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The Effects of the Water Fraction of Citrus nobilis Lour. Peels
As Antifertility on the Liver Histopathology
Features of Male Mice (Mus musculus)

Ratna Watiningsih

ABSTRACT

The aim of research was to determine effects of the administration of
water fraction of Citrus nobilis Lour. peels on the liver histopathology features of
mice (Mus muscuius).24 males of mice (Mus musculus) with body weight of 30 g
and ages of 6 months randomiy assigned to four treatment groups with sixfold
replication. 24 Males of mice (Mus musculus) devided in to research 35 days. The
treatmant P; as the control given aquadest, P; was given 40 mg/ kg body weight,
P, was given 60 mp/ kg body weight, and P; was given 80 mg/ kg body weight.
The male mice were then euthanized for resection of the liver for
histopathological preparation. The preparation was then examined for data
coliection under a light microscope with magnification of 400x. Examination
results of liver histopathology preparation were analyzed by means of Kruskal-
wallis test and, in case of any sigpificant difference (P<0,05) among treatment
groups, analyses were continued with Mann-whitney test. The resuit of this
research show of water fraction of Citrus nobilis Lour. peels 40 mg/ kg body
weight, 60 mg/ kg body weight, 80 mg/ kg body weight until 35 days damages in
the mice liver histopathology features of congestion and degeneration

Key words: water fraction of Citrus nobilis Lour., antifertility, liver
histopathology
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SINGKATAN DAN ARTI LAMBANG

BB = Berat Badan

cm = Sentimeter
C0O, =Karbondioksida
24 = pgram

HCl = Asam Klonda

HE = Haematoxylin Eosin

KB = Keluarga Berencana

kg  =kilogram

m = meter

mg = miligram

NaCl = Natriutn kiorida

NaOH = Natrium hidroksida

Po = Kelompok kontrol

P = Kelompok perlakuan pertama
P, = Kelompok perlakuan kedua
P3 = Kelompok periakuan ketiga
PDAM = Perusah#an Daerah Air Minum
pH  =derajat keasaman

ppm = part per million

WHO = World of Health Organization

+ = kurang lebih
pm = mikro meter
% = persen
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Peningkatan jumiah penduduk merupakan permasalahan yang periu
diperhatikan oleh pemerintah Salah satu solusi untuk menckan laju peningkatan
penduduk adalah dengan program Keluarga Berencana (KB). Ada beberapa cara
KB modemn yang dianjurkan oleh pemerintah yaitu dengan menggunakan pil,
suntikan, kondom, sterilisasi wanita (tubektomi), sterilisasi pria (vasektomi).
Namunpemi]ihanKBmodernbukannyatanpamasalahtemtamayang
berhubungan dengan cars hormonal karena dapat menimbulkan efek samping
sepaﬁbemtbadannaikatauﬂmm,sakitkepala,mmLﬁdakhaidda;nlain—lain
(Winamo dan Sundari, 1997).

Dalam dunia kedokteran hewan, penggunaan kontrasepsi pada hewan
kesayangan seperti anjing dan kucing lebih sering dimaksudkan untuk membuat
hewan menjadi sterii (mandul). Sterilisasi pada hewan jantan memiliki banyak
maodcmlﬂnsteﬁﬁsasidenganpembedalnndanstaiﬁsasitanm
pembedahan. Sterilisasi dengan pembedahan dapat dilakukan dengan cara
vascktomi atau kastrasi, sedangkan sterilisasi tanpa pembedahan biasanya
menggunakan preparat hormon (Marwanto, 2000).

Kelaerlibatankonﬂasepsipadahcwanjamanmengacupadapelkmbangan
penelitian bidang kontrasepsi dan program KB pria pada manusia saat ini
Bcrbagaipencliﬁanunmkmmukanbahankmipadapejamanwms
divpayakan guna menghasilkan suaty metode kontrasepsi yang ideal dalam arti
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berdaya guna, aman, murah, mudah didapat,mempunyai efek samping minimal,
serta bersifat reversibel. Salah satu penclitian yang bisa dikembangkan adalah
melalui pemanfaatan potensi sumber daya alam Indonesia yang sangat melimpah,
diantaranya adalah tanaman (Setiawan, 2006).

Salah satu tanaman yang banyak dijumpai di Indonesia adalah tanaman
jeruk keprok. Buah jeruk keprok mengandung berbagai macam komponen yaitu
vitamin A, vitamin B, vitamin C, hesperidin, limonene, citral, senyawa pilifenol,
saponin, alkaloid, minyak atsiri, flavonoid dan termasuk bahan inhibitor
hyaluronidase (Prajogo dkk, 2002).

Hesperidin di dalam kulit buah jeruk keprok adalah bahan aktif yang
dimanfaatkan sebagal salah satu alternative bahan antifertilitas pada pria karena
diketahui mampu menghambat proses fertilisasi {(Gyorgy dan Szent, 2002) dan
dapat menurunkan aktivitas enzim hyaluronidase spermatozoa mencit {Martono,
2000).

Sebagai bahan antifertilitas, jeruk keprok harus mempunyai kandungan
kimia yang tidak membahayakan bagi tubuh meskipun dalam dosis tinggi
(Koeman, 1987). Pertimbangan ini dianggap perlu karena saponin dalam fraksi air
kulit buah jeruk keprok berpotensi scbagai bahan toksik yang merusak hati.

Hati adalah organ paling kompleks dan berperan dalam metabolisme zat
makanan serta sebagian besar obat dan zat toksik Hati merupakan organ tubuh
yang paling sering mengalami kelainan patologis. Hal ini karena hati merupakan
pintu gerbang semua zat makanan, sebagian besar obat-obatan serta toksikan yang
masuk ke tubuh melalui saluran cerna yang dibawa oleh vena porta ke hati. Oleh
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karena itu, hati menjadi organ yang sangat potensial menderita keracunan lebih
dahulu sebelum organ lain (Robbin & Kumar, 1995).

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian terhadap
khasiat fraksi air jeruk keprok sebagai penggunaan bahan antifertilitas dan efek
samping terhadap hati pada mencit jantan perlu dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah

Dasar rumusan masalah yang diajukan dalam penelitian ini yaitu : apakah
pemberian fraksi air kulit buah jeruk keprok sebagai bahan antifertilitas yang
diberikan secara peroral dapat menyebabkan kerusakan pada sel hati mencit

jantan?

1.3 Landasan Teori

Tanaman yang mengandung glikosida, flavonoid, dan triterpenoid
mempunyai efek anti fertilitas vaitu dengan cara menghambat kerja enzim
hialuronidase spermatozoa yang diperlukan dalam proses fertilisasi (Farnsworth
and Waller, 1982). Pada kulit buah Citrus nobilis Lour terdapat bioflavonoid
berupa hesperidin, vitamin A, vitamin B, vitamin C, limonene, citral dan methyl
antranilate (Li, 2002). Hesperidin merupakan senyawa glikosida flavonoid dan
senyawa polifenol yang termasuk bahan inkibitor hialuronidase {Prajogo dkk,
1997).

Pada penelitian Setiawan (2006) pemberian fraksi air jeruk keprok dengan
dosis 100 mg/kg BB, 200 mg/ikg BB dan 300 mg’kg BB memberikan efek
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hambatan fungsi penetrasi pada seluruh kelompok perlakuan sehingga belum
diketahui dosis efisien yang dipakai sebagai dasar menentukan batas pengaruh
bahan tersebut. Oleh karena itu dilakukan eksplorasi dosis berdasarkan modifikasi
dari penelitian yang pemah dilakukan untuk mendapatkan dosis efisien yang
mampu menghambat tefjadinya fertilisasi secara in vitro, Setelah dilakukan
eksplorasi dosis, didapatkan tiga rentang dosis dibawah dosis terkecil dari
penelitian Setiawan (2006), antara lain 40 mg/kg BB, 60 mg/kg BB, 80 mg/kg
BB. Dosis dalam penelitian ini diharapkan mampu mencegah penetrasi dan
menurunkan angka fertilisasi. Sehingga dapat digunakan sebagai dosis efisien
untuk pemberian fraksi air jeruk keprok sebagai bahan alternatif kontrasepsi pada
pejantan.

Namun fraksi air kulit buah jeruk keprok ini mengandung bahan
berpotensi toksik berupa saponin. Sehingga penggunaan dengan jumlah berlebih
sangat memungkinkan untuk memicu kerusakan sel hati. Keadaan ini karena
saponin mempunyai kemampuan menghemolisis eritrosit (Robbinson, 1995).
Terjadinya hemolisis eritrosit oleh saponin mengakibatkan terlepasnya
hemoglobin dari sel darah merah yang mengalami hemolisis schingga
menyebabkan hilangnya fungsi hemoglobin sebagai pembawa atau pengangkut
oksigen dari paru-paru menuju ke seluruh jaringan tubuh, termasuk jaringan hati,
Keadaan ini mengakibatkan berkurangnya oksigen yang dibebaskan ke jaringan
hati maupun ke sel hati (Frandson, 1992; Lu, 1995).
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1.4 Tajuan Penelitian

Tujuan dan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
fraksi air kulit buah jeruk keprok scbagai bahan antifertilitas yang diberikan
peroral terhadap gambaran histopatologi pada sel hati mencit jantan yang
meliputi kongesti, degenerasi, dan nekrosis,

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan
melengkapi penelitian terdahulu yaitu jeruk keprok sebagai bahan antifertilitas |
untuk dasar pengujian lebih lanjut.

1.6 Hipotesis penelitian

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah : pemberian fraksi air
kulit buah jeruk keprok sebagai bahan antifertilitas yang diberikan peroral dapat
menyebabkan kerusakan pada sel hati mencit jantan,
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Jeruk Keprok (Citrus nobilis Lour)

Jeruk keprok berasal dari daratan India, Cina Selatan, Australia Utara, dan
New Caledonia. Daerah penyebaran tanaman jeruk sangat luas karena tanaman ini
dapat tumbuh baik pada daerah tropis maupun subtropics (Andaya, 1993). Ada
sekitar 16 spesies jeruk baik berupa pohon atau semak yang berdaun hijau dengan
duri pada batang da cabangnya (Robertson, 2004). Spesies jeruk melalui berbagai
macam penelitian yang telah dilakukan diketahui mengandung berbagai macam
bahan aktif dengan berbagai macam kegunaan. Kandungan tersebut diantaranya

berupa vitamin C, berbagai macam flavonoid, asam serta volatile oil (Morris,

2004).

Gambar 2.1 Jeruk Keprok (Citrus nobilis Lour)
Sumber : //http.www.globalpinoy.com (8 April 2009)

Daun, akar,dan kulit buah jeruk keprok mengandung alkaloid dan
polifenol, disamping itu daun dan akarnya juga flavonoid serta akar dan kulit

buahnya mengandung saponin, pectin, dan minyak atsiri (Harborne, 1999).

6
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Kiusifikasi Jeruk Keprok menurut Hendrawan dkk ., (2008) :
Kingdom . Plantae (twmbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (berpembuluh)
Superdevisi : Spermatophyta {menghasilkan biji)
Divisio - Magnoliophyta (berbunga)

Klass - Magnoliopsida (berkeping dua atau dikotil
Sub-klass : Rosidae

Ordo : Sapindales

Familia : Rutaceae (suku jeruk-jerukan)

Genus : Citrus

Spesies : Citrus nobilis Lour

Kulit buah jeruk keprok mengandung berbagai macam komponen yaitu
vitamin A, vitamin B, vitamin C, hesperidin, limonine, citral, senyawa pilifenol,
saponin, alkaloid, minyak atsiri, flavonoid yang termasuk bahan inhibitor
hyaluronidase (Prajogo dkk, 2002),

Buah jeruk keprok dapat langsung dimakan untuk menghilangkan radang
wnggomkandansakitdcmam,selainimdagingbuahnyadapatdipemsunwk
dipakai sebagai minuman penyegar. Jus buahnya juga bisa digunakan untuk
pengobatan ganpguan hepar serta diare. Kulit buahnya yang masih segar
digosokkan di wajah untuk menghilangkan jerawat sedangkan kulitnya yang
mﬂahkaingdiglmakantmmkpengobatananomksia,masukangin,danbatuk
{Morris, 2004).
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2.2 Fraksi Air

Penelitian ini menggunakan fraksi air kulit buah jeruk keprok scbagai
bahan uji yang ditujukan atau berorientasi ke penggunaan klinik pada manusia,
Fraksi merupakan suatu terapan tekhnologi farmasi dimana tumbuhan segar yang
telah dihaluskan atau material tumbuhan yang dikeringkan dan diproses dengan
suatu cairan pengekstraksi secara berulang-ulang. Jenis dan bahan yang
digunakan, terutama tergantung dari kelarutan bahan yang terkandung didalamnya
(Voight, 1994),

Fraksi air adalah ekstrak kulit buah jeruk keprok yang diperoleh melalui
proses ekstraksi dengan beberapa tahapan sehingga mengandung hesperidin yang
memiliki aktivitas antifertilitas dengan menurunkan aktivitas enzim hyaluronidase
spermatozoa. Fraksi air menggunakan pelarut air sebagai pelarut yang terakhir
kali digunakan dengan harapan bahwa kandungan vitamin B, vitamin C,
limonene, citral, sentyawa polifenol, klorofil, serta alkaloid sudsh dibebaskan
{Prayogo, 2002).

Prayogo,dkk (2003) menyebutkan, aktivitas antifertilitas fraksi air lebih
baik daripada ekstrak etanol 60% sehingga memungkinkan fraksi air lebih
dikembangkan menjadi bahan aktif untuk kontrasepsi pria.

2.3 Antifertilisasi

Dalam dunia kedokteran hewan, penggunaan kontrasepsi pada hewan lebih
sering dimaksudkan untuk membuat hewan menjadi steril (mandul). Sterilisasi
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pada hewan kesayangan seperti anjing dan kucing dimaksudkan untuk mengontrol
pertambahan populasi hewan tersebut dalam suatu Iingkungau {Amanda, 2009).

Sterilisasi pada hewan jantan memiliki banyak metode antara lain
sterilisasi dengan pembedahan dan sterilisas fanpa pembedahan Sterilisasi
denganpembedahandapatdﬂakukandengancmavasektomiamukastmsi,
sedangkan sterilisasi tanpa pembedahan biasanya menggunakan preparat hormon
(Winamo dan Sundari, 1997).

Dalam pengembangan metode kontrasepsi pada hewan jantan, sebenamya
ada beberapa bagian pada proses reproduksi yang dapat flipcngamhi antara lain
spermatogenesis, maturasi spermatozoa dalam epididimis, transportasi
Spermatozoa serta peleburan atau fusi dua sel kelamin (gamet) untuk membentuk
individu baru tersebut (Winarno dan Sundari, 1997).

Pada fertilisasi untuk mencapai inti sel ovum, sel spermatozoa harus dapat
menembus beberapa lapisan antara lain cumdus oophorus, zona pellucida, dan
membrana vitellin (Partodihardjo, 1992). Enzim hialuronidase yang terdapat pada
acrosomal cap spermatozoa berfungsi untuk menembys cumudus oophorus
sedangkan enzim akrosin untuk penctrasi zona pellucida. Masing-masing enzim
terscbut bekerja secara individual, spesifik dan harus beryrutan (Ismudiono dkk,
2007).

Apabila salah satu enzim tidak disekresikan maka aktivitas enzim yang
lain akan terganggu sehingga fertilisasi tidak akan terjadi. Bila hialuronidase
dihambat maka kemampuan sel spermatozoa mendispersi cumulus oophorus akan
terganggu, yang akhirnya berakibat gagalnya fertilisasi {Setiawan, 2006).
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24 Sistem Reproduksi Jantan
2.4.1. Anatomi Fisiologi Reproduksi Jantan

Fungsi organ reproduksi pada jantan dapat dibagi menjadi tiga subdivisi
utama : pertama, spermatogenesis, yang berarti hanya pembentukan sperma:
kedua, kinerja kegiatan seksual pria; dan ketiga, pengamraq fungsi reproduksi pria
oleh berbagai hormon. (Guyton and Hall, 1997).

Organ reproduksi jantan meliputi alat kelamin utama yaitu gonad atau
testes, saluran reproduksi yang terdiri dari epididimis, vas deferens, ampula,
urethra, dan kelenjar asesoris yaitu vesikularis, prostata, dan bulbourethralis, serta
alat kelamin luar berupa penis, preputium dan skrotum. Pada keadaan normal
testes berbentuk bulat panjang dengan sumbu vertikal. Testes terbungkus dalam
kantong skrotum,dimana dalam skrotum berisi dua lobi testes yang masing-
masing lobi mengandung satu testes. Testes sebagai organ kelamin utama
memiliki dua fungsi yaitu fungsi reproduktif sebagai panhasil sel spermatozoa
dan fungsi endokrinologis sebagai penghasil hormon jantan atau androgen (
Ismudiono dkk, 2007).

Setelah terbentuk sempurna, spermatozoa memasuki lumen tubuli
seminiferi. Dari sini, spermatozoa didorong kearah epididimis oleh bagian dinding
tubuli seminiferi yang berkontraksi. Walaupun pada mulanya gerakannya lambat,
Spermatozoa mendapatkan kemampuan gerak penuhnya di dalam epididimis.
(Sadler, 1997). Epididimis memiliki empat fungsi utama yaitu transportasi,
konsentrasi, pendewasaan atau kapasitasi dan tempat penyimpanan spermatozoa.
Duktus (vas) deferens merupakan saluran yang menghubungkan cauda epididimis
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dengan urethra. Urethra merupakan saluran urogenitalis untuk menyalurkan urine
dan semen (Ismudiono dkk, 2007).

Penis adalah genitalia luar jantan, untuk menyalurkan semen ke dalam
tubuh betina. Terdiri dari tiga batang silinder jaringan yang erektif * dua batang
corpora cavernosa sebelah atas, satu batang corpus spongiosum di bawah. Corpus
spongiosum menyelaputi urethra. Kalay penis berereksi, darah memenuhi batang
yang tiga buah itu sehingga keras atau tegang. Kulit pembungkus glans penis
disebut prepuce (Yatim, 1994).

24.2 Spermatozoa

Ada 2 macam spermatozoa menurut strukturnya yaitu spermatozoa tak
berflagelum dan berflagelum. Spermatozoa tak berflagelum terdapat pada
beberapa jenis Evertebrata yakni Nematoda, Crustacea, Diplopoda. Spermatozoa
yang berflagelum umumnya terdapat pada hewan terdiri dari bagian kepala dan
ekor. Kepala sebagai penerobos jalan menuju dan masuk ke dalam ovum dan
membawa bahan genetik yang akan diwariskan kepada anak-cucu. Ekor untuk
pergerakan menuju tempat pembuahan dan untuk mendorong kepala menerobos
selaput ovum. Pada bagian kepala terdapat aktosom dan inti (Yatim, 1994),

Spemmatogenesis adalah suaty proses pembentukan spermatozoa yang
terdapat di dalam semua tubulus seminiferus. Proses spermatogenesis terdiri dari
dua fase yaitu spermatositogenesis dan spermiogenesis. Spermatositogenesis
adalah pembentukan spermatosit primer dan sekunder dari spermatogonia tipe B
melalui proses pembelahan mitosis yang dilanjutkan dengan pembelahan meiosis
menjadi spermatid (Hafez, 1993).
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Spermiogenesis merupakan serangkaian perubahan yang menimbulkan
transformasi spermatid menjadi spermatozoa (Sadler, 1997). Menurut Poernomo
dkk (2001) spermiogenesis ditandai dengan spermatid yang mengalami
metamorfosis dan berubah bentuknya menjadi spermatozoa yang sempurna. Pada
proses ini tidak terjadi pembelahan sel tetapi suatu proses dari transformasi sel
yaitu aparat golgi menjadi tudung anterior atau akrosom, inti spermatid menjadi
kepala sperma, dari sentriol keluar flagella (ekor), plasma membrane menjadi

selubung tubuh sperma dan mitokondria mengumpul di bagian ekor.

Gambar 2.2 Spermatozoa mencit dengan pembesaran 1750x (Hafez,2000)

Enzim hialuronidase dan enzim proteolitik disimpan dalam Jjumlah besar di
dalam akrosom spermatozoa. Saat ovum dikeluarkan dari folikel ovarium ke
dalam rongga abdomen dan tuba fallopii, ovum membawa banyak lapisan sel-sel
granulosa. Sebelum spermatozoa dapat membuahi ovum, spermatozoa akan
melewati lapisan sel granulosa lalu menembus penutup tebal dari ovum yaitu
zona pellucida. Pada proses ini enzim hialuronidase bekerja untuk membuka jalan
di antara sel-sel granulosa sehingga dapat mencapai ovum (Guyton and Hall,
1997).
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2.5 Senyawa Saponin

Senyawa yang berpotensi sebagai bahan toksik dalam fraksi air jeruk
keprok adalah saponin. Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan dapat
dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa. Pembentukan busa yang
mantap sewaktu mengekstraksi tanaman atau sewaktu memekatkan ekstrak
tanaman merupakan bukti adanya saponin {Harborne, 1999).

Saponin dapat menimbulkan keracunan pada ternak scbab dapat
menyebabkan kerusakan pada organ hati (Harborne, 1999). Menurut Robinson
(1995) saponin mempunyai kemampuan menghemolisis sel darah merah dan
dalam larutan yang sangat encer, saponin sangat beracun untuk ikan, schingga
tumbuhan yang mengandung saponin dapat digunakan sebagai racun ikan.

Uji saponin yang sederhana adalah mengocok ekstrak dari tumbuhan
keladiﬁkusdimmbahkanaikoholdanairdalamiabungreaksi,makaaknn
terbentukbusayangtahanlamapadapermukaancahan. Selain terdapat di dalam
kulit, batang tumbuhan, saponin Jjuga terdapat di dalam akar, biji, batang dan
bahkan mungkin pada seluruh bagian tumbuhan (Kam, 1999).

Saponin bersifat menghancurkan eritrosit melalui reaksi hemolisis
(Robinson, 1995). Terjadinya hemolisis eritrosit oleh saponin mengakibatkan
terlepasnya hemoglobin dari sel darah merah yang mengalami hemolisis sehingga
menyebabkan hilangnya fungsi hemoglobin sebagai pembawa atau pengangkut
oksigen dari paru-paru menuju ke seluruh jaringan tubuh, termasuk jaringan hati,
Keadaan ini mengakibatkan berkurangnya oksigen yang dibebaskan ke jaringan
hati maupun ke sel hati (Frandson, 1992; Ly, 1995).

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN FRAKSI ... RATNA WATININGSIH



IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 14

Fungsi saponin dalam tumbuh-tumbuhan sebagai bentuk penyimpanan
karbohidrat, atau merupakan waste product dari metabolisme tumbuh-tumbuhan.
Kemungkinan lain adalah sebagai pelindung terhadap serangan serangga.
Kandungan saponin dapat menyebabkan toksik dan toksin saponin dikenal dengan
sapotoksin (Kam, 1999).

2.6 Hati
2.6.1 Anatomi Hati

Hati merupakan kelenjar yang terberat dan terbesar dalam tubuh, rata-rata
beratnya sekitar 1500 gram atau 2,5% berat badan orang dewasa dan hati
mempunyai konsistensi yang lunak. Hati terlibat dalam metabolisme zat makanan
serta sebagian besar obat dan bahan toksik yang masuk ke dalam tubuh. Gangguan
metabolisme pada penyakit hati sangat khas dan membantu dalam mendiagnosa
penyakit (Leeson and Paparo, 1995). _

_ Hati terletak tepat di belakang diafragma dan cenderung di sebelah kanan
dalam rongga abdomen. Lokasi maupun jumlah lobus hati sangat bervariasi antara
spesies yang satu dengan yang lain (Frandson, 1992). Hati berada pada bagian
atas kanan rongga abdomen, mulai dari sela interkostal kelima sampai pada
lengkung rusuk (Darmawan dan Himawan, 1998).

Bentuk permukaan hati bagian atas adalah cembung dan bagian bawahnya
adalah cekung Permukaan hati diselubungi oleh peritoneum pars viseralis
{Wilson dan Lester, 1995).
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Hati pada keadaan segar akan berwarna merah tua atau merah coklat,
M ini disebabkan adanya darah yang sangat banyak (Leeson and Paparo,
1995). Hati menerima darah sekitar 30% dari arteri hepatika dan menerima suplai
darah sekitar 70% dari vena porta (Junqueira dan Carneiro, 1998). Vena porta
membawa darah yang mengandung zat makanan yang diabsorbsi dari usus dan
organ terientu menuju hati, sedangkan arteri hepatika memberi darah pada hati
dengan darah bersih yang mengandung oksigcn (Stinson dan Cathoun, 1992).
2.6.2 Histologi Hati

Struktur utame hati adalah sel hati (hepatosit). Bentuk sel hati adalah
polihedral dengan enam permukaan atau lebih yang mempunyai garis tengah kira
- kira 20-30 pm dengan membran yang jelas. Sel hati mempunyai inti yang bulat
yang terletak di tengah, anak inti berjumiah satu atéu lebih dengan kromatin yang
menyebar. Sitoplasma sel agak berbutir dan di dalamnya mengandung
mitokondria dalam jumlah banyak, lisosom, ribosom, retikulum endoplasma, serta
aparatus Golgi yang biasanya terletak di dekat inti, tepi sel atau kanalikuli empedu

(Stinson dan Calhoun, 1992; Leeson and Paparo, 1995).
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Gambar 2.3 Sel hati potongan melintang (Eroschenko, 2000)

Setiap lobus hati dibagi menjadi struktur yang dinamakan lobulus yang
merupakan unit mikroskopik dan fungsional organ. Setiap lobulus merupakan
bentuk heksagonal yang terdiri atas lempeng sel hati berbentuk kubus yang
tersusun radier mengelilingi vena sentralis. Lobulus hati yang satu dengan yang
lainnya tidak terpisah secara jelas (Craigmyle, 1994). Celah di antara lempeng —
lempeng sel hati terdapat sinusoid hati yang merupakan cabang vena porta dan
arteri hepatika (Junqueira dan Carneiro, 1998; Leeson and Paparo, 1995).

Lobulus hati merupakan unit struktural yang mengitari vena sentralis.

Saluran portal (segitiga Kiernan) merupakan unit fungsional yang terdiri dari

percabangan vena portal, percabangan arteri hepatik dan saluran empedu. Empedu
yang dihasilkan parenkim ditampung oleh saluran empedu di daerah saluran portal
' yang disebut duktus interlobularis (Deelman dan Brown, 1992). Saluran portal

dibentuk antara tiga sampai enam lobulus hati (Stinson dan Calhoun, 1992).
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sel ~ sel dan bagian sinuseid (Bevelander den Ramalcy, 1098),
ﬁﬁtdﬁ,mdcbﬂﬁddcmﬁwdmfmyaﬁr&ﬁmﬁwhﬁmsdymgﬁdﬁ
kontinyu (Junqueira dan Carncire, 1998). Sinusoid kapiler hati mempunyai
pembatas vang tidek sempurna dan memungkinkan pengaliran makromolekul
dengan mudah dari lumen ke sel — sel hati dan sebaliknya. Sinusoid dikelilingi
dan disokong oleh serabut retikuler halus yang penting untuk mempertahankan
bentuk sinusoid hati (Junqueira dan Carneiro, 1998; Stinson dan Calhoun, 1992).

Sinusoid berasal dari pinggir lobulus, diisi oleh venula dalam, beberapa
eabangterminalvenapoﬁadanaﬂeﬁoiahepaﬁkadanmmkabexjalankemh
pusat, bermuara ke arah vena sentralis. Sinusoid dibatasi oleh sel endotel dan sel
Kupffer. Sel endotel mempunyai inti kecil berwarna gelap dengan sitoplasma yang
sangat tipis. Sel Kupffer mempunyai inti yang lebih besar dan pucat, sitoplasma
lebihbanyakdengancabang—cabangyang luas atau melintang di dalam sinusoid
hati (Leeson and Paparo, 1995). Sel Kupffer merupakan sistem retikuloendotel
denganﬁmgsiutamanyaadalahmmfagosiwsis bakteri, sel yang sudah tua, sel
tumor, virus, parasit, dan benda asing di dalam hati {Sherlock, 1995). Hanya
sumsum tulang yang mempunyai massa retikuloendotel lebih banyak daripada
yang terdapat dalam hati, jadi hati merupakan salah satu organ utama sebagai
pertahanan terhadap invasi bakteri dan agen toksik (Fawcett, 2002).
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Gambar 2.4 Sel hati sediaan seksional (Eroschenko, 2000)

Dalam hati terdapat kanalikulus empedu yang terletak diantara sel-sel
hati yang saling berdampingan. Kanalis empedu tidak mempunyai dinding sendiri
jadi kanalis empedu merupakan celah diantara sel-sel hati. Selain vena porta, juga
ditemukan arteriol hepar didalam septum interlobularis. Arteriol ini menyuplai
darah arteri ke jaringan septum di antara lobulus yang berdekatan, dan banyak
arteriol kecil juga mengalir langsung ke sinusoid hati, paling sering pada sepertiga

jarak ke septum interlobularis (Guyton and Hall, 2000).

Selain sel-sel hati, sinusoid vena dilapisi oleh dua tipe sel, seperti sel
endotel khusus dan sel kupfer besar, yang merupakan makrofag jaringan (juga
disebut sel retikuloendotel), yang mampu memfagositosis bakteri dan benda asing
lain dalam darah sinus hepatikus. Sel kupfer berfungsi sebagai sel

retikuloendotelial yang menguraikan hemoglobin menjadi bilirubin, membentuk
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clemen korpuskuler atau makromolekuler {Hadi, 2002).

beberapa diantaranya berdiameter hampir 1 mikrometer. Di bawgh lapisan ini,
wdmkdimwcndowldansclm,mdapatmangjmngaamgm
sempit yang disebut ruang disse. Jutaan ruang disse kemudian menghubungkan
pembmw;lmfedldalamsepaunmlohdans&lemhanmdxdalmmng
inidikduarkmmelahzialimlimﬁﬁk.@didalamph&mbergemkhebuke
mmm.mmyﬁmmwmmmm
ruang ini (Guyton and Hall, 2000).

2.6.3 Fungsi Hati

» Fungsi sirkulasi
Mengalitkan darah dari vena porta ke sistem sirkulasi, aktifitas dari
Retikulum Endoplasmik Sel (RES) dalam mekanisme pertahanan dan
sebagai penyimpanan darah atau sebagai pengatur jumlah darah
(Bevelander dan Ramaley, 1998).

¢ Fungsi sekresi dan ekskresi
Sckresi dan ekskresi empedu merupakan fungsi utama hati. Saluran
empedu dan kandung empedu menyimpan dan mengeluarkan empedu ke
usus halus sesuai yang dibutuhkan (Bevelander dan Ramaley, 1998).
Unsur utama empedu adalah air (97%) elektrolit garam empedu,

fosfolipid, kolesterol dan pigmen-pigmen empedu, mempunyai derifat
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hemoglobin yang tidak nicigaiduiig besi karcua besi fcitogionin iseh
diambil oleh tubuh kemudian disimpan di dalam hati untuk digunakan
pada sei-set baru (Ganong, 2001).

Fungsi metabolisme

Hati mempunyai peranan penting pada metabolisme karbohidrat, protein,
dan lemak setelah diabsorbsi di usus. Metabolisme yang terjadi di hati
yaitu metabolisme karbohidrat, protein, lemak, mineral, dan vitamin selain
itu hati juga menghasilkan energi {Junqueira dan Cameiro, 1998). Fungsi
metabolisme hati yang lain adalah penyimpan vitamin, besi, dan tembaga
(Rush, 2008).

Fungsi proteksi dan detoksifikasi

Fungsi inijugaﬁdakkalahpenﬁngnyayaimimlukpertahamnmbuh,
fungsi ini dikerjakan oleh sel-sel kupfer pada sinusoid dengan menyaring
bakteri di dalam darah portal dan bahan-bahan yang membahayakan,
dengan cara fogositosis. Fungsi detoksifikasi yaitu menawarkan racun
berbagai bahan toksik di dalam peredaran darah (Ganong, 2001).

Fungsi hematologi

Fungsi hematologi terutama berperan pada hematopoesis pada embrio dan
pada fibrinogen, trombosit, heparin, dan destruksi eritrosit pada hewan
dewasa (Darmawan dan Himawan, 1998).

Sel hati merupakan sel paling serba guna dalam tubuh. Pada saat yang
sama ia adalah sel yang berfungsi endokrin dan eksokrin dan ia
membentuk dan mengumpulkan substansi tertentu, mendetoksifikasi
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substansi 1aim, dan mentranspor tainnya fagi (Funoueirs dan Cameiro,
19583,
2.6.4 Patologi Hati

Hati sangat rentan terhadap pengaruh kebanyakan zat kimia, scbab hati
mndﬁabuhubmgnnmdaiuimmdcnganmymgdisempdaﬁhmbmg,
usus, dan ginjal (Koeman, 1998). Bentuk toksin yang menginduksi lesi pada hepar
berbeda-beda tergantung dan tipe, dosis, dan lamanya paparan dbegitu juga faktor
lainnya seperti logam-logam, mineral, dan zat kimia lain yang terabsorbsi masuk
menuju portal darsh yang ditransportasikan ke hati (Thomson, 2001).

Toksisitas pada jaringan hati pada pemeriksaan histopatologis tampak
berupa kongesti, perdarshan (hacmoragi), degenerasi, dan nekrosis. Kerja toksik
Jenis ini tidak mengubah fungsi sel (misainya kandungan glikogen atau
konsentrasi berbagai enzim) tetapi struktur sel langsung dirusak {Thomson, 2001).

Kongesti merupakan gangguan sirkulasi yang secara mikroskopik tampak
pada kapiler dalam jaringan yang hiperemi melebar dan penuh darah, Kongesti
dapat mengakibatkan rusaknya endotel dinding pembuluh darah. Kerusakan ini
akan merangsang agregasi trombosit dan menempel pada sel endotel
menyebabkan penyempitan lumen schingga terjadi pembendungan pembuluh
darah dan akhimya pembulih darah pecah dan mengalami perdarghan (Robbins
and Kumar, 2003).

Perdarahan dapat terjadi pada keadaan kongesti kronis schingga dapat
mengakibatkan timbulnya jejas pada sel endotel dinding pembuluh darsh. Sel
endotel normal mempunyai fungsi sebagai anti-trombosit, anti-koagulan, dan pro-
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dengan tidak mefekat pada endotet. Narmun ketika ferjadi jejas sed endoted fungsi
mti-trombosit tersebut tidak fagi berfungsi sehingga terjadi jejas sef endotel darah
keluar ke dalam jaringan interstitial, sehingga trombosit akan menempel pada
erdotel pemibatah derah menyebablom penyempitan fumen pembutuh darah,
etringga-terjati pembendungan atiran darah, dan akhimya pembuluh darsh pecah
{Robbins dan Kumar, 2604).

Penghambatan aliran darah karena kongesti menyebaddean zai-rai-nrnksnnn
dan ‘oksigen yanpg wmsuk ke jumigan berkavmig schingya incngakibaiken
Perabulun seiuter. Perubatem ersebal mului @ Gepenerasi sattipal BokKioss.
youg fuin. Zai metabotit dan bedon toksik dapat mernyebubkan gpgenn puda
Vignui ndivkollis yang venglusitinn ey Adenosin Tri Phospai {(ATF). ATT
dibuninkan agar pompa natrium {Na ) Derjaian iancar. Biia A [T tidak ¢ihasiikan
maka N& Dersiiat menarik air Seningga air terakumulasi ke Qalam sei, akibatnya
sel inciboighah dai sicoplasiia aapek ke Rippey, 1934,

Dregeucras: sei wrerupaikmm kerasdom yerg togadi pada sioplsas wapt
ek vampai Terusak it Sti Scinngga kerusakan tersebul daput puiih kembedi
urclaigsuigioan meEbolme yeinngya eyad Renmiio veb aian mokousis sei (Frive

aud ‘Wiisun, ZG00).
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2.7 Mencit (Mus musculus )

Mencit (Mus musculus) merupakan hewan yang banyak digunakan dalam
penelitian biomedik modern. Lama hidup mencit satu sampai dua tahun, tetapi ada
pula yang bisa mencapai tiga tahun. Umur dewasa 35 hari, kawin 8 minggu, berat
dewasa 20-40 g (jantan) dan 18-35 g untuk betina. Mencit merupakan hewan yang
cukup efisien dan ekonomis. Mencit memiliki interval generasi dan siklus estrus
yang pendek (Smith dan Mangkoewidjojo, 1998).

Klasifikasi mencit (Mus musculus) menurut Vanderolip (2001) adalah:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Klass : Mamalia
Ordo : Rodentia

Sub ordo : Myomorpha
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

Gambar 2.5 Mencit (Sancheti ef al,2002)
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Proses spenmatogenesis pada mencit membutuhkan waktu kira-kira 8 hari,
meiosis lengkap diperkirakan 13 hari, dan spermiogenesis kira-kira 13,5 hari. Jadi
proses satu siklus spermatogenesis pada mencit memertukan waktu lebih kurang
34,5 hari (Morse, 1981).

Kusumawati (2004) menyebutkan bahwa mencit sering digunakan dalam
penelitian antifertilitas karena mencit mempunyai banyak keuntungan, antara lain-
daur estrusnya teratur dan mudah dideteksi, periode kebuntingan relatif singkat
(18-21 hari) dan jumlah anak tiap kelahiran kelahiran cukup banyak yaitu 6-15
¢ckor.
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BAB 3 MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

3.1.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Fitokimia Jurusan Biologi
Fakultas Farmasi Universitas Airlangga Surabaya, Kandang Hewan Coba Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya, Laboratorium Patologi
Veteriner Fakuitas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya,

3.1.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan mulaj bulan Maret sampai Desember 2009,

3.2 Bahan dan Materi Penelitian
3.2.1 Hewan Percobaan

Hewan percobaan yang digunakan pada penelitian inj adalah mencit (Mus
mbdus)jammbemmn-6bulandenganbembadanm&-ma30gamymg
diperoleh dari Fakultas Farmasi Universitas Airlangga sebanyak 24 ekor,
3.2.2 Bahaa Penelitian

Bahan yang digunakan untuk penelitian terdiri dari: kulit buah jeruk
keprok (Citrus nobilis Lour.), aquadest, larutan NaGH 2N dan laratan HCl 2N,
pakan mecit, air PDAM untuk minum mencit, sekam padi, NaCl fisiologis,
formalin 10%, alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, alkohol Absolut I, I, ITL, Xylol L, 11,
m,ParaﬁnLH,HI,PewmmanHEdancanadaBalsam.

SIH
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Maymgmgummmmmmmmm
bleader, gelas ukur, inkubator, Edlenmeyer, gunting, pH meter, cawan porselin,
disposable siringe, sonde lambung, gloves, masker, empat buah kandang mencit
berupa kotak plastik yang ditutup dengan anyaman kawat, botol tempat minum
mencit, peralatan bedah, mikroskop dan obyek glass, hot plate, mikrotum, oven,
dan cetakan blok.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Pembuatan Fraksi Air Kulit Bush Jeruk Keprok (Citrus nobilis Lour)

Kulit buah jeruk keprok dijemur sampai kering, kemudian dihaluskan

menggunakan blender sampai menjadi serbuk. Serbuk sebanyak 600 g direndam
dmyn'aqmd&ctlaludﬂakukanpenyaﬁmdengankainﬂanelsewabﬁulmg
hingga mendapatkan filtrat yang bening. Setelah itu residu diberi aquadest
sebanyak l,SkaIibemtmidu,kemudianlahzkaqpembasaandengan
menggunakan larutan NaOH 2N sampai didapatkan pH 11-11,5 dan didiamkan
padasuhuhnmselamasatujamkendamandlsanngmepgglmkankmnﬂanel
Filtrat hasil penyaringan selanjutnya diasamkan dengan HO! 2N mencapai pH 4 2-
4,5 kemudian dimasukkan ke dalam oven pada suhu antara 40-45°C selama 12-24
jam. Fraksi air yang didapat dalam bentuk padat sebanya(k 40 g schingga harus
dﬂnmla:mansolusiodahulusebelumdibeﬁhnpadahewaneoba&m
pembuatan larutan solusio yaitu timbang fraksi air jeruk k?prok sesuai dosis yang
dibutuhkan lalu digerus menggunakan mortil sampai halus dan tambahkan
aquadest. (Setiawan, 2006),
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33.2 Skema Pembaatan Fraksi Air Kulit Buak Jeruk Keprok

L Kulit Buah Jeruk Keprok 7

Dijemur dan diangin-anginkan di
ruang yang terlindung dari sinar
matahari, kemudian digiling

l menggunakan biender

L Serbuk Kering Kulit Buah Jeruk Keprok | j

Diekstraksi del}gan aquadest

| Filteat B [ Residu |

™

Ditambah aquadest
dengan volume 1,5x berat
residu, lalu dibasakan
dquan NaOH 2N sampai
pH 11-11,5 kemudian
didjamkan pada suhu
kamar (1 jam)

-y
| Filtrat l L Residuj

Diasamkan dquan larutan HC1 2N
sampai pH 4,2-4 5 kemudian
diimasukkan dlam inkubator dengan
suhu 40-45°C sclama 12-14 jam

y
L Fraksi Air Kulit Buah Jeruk Keprok ]

1

Gambar 3.1 Skema Pembuatan Fraksi Air Kulit Bugh Jeruk Keprok

IH
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3353 Yreatment Jerak Keprok pada Mencit Jantan
24 ekor mencit jantan feryii dibagi menjadi empat kelompok yaiwu samg
kelompok kontroi dan tiga kelompok pefiakuan masing-masing adaiah P, P2, dan
P;. Dosis yang diberikan pada masing-masing kelompok antara lain :
> Py ;6ekormencitjantanpadakelompokinim¢rupaknnkontrdyaim
hanya diberi aquadest
> P .6ekor mencit jantan diberi fraksi air kulit buah jeruk keprok peroral
dengan dosis 40 mg/kg BB
> P, :6ekormencitjantandiberiﬁaksiairhditbuz1.hjenﬂckcmokperoml
dengan dosis 60 mg’kg BB
> Py :6 ekor mencit jantan diberi ﬁ‘aksiairkulitbutherukkepmkpemml
dengan dosis 80 mg/kg BB
Panbe:ianpeﬂah:ansecamperomlselama35hari.Padahaﬁke36
dilakukan pembedahan dan pengambilan hati mencit. Hatj mengcit tersebut dicuci
dengan NaCl fisiologis. Selanjutnya dimasukkan ke dalam pot plastic dan
difiksasi dengan formalin 10% selama 24 Jam selanjpmya dibuat preparat
histopatologi.
3.3.4 Pemeriksaan Preparat Histopatologi
Pengamatan secara mikroskopis prepanat histopatologi hati mencit Jamtan
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran  400x. Pengamatan
diiakuhnpadaﬁmalapangmpandang Perubahanyangdlpmauada!ahkmgcsu,
degenerasi, dan nekrosis sebagai akibat pemberian fraksi air kulit buah jeruk
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keprok yang diberikan peroral. Hasil pembacaan ditakukan skoring berdasarkan
tabel di bawah ini -

Tabel 3.1 Skoring perubahan gambaran histopatologi hati { Hidayat, 2008 )

Perubahan Skor
Tidak terjadi perubahan 0
Kongesti 1
Degenerasi 2
Nekrosis 3
3.4 Peubah yang Diamati

Setelah dibuat preparat histopatologi dan diamati dibawah mikroskop
kemungkinan dapat berupa kongesti, degenerasi, dan nfkrosis pada sel hati.
Terjadinya kongesti diketahui bila adanya kenaikan volume darah pada beberapa
sistem sirkulasi di seluruhtubuh,venasenualis, sinusoid, dan pembuluh darah
yang lain dan bila terjadi degenerasi diketahui adanya pembengkakan, akumulasi
air, dan kekeruhan pada sitoplasma.

3.5 Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Rancangan penclitian (percobaan) yang digunakap untuk peneclitian ini
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu kelompok kontrol, tiga
kelompok perlakuan dan enam ulangan (Kusriningrum, 2008).

Data perubahan gambaran histopatologi hati mengit jantan yang sudah
diberi skor, diolah dengan penilaian peringkat (rank) lalu dianalisis dengan diuji
statistik non parametrik dengan menggunakan Uji Kruskal — Wallis. Apabils
terdapatpﬂbedaanyangnyamdiamamkelompokpeﬂak\mn,dﬂakmmndenm
Uji Mann-Whitney.
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3.6 Kerangka Penelitign

Fraksi Air Jeruk Keprok

- &

24 ekor mencit jantan

~ =

Adaptasi

I =

Dibagi secara acak menjadi 3
kelompok perlakuan dan 1 kontrol

=2 e

!

(24 jam setelah pemberian perlakuan yang terakhir )

PO Pl P2 P3
Aquades | 40 mg/kg BB | 60 mp/kg BB | 80
35 hari 35 hari 35g1§:§ ;ﬁ%
Pengambilan organ hati mencit

SKRIPSI
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Pengawetan organ Pemb gamatan
- o embuatan dan
Hati dengan formalin > prep:x?at hati mP;:lui lima
lapangan pandang
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

Hasil pemeriksaan perubalan gambaran histopatologi hati mencit jantan
terhadap pengaruh pemberian fraksi air kulit buah Jeruk keprok secara perora
dengan dosis 40 mg/kg BB, 60 mg/kg BB, 80 mg/kg BB didapatkan bahwa pada
kelompok perlakuan tefjadi perubahan gambaran histopatologi hati yaity kongesti
dan degenerasi. Pengamatan secara mikroskopik yang dilakukan melalui lima
lapangan pandang menunjukkan adanya perbedaan yang disajikan pada tabel
berikut ini:

Tabel 4.1 Skoring dan Simpangan Baku Gambaran Histopatologi Hati
Mencit Jantan Berupa Kongesti Setelah Diberi Fraksi Air Jeruk

Keprok
Perlakuan Skoring dan Simpangan Baku
(R£SD)
PO 0,00 + 0,000"
P1 4,50 + 1,005*
P2 9,50 + 3 266" |
P3 14,50 + 3 485°

Keterangan : superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukican adanya perbeda;fj
yang nyata pada masing-masing perlakuan (p<0,05).

Deari tabel di atas menunjukkan bahwa kelompok P1 mengalami perubahan

histopatologi hati paling ringan berupa kongesti (4,50), dilanjutkan dengan P2
(09,50), dan P3 (14,50) yang paling berat.

3i
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Hasil analisis statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis menunjukkan
perbedaan yang nyata (P < 0,05) antara kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan. Jadi hipotesis yang diajukan pada penelitian ini diterima. Maka
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui urutan tingkat perubahan
gambaran histopatologi hati antar kelompok perlakuan. Data statistik wji Mann-

Whitney secara lengkap dapat dilihat pada lampiran 5.

Tabel 4.2 Grafik Perubahan Gambaran Histopatologi Hati Mencit Jantan
Berupa Kongesti yang Dianalisis dengan Uji Mann-Whitney.

5w

KONGEST
¥

Hasil analisis dengan uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa antara
kelompok P1, P2, P3 berbeda nyata (p<0,05), kelompok P1 dengan P2 tidak
berbeda nyata (p>0,05), kelompok P1 dengan P3 berbeda nyata (p<0,05), dan

kelompok P2 dengan P3 berbeda nyata (p<0,05).
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Taba 43 Shoving San Shupanpan Bul
THpaigan Bawa ~Gambaran Histopatologi Hati
X 11
Mencit Jantan Berupa Degenerasi Setelah Diberi Fraksi Aijr

Scruk Keprak
Perlakuan Skoring dan Simpangan Baku
(R+SD)
PO 0,00 + 0,000
Pl 6,17 + 0,816
P2 8,17+ 1,169
P3 14,17 £ 13817

Keterangan - Superskrip yang berbeda pada jukkan adanya perbedaan
_ kol j
yang nyata pada masing-masing perlakuan (p<0?0§‘;] YAng sama memin y

Dari tabel di atas menunjukkan bahwa kelompok P1i mengalami perubahan
histopatologi hati paling ringan berupa degenerasi (6,17), dilanjutkan dengan P2
(8,17), dan P3 ( 14,17) yang paling berat.

Hasil analisis statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis menunjukkan
perbedaan yang nyata (P < 0,05) antara kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan. Jadi hipotesis yang diajukan pada penelitian ini diterima. Maka
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui urutan tingkat perubahan
gambaran histopatologi hati antar kelompok perlakuan. Data statistik uji Mann-
Whitney secara lengkap dapat dilihat pada lampiran 6,
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Tabel 4.4 Grafik Perubahan Gambaran Histopatologi Hati Mencit Jantan
Berupa Kongesti yang Dianalisis dengan Uji Mann-Whitney.

DEGENERASI

10—

8-

j——
T T T
Pt P2 F3

Hasil analisis dengan uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa antara

kelompok P1, P2, P3 berbeda nyata (p<0,05), kelompok P1 dengan P2 tidak

berbeda nyata (p>0,05), kelompok P1 dengan P3 berbeda nyata (p<0,05), dan

kelompok P2 dengan P3 tidak berbeda nyata (p>0,05).

Berdasarkan hasil pemeriksaan mikroskopis terhadap preparat

histopatologi hati mencit jantan akibat pengaruh pemberian fraksi air kulit buah

jeruk keprok didapatkan hasil perubahan gambaran sebagai berikut:

SKRIPSI
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Gambar 4.1. Gambaran histopatologi hati mencit

Jantan normal pada PO dengan
pembesaran 400x dan pewarnaan HE.

Gambar 4.2. Perubahan gambaran histopatologi hati mencit jantan pada P1, P2, P3
berupa kongesti dengan pembesaran 400x dan pewarnaan HE.

Gambar 4.3. Perubahan gambaran histopatologi hati mencit jantan pada P1, P2, P3
berupa degenerasi dengan pembesaran 400x dan pewarnaan HE.
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BAB 5 PEMBAHASAN

T . e .
elah dilakukan penelitian pengaruk pemberian fraksi air Cirrys nobilis
Lour dengan dosis 100 mg/kg BB; 200 mg/kg BB dan 300 mg/kg BB untuk

mcngamuﬁmgs:peneumiSpermamwadenganmctodcferﬁﬁsasimvamdan

I.I I I E .! . . m I I ) ﬁ -l 2 -‘

gambaran histopatolegi yang cukup berarti kmnaadakdabemmppedakuag
apapun banya aquades. Pada kelompok P1 {dosis 40 mg/kg BB), P2 (dosis 60
mg/kg BB), dan P3 {dosis 80 mg/kg BB) menyebabkan perubahan kongesti dan
W-mmmmmmmmhﬁumkmm
dﬂamkeadaaaaombﬂapenyebabnyadihihagmn).

36
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yang berbeda pada tiap preparat siopetologi hats menci menunjukkan p<d g5
sehingga wdapmwbedaanmsimﬁkan pada gambaran histopatologi sef hati
dalam bentuk kongesti pada kelompok konirol dan kelompok perlakuan,
Demikian puta perubahan mikroskopik dalam bentuk degenerasi antara kelompok
kontrol dengan perlakuan yang diberikan secara peroral terdapat perbedaan yang
signifikan (p<0, 05).

Hati merupakan organ tubuh yang paling peka terhadap pengaruh bahan
toksik. Hal tersebut disebabkan karena hati mempunyai fungsi detoksifikasi. Zat
toksik maupun bahan obat setelah diabsorbi dari usus halys akan masuk ke
peredaran darah kemudian didetoksifikasi di dalam hati menjadi bentuk non
toksik dan lebih polar agar dapat diekskresikan Adanya zat toksik dalam jumlah
besar dan berlangsung {ama dapat menyebabkan kerusakan pada sel hati
(Koeman, 1987). Keadaan ini karena saponin mempunyai kemampuan
menghemolisis  eritrosit, Teriadinya hemolisis eritrosit oleh zat toksik
mengakibatkan terlepasnya hemoglobin dari sel darah merah yang mengalami
hemolisis sehingga menyebabkan hilangnya fungsi hemoglobin sebagai pembawa
atau pengangkut oksigen dari paru-paru menuju ke seluruh jaringan tubuh,
termasuk jaringan hati. Keadaan ini mengakibatkan berkurangnya oksigen yang
dibebaskan ke jaringan hati maupun ke sel hati (Frandson, 1992; Lu, 1995),

TININGSIH
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Kongesti pm‘haﬁmcncﬁjanmﬁbatmbeﬁan fraksi air kulit buah
jeruk keprok mulai terjadi pada pertakuan P; dengan derajat kerusakan ringan dan
kerusakan berat terjadi pada periakuan P,

Adanya Tesi hepatik mulai dari kongesti, degenerasi, dan nekrosis
disebabkan adanya zat toksik yang terkandung dalam kulit buah jeruk keprok.
Kongesti merupakan gangguan sirkuiasi yang secara mikroskopis tampak pada
kapiler dalam jaringan yang hiperemi meiebar dan pentih darah (Price, 1984).

Pada seluruh kelompok perlakuan tampak adanya kongesti disebabkan
oleh adanya saponin yang bersifat toksik yang terkandung dalam fraksi air kit
buah jeruk keprok dan sisa metabolisme dalam jumlah besar yang masuk ke hati
schingga dapat mengakibatkan rusaknya endote! dinding pembuluh darah, Zat
toksik masuk ke dalam hati, sehingga dapat mengakibatkan timbulnya jejas pada
sel endotel dinding pembuluh darah Sel endotel normal mempunym fungsi
sebagai anti-trombosit, anti-koagulan, dan pro-koagulan sehmgga pada keadaan
nonmal trombosit mengalir dalam aliran darah dengan tidak melekat pada endotel.
Namun ketika terjadi Jejas sel endotel fungsi anti-trombosit tersebut tidak lagi
berfungsi sehingga terjadi jeias sel endotel darah keluar ke dalam jaringan
interstitial, sehingga trombosit akan menempe! pada tempat terjadinya jejas sel
endotel. Adanya trombosit yang menempel pada sel endotel pembuluh darah
menyebabkan  penyempitan  lumen pembuluh  darah, sehingga terjadi
pembendungan aliran darah. Hal ini mungkin terjadi karena hati merespon akan
adanya zat toksik sebagai bentuk reaksi radang akut, yang ditandai dengan
perubahan penampang pembulub darah akibat meningkatnya aliran pembuluh
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darah, kemudion ditanjutican dengan perubahan struktur pada pembuluh darah,
terakhir timbul agregasi feukosi sebagai respon muncul zax asing dalam atiren
darah (Ressang, 1984; Robbing and Kumar, 1595).

Penghambatan aliran darah karena kongesti menyebabkan zat-zat makanan
dan oksipen yang masuk ke jaringan  berkurang schingga mengakibatken
perubahan sefuler. Perubahan tersebut mulai dari degenerasi sampai nekrosis,

Degenerasi pada hati mencit Jantan akibat pemberian fraksj air kulit buah
Jeruk keprok mufaj terjadi pada periakuan P, dengan derajat kerusakan ringan dan
kerusakan berat tetjadi pada perfakuan Py

Degenerasi sei merupakan kerusakan yang terjadi pada sitoplasma ictapi
tidak sampai merusak inti se] schinggakemsakanterschmdapatpuﬁhkembaii
menjadi normal. Degenerasi sel yang berlangsung lama dan terus-menerus, akan
menyebakan sef tidak dapa melangsungkan metabolisme schingga terjadi
kematian sel atau nekrosis sef {Price dan Wilson, 1984).

Degenerasi sel ditimbulkan ofeh adanya akumulasi dari bahan toksik dan
zat metabolik yang fain. Zat metabolik dan bahan toksjk dapat menyebabkan
Bangguan pada mitokondria yang menghasilkan energy Adenosin Triphosphat
{ATP). ATP dibutuhkan agar pompa natrium (Na") berjalan lancar, Bila ATP
tidak dihasilkan maka Na* tidak terpompa keluar dari sel, Na* bersifat menarik ajr
schingga jika air terakumuias; kedalam sej akibatnya sel membengkak dan
sitoplasma tampak keruh (Rippey, 1994).

Sejalan dengan hasil peneclitian ini, Premitha (2010) melaporkan bahwa
dosis 40 mg/ kg BB, 60 mg/ kg BB dan 80 mg/ kg BB selama 35 hari pada organ
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imial . .

gimal juga menunjukan perubahan gambaran histopatologi yang sama yaitu
kongesti dan degenerasi tubuler yang bersifat reversible (masih bisa pulih kembali
dalam keadaan normal bila penyebabnya dihilangkan).
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambii
kesimpulan bahwa pemberian fraksi air kulit buah jeruk keprok peroral dengan
dosis 40 mgkg BB, 60 mgikg BB, dan 80 mg/kg BB dapat mengakibatkan
perubahan gambaran histopatologi hati mencit jantan berupa kongesti dan

degenerasi.

6.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian dapat diajukan saran scbagai berikut;
1. Perlu dilakukan penelitian lebih fanjut untuk melihat perubahan gambaran
histopatologi pada organ lain.
2. Fraksi air kulit buah jeruk keprok dapat digunakan scbagai bahan
antifertilitas pada pejantan namun perlu mempertimbangkan dosis

aplikasinya dan jangka waktu penggunaan

41

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN FRAKSI ... RATNA WATININGSIH




IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

RINGKASAN

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN FRAKSI ... RATNA WATININGSIH




IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

RINGKASAN

Penggunaan tanaman sebagai bahan untuk obat alternative saat ini sudah
berkembang pesat di Indonesia, Salah satu tanaman obat berkhasiat adalah
tanaman jeruk keprok. Hesperidin yang terkandung di dalam kulit bugh jeruk
keprok adalah bahan aktif yang dimanfaatkan sebagai salah satu alternative bahan
antifertilitas pada pria karena diketahui mampu menghambat proses fertilisasi dan
dapat menurunkan aktivitas enzim hyaluronidase spermatozoa meieit

Penclitian ini menggunakan 24 ekor mencit jantan yang berumur 6 bulan
dengan berat badan rata-rata 30 gram. Mencit tersebut dibagi secara acak menjadi
empat kelompok, yaitu kelompok kontrot (P6) dan ketompok perfakuan (P1, P2,
P3) dimana setiap ketompok terdint dani emam watigan setama 35 hari. Pada hari
ko-36, moncit jantan terscbut dikorbankan dan dilakukan pembodahan umtuk
mengambil organ hati guna dibuat preparat histopatologi dengan pewamaan HE,
Sdanjﬁmyadihkukanpemﬁiksaaﬁdenganmﬂaoskappﬂbcwmmkaﬁdm
ditakukan skoring melatui fima lapangan pandang yaig berbeda,

Data yang dipcrolch berdasarkan derajat kerusakas  diclah dengan
pemilaian peringkat {rank) kemudian dianalisis dengan Uji Kruskalh-Wallis,
diperoleh hasi adaniya perbedaan yang signifikan antar ketompok pertakuan,
maka ditanjutkan dengan Uji Mann-Whitney.

Hasil penctitian yang diperolel dari anafisic dengan Uji Mann-Whitney
menanjukkan bahwa perubahan gambaran histopatologi hati mencit jantan Gerups
kongesti dan degencrasi pada kelompok perlakuan P} mengalami perubahan

42
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paling ringan, dilajutkan dengan P2, dan P3 yang paling berat Antara kelompok

P1, P2, dan P3 terdapat perbedaan yang nyata

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian
fraksi air kulit buah jeruk keprok sebagai bahan antifertilitas selama 35 hari terjadi
perubahan pada gambaran mikroskopis yaitu kongesti dan degenerasi yang masih
dalam tahap ringan dan bersifat reversible (masih bisa pulih kembali ke keadaan
normal jika penyebabnya dihilangkan).
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Lampiran 1. Prosedur Pembuatan Sediaan Preparat Histopatologi Hati

Mencit (Mus musculus) Jantan

mengalir (+ 30%)

Dicuci dengan alr]

LAikéhoJ %ﬂ == Alkohol 9% | LAllmho] absolut 1 |

Xylol < Alkohol D —— ] Alkohol
absolut IIT absolut IT

Xylolll | === | xyloin | ===
.

T e L

l=:> LPewamaanj => L Mounting j

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN FRAKSI ... RATNA WATININGSIH




IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

—— —
(") l===>l Xﬂcg I j':':’l Xylol 111

Alkohol Alk [ ]
N%Q) || 96%@) ool | <= | ‘Apeonol
ﬂ m 1 ,
Alkohol ” .
i) | = | W | =
en b ]

[ Cuci dengan air

Alkoho]
80% (2")

Xylol XY]OI I
" o= Alk

I (3°)

Xylol .
I (5") — Dibersihkan dan dj tutup —
dengan cover glass

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN FRAKSI ...

. R po— 10
ey

Alkohol
absolut I

(3)

ﬂ

<= | Alkohol
absolut
H(3)

Siap
diperiksa

RATNA WATININGSIH




IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 51

Lampiran 3. Perhiturgan Dosis dan Pembuatan Solusio Fraksi Air Kulit
Buah Jeruk Keprok (Citrus nobilis Lour.)

Dan pegelitian sebelumnya pemberian fraksi air Citrus nobilis Lour dosis
terkecil yaitu 100 mg/kg BB mencit dapat memberikan efek hambatan fungsi
penetrasi spermatozoa yang mutlak. Oleh karena itu perlu dilakukan eksplorasi
dosis dibawah dosis tersebut untuk mendapatkan dosis optimum yaitu antara 40
mgkg — 80 mgkg dan akan dibuat tiga variasi dpsis. Penentuan dosis
menggunakan ramus penentuan interval dosis yaita F =™
Keterangan :

F = Faktor pengali
n = (jumiah dosis dalam deretan) -1
I'= dosis terbesar
dosis terkecil
Maka perhitungan dosisnya sebagai berikut :
F=2Y80/40 =2 =Y jog 2
=4.073
=0.15-> anti log = 1 41
Sehingga dosis yang akan digunakan adalah sebagai berikut :
Dosis 1 : 40 mg/kg BB
Dosis2:40 mgkg  x 1,41 =56,50 =60 mg/kg BB
Dosis 3 : 56,50 mg/kg x 141 = 79,66 = 80 mg/kg BB
Pemberian perlakuan pada mencit jantan menggunakan volume sebesar 1 ml agar
tidek melebihi kapasitas lambung mencit jantan. Maka Jumlsh volume larutan
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fraksi air jeruk keprok (Citrus nobilis Lour) 35 bari yang disiapkan untuk 6 ekor
adalah :
- P1
Fraksi kering ditimbang :

v 40 mg/kg BB =12 mg/30 g BB mencit

v 1,2 mg x 6 ekor x 35 hari=252mg=0,252 ¢
s P2
Fraksi kering ditimbang

v 60mgkgBB =138 mg/30 g BB mencit

v 1,8 mg x 6 ekor x 35 hari = 378 mg=0,378 g
e P3
Fraksi kering ditimbang :

v 80mgkgBB=24 mg/30 g BB mencit

v 24mgx6 ekor x 35 hari = 504 mg=0,504 g

Fraksi kering ditimbang sesuai kebutuhan di atas, lalu masukkan ke dalam

mortir dan digerus dengan stamper sampai halus, selanjutnya masukkan aquades
sampaiZIOml,danaduksampaihmnogendmganspaPﬂ&Setdahhnmogm,
pindshkan ke dalam botol dan pemberian perlakuan mencit dengan sonde
lambung,
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Larutan Obat Yang Dapat Diberikan pada

SKRIPSI
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Berbagai Hewan,
l IV (ml) M (ml) [_IP (mi) SC (ml) PO (m}) j
Mencit
20-30
2 0,5 0,05 1,0 0,5-1,0 1.0
Tikus ,
100 g
1,0 0,1 2-50 25-50 50
Hamster i
250 g
- 0,1 1-2,0 2,5 28
Marmot
250
g - 0,25 2-50 50 10
Merpati
300
g 2,0 0,50 2,0 2,0 10
Kelinci
2,5kg
5-10 05 10-20 5-10 20
Kucing
3kg
5-10 1,0 10-20 5-10 50
Anjing
Skg
10-20 5,0 20-50 10,0 100,0
¥
(Donatus, 1986)
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Kruskal-Wallis dan Maan Whitney dengan Menggunakan
Program SPSS (Statistical Programs for Social Scientific)

Case Processing Summary(a)
Cases
included , Excluded Total
N l Percent ‘ N f Percent N I Percemnt
KONGEST! *
PER{LAKUAN 18 ’ 100.0% , 0 I .0% 18 / 100.0%
& Limited to first 100 cases,
Case Summaries(a)

KONGESTI
PERLAKUAN P1 1 2
2 3
3 2
4 1
5 1
& 1
Total N ;]
Mean 1.67
Std. Deviation 818
Madian 1.50
P2 1 2
2 3
3 2
4 4
5 1
6 1
Totai N 6
Mean 217
5td. Deviation 1.189
Madian 2.00
P3 1 5
2 3
3 4
4 4
5 2
<] 5
Total N 8
Mean 3.83
5td. Deviation 1.169
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Median

4.00
Tota] N "
Mean 256
$td. Deviation 1.381
edian 2.00
& Limited to firs! 100 cases, j
Kruskal-Wallis Test
Ranks
l N Mearn Rank
KONGESTI  P1 5 o
P2 & 8.17
iy 8 1417
Total 18
Test Statistica(a b)
KONGESTI
Chi-Square 7.687
bt 2
Asymp. Sig. 021

8 Kruskal Wallis Test
b Grouping Variable: PERLAKUAN

55

p<0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan,

Mann-Whitney Test
Ranks
' N Mean Rank Sum of Ranks
KONGEST!  P1 3 s ks
P2 8 7.25 43.50
Total 12
Test Statistics(b)
KONGESTI
Mann-Whitney U 13.500
Wilcaxon W 34.500
z -.763
Asymp. Sig. 2-tailled) 445
Exact Sig. [2*(1-tailed
$ig.)] 485(a)
a Not comected for ties.

b Grouping Variable: PERLAKUAN

p>0,05 maka tidak terdapat perbedean yang signifikan antar kelompok perlakuan.
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Ranks
] N Mean Rank Sum of Ranks
KONGESTI P1 8 3.02 231.50
P3 8 9.08 54.50
Total 12
Test Statistics(b)
KONGEST!
Mann-Whitney U 2.500
Wilcaxon wW 23.500
V4 -2.531
Asymp. Sig. (2-tailed) .011
Exact Sig. [2*(1-tailed

a Not comected for ties,

b Grouping Variable: PERLAKUAN

P<0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perfakuan.

a Not corrected for ties,

b Grouping Vasiable; PERLAKUAN

Ranks
l N Mean Rank Sum of Ranks
KONGEST! P2 6 4.42 26.50
P3 6 8.58 51.50
Total 12
Test Statistics(b)
KONGESTI
Mann-Whitney U 5.500
Wilcoxon W 26.500
Z -2.041
Asymp. Sig. {2-tailad) 041
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig )} 041(a)

p<0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan,
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istopatologi Hati Berupa Kongesti
kan Uji Statistik Non Parametrik

Kruskal-Wallis dan Mang Whitney dengan Menggunakan
Program SPSS (Statistical Programs for Social Scientific)
Case Processing Summary(a)
Cases
| included Excluded Total
N , Percent N Percent N [ Percent
DEGENERASI *
PERLAKUAN 18 ] 100.0% 0 0% 18 i 100.0%
a limited to first 100 casas,
Case Summaries(a)
DEGENERASI
PERLAKUAN P1 1 2
2 4
3 2
4 4
§ 4
6 2
Total N 8
Mean 3.00
Std. Deviation 1.095
Median 3.00
P2 1 4
2 8
3 10
4 6
5 2
J 10
Total N 8
Mean 6.67
Std. Deviation 3.286
Median 7.00
P3 1 10
2 10
3 10
4 10
5 10
6 10
Total N 8
Mean 10.00
Std. Deviation 000
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Median 10.00
Total N 18
Mean 6.56
Std. Deviation 3.485
Median 7.00
a Limited to first 100 cases, ]
Kruskal-Wallis Test
Ranks
i Mean Rank
DEGENERASI Pi 6 4.50
P2 8 9.50
P3 6 14.50
Total 18
Test Statistics(a,b)
DEGENERASI
Chi-Square 11.762
Df 2
Asymp. Sig. 003

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: PERLAKUAN

p<0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan.
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Mann-Whitney Test
Ranks
' Mean Rank Sum of Ranks
DEGENERASI P1 8 4.50 27.00
P2 8 8.50 51.00
Total 12
Test Statistics(b)
DEGENERASI
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 27.000
¥4 -1.986
Asymp. Sig. (2-tailed) .048
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)} .065(a)

@ Not corrected for ties,
b Grouping Variable: PERL AKUAN

P>0,05 maka tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan,
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8 Not corrected for ties,

b Grouping Variable: PERLAKUAN
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Ranks
] | Mean Rank Sum of Ranks
DEGENERASI P1q 6 3.50 21.00
P3 5 9.50 57.00
Total 12
Test Statistics(b)
DEGENERASI
Mann-Whitney U 000
Wilcoxon W 21.000
b4 -3.127
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig)) -00%a)

P<0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan.

Ranks
l Mean Rank Sum of Ranks

DEGENERASI p2 8 4.50 27.00

P3 6 8.50 51.00

Total 12

Test Statistics{h)
DEGENERASI |

Mann-Whitney U 8.000
WVilcoxon W 27.000
b4 -2.288
Asymp. Sig. (2-tailed) 022
Exact Sig. [2*(1-tailed
8ig.)) -085(a)

a Not commected for ties.

b Grouping Varabie: PERLAKUAN

P>0,05 maka tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok periakuan
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Lampiran 7. Gambar Penelitian

Fraksi Air Kulit Buah Jeruk Keprok

Keterangan: Keterangan:
a. Bakcer Glass a. Pompa
b. Pinset b. Labu Saring
¢. Disposable Siringe 10 cc ¢. Corong Buchner
d. Sonde Lambung Mencit
e. Disposable Siringe 1 cc

Perlakuan Peroral
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