari ke-11 Hari ke-12 Hari ke-13

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - -
dari hidung

menyiksadiri - - - - - - - - - - - - - .
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - -
orifisium

(-): tidak terjadi
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Pengamatan
mencit

Hari ke-14

2 3 4 5

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge
dari hidung

menyiksa diri
sendiri

perdarahan di
orifisium

(-): tidak terjadi

Kelompok perlakuan dosis 2000mg/KgBB

53

Pengamatan
mencit

30 menit

4 jam

24 jam

1

2 3 4 5

1

2 3 4

2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge
dari hidung

menyiksa diri
sendiri

perdarahan di
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan
mencit

Hari ke-2

> Ba b

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge
dari hidung

menyiksa diri
sendiri

perdarahan di
orifisium

(-): tidak terjadi
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Pengamatan Hari ke-5 Hari ke-6 Hari ke-7

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - - .
dari hidung

menyiksa diri - - - - - - - - - - - - - -
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - -
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan Hari ke-8 Hari ke-9 Hari ke-10

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - - .
dari hidung

menyiksa diri - - - - - - - - - - - - -
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - - .
orifisium

(-): tidak terjadi

Pengamatan Hari ke-11 Hari ke-12 Hari ke-13

mencit 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

berjalan
menggunakan
perut

Diare

discharge - - - - - - - - - - - - -
dari hidung

menyiksadiri - - - - - - - - - - - - - .
sendiri

perdarahandi - - - - - - - - - - - - -
orifisium

(-): tidak terjadi
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Pengamatan Hari ke-14

mencit 1 2 3 4

berjalan - - - -
menggunakan
perut

Diare - - - -

discharge - - - -
dari hidung

menyiksa diri - - - -
sendiri

perdarahandi - - - -
orifisium

(-): tidak terjadi
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E.2 Skoring Histopatologi Ginjal
Hasil Pembacaan oleh blind 1
dr. RUSDAMAYANTI, Sp.PA
NO SIP : 002/13/Dinkes/Dr/1/2017

JL. Gajahmada No. B 3-4 Bojonegoro

Hasil Pembacaan Histopatologi Ginjal

No. Kelompok ' Hasil Skoring

1  Kontrol 1 0
2 Kontrol 2 0
3  Kontrol 3 0
4 Kontrol 4 D L
5 Kontrol 5 0
6  Perlakuan 1 1
7  Perlakuan 2 0
8 Perlakuan3 - 1
9  Perlakuan 4 1
10  Perlakuan 5 1

Bojonegoro, 24 November 2017

Dokter Pemeriksa,
T
o\ L,

Spesialis Patologi Anatomi

,»‘—J_—
Dr. Rustlamayanti, Sp.PA
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Hasil Pembacaan oleh Blind 2

Preparat H&E Lapang Skor Rerata
Pandang

Kontrol 1 1 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0

Kontrol 2 1 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0

Kontrol 3 1 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0

Kontrol 4 i 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0

Kontrol 5 1 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0
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Perlakuan 1 1 0 0,6
2 0
3 1
4 1
5 1
Perlakuan 2 1 0 0
2 0
3 0
4 0
5 0
Perlakuan 3 1 1 0,8
2 1
3 1
4 0
5 1
Perlakuan 4 1 1 1
2 1
3 1
4 1
5 1
Perlakuan 5 1 1 1
2 1
3 il
4 L
5 1

*) pengelompokan kontrol dan perlakuan dilakukan oleh peneliti setelah didapatkan
hasil dari pengamat yang mengamati preparat yang telah diberi kode A-J.
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LAMPIRAN F. ANAL

ISIS DATA

Statistik Deskriptif Rerata Kelompok

Descriptive Statistics

59

N Minimum | Maximum Mean Std. Deviation
Statistic | Statistic Statistic Statistic | Std. Error Statistic
skor kelompok kontrol 5 ,00 ,00 ,0000 ,00000 ,00000
skor kelompok
5 ,00 1,00 , 7400 ,18868 ,42190
perlakuan
Valid N (listwise) 5
Uji Mann- Whitney
Ranks
kelompok Mean Rank Sum of Ranks
hasil histopatologi ginjal kontrol 5 3,50 17,50
perlakuan 5 7,50 37,50
Total 10

Test Statistics?

hasil
histopatologi

ginjal
Mann-Whitney U 2,500
Wilcoxon W 17,500
z -2,362
Asymp. Sig. (2-tailed) ,018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,032P

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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Perhitungan Power of Analysis menggunakan G*Power 3.1.9.2

B G"Power 3.1.4.2 — >
File Edit View Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions  protocol of power analyses

60

critical t = 2.306
0.3 1
0.2 4
0.1 1
D 1 1
-4 B
Test family Statistical test
1 tests ~ Means: Difference between two independent means (two groups) ~
Type of power analysis
A priori: Compute required sample size - given m«, power, and effect size ~
Input Parameters Qutput Parameters
Tailis) Two W Moncentrality parameter & 1.2649111
Determine =2 Effect size d Critical t 2.3080041
o err prob 0.05 Df B
Power (1-B err prob) 0.2 Sample size group 1 £
Allocation ratio N2 /N1 1 Sample size group 2 5
Total sample size 10
Actual power 02007395
N—

X-Y plot for a range of values Calculate
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LAMPIRAN G. DOKUMENTASI PENELITIAN

) Adaptasi Hewan Uji
Ragang Timur Desa Sukowono, Jember

Proses Ekstraksi Daun Kemangi

o —

Pengeringan Daun Kemangi Penimbangan Serbuk Daun Kemangi
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Proses Maserasi dengan Pelarut Etanol Proses evaporasi etanol 70% dengan
70% rotatory evaporator

ﬁ‘—w?}r——% T ———
T r——

Ekstrak Semi Solid Etanol Daun Melarutkan Ekstrak Dengan Tween 80

Kemangi
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Uji Toksisitas Akut Metode OECD 420

¢ LR
P8t vne /e b

/ey

Uji Pendahuluan Pada Dosis Uji Pendahuluan Pada Dosis
300mg/KgBB 2000mg/KgBB

Uji Utama Pada Dosis 2000mg/KgBB Anastesi Hewan Uji Untuk Pengambilan
Organ Ginjal
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Digital Repository Universitas Jember
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Pembedahan Mencit Untuk Diambil Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin Pada
Organ Ginjal Organ Ginjal

Pengamatan organ ginjal secara Pengamatan organ ginjal secara
makroskopik kelompok kontrol makroskopik kelompok kontrol
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Pengamatan organ ginjal secara
makroskopik kelompok perlakuan

engamatan histopatologi ginjal
dengan mikroskop Olympus BX53

Pengamatan organ ginjal secara
makroskopik kelompok perlakuan

65
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