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RINGKASAN

Uji Aktivitas Hepatoprotektif Ekstrak Etanol Daun Tebu (Saccharum
officinarum L.) Terhadap Kadar Bilirubin dan Histopatologi Hati pada
Tikus Terinduksi Karbon Tetraklorida: Rifdah Bunga Kwintana:
1662210101150; 2020; Halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember

Hati merupakan salah satu organ vital dalam tubuh yang memiliki
berbagai peranan penting yang mendukung sebagian besar organ dalam tubuh.
Organ hati termasuk organ yang rawan mengalami kerusakan karena berbagai
fungsi vital yang dimilikinya. Kerusakan pada hati dapat disebabkan oleh zat
beracun atau radikal bebas seperti karbon tetraklorida yang dapat menyebabkan
cedera serius. Gangguan pada hati dapat dicegah dengan hepatoprotektor. Salah
satu tanaman yang memiliki potensi sebagai hepatoprotektor adalah tanaman tebu.
Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
etanol daun tebu (Saccharum officinarum L.) terhadap kadar bilirubin serum dan
histopatologi hati tikus yang terinduksi karbon tetraklorida.

Jenis penelitian ini adalah true experimental laboratories dengan
rancangan penelitian post test control group. Hewan coba yang digunakan sebagai
sampel yaitu 24 ekor tikus jantan galur wistar yang dibagi menjadi 6 kelompok
perlakuan yaitu, kelompok normal, kontrol negatif dengan CMC Na 1%, kontrol
positif dengan silymarin 100 mg/kgBB, kelompok ekstrak etanol daun tebu dosis
300, 400, dan 500 mg/kgBB. Perlakuan terhadap hewan coba dilakukan selama 14
hari. Induksi karbon tetraklorida diberikan pada hari ke-14, satu jam setelah
pemberian perlakuan. Darah hewan coba diambil melalui jantung pada hari ke-15
atau 24 jam setelah induksi CCls untuk pengukuran kadar bilirubin. Organ hati
dari hewan uji diambil untuk difoto dan ditimbang kemudian dihitung berat organ
relatif serta dilakukan pembuatan preparat histopatologi hati. Pengaruh perlakuan
terhadap kadar Bilirubin serum dan gambaran histopatologi hewan uji dilihat dari
perbedaan antar kelompok perlakuan hewan uiji.

Data kadar bilirubin dan berat organ yang diperoleh dianalisis secara
statistik menggunakan One-Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Least
Significant Different (LSD) sedangkan hasil histopatologi hati diamati

menggunakan mikroskop pada perbesaran 400 kali. Data menunjukkan bahwa
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ekstrak etanol daun tebu dapat mempertahankan kadar bilirubin serum dan
gambaran histopatologi dalam keadaan normal pada tikus yang diinduksi CCls.
Berdasarkan hasil penelitian ini ketiga dosis ekstrak etanol daun tebu memiliki
aktivitas dalam mencegah kenaikan kadar bilirubin akibat induksi CCls. Dosis 500
mg/kgBB merupakan dosis yang paling baik dalam mencegah terjadinya
kerusakan sel yang dapat diamati melalui gambaran histopatologi hati Kesimpulan
dari penelitian ini bahwa ekstrak etanol daun tebu mampu mempertahankan kadar
bilirubin dan histologi hati dalam keadaan normal sehingga dapat melindungi hati

dari kerusakan yang disebabkan oleh induksi CCla.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hati merupakan salah satu organ vital dalam tubuh yang memiliki berbagai
peranan penting yang mendukung sebagian besar organ dalam tubuh. Hati
memiliki fungsi utama terkait dengan proses metabolisme karbohidrat, lipid, protein
dan proses detoksifikasi baik obat maupun xenobiotika yang masuk dalam tubuh
(Ozougwu, 2017). Selain itu, hati berfungsi dalam proses biotransformasi dan
eliminasi metabolit tubuh. Fungsi tersebut berkaitan dengan enzim pemetabolisme
yang dimiliki oleh hati sehingga dapat mengubah xenobiotika menjadi senyawa
yang kurang toksik yang selanjutnya dapat dikeluarkan dari dalam tubuh (Cullen,
2005).

Organ hati termasuk organ yang rawan mengalami kerusakan karena
berbagai fungsi vital yang dimilikinya. Kerusakan pada hati dapat disebabkan oleh
zat beracun atau radikal bebas yang dapat menyebabkan cedera serius. Radikal
bebas merupakan atom dengan elektron bebas yang tidak berpasangan dan sangat
reaktif (Cichoz-Lach dan Michalak, 2014). Apabila terjadi peningkatan radikal
bebas, maka akan memicu produksi reactive oxygen species (ROS) yang dapat
menginduksi terjadinya stress oksidatif. Kondisi tersebut dapat menyebabkan
fibrosis hati dan kerusakan pada sel hepatosit melalui peroksidasi lipid dan alkilasi
protein (Ghatak dkk., 2011).

Kerusakan hati dapat berkembang menjadi penyakit hati yang merupakan
salah satu masalah kesehatan paling serius di dunia yang dapat menyebabkan
kematian (Wang dkk., 2014). Berdasarkan penelitian Magbool dkk (2019) penyakit
hati dapat menyebabkan sekitar 18.000 hingga 20.000 kematian setiap tahunnya.
Muriel, (2017) memperkirakan terjadinya peningkatan penyakit sirosis dan kanker

hati sebagai penyebab kematian secara internasional hingga tahun 2030.
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Komplikasi penyakit sirosis diketahui menyebabkan 1 juta kematian. Secara global,
penyakit sirosis saat ini menyebabkan 1,16 juta kematian sedangkan kanker hati
menyebabkan 788.000 kematian (Asrani dkk., 2019).

Kerusakan hati dapat diketahui dari peningkatan kadar bilirubin pada hati
dan gambaran histopatologinya. Bilirubin merupakan produk akhir dari katabolisme
heme akibat penghancuran sel darah merah oleh sel retikuloendotel dan dianggap
sebagai produk limbah yang apabila dalam konsentrasi berlebih bersifat
sitotoksik (Maruhashi dkk., 2019). Sebagian besar bilirubin diproduksi dalam
bentuk tidak terkonjugasi dan tidak larut dalam air, sehingga bilirubin perlu
berikatan dengan albumin agar dapat dibawa ke hati dan dimetabolisme menjadi
bilirubin terkonjugasi yang kemudian dieksresikan dalam empedu (McDaniel,
2019). Apabila terjadi kerusakan pada hati maka terjadi gangguan dalam proses
metabolisme bilirubin, sehingga kadar bilirubin yang tidak terkonjugasi menjadi
meningkat. Peningkatan kadar bilirubin dapat diketahui dengan uji biokimia.
Rentang normal dari kadar bilirubin total pada manusia adalah 0,3 - 1,2 mg/dL
sedangkan kadar normal pada tikus adalah 0,00 — 0,55 mg/dL (Hull dan Agarwal,
2014). Kadar bilirubin berlebih dalam tubuh dapat ditandai dengan kondisi jaundice
atau kekuningan. Kondisi tersebut dapat ditandai dengan adanya perubahan warna
kekuningan pada kulit, mata, sklera, urin dan selaput lendir yang kemudian di ikuti
oleh gangguan pencernaan dan kehilangan nafsu makan (Deshpande dkk., 2019).

Salah satu senyawa yang dapat menyebabkan kerusakan fungsi hati adalah
karbon tetraklorida (CCl4). Senyawa CCl4 merupakan xenobiotic dan digunakan
untuk menginduksi kerusakan hati dengan cara meningkatkan oksidatif lipid pada
membran sel dan mengubah aktivitas enzim. Pada kerusakan hati yang diinduksi
CCl4, terjadi peradangan dan gangguan pada sistem pertahanan antioksidan
sehingga menyebabkan kerusakan hati dan fibrosis hati (Dong dkk., 2016). Produk
metabolik dari CCl4 berupa radikal bebas triklorometil yang bertanggung jawab
terhadap toksisitas dan produksi peroksidasi lipid (Basu, 2003). Radikal bebas
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tersebut dapat menginduksi stress oksidatif dengan cara mengikat molekul seluler
berupa asam nukleat, protein dan lemak yang akan mempengaruhi sintesis
DNA (Deoxyribo Nucleic Acid) dan merusak berbagai proses seluler sehingga
menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid, kerusakan sel, apoptosis nekrotik,
peradangan, fibrosis dan keganasan. Berdasarkan efek yang timbulkan oleh radikal
bebas tersebut, maka manifestasi kerusakan hati yang disebabkan olenh CCl4 berupa
infiltrasi lemak dan nekrosis yang berkembang menjadi sirosis yang dapat diamati
melalui pemeriksaan histopatologi hati (Chen dkk., 2009).

Hepatoprotektor merupakan senyawa yang dapat memberi perlindungan
terhadap hati sehingga dapat mencegah terjadinya kerusakan pada hati. Selain itu,
terdapat cara lain untuk melindungi hati yaitu dengan memperlambat atau memblok
stress oksidatif dan memperbanyak asupan antioksidan (Lin dkk., 2012). Salah satu
tanaman yang diketahui memiliki efek sebagai antioksidan adalah tebu (Saccharum
officinarum Linn). Berdasarkan penelitian Janghel dkk., (2019) diketahui bahwa
tanaman tebu di India dapat mengatasi penyakit jaundice atau kekuningan yang
merupakan salah satu gejala dari kerusakan hati.

Tebu (Saccharum officinarum Linn) merupakan tanaman rumput dengan
family Poaceae yang berasal dari daerah tropis di Asia. Berdasarkan beberapa
penelitian diketahui bahwa tebu memiliki sifat antioksidan (Ullah dkk., 2015),
antibakteri (Amalia dkk., 2019), antiulcer (Ghiware dkk., 2014), antiinflamasi
(Oluwatoyin dkk., 2019), antikanker (Islam, 2017), antiproliferasi (Zheng
dkk., 2017a), antikolesterol (Hidayati, 2018) dan antihiperglikemik (Zheng
dkk., 2017b). Penelitian yang telah dilakukan oleh Abbas dkk (2014) menyatakan
bahwa jus tebu memiliki kandungan antioksidan yang tinggi. Selain itu, jus tebu
juga telah terbukti memiliki efek hepatoprotektif pada mencit yang telah diinduksi
obat isoniazid. Efek tersebut diduga karena kandungan senyawa polifenol dan

flavonoid seperti apigenin, luteolin dan tricin pada jus tebu (Khan dkk., 2015).
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Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui potensi dari ekstrak etanol daun
tebu dengan berbagai tingkatan dosis sebagai hepatoprotektor pada hewan uji
yang telah diinduksi hepatotoksin (CCl4). Efek hepatoprotektif dari daun tebu
dapat diamati dengan melakukan uji biokimia pada salah satu enzim hati yaitu
bilirubin. Selain itu, pembacaan histopatologi hati dilakukan untuk mengetahui efek
dari daun tebu. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi
ilmiah tentang potensi ekstrak etanol daun tebu sebagai suplemen hepatoprotektor.
pemberian ekstrak etanol daun tebu sebagai efek hepatoprotektor.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dirumuskan adalah sebagai berikut:

1) Apakah pemberian ekstrak etanol daun tebu dapat berpengaruh pada kadar
bilirubin total dan histopatologi hati tikus putih jantan galur wistar dengan
hepatotoksik akut karena induksi CCl4?

2) Bagaimana pengaruh perbedaan dosis dari ekstrak etanol daun tebu dapat
berpengaruh pada kadar bilirubin total dan histopatologi hati tikus putih

jantan galur wistar dengan hepatotoksik akut karena induksi CCl4?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian yang dilakukan adalah:

1) Untuk menentukan pengaruh ekstrak etanol daun tebu terhadap kadar bilirubin
total dan histopatologi hati tikus putih jantan galur wistar dengan hepatotoksik
akut karena induksi CCl4.

2) Untuk menentukan dosis dari ekstrak etanol daun tebu yang efektif untuk
mempertahankan bilirubin total dan memperbaiki histopatologi hati tikus putih

jantan galur wistar dengan hepatotoksik akut karena induksi CCI4.
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1.4 Manfaat Penelitian

1) Memberikan informasi tentang pengaruh pemberian ekstrak etanol daun
tebu terhadap kadar bilirubin total dan histopatologi hati tikus putih jantan
galur wistar dengan hepatotoksik akut karena induksi CCl4.

2) Memberikan informasi kepada masyarakat tentang pemanfaatan daun tebu
sebagai hepatoprotektor untuk menurunkan kadar bilirubin total dan
memperbaiki histopatologi pada penyakit liver.

3) Sebagai rujukan penggunaan daun tebu yang masih kurang dimanfaatkan

dalam pengobatan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.)
2.2.1 Klasifikasi Tanaman Tebu

Tebu (Saccharum officinarum L) merupakan tanaman yang dikenal sebagai
kelompok rumput-rumputan yang banyak tumbuh di daerah tropis dan berasal dari
keluarga Poaceae. Tanaman tebu biasanya tumbuh dilingkungan panas dan lembab
dengan pH tanah 7,5-8,5. Tebu memiliki siklus hidup sekitar 12 hingga 20 bulan.
Tebu memiliki batang longitudinal yang kokoh dan tidak bercabang. Tanaman tebu
memiliki tinggi 3-5 m dengan diameter batang sekitar 5 cm (Singh dkk., 2015).
Berdasarkan warna pada kulit tebu tanaman tebu secara umum dapat dikelompokkan
menjadi dua yaitu tebu dengan kulit berwarna merah dan tebu dengan kulit berwarna
hijau (Feng dkk., 2014). Tanaman tebu dapat dilihat pada gambar 2.1.

; . l’;,:(f

Gambar 2. 1 Tanaman Tebu (Indrawanto dkk., 1984)

Berikut merupakan klasifikasi ilmiah tanaman tebu :
Kindom : Plantae

Diviso : Spermatophyte
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Subdiviso : Mangnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Order : Poales

Family : Gramineae atau Poaceae
Genus : Saccharum

Species : Saccharum officinarum, L
(ITIS, 2019)

2.2.2. Kandungan Tanaman Tebu

Tebu memiliki kandungan fitokimia yang berlimpah seperti fenolik,
triterpenoid, fitosterol dan lignin (Zheng dkk., 2017b). Salah satu senyawa fenolik
yang terkandung dalam tebu adalah polifenol. Senyawa ini bertanggung jawab
sebagai antioksidan dan memiliki kemampuan sebagai sitoprotektif (Nisha dkk.,
2017). Daun tebu diketahui mengandung berbagai policosanol dan beberapa
senyawa fenolik salah satunya adalah flavonoid seperti apigenin, luteolin dan
tricin. Apigenin dan luteolin merupakan agen yang menjanjikan dalam
penghambatan terhadap peroksidasi lipid mikrosomal yang diinduksi radikal bebas
(Lee dkk., 2012). Kandungan luteolin pada daun tebu diketahui memiliki aktivitas
dalam penangkal radikal (Vila dkk., 2008). Penelitian yang dilakukan oleh Attard
dkk (2015) menyatakan bahwa daun tebu mengandung senyawa phytosterol,
stigmasterol, sitosterol, phytol, tocopherol (vitamin E) dan filokuinon (vitamin
K1). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Coutinho dkk (2016) diketahui
bahwa ekstrak metanol daun tebu mengandung 114 metabolit yang diidentifikasi
melalui metode Nuclear Magnetic Resonance (NMR) dan metode Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry dengan diode array detector ( LC-DAD-MS),
56 metabolit diantaranya diidentifikasi melalui metode Mass Spectroscopy (MS)

dan 1H-NMR. Metabolit yang terkandung diantaranya gula, dua asam organik,
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sembilan asam amino, lima turunan asam benzoat, delapan belas turunan asam

hidroksisinamat dan dua puluh lima flavon (Coutinho dkk., 2016).

2.2.3. Manfaat Tanaman Tebu

Tanaman tebu telah banyak dibudidayakan di seluruh dunia dan dikenal
sebagai salah satu tanaman ekonomi karena merupakan bahan baku utama untuk
produksi gula dan alkohol. Selain itu, tebu diketahui memiliki Khasiat sebagali
tanaman obat (del Rio dkk., 2015). Pada berbagai penelitian, tanaman tebu telah
dilaporkan memiliki efek antioksidan (Ullah dkk., 2015), antibakteri (Amalia dkk.,
2019), antiulcer (Ghiware dkk., 2014), antiinflamasi (Oluwatoyin dkk., 2019),
antikanker (Islam, 2017), antiproliferasi (Zheng dkk., 2017a), antikolesterol
(Hidayati, 2018) dan antihiperglikemik (Zheng dkk., 2017b). Pada penelitian Pallavi
dkk (2012) menyatakan bagian batang dan akar tebu telah digunakan dalam
pengobatan Ayurveda untuk mengatasi infeksi kulit dan saluran kemih, serta untuk
bronkitis, batuk dan anemia. Menurut sistem kedokteran Yunani, jus tebu diketahui
memiliki manfaat terhadap hati pada pasien yang terkena jaundice (Karthikeyan dan
Samipillai, 2010).

Kulit tebu juga diketahui memiliki berbagai aktivitas biologi yang berkaitan
dengan aktivitas imunologis dan trombosis, pelepasan klorin dan antistress, serta
dapat bermanfaat sebagai antikanker dan antitumor (Ogu dkk., 2016). Studi
praklinis terbaru pada ekstrak tebu menunjukkan potensi terapi dalam mengatur
metabolisme karbohidrat dan melindungi terhadap gangguan metabolisme. Selain
itu, ekstrak air tebu juga telah terbukti mengandung aktivitas antioksidan total yang
signifikan dan memiliki kemampuan untuk mengurangi dan menghambat
peroksidasi liposom (Abbas dkk., 2014). Penelitian Khan dkk (2015) menyatakan
bahwa jus tebu memiliki efek sebagai hepatoprotektif pada mencit yang diinduksi
isoniazid. Efek tersebut diduga karena kandungan senyawa antioksidan pada jus

tebu seperti polifenol dan flavonoid. Jenis flavonoid yang terkandung dalam jus
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tebu dengan jumlah yang tinggi adalah apigenin, luteolin dan tricin (Khan dkk.,
2015).

2.1 Tinjauan tentang Hati
2.2.1 Anatomi Hati

Hati merupakan organ terbesar dengan berat 1500 gram dan menyumbang
sekitar 2-3 persen dari total berat badan manusia (Hu dkk., 2019). Hati terletak
pada bagian kanan atas rongga perut dan tepat dibawah diafragma. Organ ini
tersusun atas jaringan lunak yang berwarna coklat muda dan dienkapsulasi oleh
kapsul jaringan ikat yang tipis disebut dengan kapsula Glisson (Muriel, 2017).

Hati tersusun atas beberapa tipe sel dengan fungsi yang berbeda, diantaranya
hepatosit, kolangiosit, sel endotel, sel stelata dan sel kupffer (Gordillo dkk., 2015).
Hepatosit merupakan sel parenkim hati yang menyumbang 78 % volume hati dan
bertanggungjawab dalam proses sintesis, penyimpanan serta filtrasi darah vena
portal. Sel kolangiosit berfungsi dalam tranportasi empedu, sekresi air dan
bikarbonat serta mengontrol pH empedu. Sel endotel memiliki fungsi dalam
mentransfer protein dan partikel partikel tertentu serta mengontrol aliran darah. Sel
stelata merupakan bagian integral dari remodeling hati yang terkait dengan
fibrosis hati. Sel kupffer merupakan makrofag hati yang memiliki fungsi sebagai
imunologis, fagositik dan mensekresi sitokin dan protease (Juza dan Pauli, 2014;
Si-Tayeb dkk., 2010).
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Gambar 2.2 Pembagian lobus hati yang terdiri dari empat lobus (Bismuth, 2013)

Hati terbagi menjadi empat lobus utama diantaranya lobus kanan, lobus
kiri, lobus kaudatus dan lobus kuadrat seperti yang terlihat pada gambar 2.2.
Lobus kanan memiliki ukuran yang lebih besar daripada lobus kiri. Kedua lobus
tersebut dibatasi oleh ligamen fosiformis (Sibulesky, 2013). Setiap lobus
tersusun atas lobulus yang merupakan unit fungsional dasar hati yang berbentuk
heksagonal dengan panjang beberapa millimeter dan berdiameter 0,8-2 mm. Lobulus
tersusun oleh lempeng hepatosit yang dilapisi oleh kapiler sinusodial. Suplai darah
untuk lobulus berasal dari vena porta dan arteri hepatik yang mengalir melalui
jaringan sinusodial (Si-Tayeb dkk., 2010). Struktur dasar dari lobulus dapat dilihat
pada gambar 2.3.
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Gambar 2. 3 Struktur dasar lobulus hati (Si-Tayeb dkk., 2010)

Hati memiliki dua sumber suplai darah yang berasal dari saluran pencernaan
sebanyak 80 % dan sirkulasi sistemik sebanyak 20 %. Darah yang berasal dari
saluran pencernaan mengalir melalui vena porta hepatika sedangkan darah yang
berasal dari sirkulasi sistemik melalui arteri hepatika. Darah hati mengalir dengan
kecepatan rendah melalui pembuluh darah melewati sinusoid hepatik (Nemeth dkk.,
2009). Sekitar dua pertiga darah yang masuk ke hati adalah darah vena yang
disuplai oleh vena porta dan sepertiganya adalah darah arteri yang disuplai oleh
arteri hepatika. Darah vena porta kaya akan glukosa, asam amino dan trigliserida
namun kekurangan oksigen, sedangkan darah arteri kaya akan oksigen dan
menyumbang sekitar 50 % oksigen ke hati (Giallourakis dkk., 2002).

2.2.2 Fisiologi Hati

Hati memiliki fungsi dalam proses metabolisme karbohidrat, lipid, protein
dan proses ekskresi metabolit limbah. Hati juga memiliki fungsi terkait dengan
pengeluaran senyawa senyawa asing yang disebut detoksifikasi metabolit. Hati
mengandung enzim pemetabolisme yang berkaitan dengan fungsi detoksifikasi
sehingga dapat mengubah xenobiotika menjadi senyawa yang kurang toksik dan
bersifat polar sehingga dapat diekskresikan (Cullen, 2005). Selain itu, hati berfungsi
dalam mengontrol aliran dan keamanan dari zat yang diserap dari sistem pencernaan

sebelum didistribukan ke sistem sirkulasi sistemik (Ozougwu, 2017). Hati mampu
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menyaring racun dan mikroba yang masuk ke hati sebagai upaya pertahanan

terhadap respon trauma, stress dan inflamasi (Castro dan Reis, 2016).

2.2.3 Kerusakan Hati

Hati adalah salah satu organ vital terbesar yang rawan mengalami kerusakan
karena merupakan organ pertama yang kontak dengan obat, alkohol dan
xenobiotika. Xenobiotik merupakan bahan kimia yang tidak diproduksi atau tidak
diharapkan terdapat di dalam tubuh dan dapat bersifat sebagai hepatotoksin jika
kadarnya berlebih. Selain itu, xenobitik merupakan salah satu penyebab timbulnya
radikal bebas. Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan. Adanya elektron yang tidak berpasangan akan
menyebabkan radikal bebas menjadi lebih reaktif dan cenderung akan membentuk
pasangan yang menarik elektron dari senyawa lain sehingga terbentuk radikal baru.
Radikal bebas bila terdapat oksigen akan menyebabkan peroksidasi lemak dalam
selaput organel (Li dkk., 2015). Efek lain yang ditimbulkan akibat tingginya kadar
radikal bebas yaitu kondisi stress oksidatif yang mempengaruhi sintesis DNA dan
merusak berbagai proses seluler sehingga menyebabkan terjadinya apoptosis,
kerusakan sel, peradangan dan fibrosis (Cichoz-Lach dan Michalak, 2014).

Hati memiliki kemampuan untuk melindungi individu dari cedera yang
disebabkan oleh radikal bebas. Namun, jika hati terpapar oleh radikal bebas dalam
jumlah yang berlebih maka terjadi disfungsi mitokondria sehingga mendorong
terjadinya kematian masif sel hepatosit. Efek yang ditimbulkan dari kematian sel
hepatosit adalah disfungsi hati dalam melakukan regenerasi dan menyebabkan
kerusakan hati yang dapat berkembang menjadi gagal hati sehingga menyebabkan
kematian (Brenner dkk., 2013; Gu dan Manautou, 2012). Kerusakan hati dapat pula
disebabkan oleh infeksi bakteri, virus, dan parasit, gangguan imunologi serta

gangguan metabolit (Bernal dkk., 2010).


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

13

Kerusakan hati memiliki manifestasi yang berbeda beda, tergantung dari
penyebabnya diantaranya adalah apoptotis, nekrosis, infiltrasi lemak dan inflamasi.
Apoptosis merupakan mekanisme kematian sel yang terorganisir dan ditandai
dengan penyusutan sel dan kondensasi kromatin. Proses apoptosis melibatkan
aktivasi protease kaspase yang mengatur perubahan morfologis dan menjadi ciri dari
kematian sel ini. Nekrosis merupakan kondisi kematian sel yang ditandai dengan
pembengkakan sel dan pecahnya membran plasma yang kemudian diikuti oleh
hilangnya struktur organel tanpa kondensasi kromatin. Kondisi tersebut disebabkan
karena adanya cedera sehingga inti sel mengalami lisis (Green dan Llambi, 2015).

Kerusakan hati yang disebabkan oleh paparan radikal bebas dapat ditandai
dengan adanya nekrosis dan infiltrasi lemak. Pada kondisi nekrosis terjadi pelepasan
DAMP interseluler yang menyebabkan timbulnya respon inflamasi sehingga terjadi
peradangan lokal dan kematian sel (Kim-Campbell dkk., 2019). Inflamasi
merupakan salah satu tanda yang menyertai terjadinya kerusakan hati akut dan
kronis. Inflamasi merupakan respon terhadap kondisi stress yang bertujuan untuk
melindungi sel hepatosit dari cedera dan mendukung dalam perbaikan jaringan.
Namun jika respon inflamasi terlalu kuat maka akan menyebabkan hilangnya sel
hepatosit dan kerusakan permanen pada parenkim hati (Brenner dkk., 2013).
Peradangan kronis yang terjadi secara signifikan dapat meningkatkan terjadinya
karsinogensis hati (Sun dan Karin, 2012).

Kerusakan hati dapat berkembang menjadi penyakit hati yang dapat
menyebabkan kematian. Kerusakan sel hepatosit secara terus menerus akan
menyebabkan fibrosis. Tahap akhir dari kondisi fibrosis adalah sirosis hati yang
ditandai dengan peningkatan endapan dan penampilan nodul regenerative (Iwaisako
dkk., 2012). Salah satu manifestasi dari sirosis adalah jaundice atau kekuningan.
Kondisi jaundice disebabkan karena tingginya kadar bilirubin yang merupakan salah

satu enzim pemetabolisme hati. Jaundice ditandai dengan perubahan warna
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kekuningan pada kulit, mata, sklera, urin, selaput lendir yang kemudian diikuti oleh

gangguan pencernaan dan kehilangan nafsu makan (Deshpande dkk., 2019).

2.2.4. Hepatoprotektor

Hepatoprotektor merupakan senyawa yang dapat memberi perlindungan
terhadap hati. Salah satu mekanisme hepatoprotekor dalam mencegah terjadinya
kerusakan adalah antioksidan. Antioksidan merupakan suatu substansi yang
menghambat kerusakan obstruktif terhadap molekul target. Efek dari beberapa
antioksidan telah banyak diteliti dalam pencegahan dan pengobatan penyakit akibat
kerusakan oksidatif (Ighodaro dan Akinloye, 2018). Antioksidan dapat melindungi
hati dari efek radikal bebas dengan menghambat dan menghancurkan reaksi radikal
bebas sehingga menghambat kerusakan sel. Radikal bebas merupakan atom dengan
elektron bebas yang tidak berpasangan dan bersifat reaktif. Mekanisme lain dari
antioksidan sebagai hepatoprotektif adalah menjaga keseimbangan redoks dan
mengurangi reaktivitas radikal bebas dengan cara menyumbangkan elektron pada
radikal bebas (Ramos-Tovar dan Muriel, 2019).

Antioksidan dapat dikategorikan berdasarkan ukurannya yaitu antioksidan
molekul kecil dan antioksidan molekul besar. Antioksidan dengan molekul yang
kecil dapat menetralkan radikal bebas dengan penghancuran radikal tersebut.
Beberapa antioksidan yang tergolong sebagai antioksidan dengan molekul kecil
adalah vitamin C, vitamin E, karotenoid dan glutation. Antioksidan dengan molekul
besar berupa enzim dan protein yang memiliki mekanisme perlindungan dengan cara
menyerap radikal dan mencegah radikal untuk menyerang protein essensial lainnya
(Nimse dan Pal, 2015).

Tubuh manusia memiliki antioksidan yang berfungsi dalam menyeimbangkan
efek oksidan. Antioksidan terbagi menjadi antioksidan enzimatik dan nonenzimatik.
Antioksidan enzimatik bekerja dengan cara memecah dan menghilangkan radikal

bebas melalui perubahan produk oksidatif yang berbahaya menjadi hidrogen
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peroksida dan air. Antioksidan enzimatik terdiri dari superoksida dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutation peroxsidase (GTPx), thioredoxin (TRX), peroxiredoxin
(PRX) dan glutation tranferase (GST). Antioksidan nonenzimatik terdiri dari vitamin
C, vitamin E, asam urat, p- karoten dan glutation (Leverve, 2009). Beberapa
penelitian telah menunjukkan peranan antioksidan enzimatik dan non enzimatik
sebagai hepatoprotektor. SOD berfungsi sebagai antioksidan secara enzimatik
dengan mendetoksifikasi ion superoksida. CAT dan PRX memiliki peranan
dalam menonaktifkan hidrogen peroksida. GST berfungsi dalam mendetoksifikasi
peroksidasi seluler (GST berfungsi dalam mendetoksifikasi peroksidasi seluler
(Ha dkk., 2010).

Vitamin E memiliki fungsi sebagai antioksidan dengan menstabilkan
senyawa radikal bebas dan mencegah terjadinya peroksidasi lipid. Mekanisme
vitamin E sebagai antioksidan melalui complexing dengan elektron radikal bebas
yang tidak berpasangan. Vitamin E telah diketahui memiliki efek dalam menekan
replikasi virus hepatitis B (VHB), mencegah perkembangan NAFLD, menurunkan
produksi faktor nekrosis tumor pada hepatitis alkoholik dan pencegahan aktivasi
dari sel stelata hepatitis (HSC) pada pasien hepatitis kronis (Bernal dkk., 2010;
Cichoz-Lach dan Michalak, 2014).

Aktivitas hepatoprotektor dapat diperoleh dari tanaman. Silybum marianum
merupakan tanaman yang mengandung senyawa alami berupa silymarin dan
diketahui telah memiliki efek sebagai hepatoprotektif (Vargas-Mendoza dkk.,
2014). Silymarin merupakan ekstrak murni yang telah banyak digunakan sebagai
obat untuk penyakit hati akut maupun kronis. Selain itu, silymarin juga dapat
digunakan sebagai hepatoprotektif untuk mencegah terjadinya karsinogenesis hati.
Silymarin mengandung empat isomer flovonaligna diantaranya silibin, isosilibinin,
silidianin, dan silichristin. Silibin merupakan antioksidan efektif yang berperan

dalam menstabilkan sel hati terhadap serangan oksidatif (Ha dkk., 2010).
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2.3.  Tinjauan tentang Bilirubin

Bilirubin merupakan pigmen berwarna merah jingga yang terdapat dalam
darah, tinja dan urin. Bilirubin merupakan produk akhir dari proses pemecahan
hemoglobin akibat penghancuran sel darah merah dan hematoprotein oleh heme
oksigenase (HO) di dalam sel retikulum endoplasma. Sekitar 80 persen bilirubin
pada orang dewasa berasal dari degradasi hemoglobin dan 20 persen berasal dari
inefficient eritropoiesis pada sumsum tulang belakang dan degradasi dari protein
heme lainnya (Chowdhury dkk., 2020; Sticova dan Jirsa, 2013). Proses pemecahan
hemoglobin menghasilkan biliverdin yang dapat diubah menjadi bilirubin oleh
biliverdin reduktase (Hull dan Agarwal, 2014). Heme oksigenase melepaskan besi
dan karbon monoksida sehingga dapat membuka cincin heme dan mengkonversi
struktur cincin menjadi biliverdin yang berwarna hijau. Biliverdin memiliki sifat
yang mudah larut dalam air sehingga secara cepat dapat diubah menjadi bilirubin
yang tak tekonjugasi oleh biliverdin reduktase (BVR). BVR terdiri dari BVRA
dan BVRB yang masing-masing berfungsi dalam pembentukan bilirubin IXa dan
IXb. Sebagian besar bilirubin 1Xa berperan dalam produksi bilirubin pada orang
dewasa, sedangkan bilirubin IXb terdapat selama proses perkembangan janin
(O’Brien dkk., 2015).

Bilirubin yang tak terkonjugasi memiliki karakteristik larut dalam lemak
namun tidak dapat larut dalam air, sehingga tidak bisa dieksresikan ke dalam
empedu atau urin. Bilirubin tak terkonjugasi harus berikatan dengan albumin agar
dapat diangkut menuju hati melalui aliran darah. Bilirubin yang masuk ke dalam
sitoplasma hepatosit akan dilepaskan dari albumin plasma yang selanjutnya akan
terikat oleh ligan dan diangkut ke retikulum endoplasma. Bilirubin yang telah
diangkut akan dikonjugasikan dengan asam glukuronat dan dikatalisis oleh UDP-
glukuronosiltranferase (UGT1A1). Bilirubin yang terkonjugasi memiliki sifat tidak
larut lemak tetapi larut dalam air sehingga dapat dieksresikan melalui empedu dan

urin (Sticova dan Jirsa, 2013).
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Konjugat bilirubin disekresikan ke dalam empedu melalui transporter anion
organik multispesifik yang dimediasi oleh MRP2 dalam membran kanilikuli.
Bilirubin yang terkumpul dalam kantong empedu akan masuk kedalam usus.
Konjugat bilirubin yang mencapai di usus akan didekonjugasi menjadi bilirubin tak
terkonjugasi oleh beta glukuronidase. Sebagian besar bilirubin tak terkonjugasi
tersebut akan direduksi menjadi sterkobilinogen dan urobilinogen yang larut air
dan tidak berwarna (Castro dan Reis, 2016). Sterkobilin dan Uribilin akan
dieksresikan dalam tinja dan sekitar 20 % urobilin akan diserap kembali dan
diekskresikan dalam urin melalui sirkulasi enterohepatik. Sebagian kecil bilirubin
tak terkonjugasi yang tidak direduksi akan diserap kembali oleh usus besar dan
kembali menuju hati melalui sirkulasi portal (Gazzin dkk., 2016). Mekanisme
metabo lisme bilirubin dapat dilihat pada gambar 2.4.

RBC turnover/hemolysis (~80%) =2 Hemoglobin \
Rhabdomyolysis —————> Myoglobin =—— Heme
Cytochromes, catalase, NOS =3 Heme proteins /

Ferritin — Fe3* € — Fe2*
Antioxidant
co Heme
Oxygenase
Unconjugated Biliverdin

Bilirubin o — Biliverdin

Albumin
Hepatocyte

Unconjugated Bilirubin
\ Indirect, Lipid-Soluble
l UDP-GT

Conjugated Bilirubin

Direct, Water-Soluble

Bile :
En{grohepallc 90%
- Circulation
1/ 0,
Feces === Duodenum 0%,

20%
Gambar 2. 4Metabolisme bilirubin (Hull dan Agarwal, 2014)

N
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Kadar normal bilirubin memiliki rentang yang berbeda antara manusia dan
hewan. Kadar bilirubin dikatan normal pada manusia jika memiliki rentang antara
0,2-1,2 mg/dL sedangkan kadar bilirubin normal pada tikus adalah 0,00-0,55 mg/dL
(Hull dan Agarwal, 2014). Bilirubin bersifat sitoprotektif pada konsentrasi yang
relatif rendah, tetapi berpotensi toksik pada konsentrasi yang lebih tinggi. Selain itu,
bilirubin dapat berfungsi sebagai antioksidan endogen jika dalam konsentrasi rendah.
Kadar bilirubin total serum yang tinggi akan mengindikasikan terjadinya kerusakan
hati (Hamoud dkk., 2018). Kondisi hiperbilirubinemia yang tak terkonjugasi memiliki
resiko yang tinggi untuk mengalami ensefalopati bilirubin (kernikterus). Kadar
minimal dari total bilirubin yang menunjukkan kondisi ikterus adalah 3,0 mg/dL.
Manifestasi yang menunjukkan terjadinya kenikterus adalah kondisi jaundice.
Kondisi tersebut ditandai dengan perubahan warna kekuningan pada tubuh
(Chowdhury dkk., 2020; Maruhashi dkk., 2019).

2.4. Tinjauan tentang Histopatologi Hati

Histopatologi merupakan ilmu yang mempelajari kondisi dan fungsi jaringan
sebagai tanda adanya suatu penyakit. Proses histopatologi diawali dengan pembuatan
preparat organ yang selanjutnya diberi pewarnaan dan diamati dibawah mikroskop.
Hati normal memiliki gambaran histologi yang terdiri dari sel sel penyusun hati
dalam kondisi normal tanpa adanya kerusakan. Sedangkan hati yang terinduksi CCls

biasanya akan mengalami degenerasi sel, steatosis atau perlemakan hati dan
nekrosis atau hilangnya inti sel (Meutia, 2015). Gambaran histologi hati normal dan

hati yang terinduksi CCls dapat dilihat pada gambar 2.5.
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Gambar 2. 5 Histologi hati. Keterangan : A. Histologi normal. B. Histologi hati
yang terinduksi karbon tetraklorida. Tanda panah pada gambar A
menunjukkan sel hati normal sedangkan tanda panah pada gambar B
menujukkan akumulasi lemak pada hati (Panjaitan dkk., 2007)

Pemeriksaan histopatologi hati dapat dilakukan untuk menilai kondisi dari
hati. Salah satunya untuk menentukan derajat fibrosis hati yang merupakan salah
satu peniliaan penting pada penyakit hati kronis. Penilaian histopatologi fibrosis
dianggap sebagai gold standart. Kondisi disfungsi dan kelainan hati dapat ditandai
dengan adanya perubahan arsitektur parenkim hati yang merupakan hasil dari
stadium lanjut fibrosis (Standish dkk., 2006). Manifestasi lain yang menandakan
adanya kerusakan pada organ hati adalah terjadinya infiltrasi atau penimbunan
lemak dan nekrosis. Infiltrasi lemak terjadi karena penurunan sintesis apoprotein di
hati, yang menyebabkan berkurangnya transpor lemak dari sel hati keluar sel
sehingga lemak tertimbun dalam sel-sel hati. Kondisi nekrosis pada gambaran
histologi ditandai dengan menghilangnya inti sel.. Proses perubahan tersebut
terdiri dari tahap proses piknosis, karioseksis dan kariolisis (Bataller dan Brenner,
2005).
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2.5. Tinjauan tentang Karbon Tetraklorida

Karbon tetraklorida (CCls) adalah senyawa hepatotoksik yang dapat
menyebabkan kerusakan hati akibat adanya radikal bebas yang bersifat reaktif.
Struktur CCls dapat dilihat pada gambar 2.6. Produk metabolik dari CCls yang
berupa radikal bebas adalah triklorometil. Triklorometil yang bertemu oksigen akan
membentuk radikal triklorometilperoksi yang mampu menyerang lipid membran
endoplasmik retikulum dengan kecepatan yang melebihi triklometil. Senyawa
tersebut bertanggung jawab terhadap terjadinya toksisitas dan produksi
peroksidasi lipid (Basu, 2003). Kondisi stres oksidatif dan peroksidasi lipid terjadi
melalui sitokrom P4502E1 (CYP2E1) akibat tingginya kadar radikal yang sangat
reaktif. Spesies oksigen reaktif (ROS) yang dihasilkan dari CCls; merangsang
hepatosit untuk mengeluarkan sinyal untuk aktivasi sistem kekebalan tubuh dan sel-
sel Kupffer untuk memperburuk peradangan hati dengan menghasilkan berbagai
sitokin ROS dan sitokin proinflamasi sehingga menyebabkan kerusakan yang

ditandai dengan nekrosis hepatoseluler (Kim dkk., 2011).

Cl

e C

Cl

\Cl

Gambar 2. 6 Struktur Karbon Tetraklorida (ChemDraw 2010)

Beberapa efek dapat ditimbulkan akibat terpapar oleh senyawa CCls. Dosis
rendah dapat memberikan efek berupa hilangnya sekuestrasi Ca?*, gangguan
homeostasis lipid, pelepasan sitokin yang berbahaya, dan peristiwa apoptosis yang
selanjutnya diikuti oleh proses regenerasi. Pemberian CCls dengan dosis yang lebih
tinggi akan memberikan efek yang lebih serius dan bersifat permanen seperti

degenerasi lemak, fibrosis, sirosis, dan kanker (Weber dkk., 2003). Berdasarkan
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efek yang ditimbulkan oleh CCls; maka senyawa ini sering digunakan dalam
penelitian terkait dengan cedera hati akut maupun kronis pada sebagian kasus
penyakit hati (Kim dkk., 2011).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental
laboratorik dengan menggunakan hewan uji sebagai subjek penelitian yang
bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun tebu (Saccharum
officinarum L.) dengan tingkatan dosis yang berbeda terhadap kadar bilirubin dan

histopatologi hati tikus yang terinduksi karbon tetraklorida (CCls).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia sebagai tempat ekstraksi
daun tebu dan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi Universitas Jember
sebagai tempat perlakuan hewan coba dan pengukuran kadar bilirubin serta
pembuatan preparat histopatologi hati. Penelitian ini dilakukan pada bulan
September 2019 sampai Juni 2020.

3.3 Penentuan Populasi Sampel
Pengelompokkan sampel dilakukan dengan cara simple random sampling

menjadi 6 kelompok. Penentuan jumlah tikus tiap kelompok dihitung dengan
menggunakan rumus Federer (Ridwan, 2013) :

(n-1) (t-1) >15

(n-1) (6-1) >15

(n-1) (5) >15

n-1 >3

n >4
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keterangan : n = besarnya sampel tiap kelompok
t = banyaknya kelompok
Berdasarkan perhitungan diatas maka sampel yang digunakan pada tiap
kelompok minimal 4 ekor tikus dan jumlah kelompok yang digunakan adalah 6
kelompok. Sehingga total tikus yang digunakan dalam penelitian ini adalah 24
ekor tikus. Sebelum penelitian dilakukan uji etik diajukan ke Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.4 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian antara lain blender, rotary evaporator,
neraca analitik digital (Ohaus), timbangan hewan coba, destilator, spuit injeksi
(Terumo), sonde, papan fiksasi, pipa kapiler, alat gelas, mortir, stemper, sentrifuge
(Hettich, EBA 20), microtube, mikrotib, mikropipet (Socorex Swiss), mikroskop,

mikrotom dan fotometer (Biolyzer 100).

3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain daun tebu (Saccharum
officinarum L) dari Pakis Jember, Milk Thistle Silybum marianum (Puritan’s
Pride), etanol 96%, CMC Na 1%, aquadest, karbon tetraklorida (Merck), eter,
klorofom, neutral buffered formaline (NBF), paraffin, xylene, pewarna

hematoxylin eosin.
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3.5 Kelompok Perlakuan

Pada penelitian ini digunakan 24 tikus yang terbagi dalam 6 kelompok antara
lain kelompok normal, kontrol negatif, kontrol positif dalam kelompok perlakuan
dengan dosis 300, 400 dan 500 mg/kgBB.

1. Kelompok Normal : Kelompok tikus yang diberi perlakuan CMC Na 1%
secara per oral selama 14 hari kemudian diinduksi
aquadest 1 mL/kgBB.

2. Kelompok Negatif : Kelompok tikus yang diberi perlakuan CMC Na
1% secara per oral selama 14 hari kemudian diinduksi
larutan CCls dengan dosis 1 mL/kgBB.

3. Kelompok Positif : Kelompok tikus yang diberi perlakuan suspensi Milk
Thistle Silybum marianum dengan dosis 100 mg/kgBB
secara per oral selama 14 hari kemudian diinduksi
larutan CCls dengan dosis 1 mL/kgBB.

4. Kelompok Uji 1 . Kelompok tikus yang diberi perlakuan dengan
suspensi ekstrak etanol daun tebu dengan dosis 300
mg/kgBB secara per oral selama 14 hari kemudian
diinduksi larutan CCls dengan dosis 1 mL/kgBB.

5. Kelompok Uji 2 . Kelompok tikus yang diberi perlakuan dengan
suspensi ekstrak etanol daun tebu dengan dosis 400
mg/kgBB secara per oral selama 14 hari kemudian
diinduksi larutan CCls dengan dosis 1 mL/kgBB.

6. Kelompok Uji 3 . Kelompok tikus yang diberi perlakuan dengan
suspensi  ekstrak etanol daun tebu dosis 500
mg/kgBB secara per oral selama 14 hari kemudian

diinduksi larutan CCls dengan dosis 1 mL/kgBB.
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Penelitian ini menggunakan post test with control
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grup design.

Pengukuran kadar bilirubin pada tikus dilakukan sebelum dan sesudah diinduksi

CCL yang selanjutnya dibuat preparat hati. Tikus dibagi menjadi 6 kelompok

yang terdiri dari 1 kelompok normal, 2 kelompok kontrol, dan 3 kelompok

perlakuan. Rancangan penelitian mengikuti metode Chiu dkk (2018) yang

dimodifikasi. Rancangan penelitian ditunjukkan pada gambar 3.1

Gambar 3. 1Skema Rancangan Penelitian

Keterangan :
: Populasi hewan coba
R : Randomisasi hewan coba
S : Sampel hewan coba
K : Kelompok
N
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: Normal tikus dengan pemberian CMC Na 1 % secara per oral

selama 14 hari kemudian diinduksi dengan aquadest 1 mL/kgBB.
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: Kontrol negatif tikus dengan pemberian CMC Na 1 % secara per
oral selama 14 hari kemudian diinduksi CCls 1 mL/kgBB.

: Kontrol positif tikus dengan pemberian Milk Thistle Silybum
marianum secara per oral selama 14 hari kemudian diinduksi CCls 1
mL/kgBB.

. Perlakuan tikus dengan pemberian suspensi ekstrak etanol daun
tebu dosis 300 mg/kgBB selama 14 hari kemudian diinduksi CCla

1 mL/kgBB.
. Perlakuan tikus dengan pemberian suspensi ekstrak etanol daun

tebu dosis 400 mg/kgBB selama 14 hari kemudian diinduksi CCla

1 mL/kgBB.

. Perlakuan tikus dengan pemberian suspensi ekstrak etanol daun
tebu dosis 500 mg/kgBB selama 14 hari kemudian diinduksi CCls 1
mL/kgBB.

: Lama perlakuan selama 14 hari
- Induksi aquadest dosis 1 mL/kgBB secara intraperitonial
: Induksi CCls dosis 1 mL/kgBB secara intraperitonial

: Pembedahan dan pengambilan organ hati serta pengukuran kadar
bilirubin setelah perlakuan

: Pembuatan preparat histologi hati

3.7 Variabel Penelitian
3.7.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian adalah dosis ekstrak etanol daun tebu merah
(Saccharum officinarum L) yaitu 300 mg/kgBB, 400 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB.

3.7.2 Variabel Terikat
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Variabel terikat pada penelitian ini adalah penurunan kadar bilirubin dan

gambaran histopatologi hati.

3.7.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode ekstraksi, berat badan

tikus, usia tikus, jenis galur tikus, jenis kelamin tikus dan kondisi pemeliharaan dan

perlakuan hewan uji.

3.8 Definisi Operasional Penelitian

1.

Daun tebu yang digunakan dalam pembuatan ekstrak pada penelitian ini
berasal tanaman tebu merah yang diambil dari daerah Pakis Kecamatan Panti
Kabupaten Jember yang sudah dideterminasi di Politeknik Negeri Jember.
Bagian daun tebu merah yang digunakan adalah seluruh bagian dari daun

Tikus yang digunakan vyaitu tikus jantan galur Wistar dengan usia 8-12
minggu dengan berat badan 180-200 gram dan dalam kondisi sehat
(Mahmoodzadeh dkk., 2017).

Ekstrak etanol daun tebu merah memiliki efek sebagai hepatoprotektor
apabila dapat menurunkan kadar bilirubin secara signifikan jika dibandingan
dengan kontrol negatif.

Pengamatan histopatologi hati dapat dilakukan dengan melihat kerusakan
seperti infiltrasi sel inflamasi dan vakuolisasi (Cheng dkk., 2009).

Kadar bilirubin dilihat dari darah tikus pada hari ke-15 sebagai data post test
yang kemudian diukur dengan fotometer. Kadar normal bilirubin pada tikus
yaitu 0,00 — 0,55 mg/dL (Hull dan Agarwal, 2014).

3.9 Prosedur Penelitian

3.9.1 Tahap Persiapan
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a. Pembuatan Simplisia Daun Tebu

Sampel daun tebu merah yang berasal dari tanaman tebu merah dengan usia
sekitar dua bulan diambil sebanyak 4 kg kemudian dicuci dengan air mengalir. Daun
tebu dipotong menjadi ukuran yang lebih kecil. Selanjutnya potongan daun tebu
tersebut dikeringkan kemudian diperkecil lagi ukurannya dengan diblender sehingga
diperoleh serbuk daun tebu. Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode
maserasi dengan pelarut etanol 96 % yang telah didestilasi sebelumnya. Serbuk daun
tebu direndam dalam etanol 96 % dengan perbandingan 1:10 selama 2 x 24 jam dan
sesekali diaduk serta ditutup rapat. Maserat kemudian disaring dengan corong
buchner sehingga dihasilkan ekstrak cair tanpa ampas. Ampas dari sisa maserasi
selanjutnya diremaserasi menggunakan etanol 96% dengan perbandingan 1:5 dan
kemudian disaring dengan corong buchner. Hasil maserasi dan remaserasi
kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C agar
diperoleh ekstrak kental.

b. Pembuatan CMC Na 1%

Suspensi CMC Na dibuat dengan menimbang 1 g CMC Na kemudian
ditaburkan dalam 30 ml aquadest dan dibiarkan mengembang selama 1 hari.
Selanjutnya CMC Na yang telah mengembang diaduk sampai homogen dan
ditambahkan air sampai 100 ml.

c. Pembuatan Suspensi Milk Thistle Silybum marinum 100 mg/kgBB

Suspensi Milk Thistle Silybum marianum dibuat dengan menimbang sebanyak
4,133 gram kemudian ditambahkan 120 ml CMC Na 1 % dan dihomogenkan.
Suspensi Silymarin dengan dosis 100 mg/kgBB diberikan pada kelompok kontrol
positif (Athokpam dkk., 2017).

d. Pembuatan Suspensi Ekstrak Etanol Daun Tebu

Suspensi ekstrak etanol daun tebu dibuat dengan dosis 300 mg/kgBB, 400
mg/kgBB dan 500 mg/kgBB. Suspensi ekstrak etanol daun tebu dosis 300 mg/kgBB
dibuat dengan menambahkan 4500 mg ekstrak daun tebu kedalam 150 ml suspensi
CMC Na 1 %. Suspensi ekstrak etanol daun tebu dosis 400 mg/kgBB dibuat dengan
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menambahkan 6000 mg ekstrak daun tebu kedalam 150 ml suspensi CMC Na 1 %.
Suspensi ekstrak etanol daun tebu dosis 500 mg/kgBB dibuat dengan menambahkan
7500 mg ekstrak daun tebu kedalam 150 ml suspensi CMC Na 1 %.
3.9.2 Tahap Persiapan Hewan Uji

Tikus jantan galur wistar diadaptasikan dengan lingkungan laboratorium
selama 7 hari di Laboratorium Farmakologi dan Toksikologi Fakultas Farmasi
Universitas Jember dengan pemberian pakan dan minum secukupnya. Sebelum
dilakukan penelitian, tikus ditimbang terlebih dahulu untuk mengetahui berat badan
tikus agar memenuhi kriteria penelitian. Selanjutnya tikus dikelompokkan secara
acak kedalam 6 kelompok dengan masing-masing kelompok terdiri dari 4 tikus.
3.9.3 Tahap Perlakuan Hewan Uji

Penelitian dilakukan dengan menggunakan 24 tikus yang telah terbagi
dalam 6 kelompok secara acak. Perlakuan pada tikus dilakukan selama 14 hari. Pada
hari ke-14 seluruh hewan uji selain kelompok normal diinduksi hepatotoksin CCla
dengan dosis 1 mL/kgBB secara intraperitonial satu jam setelah pemberian
perlakuan (Panjaitan dkk., 2007). Dua puluh empat jam setelah pemberian CCl4
hewan uji dibedah untuk diambil organ heparnya untuk pembuatan preparat
histologi hati. Selain itu, hewan uji diambil darahnya melalui intracardiac untuk
dilakukan pengukuran kadar bilirubin sebagai data post.
3.9.4 Tahap Pengambilan Sampel Darah Post Test

Setelah pemberian perlakuan selama 14 hari, pengambilan darah dilakukan
sebagai data post test. Darah diambil melalui intracardiac sebanyak 2 ml. Darah
diletakkan pada microtube dan didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang
kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit sehingga
diperoleh serum darah. Serum yang diperoleh dipisahkan dengan menggunakan
mikropipet dan siap dianalisis dalam pengecekan kadar bilirubin.

3.9.5 Tahap Pengukuran Kadar Bilirubin
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Pengukuran kadar bilirubin dilakukan pada hari ke-0 dan satu hari setelah
pemberian CCls, Pengukuran kadar bilirubin terdiri dari pengukuran blanko dan
sampel darah. Pada preparasi blanko, R1 sebanyak 50 pl diletakkan pada tabung
reaksi kemudian ditambah dengan R3 sebanyak 250 pl dan sampel serum darah
sebanyak 50 pl. Selanjutnya campuran tersebut diinkubasi selama 10 menit
kemudian ditambahkan R4 sebanyak 250 pl dan diinkubasi kembali selama 5 menit.
Setelah preparasi selesai, kadar blanko dapat diukur dengan menggunakan alat
fotometer. Pengukuran sampel serum darah dilakukan dengan mencampurkan 50 pl
R1, 12,5 pl R2, 250 pl R3 dan 50 pl sampel serum darah. Selanjutnya campuran
tersebut diinkubasi selama 10 menit kemudian ditambahkan R4 sebanyak 250 pl dan
diinkubasi kembali selama 5 menit. Setelah preparasi, kadar sampel bilirubin dapat
diukur dengan menggunakan alat fotometer (Analyticon. tanpa tahun).

3.9.6 Tahap Perhitungan Berat Organ Relatif

Organ hati yang telah diambil kemudian dibersihkan menggunkan air lalu
ditimbang untuk mengetahui bobot absolut. Selanjutnya dilakukan perhitungan berat
relatif organ hati dengan cara :

berat organ % 100 %
berat badan 0

Berat badan hewan uji yang digunakan dalam penimbangan adalah berat
terakhir sebelum hewan dikorbankan.
3.9.7 Tahap Preparasi Histologi

Semua hewan uji dibedah dan dikorbankan untuk diambil organ heparnya.
Sebelum tikus dikorbankan, hewan tersebut diberi eter dan kemudian dibedah.
Organ liver yang diambil kemudian disimpan dalam neutral buffered formalin
(NBF) 10 % dengan pH 7,3 selama 24 jam. Setelah itu organ didehidrasi dengan
menggunakan alkohol 70%, 80%, 90%, 95% dan alkohol absolut kemudian
dilanjutkan dengan proses clearing selama 1 jam hingga jaringan menjadi bening.
Selanjutnya dilakukan proses blocking dengan memasukkan jaringan ke dalam

paraffin sehingga menjadi blok preparat dan siap untuk dipotong dengan mikrotom.
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Blok paraffin dipotong secara melintang dengan tebal potongan 4-5 pm.
Potongan jaringan diletakkan pada water bath kemudian diambil dengan gelas
objek. Selanjutnya dilakukan pewarnaan dengan hematoksilin-eosin. Proses
pewarnaan diawali dengan deparafinasi dengan xylol I, xylol Il dan dilanjutkan
dengan proses rehidrasi alkohol bertingkat lalu dialiri air mengalir. Kemudian
dilakukan pewarnaan dengan hematoksilin selama 2-5 menit dan dicuci dengan air
lalu dilanjutkan dengan pewarnaan eosin selama 2 menit. Selanjutnya gelas objek
dicuci dengan air mengalir dan dilakukan proses dehidrasi dengan alkohol lalu
preparat dimasukkan dalam xylol 1 dan xylol 11 kemudian direkatkan dengan
entelan dan ditutup dengan cover glass. Analisis preparat hati dilakukan dengan
menggunakan mikroskop cahaya pada perbesaran 40x dan 400x (Schachet
dkk., 1977).

3.9 Analisis Data

Data yang akan dianalisis adalah kadar bilirubin dan berat organ relative.
Analisis data dilakukan dengan menggunakan Statistical Product and Service
Solutions (SPSS) untuk mengetahui perbedaan antara kelompok penelitian.
Data yang diperoleh diuji terlebih dahulu nilai normalitas dan homogenitasnya. Jika
nilai normalitas memenuhi syarat yaitu p>0,05 maka dilanjutkan dengan uji
parametrik one-way Analysis of Variance (ANOVA). Apabila uji ANOVA
memberikan hasil yang bermakna maka dilanjutkan uji Least Significant Defferent
(LSD) untuk mengetahui kelompok mana saja yang memiliki perbedaan yang
signifikan antar kelompok uji. Data memiliki nilai perbedaan yang bermakna
apabila nilai p<0,05. Jika data normalitas dan homogenitas tidak dapat dipenuhi
maka dilakukan uji Kruskal- Walls yang merupakan uji non parametrik dan
dilanjutkan dengan uji Mann- Whitney.

Analisis data untuk hasil histopatologi dilakukan oleh peneliti secara

deskriptif. Pengamatan mikroskopis hepar dilakukan dengan mengamati sel hepatosit
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yang mengalami vakuolisasi dan infiltrasi sel inflamasi pada 100 sel yang terbagi
dalam 5 lapang pandang. Pengamatan mikroskopis dilakukan pada perbesaraan 400
kali (Rohmani dan Rakhmawati, 2015).
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3.10 Skema Penelitian
3.10.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Tebu

Daun tebu

Dilakukan pencucian dengan air mengalir,
pengecilan ukuran, dikeringkan pada suhu ruang
yang terhindar dari sinar matahari.

Daun tebu kering

Penggilingan

Simplisia

Dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96%
selama 48 jam dengan pengadukan

Filtrat dan residu

Disaring menggunakan buchner

Ekstrak cair

Dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu
50°C

Ekstrak etanol daun tebu

Gambar 3.2 Skema Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Tebu
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3.10.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Daun Tebu terhadap Kadar
Bilirubin dan Histopatologi Hati

34

Sampel tikus
Adaptasi
Randomisasi
\4
A\ 4 \ 4 A\ 4 A A A
Kelompok Kontrol Kontrol Kelompok Kelompok Kelompok
Normal Negatif Positif Uji Uji 2 Uji 3
_ _ y Pemberian Pemberian Pemberian
Pemberian Pemberian | | Pemberian ekstrak ekstrak ekstrak
Silymarin
Cl\/lgj Na CMS Na do:is 100 daun tebu daun tebu daun tebu
0 1% ma/kgBB dosis 300 dosis 400 dosis 500
(p.0) (p.0) (0.0) mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB
(p.0) (p.0) (p-0)
Selama 14 hari l l l
Aquadest 1 Induksi Karbon tetraklorida 1 ml/kgBB (i.p)
ml/kgBB (i.p)

l

\4

test) pada hari ke-15

Pembedahan dan pengambilan darah tikus melalui jantung dan pengukuran Bilirubin (post

v

Pembuatan preparat histopatologi hati

v

Analisis data

Gambar 3.3 Skema Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Daun Tebu
terhadap Kadar Bilirubin dan Histopatologi Hati
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini, maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:
a. Ketiga dosis ekstrak etanol daun tebu (Saccharum officinarum L.)

memiliki aktivitas dalam mempertahankan kadar bilirubin serum seperti
kadar normal.

b. Ekstrak etanol daun tebu (Saccharum officinarum L.) dosis 500 mg/kgBB
merupakan dosis yang paling efektif dalam memperbaiki gambaran
histopatologi hati seperti kondisi normal dibandingkan dengan kelompok
ekstrak daun tebu dosis 300 mg/kgBB serta 400 mg/kgBB.

5.2 Saran
a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas akut maupun

kronis ekstrak etanol daun tebu (Saccharum officinarum L.) untuk
mengetahui batas aman pemberian dosis ekstrak etanol daun tebu.

b. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai bentuk sediaan farmasi
dari ekstrak etanol daun tebu (Saccharum officinarum L.) sebagai

hepatoprotektor.
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Perhitungan Dosis Karbon Tetraklorida (CCls) 1 mL/kgBB

Dosis tikus 200 gram = 2008MM 1L
1000 gram

=0,2 ml

Volume maksimal sediaan untuk 1 tikus =1 ml

Volume yang dibutuhkan:
= > tikus x Volume pemberian x ) lama perlakuan
=4 ekor x 1 ml x 14 hari
=56 ml

3.4 Perhitungan Dosis Dan Volume Suspensi Uji Yang Diberikan Pada Hewan
Coba
3.4.1 Kelompok Normal dan Negatif
Kelompok normal dan negatif diberikan CMC Na 1% (1 gram CMC Na
dalam 100 ml)

3.4.2 Kelompok Positif Dosis Milk Thistle Silybum marinum 100 mg/kgBB
Per kapsul 250 mg

80 % silymarin : 250 mg x% =200 mg
Dosis 100 mg/kg BB :11"0‘2)—;"5 X 200 g = 20mg/2ml

Volume yang dibutuhkan: X tikus X volume pemberian X X lama perlakuan
24 x2ml x 14 hari
:112 ml Volume yang dibuat 120 ml

20 mg

Kandungan silymarin dalam suspensi 120ml : X120 ml = 1200 mg

2ml
=1,2g/120ml
Serbuk Milk Thistle yang ditimbang: 1 kapsul =0,6888 g = 200 mg (0,2 g)

= 299889 1,29 =4,1328¢

02g

(6 kapsul)
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4,1328 g dalam 120 ml CMC Na 1%

3.4.3 Kelompok Uji Ekstrak Daun Tebu (300 mg/kgBB)
Untuk tikus 200 gram -M x200 g = 60 mg/2ml

1000m

Volume maksimal tikus 22ml

Volume yang dibutuhkan: X tikus X Volume pemberian X X lama pemberian
14X 2ml X 14 hari
:112ml  (Volume dibuat 150 ml)

Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 150 ml :

60 mg
ml

= 4,5 g dalam 150 ml CMC Na 1%

X 150 ml = 4500mg/150 ml

3.4.4 Kelompok Uji Ekstrak Daun Tebu (400 mg/kgBB)

Untuk tikus 200 gram : 140°0°0mg x 200 g = 80mg/2ml

Volume maksimal 1 tikus 2 ml

Volume yang dibutuhkan : Xtikus XV pemberian X X lama pemberian
:4 x2mlx 14 hari
:112 ml (Volume dibuat 150 ml)

Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 150 ml

80mg
2ml

= 6 g dalam 150 ml CMC Na 1%

X 150 ml = 6000mg/150ml

3.4.5 Kelompok Uji Ekstrak Daun Tebu (500 mg/kg BB)

. 500 500mg.
" 1000m

Untuk tikus 200 gram PRe 200 g =100mg/2ml

Volume maksimal 1 tikus :2ml

VVolume yang dibutuhkan : Xtikus XV pemberian X I lama pemberian
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: 4 x 2 ml x 14 hari
:112 ml (Volume dibuat 150 ml)
Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 150 ml

4.1 Perhitungan Persen Rendemen

berat ekstrak yang diperoleh

X 100%

Persen rendemen ——— . ,
berat simplisia yang diekstraksi

40,125
= X 100%
250 gram

16,05 %
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4.2 Kadar Bilirubin Serum Tikus

Kelompok Kadar Bilirbin rata-rata + SD

0,12
0,15
0,08
0,19

Normal 0,14 + 0,05

0,22
0,11
0,06
0,28

Positif 0,17 £0,10

0,85
0,76
0,56
0,84

Negatif 0,75+1,35

0,45

Dosis 1 0,48
(300 mg/kgBB) 0,16

0,18

0,31+0,36

0,54

Dosis 2 0,31
(400 mg/kgBB) 0,19

0,18

0,30 £0,32

0,23

Dosis 3 0,02
(500 mg/kgBB) 0,13

0,05

0,10 £0,09
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4.3 Data Berat Badan Organ Hati

Kelompok

Kadar berat relatif
organ hati

rata-rata £ SD

Normal

2,868 %
2,878 %
2,800 %
2,888 %

2,858 % + 0,430

Positif

3,136 %
3,184 %
3,186 %
3,197 %

3,175 %=+ 0,123

Negatif

3,796 %
3,802 %
3,850 %
3,829 %

3,819 %= 0,395

Dosis 1
(300 mg/kgBB)

3,660 %
3,701 %
3,757 %
3,530 %

3,662 %= 0,169

Dosis 2
(400 mg/kgBB)

3,351 %
3,318 %
3,511 %
3,379 %

3,389 % + 0,065

Dosis 3
(500 mg/kgBB)

A W NERPPMMONMNRPPMMPODNERPIPMMNODNDNRERPIPODNREPEP~MNLOODND PR Z

3,208 %
3,251 %
3,245 %
3,206 %

3,227 %+ 0,071

4.4 Hasil Analisis Data Pengukuran Kadar Bilirubin Serum

4.4.1 Uji Normalitas
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kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Statistic  |df Sig. Statistic  |df Sig.
normal ,131 4 ,999 4,998
positif ,216 4 ,949 41,709
negatif 272 4 ,833 41,175

hasil

dosisl ,289 4 ,800 41,102
dosis2 ,254 4 ,850 41,226
dosis3 ,230 4 ,939 41,645

a. Lilliefors Significance Correction

67

Makna : nilai Sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan bahwa data

sampel bilirubin terdistribusi normal.

4.4.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Hasil

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

2.010

5

18

,126

Makna : nilai Sig. > 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki varian yang

sama atau tidak terdapat perbedaan yang signifikan (homogen).

4.4.3 Uji One-Way Anova

bilirubin

ANOVA

Sum of Squares Mean Square |F Sig.
Between Groups 1.148 |5 .230( 14.280 |.000
Within Groups .289 |18 .016
Total 1.437 23
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Makna : nilai Sig. < 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan

kadar bilirubin serum yang signifikan antar kelompok perlakuan
444 UjiLSD

Dependent Variable: hasil

Multiple Comparisons

LSD
(I) kelompok  (J) kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
Positif -.03250 .08964 , 721 -.2208 .1558
Negatif -.61750" .08964 ,000 -.8058 -.4292
Normal dosisl -.18250 .08964 ,057 -.3708 .0058
dosis2 -.17000 .08964 ,074 -.3583 .0183
dosis3 .02750 .08964 , 763 -.1608 .2158
Normal .03250 .08964 721 -.1558 .2208
Negatif -.58500" .08964 ,000 -. 7733 -.3967
Positif dosisl -.15000 .08964 , 112 -.3383 .0383
dosis2 -.13750 .08964 ,142 -.3258 .0508
dosis3 .06000 .08964 ,512 -.1283 .2483
Normal .61750" .08964 ,000 4292 .8058
Positif .58500" .08964 ,000 .3967 7733
Negatif dosisl .43500 .08964 ,000 .2467 .6233
dosis2 44750 .08964 ,000 .2592 .6358
dosis3 .64500" .08964 ,000 .4567 .8333
Normal .18250 .08964 ,057 -.0058 .3708
Positif .15000 .08964 ,112 -.0383 .3383
dosisl Negatif -.43500" .08964 ,000 -.6233 -.2467
dosis2 .01250 .08964 ,891 -.1758 .2008
dosis3 .21000 .08964 ,031 .0217 .3983
Normal .17000 .08964 ,074 -.0183 .3583
Positif .13750 .08964 ,142 -.0508 .3258
dosis2 Negatif -.44750" .08964 ,000 -.6358 -.2592
dosisl -.01250 .08964 ,891 -.2008 .1758
dosis3 .19750" .08964 ,041 .0092 .3858
Normal -.02750 .08964 ,763 -.2158 .1608
dosis3
Positif -.06000 .08964 ,512 -.2483 .1283
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Negatif -.64500" .08964 ,000 -.8333 -.4567
dosisl -.21000" .08964 ,031 -.3983 -.0217
dosis2 -.19750" .08964 ,041 -.3858 -.0092

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

4.5 Hasil Analisis Data Berat Organ Hati
4.5.1 Uji Normalitas

Tests of Normality

kelompok Kolmogorov- Shapiro-Wilk
Smirnov?

Statistic [df Sig. Statistic |df Sig.
normal 344 4 .|,807 4 ,115
positif ,368 4 .|.,814 4 ,130
negatif ,254 4 .1,923 4 ,5652

hasil

dosisl ,242 4 .1,948 4 ,702
dosis2 ,300 4 .1.,879 4 ,336
dosis3 ,295 4 .|,803 4 ,107

a. Lilliefors Significance Correction
Makna : nilai Sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan

bahwa data sampel terdistribusi normal.

4.5.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

hasil
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
1,788 5 18 ,166

Makna : nilai Sig. > 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki varian yang

sama atau tidak terdapat perbedaan yang signifikan (homogen).
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4.5.3 Uji One-Way Anova

ANOVA
hasil
Sum of Squares df | Mean Square F | Sig.
Between Groups 2,424 5 ,485| 145,227 ,000
Within Groups ,060 18 ,003
Total 2,485 23

70

Makna : nilai Sig. < 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan

kadar bilirubin serum yang signifikan antar kelompok perlakuan.
454 UjiLSD

Multiple Comparisons

Dependent Variable: hasil

LSD
(I) kelompok  (J) kelompok Mean Difference | Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
(1-) Lower Bound | Upper Bound
positif -,316975" ,040858 ,000 -,40282 -,23113
negatif -,960775" ,040858 ,000 -1,04662 -,87493
normal dosisl -,803550" ,040858 ,000 -,88939 -, 71771
dosis2 -,5631250" ,040858 ,000 -,61709 -,44541
dosis3 -,368700" ,040858 ,000 -,45454 -,28286
normal ,316975 ,040858 ,000 ,23113 ,40282
negatif ,643800" ,040858 ,000 -, 72964 -,55796
positif dosisl ,486575" ,040858 ,000 -,57242 -,40073
dosis2 ,214275" ,040858 ,000 -,30012 -,12843
dosis3 -,051725 ,040858 ,222 -,13757 ,03412
normal ,960775 ,040858 ,000 ,87493 1,04662
positif ,643800" ,040858 ,000 ,55796 , 72964
negatif dosisl , 157225 ,040858 ,001 ,07138 ,24307
dosis2 ,429525" ,040858 ,000 ,34368 ,51537
dosis3 ,592075" ,040858 ,000 ,50623 ,67792
dosisl normal ,803550" ,040858 ,000 71771 ,88939
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dosis2

dosis3

positif

negatif
dosis2
dosis3
norma
positif

negatif
dosisl
dosis3
norma
positif

negatif
dosisl

dosis2

,486575"
,157225"
,272300°
,434850"
,531250"
,214275"
-,429525"
-,272300"
,162550"
,368700"

,051725

-,5692075"
-,434850"
-,162550"

,040858
,040858
,040858
,040858
,040858
,040858
,040858
,040858
,040858
,040858

,040858
,040858
,040858
,040858

,000
,001
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,001
,000
,222
,000
,000
,001

,40073
-,24307
,18646
,34901
44541
,12843
-,51537
-,35814
,07671
,28286

-,03412
-,67792
-,52069
-,24839

71

57242
,07138
35814
,52069
61709
;30012
-,34368
-,18646
24839
45454

,13757

-,50623
-,34901
-,07671
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