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MOTO

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan. Sesungguhnya
bersama kesulitan itu ada kemudahan”

(QS. Al-Insyirah: 5-6 *)

“Janganlah kamu bersikap lemah, dan janganlah pula kamu bersedih hati, padahal
kamulah orang-orang yang paling tinggi derajatnya, jika kamu orang-orang yang
beriman.”

(QS. Al-Imran: 139 **)

*) Kementerian Agama Republik Indonesia, Yayasan Penyelenggara
Penerjemah /Penafsiran Al Qur’an. 2009. Mushaf Al-Qur’an dan
Terjemahannya. Bogor: Nur Publishing.

**) Departemen Agama Republik Indonesia. 1998. Al Qur’an dan
Terjemahannya. Semarang: PT Kumusdasmoro Grafindo.
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RINGKASAN

Efek Diuretik Ekstrak Etanol Kulit Buah Labu Siam (Sechium edule (Jacq.)
Swartz) Terhadap Histotologi Ginjal Tikus Putih Jantan (Rattus sp.) : Dwi Ayu
Nur Isadatul llmiyah, 141810401046; 2018: 39 halaman; Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan IlImu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Diuretik merupakan senyawa atau zat yang berperan dalam meningkatkan
laju ekskresi air dan ion-ion elektrolit. Senyawa diuretik banyak digunakan oleh
masyarakat dalam bentuk diuretik sintetik. Diuretik sintetik yang dikonsumsi
masyarakat dalam jangka panjang dan melebihi dosis dapat menyebabkan
gangguan keseimbangan cairan elektrolit. Efek negatif dari diuretik sintetik dapat
diminimalisasi dengan menggunakan bahan diuretik yang bersifat alami. Bahan
diuretik yang bersifat alami salah satu contohnya adalah kulit buah labu siam. Labu
siam (Sechium edule (Jacq.) Sw.) merupakan tanaman subtropis yang termasuk ke
dalam famili cucurbitaceae. Kulit buah labu siam diduga mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, dan tanin.

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juni sampai Juli 2018 di Laboratorium
Zoologi dan Laboratorium Botani Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam Universitas Jember. Penelitian ini menggunakan hewan uji
berupa tikus putih jantan (Rattus sp.) sebanyak 25 ekor yang dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan yaitu kontrol negatif (tikus tanpa perlakuan), kontrol positif
(perlakuan furosemide 5,04g/KgBB), dosis 1 (tikus diberi ekstrak etanol kulit buah
labu siam 0,066mg/KgBB), dosis 2 (tikus diberi ekstrak ekstrak etanol kulit buah
labu siam 0,132mg/KgBB), dan dosis 3 (tikus diberi ekstrak etanol kuit buah labu
siam 0,198mg/KgBB). Pemberian dosis dilakukan secara gavage selama tujuh hari.
Hasil data berupa uji fitokimia kandungan kulit buah labu siam, kemudian data
berupa volume urin dan diameter glomerulus dianalisis menggunakan uji One Way
ANOVA dengan taraf kepercayaan 99 % atau o = 0,01 dilanjutkan dengan Uji
Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk melihat beda nyata antar kelompok
perlakuan. Untuk melihat hubungan antara diameter glomerulus dengan volume

urin dilakukan Uji Korelasi Pearson.

viii
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Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa kulit buah labu siam positif
mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, dan tanin. Hasil penelitian uji diuretik
menunjukkan bahwa perlakuan ekstrak etanol kulit buah labu siam terhadap tikus
putih jantan (Rattus sp.) pada dosis 0,1329/KgBB dan dosis 0,198g/KgBB bersifat
diuretik dibandingkan kelompok perlakuan lainnya. Pengamatan struktur histologi
ginjal, menunjukkan bahwa perlakuan ekstrak etanol kulit buah labu siam dosis
0,0669/KgBB, dosis 0,132g/KgBB, dan dosis 0,198g/KgBB tidak berpengaruh
terhadap peningkatan diameter glomerulus. Berdasarkan hasil uji korelasi,
diketahui bahwa terdapat hubungan antara volume urin dengan diameter
glomerulus.

Kesimpulan dari penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit buah
labu siam bersifat diuretik, namun tidak berpengaruh terhadap struktur histologi

ginjal tikus putih jantan khususnya pada bagian glomerulus.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diuretik merupakan senyawa atau zat yang berperan dalam meningkatkan
laju ekskresi air dan ion-ion elektrolit (Na*, K*, dan CI") (Sari et al., 2015).
Peningkatan laju ekskresi air dan ion-ion elektrolit ini mengakibatkan lebih
banyaknya volume urin yang dihasilkan (Bipat et al., 2008). Senyawa diuretik dapat
digunakan sebagai penanggulangan awal terhadap beberapa penyakit, seperti
hipertensi (Andriyanto et al., 2013). Pada kasus hipertensi, tubuh penderita
mengalami kelebihan garam (NaCl) dan diuretik dibutuhkan untuk menghambat
reabsorbsi garam di dalam ginjal, sehingga lebih banyak diekskresikan lewat urin
(Meidianawaty dan Farah, 2016).

Senyawa diuretik banyak digunakan oleh masyarakat dalam bentuk diuretik
sintetik (Tanu, 2009). Diuretik sintetik yang dikonsumsi masyarakat dalam jangka
panjang dan melebihi dosis dapat menyebabkan gangguan keseimbangan cairan
elektrolit terutama pada ion kalium dan natrium. lon K" dan Na® ini akan
diekskresikan melebihi batas normal, sehingga dapat menimbulkan gangguan
hiponatremia dan hipokalemia dalam tubuh (Imelda dan Andana, 2006). Gangguan
kekurangan ion ini dapat menimbulkan kerusakan pada ginjal (Singh et al.,2003).
Hal ini dikarenakan diuretik sintetik mengandung gugus kimia sulfamil yang dapat
menghambat kerja enzim pada ginjal (Ellison dan Loffing., 2009). Oleh karena itu,
resiko efek samping senyawa diuretik sintetik tersebut sebaiknya diminimalisasi
dengan penggunaan bahan diuretik alami. Bahan diuretik yang bersifat alami dapat
berasal dari tanaman. Salah satunya adalah tanaman labu siam (Riana, 2010).

Kulit buah labu siam diketahui merupakan bagian yang memiliki kandungan
senyawa flavonoid yang berfungsi sebagai senyawa diuretik (Gaol et al., 2014).
Flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam tanaman (Rajalakshmi dan Narasimhan, 1985) dan bermanfaat dalam
membantu meningkatkan pengeluaran volume urin (Gordon et al., 2000).
Flavonoid bekerja pada tubulus dengan meningkatan laju ekskresi elektrolit

sehingga terjadi diuresis (Wardani dan Adrianta, 2016).
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Menurut Gaol et al. (2014), ekstrak etanol kulit buah labu siam (Sechium
edule (Jacq) Swartz.) memiliki efek diuretik pada tikus putih jantan galur Wistar
(Rattus sp.). Pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam dengan dosis
0,033g/KgBB dapat meningkatkan pengeluaran volume urin hingga 4,9ml dari
volume urin normal selama 6 jam, sedangkan dengan pemberian dosis
0,132g/KgBB dapat meningkatkan pengeluaran volume urin sebesar 3,7ml dari
volume urin normal selama 6 jam. Namun, berdasarkan penelitian Trejo-Moreno et
al. (2018), fraksi acetonic akar labu siam dengan dosis 10mg/KgBB ternyata juga
dapat menyebabkan kelainan pada ginjal yakni adanya disfungsi endotel dan
inflamasi sel. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
bagaimana efek diuretik ekstrak etanol kulit buah labu siam (Sechium edule (Jacq.)
Swartz ) terhadap histologi ginjal tikus putih jantan (Rattus sp.).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah bagaimana pengaruh diuretic
ekstrak etanol kulit buah labu siam terhadap struktur histologi ginjal tikus putih

jantan (Rattus sp.)?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh diuretik ekstrak

etanol kulit buah labu siam terhadap histologi ginjal tikus putih jantan (Rattus sp.).

1.4 Batasan Masalah
Pada penelitian ini, pengamatan histologi dilakukan pada bagian glomerulus

ginjal.
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1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut :

1. Menambah data ilmiah tentang potensi pemanfaatan ektrak etanol kulit buah
labu siam sebagai diuretik alami sebagai referensi untuk penelitian
selanjutnya;

2. Memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat untuk mengetahui potensi

pemanfaatan kulit buah labu siam sebagai diuretik alami.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kandungan Kimia Kulit Buah Labu Siam dan Perannya sebagai Diuretik
Alami

Labu siam (Sechium edule (Jacg.) Sw.) merupakan tanaman subtropis yang
termasuk ke dalam famili cucurbitaceae yang sering digunakan sebagai bahan
makanan dalam kehidupan sehari-hari (Saade, 1996). Adapun klasifikasi dari
tanaman ini yaitu :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridiplantae
Infrakingdom : Streptophyta
Superdivision : Embryophyta
Divisi : Tracheophyta
Subdivision  : Spermatophytina
Class : Magnoliopsida

Superorder  : Rosanae

Order : Cucurbitales

Famili : Cucurbitaceae

Genus : Sechium

Spesies : Sechium edule (Jacq.) Sw. (ITIS, 2000).

Labu siam merupakan buah yang banyak dikonsumsi sebagai sayur oleh
masyarakat. Kulit buah labu siam merupakan bagian yang pemanfaatannya belum
banyak diketahui. Marliana, et al., (2005), menyebutkan bahwa buah labu siam
mengandung berbagai senyawa kimia seperti flavonoid, alkaloid, tanin, polifenol,
saponin dan kardenolin / bufadienol. Sedangkan kulit buah labu siam mengandung
senyawa flavonoid yang berperan sebagai diuretik (Gaol, et. al, 2014). Selain
flavonoid, terdapat senyawa kimia lain seperti alkaloid dan tanin pada beberapa
tanaman lain yang juga berperan sebagai senyawa diuretik. Senyawa alkaloid pada
rambut jagung dan pada biji buah pepaya diketahui dapat berperan sebagai senyawa
diuretik (Nessa et al., 2013; Isnania et al., 2014). Pada penelitian Erlinda (2017),
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juga diketahui bahwa senyawa tanin yang terkandung dalam daun alpukat dapat
berperan sebagai senyawa diuretik.

Senyawa flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang banyak
terdapat pada tumbuhan tingkat tinggi (Harborne dan Phillips 1991). Struktur kimia
flavonoid terdiri atas 15 atom karbon (C), dengan kedua cincin benzene (Cs) terikat
pada rantai propane Cs sehingga membentuk rantai Ce-C3-Ce. Struktur kimia
flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Struktur kimia flavonoid (Kumar, 2013)

Kulit buah labu siam memiliki efek diuretik karena peran senyawa kimia
flavonoid (Riana, 2010). Flavonoid bekerja melalui peningkatkan laju kecepatan
glomerulus untuk meningkatkan volume urin. Flavonoid juga bekerja dengan cara
menghambat reabsorbsi Na*, K*, dan CI" yang menyebabkan meningkatnya eksresi
ion-ion tersebut juga air dalam tubulus ginjal, sehingga terjadi pertambahan volume
urin (Jouad, 2001). Flavonoid ini juga berfungsi untuk meningkatkan laju filtrasi
glomerulus, sehingga ginjal mampu mengeluarkan urin dari tubuh dengan cepat
(Kane et al., 2009).

Selain flavonoid, senyawa alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder
pada tumbuhan. Pada umumnya, senyawa alkaloid ditemukan pada tumbuhan
dalam kadar yang kecil (Ningrum et al., 2016). Struktur kimia alkaloid tersusun
atas sebagian besar atom nitrogen yang merupakan bagian dari cincin heterosiklik
dalam bentuk gugus amin (-NR2) atau gugus amida (-CO-NR:>). Terdapat beberapa
jenis senyawa alkaloida, seperti alkaloida pirolidin, piperidin, isokuinolin, kuinolin,

dan indol (Lenny, 2006). Struktur kimia jenis-jenis alkaloida dapat dilihat pada
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Gambar 2.2. Senyawa alkaloid juga dapat berperan sebagai senyawa diuretik
dengan cara meningkatkan ekskresi Na“ dan CI, sehingga ekskresi air juga
meningkat dan menyebabkan volume urin bertambah (Nessa et al., 2013).

Pirolidin Piperidin Isokuinolin
g @
Kuinolin Indol

Gambar 2.2 Struktur Kimia Jenis-jenis Alkaloid (Mabruroh, 2015)

Senyawa tanin merupakan senyawa aktif golongan polifenol yang berperan
sebagai metabolit sekunder pada tumbuhan (Mabruroh, 2015). Struktur kimia
senyawa tanin terdiri atas cincin benzena (C6) yang berikatan dengan gugus
hidroksil (-OH) (Gambar 2.3). Berdasarkan penelitian Alamgeer, et al., (2013),
diketahui bahwa senyawa tanin yang berikatan dengan senyawa glikosida dapat

berperan sebagai senyawa diuretik.
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Gambar 2.3 Struktur Kimia Senyawa Tanin (Mabruroh, 2015)

Menurut penelitian Gaol et al. (2014), pemberian ekstrak etanol kulit buah

labu siam (Sechium edule (Jacq) Swartz.) dengan dosis 0,033g/KgBB secara oral
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memiliki efek diuretik pada tikus putih jantan galur Wistar (Rattus sp.) dengan
meningkatkan pengeluaran urin sampai 30% dari volume urin normal pada
pengamatan selama 6 jam dikarenakan kandungan senyawa flavonoid. Oleh karena
itu, flavonoid yang terkandung dalam kulit buah labu siam dapat meningkatkan

volume urin dan pengeluaran elektrolit.

2.2 Struktur Anatomi dan Histologi Ginjal

Ginjal merupakan sepasang organ yang terletak pada dinding posterior
abdomen, di sebelah kanan dan kiri tulang belakang, dibungkus lapisan lemak yang
tebal, dan berada di luar rongga peritoneum. Bentuk ginjal seperti biji kacang
dengan sisi cekung yang disebut hilum. Ginjal dilingkupi oleh kapsul tipis berupa
jaringan fibrous (Pearce, 2017). Anatomi ginjal dapat dilihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Anatomi Ginjal (Junqueira et al., 2007)

Ginjal terdiri atas korteks di sebelah luar, dan medula di sebelah dalam.
Bagian medula ini tersusun atas 15 sampai 16 massa berbentuk piramida, yang
disebut dengan piramid ginjal (Junqueira et al., 2007). Pada korteks, terdapat
kurang lebih satu juta nefron (Purnomo, 2003). Nefron merupakan satuan

fungsional ginjal yang terdiri atas glomerulus, kapsula Bowman dan tubulus
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(tubulus proksimal, tubulus distal, lengkung Henle dan tubulus kolektivus)
(Verdiansah, 2016). Struktur anatomi nefron dapat dilihat pada Gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Anatomi Nefron (Sherwood, 2002)

Kapsula Bowman merupakan kapsul epitel berdinding ganda yang
mengelilingi glomerulus. Kapsula Bowman disusun oleh lapisan visceral yang
menyelubungi kapiler glomerulus. Sedangkan lapisan luar dari kapsula Bowman
membentuk batas luar korpuskel renalis dan disebut lapisan parietal kapsula
Bowman (Junqueira et al., 2007). Glomerulus pada ginjal tikus putih (Rattus sp.)
sangat berkembang dengan vascular bed yang bertindak sebagai filter. Filter ini
memungkinkan molekul seperti air, gula, elektrolit dan protein, dapat masuk ke
dalam sirkulasi (Quaggin dan Kreidberg, 2008). Glomerulus mempunyai pembuluh
darah arteriola afferen yang berfungsi dalam membawa darah masuk ke glomerulus
dan pembuluh darah arteriola efferen yang membawa darah keluar dari glomerulus
(Verdiansah, 2016).
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Gambar 2.6 Anatomi dan histologi glomerulus (Sherwood, 2002)

2.3 Mekanisme Kerja Senyawa Diuretik dan Efeknya terhadap Ginjal

Diuretik merupakan senyawa kimia yang bekerja pada ginjal untuk
memperbanyak pengeluaran urin (Lingga et al., 2014). Ginjal merupakan organ
yang berperan dalam mengeksresi sisa-sisa metabolisme dan senyawa asing yang
masuk ke dalam tubuh (Candra et al., 2015). Proses diuresis sendiri dimulai dengan
mengalirnya darah ke dalam glomeruli (gumpalan kapiler) dalam nefron ginjal,
kemudian senyawa diuretik bekerja dengan cara menghambat kotranspor Na*, K*,
dan CI" dari membran lumen pada tubulus-tubulus sehingga terjadi penurunan
reabsorbsi ion Na*, K*, dan CI" yang kemudian merangsang peningkatan ekskresi
ion-ion elektrolit serta air di tubulus sehingga terjadilah diuresis (Geurin dan
Reveillere, 1989).

Diuretik sintetik yang dikonsumsi dalam jumlah banyak dan jangka panjang
dapat menimbulkan kerusakan pada organ ginjal, seperti gagal ginjal akut (GGA)
yang berkaitan dengan aksi angiotensin Il pada arteriola aferen dalam perannya
menurunkan laju filtrasi glomerulus (Singh, et al.,2003). GFR (Gromerular
filtration rate) yang menurun dapat menyebabkan peningkatan nilai kreatinin serum
yang merupakan salah satu dari beberapa parameter kerusakan ginjal (Dipiro,

2008). Menurut penelitian Trejo-Moreno et al. (2018), pemberian ekstrak acetonic
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akar labu siam dosis 10mg/KgBB menyebabkan adanya disfungsi endotel dan

inflamasi sel di dalam ginjal.

2.4 Hipotesis Penelitian

Pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam (Sechium edule) mempunyai
efek diuretik dan meningkatkan diameter glomerulus pada ginjal tikus putih jantan
(Rattus sp.).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu Dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juni sampai Juli 2018 di Laboratorium
Zoologi, Laboratorium Botani Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang metabolik, gelas
penampung urin, botol minum tikus, beaker glass 500 ml, botol schott 1000 ml,
corong plastik kecil dan besar, spatula, cawan porselen, gunting, ayakan ukuran 60
mesh, skalpel, rotary evaporator, baki stainless steel, sendok plastik, timbangan
analitik, oven, rotary microtome, mikroskop LW, OptiLab, staining jar, flakon, hot
plate, papan dan alat bedah.

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah tikus umur 2 bulan dengan
berat + 200 gram sebanyak 25 ekor yang diperoleh dari Malang, pakan pellet
(CP511) produksi PT. Charoen Pokphand, aquades steril, furosemide (PT. Kimia
Farma), etanol 70%, buah labu siam diperoleh dari Banyuwangi dan Madura,
H2SO4pekat, FeCls 1%, chloroform, larutan fiksatif PBS formalin 10%, NaCl 0,9%,
parafin, gliserin dan albumin, alkohol bertingkat, alkohol absolut, pewarna

Hematoxylin dan Eosin (H&E), xylol, entelan, gelas objek dan gelas penutup.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan pola Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang bertujuan untuk menguji pengaruh perlakuan pada
kelompok uji yang dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada penelitian ini
digunakan 25 ekor tikus dan dibagi menjadi 5 kelompok dengan 5 kali ulangan
selama 7 hari, yaitu:
Kontrol Negatif : tanpa perlakuan ekstrak kulit labu siam

Kontrol Positif  : pemberian furosemide dosis 5,04 mg/kgBB
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Dosis 1 : pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,066 g/kgBB
Dosis 2 : pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,132 g/kgBB
Dosis 3 : pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,198 g/kgBB

3.4 Alur Penelitian

Tikus jantan (Rattus norvegicus) 25 ekor dibagi menjadi 5 kelompok

L 2
Diadantasikan selama 7 hari
v

Dipuasakan 18 jam kemudian diberi aquades hangat 1 ml secara gavage dan
ditunggu selama 30 menit
L

Diberi perlakuan pencekokan pada kontrol (-), kontrol (+), dosis 1, dosis 2, dan dosis
3 selama 7 hari

2 2 2 ¥ 4
Kontrol () | Kontrol (+) | Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Tikus kontrol | Tikus kontrol Tikus dengan Tikus dengan Tikus dengan
negatif (normal | positif pemberian pemberian pemberian
tanpa perlakuan | (pemberian ekstrak etanol | ekstrak etanol | ekstrak etanol
ekstrak  kulit | furosemid dosis | kulit buah labu | kulit buah labu | kulit buah labu
labu siam) 5,04 mg/kgBB). siam 0,066 | siam 0,132 | siam 0,198
0/kgBB. 0/kgBB. 0/kgBB.
\ 2 v
Dilakukan pengukuran volume Pembedahan pada hari ke - 8 dan
urin pada jam ke — 1, 2, 3, 4, 5 dan diambil organ ginjal
6 setelah perlakuan pada hari
pertama
1 |
v
Dibuat preparat histologi ginjal : pengukuran diameter
glomerulus
L 2
Analisis data
L 2
Hasil

Gambar 3.1 Alur Penelitian
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3.5 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dalam beberapa tahapan yaitu pembuatan ekstrak
etanol kulit buah labu siam, persiapan dan perlakuan hewan uji, uji diuretik dengan
melakukan pengukuran volume urin, pembuatan preparat histologi dan pengamatan

struktur histologi ginjal tikus putih jantan.

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Buah Labu Siam

Kulit buah labu siam sebanyak 1500 g dibersihkan terlebih dahulu dengan
cara dicuci dengan air bersih yang mengalir. Setelah pencucian, kulit buah labu
siam dikeringkan dengan dijemur dibawah sinar matahari terlebih dahulu, lalu
dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C selama £7 hari. Kulit buah labu siam yang
telah kering kemudian dihaluskan menggunakan alat tumbuk dan diayak hingga
didapatkan serbuk halus kulit labu siam.

Pembuatan ekstrak etanol kulit buah labu siam dilakukan dengan metode
maserasi yaitu sebanyak 100 g serbuk kulit buah labu siam direndam dalam botol
schott 1000ml berisi etanol 70% selama 2 hari. Hasil maserasi kemudian disaring
menggunakan kertas saring hingga menghasilkan filtrat. Selanjutnya, filtrat yang
dihasilkan diuapkan menggunakan alat rotary evaporator pada suhu 80°C yang
bertujuan untuk menguapkan etanol hingga berupa ekstrak. Selanjutnya, hasil
ekstraksi dipekatkan menggunakan waterbath pada suhu 70°C hingga dihasilkan
ekstrak etanol kulit buah labu siam dalam bentuk pasta (Depkes RI, 2000).

3.5.2 Uji Kandungan Kimia Kulit Buah Labu Siam
1. Uji Flavonoid

Ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,1 gram ditambahkan dengan serbuk
MgCl, kemudian ditambahkan dengan 10 tetes HCI 5 N. Apabila warna larutan
mengalami perubahan menjadi merah kehitaman, maka larutan tersebut positif

mengandung senyawa flavonoid (Harborne, 1987).
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2. Uji Tanin

Ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,1 gram ditambahkan dengan 5 ml
aquadest dan didihkan selama 5 menit, kemudian disaring. Filtrat hasil saringan,
ditambahkan dengan 5 tetes FeCls 1%(b/v). Setelah selesai, apabila terbentuk warna
hijau kehitaman, ekstrak tersebut positif mengandung tanin (Harborne, 1987).
3. Uji Alkaloid

Ekstrak etanol kulit buah labu siam 0,1 gram dilarutkan dengan 5 ml
kloroform dan 5 ml amoniak 10% lalu dipanaskan, dikocok, disaring. Hasilnya
kemudian ditambah dengan H2.SO. pekat. Terbentuknya endapan warna coklat
kemerahan menunjukkan bahwa larutan tersebut mengandung senyawa alkaloid
(Harborne, 1987).

3.5.3 Persiapan Dan Perlakuan Hewan Uji

Hewan yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih jantan (Rattus
sp.). Tikus dipelihara pada kandang metabolik pada hari pertama saja dengan diberi
pakan standar berupa pellet CP511 dan diberi minum aquades steril 100ml secara
ad libitum dan selanjutnya, pada hari ke-2 sampai hari ke-7 tikus dipindahkan ke
kandang pemeliharaan dan dilakukan pemberian perlakuan sampai hari ke-7.
Pemberian ekstrak etanol kulit buah labu siam dilakukan satu hari sekali sesuai
dosis masing-masing kelompok uji secara oral menggunakan jarum sonde lambung

pada waktu yang sama selama 7 hari berturut-turut.

3.5.4 Uji Diuretik Dengan Pengukuran Volume Urin

Pada hari pertama perlakuan tikus dimasukkan pada kandang metabolik yang
dilengkapi dengan gelas untuk menampung urin. Urin yang diperoleh akan diukur
menggunakan syringe 1 ml. Pengukuran volume urin dilakukan setiap jam sekali
selama 6 jam (Adha, 2009).
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3.5.5 Pengambilan Organ Ginjal Tikus

Pengambilan organ ginjal dilakukan pada hari kedelapan. Pertama-tama tikus
dibius menggunakan cairan kloroform, kemudian tikus dibedah dan diambil organ
ginjalnya. Selanjutnya, organ ginjal dimasukkan ke dalam larutan fiksatif PBS
formalin 10% dan disimpan dalam wadah berlabel hingga proses selanjutnya.

3.5.6 Pembuatan Preparat Histologi Ginjal
Menurut Suntoro (1983), proses dari pembuatan preparat histologi dengan
metode parafin terdiri atas beberapa tahapan yakni sebagai berikut :

a. Fiksasi, Dehidrasi dan Clearing

Organ ginjal yang telah diambil kemudian dicuci menggunakan NaCl 0,9%,
dan dimasukkan dalam botol flakon berisi larutan fiksatif PBS formalin 10% yang
selanjutnya dibiarkan selama 24 jam. Setelah dibiarkan selama 24 jam, dilakukan
proses dehidrasi yaitu dengan menggunakan alkohol bertingkat dimulai dari alkohol
70% sampai alkohol 95% yang masing-masing dilakukan selama 30 menit. Tahap
selanjutnya, organ dimasukkan ke dalam alkohol absolut dan xylol dengan
perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 selama 1-2 jam. Proses selanjutnya adalah clearing

dengan cara merendam organ dalam larutan xylol selama 4-6 jam.

b. Infiltrasi dan Embedding

Infiltrasi dilakukan menggunakan parafin cair. Infiltrasi dilakukan secara
bertingkat dimulai dengan memasukkan organ dalam cairan xylol paraffin dengan
perbandingan 1:1 selama 30 menit, kemudian dilanjutkan parafin I, Il, dan IlI
masing-masing selama 30 menit. Infiltrasi parafin dilakukan di dalam oven pada
suhu 50-56°C. Selanjutnya, dilakukan penanaman organ ginjal pada blok parafin

yang telah dicairkan secara cepat sebelum parafin cair menjadi beku kembali.

c. Penyayatan (Sectioning) dan Perekatan (Affixing)
Blok parafin berisi organ ginjal yang telah beku dan ditempel pada holder,

kemudian disayat secara melintang menggunakan rotary microtome dengan
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ketebalan 6 um dan pita hasil pemotongan langsung direkatkan (affixing) pada gelas
benda yang sebelumnya telah dilapisi dengan perekat gliserin dan albumin.
Langkah selanjutnya, gelas objek diletakkan diatas hot plate dengan suhu 45-50°C
sampai pita benar — benar melekat pada gelas objek.

d. Pewarnaan (Staining)

Proses pewarnaan diawali dengan proses deparafinasi menggunakan xylol
selama 15 menit terlebih dahulu. Dilanjutkan dengan proses rehidrasi secara
bertahap mulai dari alkohol absolut, alkohol 96%, 80%, 70%, 50%, 30% sampai
aquadest yang masing-masing sebanyak tiga sampai empat celupan.Setelah itu,
barulah dilakukan pewarnaan menggunakan Haematoxylin selama tiga sampai
tujuh detik lalu dibilas dengan aquadest dan dimasukkan ke dalam alkohol
bertingkat 30% - 70% selama masing-masing tiga menit. Setelah itu, dimasukkan
dalam pewarna Eosin selama tiga menit. Preparat dimasukkan kembali ke dalam
alkohol bertingkat mulai dari 70% - 95% dan alkohol absolut selama masing-
masing +3 menit dan dilanjutkan dengan clearing menggunakan xylol I dan Il

selama 10 menit.

e. Penutupan (Mounting)

Tahap akhir adalah penutupan preparat menggunakan gelas penutup.
Preparat yang telah melalui tahap pewarnaan diberi entellan sebagai perekat antara
cover glass dengan object glass dan dikeringkan kembali diatas hot plate sampai

dirasa benar-benar merekat.

3.5.6 Pengamatan Histologi Ginjal Tikus Putih Jantan

Struktur histologi ginjal yang diamati yaitu pada bagian glomerulus.
Pengamatan histologi ginjal dilakukan dengan cara mengukur diameter glomerulus.
Pengamatan diameter glomerulus dilakukan dengan membagi daerah pengamatan
pada preparat irisan ginjal menjadi empat bagian seperti pada Gambar 3.2,
kemudian masing-masing bagian diamati menggunakan mikroskop Yyang

dilengkapi dengan OptiLab serta dihitung jumlah glomerulus diambil 60% dari
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jumlah total. Setelah itu, dilanjutkan dengan pengukuran diameter glomerulus
menggunakan OptiLab.

Gambar 3.2 Pembagian daerah pengamatan pada irisan ginjal

3.6 Analisis Data

Data berupa volume urin dan diameter glomerulus yang diperoleh, dianalisis
menggunakan uji One Way ANOV A dengan taraf kepercayaan 99 % atau a = 0,01
dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk melihat beda
nyata antar kelompok perlakuan dosis (Steel et al., 1993). Dilakukan uji korelasi

Pearson untuk melihat hubungan antara volume urin dengan diameter glomerulus
(Raharjo, 2014).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh berdasarkan hasil penelitian ini adalah ekstrak
etanol kulit buah labu siam memiliki efek diuretik yaitu dapat meningkatkan
volume urin pada dosis 0,0669/kgBB, dosis 0,132g/kgBB dan dosis 0,198g/kgBB
dan tidak dapat meningkatan nilai diameter glomerulus pada tikus putih jantan
(Rattus sp.). Nilai rata-rata diameter glomerulus paling rendah adalah pada
perlakuan ekstrak etanol kulit buah labu siam dosis 0,198g/kgBB yakni sebesar
95,01 um (mikrometer).

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut yaitu uji kuantitatif untuk mengetahui

konsentrasi pada setiap kandungan senyawa kulit buah labu siam.
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Lampiran

A. Penentuan Dosis
1. Penentuan dosis ekstrak etanol kulit buah labu siam

- Dosis per tikus = 0,066 g/kgbb

= 0,0669/kgbb

= 0,0669/1000gbb

= 0,000066g/kgbb

= 0,000066 x 2009

= 0,01329/200gbb

- Perlakuan dosis 0,132g/kgbb = 0,02649/200gbb

- Perlakuan dosis 0,198g/kgbb = 0,03969/200gbb

(Adha, 2009).

2. Penentuan dosis furosemid
Berdasarkan Lingga et al., (2014), dosis furosemide pada manusia dewasa yaitu
sebesar 40 mg, kemudian jika dikonversikan pada tikus putih dengan berat badan
200 gram hasilnya 1,008 mg/200gbb. Maka 200grbb=0,2mgbb, dan
1,008mg/0,2mgbb = 5,04mg/kgbb.
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B. Uji Kandungan Kimia Ekstrak Etanol Kulit Buah Labu Siam

Uji Flavonoid
(Merah Kehitaman)

Uji Tanin
(Hijau Kehitaman)

Tanin

Uji Alkaloid
(Coklat Kehitaman)

\

4 2 .
A1 2 S5
Akaloid >
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C. Hasil Analisis Uji One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Ekstrak
Etanol Kulit Buah Labu Siam Terhadap Volume Urin Selama 6 Jam

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan | Statistic [ df Sig. | Statistic | df [ Sig.
Volume | Kontrol h
] ) 2 2 94 707
Urin 6 Jam | Negatif = 3 00 K > 0
K | *
ontro 225 | 5 | .2000| 886 | 5 | 335
Positif
Dosis 1 312 5 | 126 | 819 | 5 | 115
Dosis 2 289 5 | 2000 920 | 5 | 532
Dosis 3 305 5 | 145 | 844 | 5 | 175
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptives
Volume Urin 6 Jam
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower [ Upper | Mini | Maxi
N | Mean | Deviation| Error | Bound | Bound | mum | mum
Kontrol 1 | o 1020  42775| 10130| 1.5700| 2.6331| 1.56| 2.75
Negatif
gg;g?' 5| 7.9940| 3.73815| 1.67175| 3.3525| 12.6355| 1.92| 11.30
Dosis 1 5( 5.0160( 2.20356| .98546| 2.2799| 7.7521| 3.06| 8.77
Dosis 2 5( 3.9100 .35426| .15843| 3.4701| 4.3499| 3.35| 4.30
Dosis 3 5(2.9920( 1.06248| .47516| 1.6728| 4.3112| 2.14| 4.63
Total 25| 4.4028| 2.77688| .55538| 3.2566| 5.5490| 1.56( 11.30
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Volume Urin 6 Jam

Test of Homogeneity of VVariances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
3.696 4 20 021
ANOVA
Volume Urin 6 Jam

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
zf;":gzn 103.998 4 26.000| 6.414|  .002
Within Groups 81.067 20 4.053
Total 185.065 24

Volume Urin 6 Jam

Duncan?
Subset for alpha = 0.01
Perlakuan N 1 2

Kontrol Negatif B 21020
Dosis 3 5 2.9920
Dosis 2 5 3.9100
Dosis 1 5 5.0160 5.0160
Kontrol Positif 5 7 9940
Sig. .047 .030

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

36



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

D. Hasil Analisis Uji One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Ekstrak
Etanol Kulit Buah Labu Siam Terhadap Diameter Glomerulus

Tests of Normality

Kolmogorov-
perlakuan Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic | Df Sig. Statistic | df Sig.
Diame kontrol negatif 222 5 200(%) 97 5 577
ter H H H H
kontrol positif 266 5| ,200(*) 860 5 227
Dosis 1 235 5| ,200(%) 966 5 846
Dosis 2 275 5 ,200(%) 863 5 240
Dosis 3 264 5 ,200(%) 943 5 684
* This is a lower bound of the true significance.
a Lilliefors Significance Correction
Descriptives
diameter
Std. Std. 95% Confidence Minimu | Maximu
N Mean | Deviation | Error Interval for Mean m m
5| 99,5280 | 4,52596 | 2,02407 | 93,9083 | 105,1477 94,89 106,42
51101,3200 | 5,21326 | 2,33144 | 94,8469 | 107,7931 97,01 108,81
51 100,0360 | 2,73850 | 1,22469 96,6357 | 103,4363 95,95 103,47
5| 96,8600 | 3,45681 | 1,54593 | 92,5678 | 101,1522 93,58 102,63
5| 95,0140 | 2,05064| ,91707, 92,4678 | 97,5602 92,10 97,35
25| 98,5516 | 4,16459 | ,83292| 96,8325| 100,2707 92,10 108,81
Test of Homogeneity of VVariances
diameter
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1,522 4 20 234
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ANOVA

diameter
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups | 130,985 4 32,746 2,296 ,095
Within Groups 285,266 20 14,263
Total 416,251 24
Diameter_Glomerulus
Duncan
Subset for alpha
N =.01
perlakuan 1 1
Dosis 3 5 95,0140
Dosis 2 5 96,8600
kontrol negatif 5 99,5280
Dosis 1 5 100,0360
kontrol positif 5 101,3200
Sig. ,026

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

110.00—

105.00—

100.00—

diameter

95.00—

90.00—
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E. Hasil Uji Analisis Korelasi Pearson antara Diameter Glomerulus dengan
Volume Urin

Correlations

Diameter

Glomerulus | Volume Urin

Diameter Glomerulus Pearson Correlation
1 617
Sig. (2-tailed) 267
N 5 5

Volume Urin Pearson Correlation
617 1

Sig. (2-tailed) 267

N 5 5
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