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RINGKASAN

Efek Ekstrak Etanol Rimpang Kunyit (Curcuma longa) Terhadap Struktur
Histologi Kolon Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang Diinduksi Dextran
Sodium Sulphate (DSS); Shofiyawati Elok Faigotul Himah; 2017: 36 halaman;
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember.

Kunyit merupakan salah satu tanaman yang biasa digunakan sebagai obat
tradisional untuk mengatasi diare. Diare merupakan salah satu gejala yang khas
pada penyakit kolitis ulseratif yaitu penyakit yang ditandai dengan inflamasi pada
lapisan mukosa sampai submukosa dinding kolon. Secara histologis inflamasi
pada kolon ditandai dengan rusaknya sel epitel, berkurangnya jumlah sel Goblet
dan memendeknya kripta. Senyawa utama yang terdapat pada rimpang kunyit
adalah kurkuminoid dan minyak atsiri. Senyawa tersebut mempunyai peranan
sebagai antiinflamasi, antidiare, antioksidan dan antikanker. Model induksi kolitis
pada tikus menggunakan senyawa Dextran Sodium Sulphate (DSS). DSS
merupakan polisakarida sulfat yang dapat menyebabkan kerusakan epitel,
kerusakan kripta dan berkurangnya jumlah sel Goblet. Penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui efek pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit dan pengaruhnya
terhadap histologi lapisan mukosa kolon tikus yang diinduksi oleh DSS.

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan hewan uji berupa tikus putih Strain Wistar sebanyak 6 ekor yang
dibagi menjadi 3 kelompok yaitu kontrol negatif (tanpa diberi DSS 1% dan tanpa
ekstrak etanol rimpang kunyit), kontrol positif (diberi DSS 1% dan tanpa ekstrak
etanol rimpang kunyit) dan kelompok perlakuan (diberi DSS 1% dan ekstrak
etanol rimpang kunyit dosis 200 mg/KgBB). Pemberian DSS dilakukan secara
ad libitum dengan cara dicampurkan pada air minum dan pemberian ekstrak
etanol rimpang kunyit dilakukan secara oral dengan volume pemberian 1 ml tiap
tikus. Pemberian DSS dilakukan selama tiga hari dimulai pada hari hari 1-3 dan
pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit diberikan pada hari ke 4-6. Tikus
dibedah pada hari ke-7. Pembuatan preparat histologi kolon tikus dengan metode

parafin dan pewarnaan HE (Haematoxylin Eosin). Parameter yang diamati pada
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penelitian ini meliputi pengukuran tinggi kripta dan penghitungan jumlah sel
Goblet lapisan mukosa bagian epitel kolon desendens tikus putih. Data yang
diperoleh akan dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA dengan taraf
kepercayaan 99% atau 0=0,01 yang dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT) untuk melihat beda nyata antar kelompok perlakuan, serta uji
korelasi Pearson untuk melihat adanya korelasi antar parameter yang diuji.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai rata-rata tinggi kripta setelah
pemberian DSS 1% vyaitu 61,67 um dan jumlah sel Goblet yaitu 11,60. Sedangkan
nilai rata-rata tinggi kripta setelah pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit pasca
induksi DSS 1% vyaitu 139,60 um dan jumlah sel Goblet yaitu 20,35. Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa pemberian DSS 1% mengakibatkan
pemendekan kripta dan menurunkan jumlah sel Goblet pada lapisan mukosa
kolon. Pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit 200 mg/KgBB setelah induksi
DSS 1% pada tikus putih mampu meningkatkan tinggi kripta dan jumlah sel
Goblet tersebut.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kunyit merupakan salah satu jenis tanaman family Zingiberaceae yang biasa
digunakan sebagai obat tradisional untuk mengatasi diare. Diare merupakan salah
satu gejala yang khas pada penyakit kolitis ulseratif yaitu penyakit yang ditandai
dengan inflamasi lapisan mukosa sampai submukosa pada dinding kolon. Secara
histologis, inflamasi pada kolon ditandai dengan rusaknya sel epitel,
berkurangnya jumlah sel Goblet dan memendeknya kripta (Geboes, 2003 ;
Kitajima et al., 1999). Inflamasi pada kolitis ulseratif juga menyebabkan
perubahan permeabilitas usus (Kitajima et al., 1999). Kolitis ulseratif yang
berkelanjutan akan menyebabkan kerusakan pada lamina propria mukosa yang
dapat menyebabkan kanker kolon (Rahman et al., 2013). Bagian utama tanaman
kunyit yang biasa dimanfaatkan sebagai obat adalah rimpangnya. Senyawa utama
yang terdapat pada rimpang kunyit adalah kurkuminoid dan minyak atsiri (Hartati,
2013). Senyawa tersebut mempunyai peranan sebagai antiinflamasi, antidiare,
antioksidan dan antikanker (Ruby et al., 1995).

Pemberian kunyit dapat mengurangi pembengkakan akibat inflamasi,
menurunkan frekuensi defekasi dan meningkatkan konsistensi feses (Akram et al.,
2010). Menurut Rahman et al. (2013) pemberian ekstrak rimpang kunyit dengan
dosis 437,5 mg/kgBB pada tikus betina Strain Sprague Dawley setelah diinduksi
karsinogen 5-fluorouracil secara ad libitum selama 5 minggu menunjukkan
struktur histologi kolon normal dengan edema muskularis mukosa ringan. Arafa et
al. (2009) menyebutkan bahwa pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit secara
oral pada tikus jantan Strain Swiss Albino dengan dosis 100 mg/kgBB yang
diinduksi DSS 3% selama 7 hari menunjukkan struktur histologi kolon normal
tanpa infiltrasi sel inflamasi, edema dan abses kripta.

Senyawa Dextran Sodium Sulphate (DSS) merupakan polisakarida sulfat
yang dapat menginduksi kolitis akut pada tikus, hamster dan babi (Solomon et al.,

2010). Pemberian DSS secara oral ternyata memberikan gambaran yang sama
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dengan penyakit Kolitis ulseratif. Pemberian DSS 1,5% pada mencit secara
ad libitum selama tujuh hari menyebabkan kerusakan pada lapisan epitel mukosa
kolon yang diikuti dengan rusaknya kripta dan berkurangnya jumlah sel Goblet
(Kim et al., 2006). Menurut Rayudu dan Raju (2014) pemberian DSS 3% pada
tikus betina Strain Wistar secara ad libitum selama tujuh hari menyebabkan
kerusakan epitel, kerusakan kripta serta berkurangnya jumlah sel Goblet.
Sedangkan Breider et al. (1997) menyebutkan bahwa pemberian DSS 5% pada
tikus jantan Strain Wistar secara ad libitum selama dua sampai enam hari
menyebabkan sebagian besar kolon distal mengalami penurunan jumlah sel
Goblet, rusaknya kripta dan peningkatan jumlah neutrofil pada lamina propria
serta edema mukosa.

Telah diketahui bahwa rimpang kunyit memiliki kandungan kurkuminoid
dan minyak atsiri yang berperan sebagai antiinflamasi. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian untuk mengkaji pengaruh pemberian ekstrak etanol rimpang
kunyit pada gambaran histologi kolon tikus putih Strain Wistar yang diinduksi
oleh Dextran Sodium Sulphate (DSS).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan maka dapat disusun
rumusan masalah yaitu bagaimana efek pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit
(Curcuma longa) terhadap struktur histologi mukosa kolon tikus putih Strain
Wistar yang diinduksi Dextran Sodium Sulphate (DSS)?.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui efek pemberian ekstrak etanol
rimpang kunyit (Curcuma longa) terhadap struktur histologi mukosa kolon tikus

putih Strain Wistar yang diinduksi Dextran Sodium Sulphate (DSS).

1.4 Batasan Masalah

Pada penelitian ini, pengamatan histologi kolon dilakukan pada lapisan
mukosa kolon desendens berupa tinggi kripta dan jumlah sel Goblet tikus putih
Strain Wistar.
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1.5 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai pemanfaatan rimpang kunyit sebagai tanaman obat tradisional
Indonesia yang dapat digunakan untuk mengatasi penyakit kolitis ulseratif.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kilasifikasi, Morfologi dan Kandungan Kimia Kunyit sebagai
Antiinflamasi

Kunyit (Curcuma longa) merupakan tanaman rempah dan obat yang
berasal dari wilayah Asia khususnya Asia Tenggara. Tanaman kunyit hidup pada
suhu antara 20-30°C (Rukmana, 2008). Adapun klasifikasi tanaman kunyit adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Class - Liliopsida

Ordo : Zingiberales
Family : Zingiberaceae
Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma longa L.

(Govaerts, 2014).

Tanaman kunyit memiliki akar yang berupa rimpang. Kulit rimpang
berwarna kecokelatan dan bagian dalamnya berwarna kuning tua. Rimpang kunyit
banyak digunakan sebagai bumbu masakan dan obat. Secara tradisional kunyit
banyak dimanfaatkan sebagai obat diare, gangguan pencernaan, cacar, obat gatal,
luka dan sesak nafas (Hartati, 2013). Morfologi dan rimpang kunyit dapat dilihat
pada Gambar 2.1

Tls— .;

(a) Tanaman Kunyit; (b)dRimpang Kunyit

Gambar 2.1 Morfologi dan rimpang kunyit (Sumber: Sari, 2012)
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Rimpang kunyit mengandung senyawa kurkuminoid yang berperan
sebagai antidiare, antiinflamasi, antioksidan, antikanker dan antimikroba (Syukur,
2010). Kurkuminoid merupakan senyawa metabolit sekunder golongan flavonoid
yang memberikan warna kuning pada rimpang kunyit (Fatmawati, 2008).
Kurkuminoid memiliki tiga komponen senyawa turunan yaitu kurkumin,
demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin (Oomah, 2000). Menurut Hartati
(2013) kandungan kurkuminoid pada rimpang kunyit berkisar antara 3-5%.
Kurkuminoid berbentuk kristal, membentuk emulsi dan tidak dapat larut dalam
air. Struktur kimia kurkuminoid dapat dilihat pada Gambar 2.2

H,CO 0 0 OCH,
] i
HO CH= CH—C— CH;— C—CH=CH OH
Curcumin- I
H o 0 ocH,
I 1l
HO CH==CH— C— CH;— C—CH=CH OH
Demethoxycurcumin
H 0 o) H
il Il
HO—D CH=(CH—C— CH;— C—CH=CH OH
Bis-demethoxycurcumin

Gambar 2.2 Struktur kimia kurkumin, demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin
(Sumber: Chattopadhyay et al., 2004)

Senyawa lain yang terkandung dalam rimpang kunyit diantaranya minyak
atsiri 2,5-6%, lemak 13%, protein 30%, pati 8%, vitamin C 45-55% dan garam-
garam mineral seperti zat besi, fosfor dan kalsium (Prasetyono, 2012). Kandungan
minyak atsiri terdiri atas senyawa keton sesquiterpen, turmeron, zingiberen,
felandren, sabinen dan borneol (Hartati, 2013). Minyak atsiri rimpang kunyit
memiliki senyawa aktif bergugus molekul mirip dengan kurkumin yang memiliki
efek antiiflamasi. Senyawa aktif minyak atsiri mampu menghambat pelepasan
IL1- dan TNF-a pada proses peradangan (Muniroh et al., 2010). Pemberian

minyak atsiri kunyit dengan dosis 1,2 mg/kgBB setelah diinduksi carragenan


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

0,1% memiliki efek antiinflamasi dengan menghambat terjadinya edema pada
telapak kaki tikus sebesar 11,32% (Salasia et al., 2002).

Mekanisme kurkumin sebagai antiinflamasi yakni dengan menghambat
enzim siklooksigenase (COX). Enzim siklooksigenase (COX) merupakan enzim
yang mengubah asam arakidonat menjadi prostaglandin G, (PGG;) kemudian
mengkatalis peroksidasi PGG, menjadi PGH,. Senyawa PGH; merupakan
prekusor pembentukan mediator inflamasi. Enzim siklooksigenase memiliki dua
bentuk yaitu COX-1 dan COX-2. COX-1 berperan dalam perlindungan saluran
gastrointestinal dan fungsi ginjal, sedangkan COX-2 akan terinduksi apabila pada
jaringan mengalami peradangan (Rahmana et al., 2009). Kurkumin menghambat
aktivitas enzim siklooksigenase-2 (COX-2) sehingga menurunkan produksi
prostaglandin (Erlina et al., 2009).

Meltyza et al. (2015) menyebutkan bahwa pemberian ekstrak etanol kunyit
putih secara oral dengan dosis 900 mg/KgBB setelah diinduksi carragenan
memiliki efek antiinflamasi dengan menghambat terjadinya edema pada telapak
kaki tikus. Menurut Erlina et al. (2009) pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit
secara oral pada tikus putih Strain Wistar dengan dosis 1000 mg/KgBB setelah
diinduksi carrageenan dapat menurunkan edema pada telapak kaki tikus sebesar
78,37%. Sedangkan menurut Rahman et al. (2013) pemberian ekstrak rimpang
kunyit dengan dosis 437,5 mg/KgBB pada tikus betina Strain Sprague Dawley
setelah diinduksi karsinogen 5-fluorouracil secara ad libitum selama lima minggu
menunjukkan struktur histologi kolon normal dengan edema muskularis mukosa

ringan

2.2 Struktur Anatomi dan Histologi Kolon Tikus

Kolon merupakan struktur yang membentuk sebagian besar usus besar,
berbentuk tabung muskular berongga yang memanjang dari sekum sampai
rektum. Kolon berfungsi untuk penyerapan air, elektrolit dan mineral lain. Kolon
mengabsorbsi air dan elektrolit hingga 90%, mengubah cairan kimus menjadi

semi padat yang disebut feses. Bakteri yang terdapat pada kolon berfungsi
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mencerna selulosa sehingga menghasilkan nutrien bagi tubuh, menghasilkan
vitamin K dan gas yang menyebabkan bau pada feses (Sherwood, 2013).

Struktur anatomi usus besar tikus tersusun atas sekum, kolon asendens
(proksimal), kolon tranversum (tengah), kolon distal (desendens) dan rektum.
Panjang sekum sampai rektum pada tikus sekitar 14 cm. Tikus memiliki sekum
yang besar, berbentuk kantong lebar seperti huruf J dan berfungsi untuk
fermentasi sisa makanan oleh bakteri, menghasilkan asam lemak, memproduksi
vitamin K dan beberapa vitamin B. Struktur anatomi kolon pada tikus berbeda
dengan manusia. Lapisan luar pada kolon tikus tidak membentuk taenia coli dan
haustra serta memiliki serosa yang halus. Kolon asendens memanjang dari sekum
dan melipat menuju kolon tranversum. Kolon tranversum pendek dan tidak
membentuk lipatan. Kolon desendens merupakan lanjutan dari kolon tranversum
dan terbentuk fecal pellets (Treuting dan Dintzis, 2012). Struktur anatomi kolon
tikus dapat dilihat pada Gambar 2.3

4 .
lleum N .
\ A Cecum
7 ;

Proximal colon

Mid colon

Gambar 2.3 Struktur anatomi kolon tikus (Sumber : (Treuting dan Dintzis, 2012)

Struktur histologi kolon tikus sama dengan manusia yaitu terdiri atas
empat lapisan yakni mukosa, submukosa, muskularis dan serosa. Lapisan mukosa

terdiri atas sel epitel, lamina propria dan muskularis mukosa. Pada lapisan mukosa
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tidak terdapat vili, tersusun atas epitel kolumnar dan memiliki kripta Lieberkuhn
yang terletak lebih dalam serta memiliki sel Goblet yang lebih banyak daripada
usus halus (Leeson et al., 1996). Pada lamina propria terdapat banyak sel limfoid
dan nodul limfoid yang tersebar sampai ke submukosa. Lapisan submukosa pada
tikus lebih tipis daripada manusia. Lapisan muskularis terdiri atas serabut otot
longitudinal dan sirkular. Lapisan serosa merupakan lapisan intraperitoneal kolon
yang terdiri atas pembuluh darah dan jaringan adiposa (Mescher, 2012 ; Treuting
dan Dintzis, 2012). Struktur histologi kolon tikus dapat dilihat pada Gambar 2.4

(a) mukosa; (b) submukosa; (c) muskularis; (d) serosa; (€) lamina propria; (f)
muskularis mukosa; (g) kripta Lieberkuhn; (f) sel Goblet

Gambar 2.4 Struktur histologi kolon tikus (Parker dan Picut, 2016)

2.3 Mekanisme Senyawa Dextran Sodium Sulphate (DSS) dalam Induksi
Kolitis

Senyawa Dextran Sodium Sulphate (DSS) merupakan polimer kompleks

dari sintesis glukosa oleh bakteri Leuconostoc sp. dan Streptococcus sp. (Bailey

dan Bourney, 1961). DSS merupakan polianionik turunan dari dekstran yang

membentuk rantai lurus dan bercabang dan memiliki berat molekul antara 5-1400

KDa serta memiliki kelarutan yang tinggi dalam air (Solomon et al., 2010).
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DSS diketahui dapat menginduksi kolitis ulseratif. Kolitis ulseratif
merupakan penyakit inflamasi usus besar yang terjadi di lapisan mukosa dan
submukosa (Patel, 2006). Kolitis menyebabkan pendarahan rektal, diare,
penurunan berat badan, penyusutan kolon, perubahan permeabilitas usus dan
pembengkakan kolon (Hock et al., 2011). Secara histologi, DSS dapat
menyebabkan rusaknya sel epitel, berkurangnya jumlah sel Goblet dan rusaknya
kripta (Kitajima et al., 1999). Sel Goblet pada kolon berfungsi sebagai barier
pada bagian mukosa kolon dengan mengeluarkan senyawa mucin. Barier pada sel
Goblet berfungsi melindungi kolon terhadap zat kimia makanan dan mencegah
penempelan bakteri yang akan masuk ke sel epitel ( Kim dan Ho, 2010).

Pemberian DSS dapat menginduksi kolitis dan meningkatkan populasi
bakteri family Enterobacteriacea, Bacterodaceae dan Clostridium sp., yang
menghasilkan senyawa bersifat toksik pada lapisan mukosa kolon. Senyawa
tersebut dapat menyebabkan kerusakan sel epitel kripta dan menginduksi reaksi
inflamasi pada lapisan mukosa kolon (Sartor et al., 1989 ; Okayasu et al., 1990).
Pemberian DSS juga menyebabkan sekresi prostaglandin yang berlebihan dan
meningkatkan permeabilitas mukosa kolon serta merusak barier mukosa kolon
(Kitajima et al., 1999).

Kim et al. (2006) menyebutkan bahwa pemberian DSS 1,5% pada mencit
secara ad libitum selama tujuh hari menyebabkan kerusakan pada lapisan epitel
mukosa kolon yang diikuti dengan rusaknya kripta dan berkurangnya jumlah sel
Goblet. Menurut Rayudu dan Raju (2014) pemberian DSS 3% pada tikus betina
Strain Wistar secara ad libitum selama tujuh hari menyebabkan kerusakan epitel,
kerusakan kripta, berkurangnya jumlah sel Goblet serta infiltrasi sel inflamasi.
Sedangkan Breider et al. (1997) menyebutkan bahwa pemberian DSS 5% pada
tikus jantan Strain Wistar secara ad libitum selama 2-6 hari menyebabkan
sebagian besar kolon distal mengalami penurunan jumlah sel Goblet, peningkatan
neutrofil pada lamina propria serta edema mukosa. Pemberian DSS secara terus

menerus dapat menimbulkan karsinoma pada kolon (Kim et al., 2006).
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2.4 Hipotesis

Pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit (Curcuma longa) meningkatkan
tinggi kripta dan jumlah sel Goblet pada organ kolon tikus putih Strain Wistar
yang diinduksi Dextran Sodium Sulphate (DSS).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2017 sampai dengan
April 2017. Tempat penelitian di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari kandang metabolik,
wadah penampung urin, botol minum tikus, jarum sonde tikus, kamera digital,
talenan, pisau, baki stainless steel, baki plastik, sendok plastik, sendok stainless
steel, timbangan analitik (ohaus), kain saring, beaker glass 600 ml, botol scott 100
ml, botol scott 1000 ml (Duran), corong plastik kecil, spatula, cawan porselen,
saringan tepung, rotary evaporator, cup ekstrak kecil, waterbath, cawan petri,
silet, botol reagen, staining jar, botol flakon, bunsen, mikrotom, scalpel, oven

(Incucell), hot plate, mikroskop (Olympus) dan Optilab.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini terdiri atas hewan uji berupa tikus
putih (Rattus norvegicus) Strain Wistar umur 2 bulan dengan berat badan + 200
gram sebanyak 6 ekor yang diperoleh dari LPPT4 Yogyakarta, pakan pellet BR
(Broiler) 1 Plus, akuades, rimpang kunyit yang diperoleh dari Pasar Tanjung
Jember, etanol 70%, kertas saring, Dextran Sodium Sulphate (DSS) merek Sigma
Aldrich, larutan PBS (Phospat Buffer Saline) formalin 10%, NaCl 0,9%, parafin,
alkohol absolut, gliserin, albumin, xylol, gelas benda, gelas penutup, pewarna

Haematoxylin-Eosin dan entellan.

3.3 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap

(RAL) yang bertujuan untuk menguji pengaruh perlakuan pada kelompok uji yang

dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada penelitian ini digunakan 6 ekor
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tikus putih (Rattus norvegicus) umur 2 bulan dengan berat badan rata-rata 200

gram dan dibagi menjadi 3 kelompok dengan dua kali ulangan. Hewan uji

diberikan DSS dan ekstrak etanol rimpang kunyit masing-masing selama tiga hari.

Pembagian kelompok perlakuan tikus pada penelitian ini sebagai berikut :

Kelompok 1 :kelompok kontrol negatif (tanpa diberi DSS 1% dan tanpa ekstrak
etanol rimpang kunyit).

Kelompok 2 :kelompok kontrol positif (diberi DSS 1% dan tanpa ekstrak etanol
rimpang kunyit).

Kelompok 3  :kelompok perlakuan (diberi DSS 1% dan ekstrak etanol rimpang
kunyit dosis 200 mg/KgBB).
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3.4 Alur penelitian
Alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1

6 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) umur 2 bulan

'

Diadaptasi 7 hari (Aklimatisasi)

| j |
Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3
Kontrol negatif Kontrol positif Perlakuan dosis
(tanpa diberi DSS (diberi DSS 1% dan (diberi DSS 1% dan
1% dan tanpa tanpa ekstrak etanol ekstrak etanol rimpang
ekstrak etanol rimpang kunyit) kunyit 200 mg/KgBB).
rimpang kunyit).

Pembedahan dan pengambilan organ kolon pada hari ke 7

v

Pembuatan sediaan preparat histologi kolon

v

Pengamatan histologi kolon : tinggi kripta dan jumlah sel Goblet.

v

Analisis data

Gambar 3.1 Alur penelitian


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

14

3.5 Metode
3.5.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Rimpang Kunyit

Rimpang kunyit dikupas, dicuci kemudian diiris tipis dan dikeringanginkan.
Rimpang kunyit kemudian dimasukkan dalam oven pada suhu 50°C kemudian
digiling dan diayak sehingga diperoleh serbuk simplisia. Serbuk simplisia diayak
menggunakan ayakan tepung dan dimaserasi dengan cara merendam simplisia
menggunakan etanol 70% dan didiamkan selama 2x24 jam. Perbandingan
simplisia rimpang kunyit dengan etanol adalah 1:10. Hasil maserasi disaring
menggunakan kain saring dan kertas saring. Hasil penyaringan diuapkan
menggunakan alat rotary evaporator dengan suhu 80°C sampai diperoleh filtrat
rimpang kunyit. Pasta ekstrak etanol rimpang kunyit diperoleh dari filtrat rimpang
kunyit yang telah diuapkan menggunakan waterbath untuk menghilangkan
kandungan etanol dan air (Maharani dan Bachri, 2015).

3.5.2 Perlakuan Hewan Uji

Tikus ditempatkan di kandang metabolik, diberi pakan berupa pelet Broiler
1 (BR) Plus dan diberi minum akuades steril secara ad libitum. Tikus diberikan
perlakuan DSS 1% (Lampiran A) secara ad libitum dengan cara dicampurkan
pada air minum dengan volume pemberian 50 ml tiap tikus selama tiga hari.
Ekstrak etanol rimpang kunyit diberikan dengan dosis 200 mg/KgBB (Lampiran
A) secara oral menggunakan jarum sonde lambung. Pemberian ekstrak dilakukan
sehari sekali dengan volume pemberian 1 ml tiap tikus selama tiga hari.
Pemberian DSS dilakukan selama tiga hari dimulai pada hari ke 1-3 dan
pemberian ekstrak kunyit diberikan pada hari ke 4-6. Kemudian tikus dibedah
pada hari ke 7.

3.5.3 Pembuatan Preparat Histologi Kolon Tikus

Sebelum dilakukan pembuatan preparat histologi kolon, tikus dibius
menggunakan klorofom dan diletakkan di atas papan bedah dengan posisi
terlentang. Permukaan abdomen dibuka sampai organ kolon terlihat, kemudian

organ kolon dipotong sekitar 5 cm diatas rektum.
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Menurut Suntoro (1983), pembuatan preparat histologi dilakukan dengan
tahapan sebagai berikut :
a. Fiksasi, Dehidrasi dan Clearing

Organ kolon yang telah diambil dicuci dengan NaCl 0,9%, kemudian
dimasukkan ke dalam botol flakon yang berisi larutan fiksatif PBS formalin 10%,
dan didiamkan selama minimal 24 jam. Proses dehidrasi menggunakan alkohol
bertingkat yaitu mulai alkohol 30% hingga 95% masing-masing selama 30 menit,
kemudian dimasukkan kedalam alkohol absolut selama 1-2 jam. Proses clearing
dilakukan dengan xylol selama semalam (overnight).

b. Infiltrasi dan Embedding (Penanaman)

Infiltrasi dilakukan secara bertingkat dengan menggunakan xylol paraffin 1:1
selama 30 menit, setelah itu menggunakan parafin I, II, 11l masing-masing 30
menit. Infiltrasi menggunakan parafin dilakukan pada suhu 50-56°C. Setelah
infiltrasi kemudian dilakukan penanaman organ kolon pada blok parafin yang
telah dicairkan dengan cepat sebelum menjadi beku kembali.

c. Penyayatan (Sectioning) dan Perekatan (Affixing)

Penyayatan dilakukan menggunakan rotary microtom dengan ketebalan
6 um. Sayatan direkatkan pada gelas benda yang telah dilapisi perekat gliserin dan
albumin sehingga didapatkan irisan melintang preparat kolon.

d. Pewarnaan (Staining)

Irisan preparat kolon yang akan dilakukan pewarnaan terlebih dahulu
deparafinasi menggunakan xylol selama 15 menit, kemudian dilakukan hidrasi
menggunakan alkohol bertingkat mulai dari alkohol absolut, 95%-70% sebanyak
3-4 celupan. Selanjutnya dilakukan pewarnaan dengan Haematoxylin selama 3-7
detik, dicuci dengan akuades kemudian preparat dimasukkan kedalam alkohol
30%-70% setelah itu dilakukan pewarnaan dengan Eosin selama 3 menit. Preparat
dimasukkan kembali dalam alkohol 70%-95% dan alkohol absolut selama 2-3

menit. Selanjutnya dimasukkan kedalam xylol selama 10 menit.
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e. Penutupan (Mounting)

Preparat diberi entellan kemudian ditutup dengan cover glass, dikeringkan di
atas hot plate agar terbebas dari gelembung udara dan dapat diamati dengan
menggunakan mikroskop.

3.6 Parameter Penelitian

Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah pengamatan histologi
kolon desendens. Pengamatan histologi kolon dilakukan dengan mengukur tinggi
kripta dan menghitung jumlah sel Goblet. Pengukuran tinggi kripta dan
penghitungan jumlah sel Goblet dilakukan menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 100x.

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh akan dilakukan analisis statistik kuantitatif menggunakan
aplikasi software SPSS uji One Way ANOVA dengan taraf kepercayaan 99 %
atau oo = 0,01 dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk
melihat beda nyata antar kelompok perlakuan. Selanjutnya dilakukan uji korelasi
Pearson untuk melihat adanya korelasi antar parameter yang diuji (Steel dan
Torrie, 1991).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Pemberian Dextran sodium sulphate (DSS) 1% mengakibatkan
pemendekan kripta dan menurunkan jumlah sel Goblet pada lapisan mukosa
kolon. Pemberian ekstrak etanol rimpang kunyit 200 mg/KgBB setelah induksi
DSS 1% pada tikus putih dapat meningkatkan tinggi kripta dan jumlah sel Goblet.
Terdapat korelasi yang sangat kuat antara tinggi kripta dan jumlah sel Goblet
sehingga peningkatan tinggi kripta juga berpengaruh terhadap peningkatan jumlah
sel Goblet.

5.2 Saran

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pemberian DSS sebagai model
induksi kolitis serta peranan ekstrak etanol kurkumin secara khusus sebagai
senyawa antiinflamasi, sehingga untuk penelitian lebih lanjut perlu dilakukan

pengamatan histopatologi berupa sel radang.
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LAMPIRAN

A. Penentuan Dosis Ekstrak Tepung Kedelai Hitam
1. Penentuan dosis ekstrak etanol rimpang kunyit
- Dosis per tikus = 100 mg/KgBB

= 0,1 g/KgBB
= 0,1 g/1000grBB
=0,0001
=0,0001 x 200 g
= 0,02 g/ 200gBB
- Perlakuan dosis 200 mg/KgBB = 0,04 g/ 200gBB
(Arafa et al., 2009)
2. Penentuan dosis DSS
Dosis DSS pada tikus dengan berat badan 200 gram ialah 1% atau
1 g/100mL akuades (Kim et al., 2006).
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B. Hasil Analisis Uji One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Ekstrak
Etanol Rimpang Kunyit Terhadap Tinggi Kripta Kolon

Tests of Normality

Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
TinggiKript ~ Kontrol Negatif 149 18 200(%) 926 18 167
a
Kontrol Positif .140 18| .200(*) .906 18 072
Perlakuan 155 18 | .200(*) .952 18 461
* This is a lower bound of the true significance.
a Lilliefors Significance Correction
Descriptives
TinggiKripta
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
Egggﬁ} 18 | 157.2166 | 22.19466 | 5.23133 | 146.1794 | 168.2537 128.01 212.15
gggittrhc‘)l 18| 61.6681 | 16.76233 | 3.95092 | 53.3324 | 70.0038 | 41.74  105.18
Perlakuan | 18 | 139.6036 | 24.13392 | 5.68842 | 127.6021 | 151.6052 100.49 198.45
Total 54 | 119.4961 | 46.81042 | 6.37009 | 106.7193 | 132.2729 41.74 212.15
ANOVA
TinggiKripta
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 93081.997 2 46540.999 102.965 .000
Within Groups 23052.423 51 452.008
Total 116134.421 53
TinggiKripta
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan 1 2 1
Kontrol Positif 18 61.6681
Perlakuan 18 139.6036
Kontrol Negatif 18 157.2166
Sig. 1.000 .016

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 18.000.
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C. Hasil Analisis Uji One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Ekstrak
Etanol Rimpang Kunyit Terhadap Jumlah Sel Goblet

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov(a) ‘ Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
JmiSelGoblet Kontrol Negatif 124 | 18 .200(*) 978 | 18 928
Kontrol Positif 34| 18 .200(*) 950 | 18| .425
Perlakuan 109 | 18 .200(*) 950 | 18| .418

* This is a lower bound of the true significance.
a Lilliefors Significance Correction

Descriptives

JmISelGoblet
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N | Mean Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
AL 18 | 27.106 55730 | 1.3136 | 24.334|  29.877 14.1 36.9
Negatif
§82ittri?l 18 | 11.606 3.6438 .8588 9.794 13.418 6.2 18.2
Perlakuan 18 | 20.350 4.3530 | 1.0260 18.185 22.515 13.9 29.5
Total 54 | 19.687 7.8307 | 1.0656 17.550 21.824 6.2 36.9
ANOVA
JmISelGoblet
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2174.117 2 1087.059 51.533 .000
Within Groups 1075.824 51 21.095
Total 3249.941 53
JmISelGoblet
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan 1 2 3 1
Kontrol Positif 18 11.606
Perlakuan 18 20.350
Kontrol Negatif 18 27.106
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 18.000.
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D. Hasil Analisis Uji Korelasi Pearson Pengaruh Ekstrak Etanol Rimpang
Kunyit terhadap Tinggi Kripta dan Jumlah Sel Goblet

- Korelasi antara tinggi kripta dan jumlah sel Goblet

Correlations

TinggiKripta JmiSelGoblet
TinggiKripta Pearson Correlation 1 854(**)
Sig. (2-tailed) 000
N 54 54
JmISelGoblet Pearson Correlation .854(*) 1
Sig. (2-tailed) .000
N 54 54

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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