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THE EFFECT OF BORAX TO NUMBER OF SPERMATOGONIUM CELLS
AND SERTOLI CELLS ON HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN
TESTIS OF RATS (Rattus norvegicus)

Izzatul Ulfana

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the histopathological changes in
testis of wistar rats after giving borax using different subchronic toxicity doses. The
research has been done on July, 9" 2013- September, 29™ 2013 at Department of
Pathology Veterinary, Faculty of Veterinary Medicine, Universitas Airlangga.
Twenty male rats (Rattus norvegicus strain Wistar) 45 days old with body weight 200
g were used. These animals were divided into four groups (PO, P1, P2, and P3). PO
were treated with sterile aquadest 0,5 ml/rats/day, P1 were treated with borax 19
mg/rats/day, P2 were treated with borax 26 mg/rats/day, and P3 were treated with
borax 37 mg/rats/day. This research has been conducted for 14 days to determine the
toxic effects of borax on the testis. The data were compared using ANOVA test and
Duncan  test. Statistical comparisons were performed using SPSS versi 20.0 for
windows. The result showed that borax gignificantly caused decrease number of
spermatogonium cells and sertoli cells on testical histopathology (p<0,05).

Key words : borax, disodium tetraborate decahydrate, testical histopathology.
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut Peraturan Menteri Kesehatan RI No.722/Menkes/Per/IX/1988
bahan makanan tambahan atau bahan pengawet adalah zat yang digunakan dan
dicampurkan sewaktu pengolahan makanan untuk meningkatkan kualitas
makanan tersebut. Ada beberapa jenis bahan pengawet yang diizinkan dan diatur
dalam penggunaannya antara lain: asam benzoat, kalium benzoat, asam sorbat,
kalium sorbat, natrium benzoat, dan natrium nitrit. Fakta yang terjadi di lapangan
menunjukkan telah ditemukan beberapa jenis bahan pengawet makanan berbahaya
di pasaran diantaranya natrium tetraborat (boraks), formalin, asam salisilat,
kalium klorat, dan potassium bromat (Departemen Kesehatan RI, 1999).

Boraks sering digunakan sebagai bahan tambahan pembuatan makanan
termasuk makanan tradisional, misalnya bakso, mi basah, siomay, dan masih
banyak lagi ditemukan sebagai bahan pengawet (Novrianto, 1994). Boraks selain
bertujuan untuk mengawetkan makanan juga menjadikan makanan lebih kenyal
teksturnya dan memperbaiki penampilannya. Dibandingkan dengan bahan
pengawet lain, boraks mampu mempertahankan tekstur makanan sehingga dapat
lebih lama disimpan dengan tidak merubah sedikitpun tingkat kekenyalan dan
penampilan makanan. Boraks yang dicampur ke dalam makanan juga dapat
mempertahankan derajat keasaman sehingga tidak cepat tengik (Sugiyatmi, 2006).

Penggunaan boraks sebagai pengawet makanan dalam skala besar tentu

dapat menguntungkan dari segi produksi, karena boraks dapat dibel: dengan harga

yang relatif murah daripada bahan pengawet lainnya yang tidak berbahaya. Bahan




pengawet tidak berbahaya sekalipun harus diatur dosis penggunaannya, apalagi
boraks yang dalam penggunaannya tidak bisa diperkirakan berapa kali dosis yang
digunakan sebagai pengawet makanan (Cahyadi, 2006). Boraks termasuk bahan
makanan tambahan yang berbahaya dan bersifat racun bagi tubuh, sehingga
boraks termasuk bahan makanan yang dilarang (Peraturan Menteri Kesehatan R1
No.722/Menkes/Per/IX/1988). Fakta yang terjadi menunjukkan telah ditemukan
beberapa jenis makanan yang mengandung boraks (Departemen Kesehatan Rl,
1999). Hal ini terjadi akibat ketidaktahuan produsen maupun konsumen tentang
bahaya penggunaan pengawet non makanan sebagai pengawet makanan sehingga
sering terjadi kasus penyatahgunaan boraks (Cahyadi, 2006).

Bahaya yang ditimbulkan akibat pengaruh boraks secara langsung maupun
residu yang ditinggalkannya dapat berdampak sistemik pada tubuh. Pengaruh
boraks yang tampak dari luar dapat berupa pengerasan kulit maupun kematian
epidermis kulit. Efek boraks yang lebih berbahaya mengakibatkan kerusakan hati,
lambung, usus halus, usus besar, organ reproduksi dan memacu pertumbuhan sel
kanker. Dampak boraks sangat kompleks karena dapat menyerang saraf, paru,
trakea, limpa, ginjal, dan panca indera. Boraks yang menyerang sel terutama pada
mitokondria dan terakumulasi di dalam sitoplasma akan mengganggu fungsi
metabolisme sel tersebut (Dourson et al., 2003).

Uji teratologik pada tikus membuktikan bahwa boraks dapat menyebabkan
cacat fetus. Boraks juga dapat menyebabkan atresia folikel ovarium dan pada

dosis tinggi menyebabkan gagal hamil, karena embrio yang sampai ke uterus

belum siap melakukan implantasi, sebagai akibat terhambatnya proses segmentasi




dan perkembangan awal embrio (Munir dkk, 1999). Pada hewan jantan, boraks
menyebabkan lesi pada testis ditandai dengan penghambatan spermatogenesis
yang diikuti oleh atropi pada dosis tinggi (Chapin and Ku, 1994)

Testis merupakan organ yang sangat krusial bagi hewan jantan. Fungsi
alamiah esensial seekor hewan jantan adalah menghasilkan sel-sel kelamin jantan
atau spermatozoa yang hidup, aktif, dan potensial fertil dan secara sempurna
meletakkannya ke dalam sel kelamin betina. Semua proses-proses fisiologik
dalam tubuh hewan jantan baik langsung maupun tidak langsung menunjang
produksi dan kelangsungan hidup spermatozoa. Akan tetapi pusat kegiatan kedua
proses kegiatan ini terletak pada organ reproduksi hewan jantan itu sendiri
khusunya testis (Ismudiono, 2010). Berdasarkan pernyataan Chapin and Ku
(1994) pada jurnal yang berjudul “Mechanism of the Testicular Toxicity of Boric
Acid in Rats” bahwa testis merupakan salah satu organ yang rentan terhadap
adanya asam borat, namun pada penelitian ini belum ada laporan mengenai
perubahan jumlah sel spermatogonium dan se! sertoli secara histopatologi dengan
menggunakan dosis subkronis. Menurut Wagner and Wolff (1977), pada
penelitian pengaruh boraks untuk mengetahui efek toksiknya dianjurkan
menggunakan uji toksisitas dosis subkronis.

Boraks dapat masuk ke dalam tubuh hewan melalui banyak cara baik
melalui cemaran air minum, makanan, maupun pernafasan. Luasnya kemungkinan
paparan boraks dalam tubuh, serta belum adanya penelitian tentang pengaruh

boraks pada jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli secara histopatologis pada

dosis subkronis mengindikasikan pentingnya dilakukan penelitian pengaruh




boraks pada jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli. Berdasarkan latar
belakang masalah tersebut di atas, maka dilakukan penelitian pengaruh
pemberian boraks terhadap jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli pada
gambaran Histopatologi testis tikus putth (Rattus norvegicus).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, maka rumusan masalah yang
dapat dibuat adalah apakah terjadi penurunan jumlah sel spermatogonium dan sel
sertoli testis tikus putih (Rattus norvegicus) akibat pemberian boraks?

1.3  Landasan Teori

Boraks mengandung bahan aktif yakni asam borat atau asam ortoborat
(Hs;BO;). Asam borat merupakan senyawa hidrat atau garam natrium tetraborat
yang digunakan sebagai bahan campuran pestisida (Caroline, 2004). Bahaya
makanan yang mengandung asam borat dapat merusak proses biokimia dan
bioenergitika di dalam sel (Devirian and Volpe, 2003).

Tubuh terdiri dari berbagai macam organ yang secara normal melakukan
proses biokimia dan proses bioenergitika. Testis merupakan organ tempat
terjadinya proses spermatogenesis yang menghasilkan spermatozoa. Proses
spermatogenesis dipengaruhi oleh faktor endogen maupun faktor eksogen. Faktor
endogen meliputi hormonal, psikologis, dan genetik. Faktor eksogen berupa bahan
kimia dan obat-obatan, suhu, radiasi sinar X, getaran ultrasonik, gizi, trauma dan
peradangan. Boraks termasuk bahan toksik bagi testis. Pengaruh boraks akan
berdampak sistemik terutama pada sel tubuh yang akan terjadi akumulasi dan

mempengaruhi fungsi mitokondria. Fungsi mitokondria secara normal




veteriner bahwa boraks dapat menyebabkan perubahan gambaran histopatologi
testis tikus putih (Rattus norvegicus) berupa perubahan jumlah sel
spermatogonium dan sel sertoli. Di bidang kesehatan penelitian ini juga dapat
dijadikan acuan untuk mensosialisasikan makanan yang mengandung bahan
pengawet boraks serta bahaya yang ditimbulkannya agar dapat dicegah dan
dihindari sedini mungkin.

1.6  Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, maka hipotesis penelitian yang dapat dibuat

adalah boraks menyebabkan penurunan jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli

pada gambaran histopatologi testis tikus putih (Ratfus norvegicus).
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Tinjauan tentang Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus) menurut Linnaeus (1758)

adalah :

Kingdom
Filum

Sub filum
Class

Sub class
Ordo

Sub ordo
Super famili
Famili

Sub family

Genus

Species

: Animalia

: Chordata

: Vertebrata

: Mamalia

: Theria

: Rodentia

: Myomorpha
: Muroidea

: Muridae

: Murinae

: Rattus

: Rattus norvegicus

Gambar 2.1 Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Sumber:; Dokumen Pribadi, 2013




Testis tikus putih terletak pada daerah pre pubis, merupakan kelenjar
tubuler berbentuk bulat lonjong, terdapat sepasang. Testis terbungkus dalam
kantong skrotum, dimana dalam skrotum berisi dua lobi testis yang masing-
masing lobi berisi satu testis.

Menurut Kusumawati (2004), pada umur dua bulan berat badan tikus putih
dapat mencapai 200 — 300 g. Tikus tergolong hewan yang mudah dipegang dan
dikendalikan saat perlakuan tentunya dengan proses handling and restrain yang
benar. Lama hidup tikus putih antara 2,5 - 3 tahun. Umur dewasa tikus putih
jantan 39 - 47 hari sedangkan betina 34 - 38 hari, siklus estrus 9 - 20 jam, lama
kebuntingan 21 - 22 hari. Berat tikus putih jantan 300 - 800 g dan 250 — 400 g
untuk betina. Tikus putih merupakan hewan yang cukup efisien dan ekonomis dan
memiliki masa hidup yang lebih lama daripada mencit. Sama halnya seperti
mencit, tikus putih juga mempunyai ciri-ciri khas baik secara morfologi maupun
fisiologisnya. Tikus putih terkenal agak buas, namun mudah ditangani, takut
cahaya, dan aktif pada malam hari (nocturnal). Tikus putih kadang-kadang
mempunyai sifat kanibalisme. Tikus sangat mudah beradaptasi dengan perubahan
yang dibuat manusia, bahkan jumlahnya cepat bertambah karena tingkat
perkembangbiakannya yang tinggi. Berdasarkan sifat-sifat tikus itu pula yang
menjadi dasar tikus putih sering digunakan sebagai hewan percobaan.

2.2  Tinjauan tentang Testis
2.2.1 Anatomi Testis

Menurut Ismudiono dkk., (2010) testis merupakan alat kelamin utama

hewan jantan. Testis dari beberapa spesies hewan agak berbeda dalam hal ukuran,




bentuk, dan lokasinya, walaupun penyusun utamanya sama. Pada kebanyakan
mamalia, terletak pada daerah pre pubis, merupakan kelenjar tubuler berbentuk
bulat lonjong, terdapat sepasang. Testis terbungkus dalam kantong skrotum,
dimana dalam skrotum berisi dua lobi testis yang masing-masing lobi berisi satu
testis. Testis dapat menggantung di dalam skrotum secara bebas dengan bantuan
korda spermatika yang di dalamya mengandung duktus deferens, pembuluh darah,
syaraf, serta pembuluh limfe. Pada keadaan normal testis berbentuk bulat panjang
dengan sumbu memanjang ke arah vertikal. Setelah kulit dan lapisan korium,
tunika dartos, tunika vaginalis komunis dibuka testis dibungkus oleh kapsul
berwarna putih mengkilat yang disebut tunika albugenia. Tunika albugenia
mengandung syaraf dan pembuluh darah yang berkelok-kelok.
2.2.2 Histologi Testis

Testis terdiri dari kelenjar-kelenjar yang berbentuk tubulus, dibungkus
selaput tebal yang disebut tunika albugenia. Pada sudut posterior testis terbungkus
oleh selaput atau kapsula yang disebut mediastinum testis. Septula testis
merupakan selaput tipis yang meluas mengelilingi mediastinum sampai ke tunika
albugenia dan membagi testis menjadi 259-270 bagian yang berbentuk piramid
dan disebut lobuli testis. Isi ddri lobus adalah tubulus seminiferus yang merupakan
tabung kecil panjang dan berkelok-kelok memenuhi seluruh kerucut lobulus.
Muara tubulus seminiferus terdapat pada ujung medial dari kerucut
(Constantinescu, 2007). Ujung setiap lobulus, lumennya menyempit dan berlanjut

ke ruas yang pendek yang dikenali dengan tubulus rektus. Tubulus rektus

menghubungkan tubulus seminiferus dengan labirin saluran berlapis epitel yang
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berkesinambungan, yaitu rete testis. Rete testis terdapat dalam jaringan ikat
mediastinuim, dihubungkan dengan bagian kepala epididimis oleh 10-20 duktus
eferens (Junquera et al., 1997).

Tubulus seminiferus terdiri dari suatu lapisan jaringan ikat fibrosa, lamina
basalis dan suatu epitel germinal kompleks atau seminiferus. Tunika fibrosa yang
membungkus tubulus seminiferus terdiri dari beberapa lapis fibroblas. Lapisan
yang paling dalam melekat pada lamina basalis terdiri atas sel-sel mioid gepeng,
yang memperlihatkan ciri otot polos. Epitel tubulus terdiri atas dua jenis sel yaitu
sel sertoli dan sel-sel yang merupakan garis keturunan spermatogenik ( Janqueira
et al., 2005). Sel sertoli berbentuk panjang, berdasar luas, melekat pada membrana
basalis. Sel sertoli berfungsi merawat sel spermatogonium yang baru saja
terbentuk, menghasilkan hormon inhibin, menghasilkan protein pembawa hormon
jantan Androgen Binding Protein dan menghasilkan cairan testis. Di antara lobuli
pada testis didapatkan tunika vaskulosa yang merupakan jaringan yang bentuknya
mirip jaringan ikat. Tunika vasculosa terdiri dari sel-sel berbentuk poligonal
disebut sebagai sel intersitial atau sel leydig yang merupakan sistem endokrin
testis (Constantinescu, 2007).

Sel-sel spermatogenik tersebar dalam 4 sampai 8 lapisan yang menempati
ruang antara lamina basalis dan lumen tubulus. Sel benih yang pertama kali
terbentuk dalam tubulus adalah sel spermatogonium yang terletak di lamina
basalis dari tubulus seminiferus. Sel-sel ini membelah beberapa kali dan akhirnya

berdeferensiasi menjadi spermatozoa. Sel benih jantan terdapat dalam berbagai

tahap perkembangan yang merupakan proses berkesinambungan yang disebut
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spermatogenesis.

Spermatogenesis dibagi menjadi 3 fase yaitu spermatositogenesis, disana
sel spermatogonium membelah, menghasilkan generasi sel baru yang nantinya
akan membentuk spermatosit primer. Sel spermatosit primer merupakan sel benih
yang terbesar, terletak di daerah tengah epitelium tubulus seminiferus dengan inti
pada tingkat karyokinesis. Sel spermatosit primer selanjutnya mengalami proses
meiosis, spermatosit mengalami dua kali pembelahan secara berurutan dengan
mereduksi sampai setengah jumlah kromosom dan DNA per sel. Meiosis yang
pertama sel spermatosit primer menjadi sel spermatosit sekunder. Sel spermatosit
sekunder jarang ditemukan pada gambaran histologi tubulus seminiferus karena
cepat sekali mengalami meiosis kedua menghasitkan spermatid. Besar spermatid
kurang lebih setengah dari spermatosit primer dengan inti bulat dan terletak
mendekati lumen. Fase terakhir dari proses spermatogenesis adalah
spermiogenesis, dimana spermatid mengalami proses sitodeferensiasi rumit

menghasilkan spermatozoa (Janqueira ef al., 2005).

Gambar 2.2 Hi'stologités's -
Sumber: Dokumen Pribadi
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2.2.3 Peran Testis

Testis sebagai organ kelamin jantan utama mempunyai fungsi reproduktif
dengan menghasilkan sel spermatozoa (Constantinescu, 2007). Proses
pembentukan sel spermatozoa disebut spermatogenesis, Proses spermatogenesis
terdiri dari tiga periode, yaitu periode mitosis, meiosis dan metamorfosa. Periode
mitosis terdiri dari multiplikasi sel spermatogonium yang membelah menjadi
spermatosit primer. Spermatosit primer akan mengalami periode meiosis dengan
jumlah kromosom setengah dari spermatosit primer ¢haploid) menjadi spermatosit
sekunder yang selanjutnya akan berkembang menjadi spermatid. Proses
perkembangan spermatid menjadi spermatozoa disebut dengan periode
metamorfosa (Bacha, 2000).

Menurut Lamb dan Foster (1988), proses spermatogenesis dimulai dengan
sel benih primitif, yaitu spermatogonium yang letaknya paling dekat dengan
lamina basalis. Sel lamina basalis pada keadaan kematangan kelamin mengalami
mitosis yang menghasilkan sel induk atau sel spermatogonium tipe A dan
spermatogonium tipe B. Spermatogonium tipe A adalah sel induk untuk garis
keturunan spermatogenik yang mempunyai inti lonjong dan gelap pada gambaran
histologi. Spermatogonium tipe B merupakan sel progenitor yang berdeferensiasi
menjadi dua spermatosit primer, pada gambaran histologi spermatogonium tipe B
mempunyai inti bulat dengan kromatin memadat di sekitar selaput inti. Tahap
selanjutnya yaitu meiosis 1. Tahap meiosis terdiri dari beberapa fase, fase pertama

yaitu profase yang merupakan fase dimana membran inti dari spermatosit primer

hilang, bintik-bintik kromatin berubah menjadi benang-benang kromosom
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(Janqueira et al., 2005). Spermatosit primer, kemudian memasuki tahap metafase
yang ditandai dengan kromosom terputus-putus menjadi berpasangan yang
meletakkan diri di bidang equator di tengah-tengah sel. Tahap terakhir adalah
anafase kromosom yang tadinya berpasangan memisahkan diri ke dua arah yang
berlawanan bergerak ke arah kutub sel (Bacha, 2000). Tahap meiosis 1
menghasilkan sel spermatosit sekunder dengan pengurangan kromosom diploid
menjadi haploid. Spermatosit sekunder sulit diamati dalam sediaan testis karena
merupakan sel berumur pendek yang berada pada fase interfase yang sangat
singkat dan cepat memasuki tahap meiosis [I. Pembelahan spermatosit sekunder
menghasilkan spermatid dengan kromosom haploid (Janqueira ef al., 2005).

Spermatid dapat dikenali melalui ukurannya yang kecil, dengan daerah
kromatin yang padat dan lokasinya mendekati poros lumen tubulus seminiferus.
Spermatid mengalami proses spermiogenesis yang mencakup pembentukan
akrosom, pemadatan dan pemanjangan inti, pembentukan flagelum dan
kehilangan sebagian besar sitoplasmanya. Hasil akhir dari spermiogenesis adalah
spermatozoa yang kemudian berkumpul di bagian tengah lumen tubulus
seminiferus (Donalds’s, 2003)

Fungsi testis sebagai endokrin menurut Guyton dan Hall (1997) yaitu
menghasilkan hormon yang menunjang terjadinya spermatogenesis. Bagian utama
pengaturan fungsi seksual baik pada jantan maupun betina dimulai dengan sekresi
Gonadotropin Realising Hormone (GnRH) oleh hipotalamus. GnRH merangsang

kelenjar hipofisis anterior untuk mengeskresikan hormon gonadotropin yaitu

Luteinizing Hormone (LH) dan Folicle Stimulating Hormone (FSH). LH akan
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merangsang sel leydig pada testis untuk menghasilkan hormon testosteron. Sel
intersitial leydig adalah sel yang terdapat di antara lobuli, berbentuk poligonal
teranyam bersama tenunan pengikat. FSH berfungsi merangsang terjadinya
spermatogenesis pada tubulus seminiferus. Tubulus seminiferus memiliki sel }
pengasuh spermatozoa yang disebut sel sertoli. sel sertoli berbentuk panjang, ‘
berdasar luas dan melekat pada membrana basalis tubulus seminiferus. Sel sertoli
memproduksi hormon inhibin dan menghasilkan Androgen Binding Protein
(ABP) yang berupa protein pengikat hormon jantan, ABP berfungsi dalam

transport hormon di dalam darah (Donald’s, 2003).

2.3  Tinjauan tentang Boraks
2.3.1 Sifat Fisik dan Kimia Boraks

Boraks merupakan unsur non logam yang dapat ditemukan secara bebas
karena distribusinya yang melimpah. Boraks berbentuk seperti kristal putih dan
tidak berbau. Boraks mempunyai Rumus Molekul Na2B4O7. 10H20 dengan Berat
Molekul 381,37 yang terdiri dari Natrium 12,0%, Boron 11,34%, Hidrogen
5,29%, Oksigen 71,32%. Boraks meleleh pada suhu relatif rendah yaitu 120°C.
Nama lain boraks yakni sodium tetraborate decahydrate, disodium tetraborate

decahydrate, borax decahydrate (Whorton et al., 2003).
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Gambar 2.3 Rumus Molekul Boraks
Sumber : Caroline, 2004
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Berat jenis boraks mencapai 1,71 dengan tingkat kelarutan dalam air
sebanyak 4,71% pada suhu 20°C dan 65,64% dengan suhu 100°C. Titik lebur
62°C, dan pH pada suhu 20°C adalah 9,2-9,3. Bisa diperkirakan jika boraks
dicampur dengan air akan sulit teridentifikasi karena sifat-sifat boraks yang
mampu dengan mudah larut dalam air. Boraks juga dapat tahan lama meski
disimpan selama bertahun-tahun. Bentuk kristal boraks pun sering dipalsukan
sebagai bahan bumbu masak seperti garam. Padahal jika diteliti dengan jeli garam
dapur dengan boraks memiliki perbedaan yang jelas baik dari segi rasa maupun

kelarutan dalam air (Litovitz ef al., 2000).

Gambar 2.4 Bentuk Kristal Boraks
Sumber: Dokumen Pribadi, 2012

Menurut Sugiyatmi (2006), boraks mengandung bahan aktif yakni
senyawa asam borat atau asam ortoborat (H;BO;). Asam borat adalah asam
lemah. Asam borat merupakan senyawa hidrat dan boraks atau garam natrium
tetraborat. Jika boraks bereaksi dengan asam khlorida (HCl) dalam tambung, asam
borat akan semakin cepat tersintesis sesuai gambaran reaksi kimia berikut :
Na;B407.10H;0 + 2 HC1 - 4 H3BO; + 2 NaCl + 5 H,O
2.3.2 Sumber Boraks

Boraks yang melimpah di alam dapat ditemukan secara luas di sungai,

lembah, samudera, dasar laut dan tanah. Boraks yang dijual secara bebas di pasar
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modern maupun tradisional meski sudah ada larangan keras dari pemerintah, tetap
saja mudah ditemukan dalam skala besar. Bahkan, agen perlindungan lingkungan
(Enviromental Protection Agency) menyebut boraks ditemukan di seluruh
lingkungan (Cox and Kamprath, 2004).

Semakin banyak makanan yang telah menggunakan boraks sebagai
pengawet, membuat rawan konsumsi boraks karena belum tentu manusia sadar
bahwa makanan yang dibelinya benar-benar bebas dari boraks. Memang dalam
kadar sedikit nampak tidak ada boraks sekalipun makanan tampak masih bagus
kualitasnya. Namun, telah ditemukan dalam tubuh manusia terkandung boraks
antara 10-25 mg per hari. Sudah bisa diperkirakan bahwa asal dari kandungan
boraks dalam tubuh adalah residu boraks dalam makanan yang telah dikonsumsi
dalam tempo yang lama (Basoglu et al., 2010).

Basoglu et al., (2010), menyebutkan pula bahwa boraks mampu mengubah
profil lipid dengan bentuk VLDL (Very Low Density Lipoprotein) dalam tubuh
anjing khususnya trigliserida dalam hati. Proses perubahan profil lipid terjadi
selama interval 96 jam sejak pemberian boraks dalam tubuh. Temuan ini semakin
membuktikan bahwa makanan yang masuk ke dalam tubuh belum seratus persen
bebas dari boraks. Sampai kapanpun jika konsumen tidak jeli dalam memilih
bahan pangan bebas boraks, maka dimungkinkan sedikit konsentrasi boraks akan
masuk ke dalam tubuh.

2.3.3 Pemakaian dan Fungsi Boraks

Menurut LeBoeuf-Little (2010), boraks pada umumnya dijual hanya

kepada pembeli yang diberi ijin untuk melakukan tindakan pembasmian hewan.
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Fungsi boraks sendiri adalah sebagai pestisida, herbisida, insektisida, antifungi
serta desinfektan kuat untuk membunuh hama pengganggu. Di samping ifu,
penggunaan boraks juga sering dipakai untuk mengawetkan mayat dalam bidang
kedokteran sebagai pengganti formalin.

Dalam bidang industri bahkan boraks dimanfaatkan untuk bahan campuran
pewarna pakaian, detergen pencuci, pemutih, kosmetik, produk perawatan kulit
dan rambut, krim cukur serta digunakan untuk berbagai produk olahan bahan baku
meubel (Cox and Kamprath, 2004).

2.3.4 Pengaruh Paparan Boraks

Menurut Chapin et al., (1994), boraks dapat merusak sistem reproduksi
pada tikus putih. Paparan boraks pada organ reproduksi jantan tikus dapat
mengakibatkan adanya lesi pada testis yang disebabkan oleh hambatan
spermatogenesis dan diikuti oleh atropi testis. Hambatan tersebut berpengaruh
pada kualitas spermatozoa karena sebagaimana diketahui bahwa daya sensitifitas
spermatozoa terhadap zat toksik sangat tinggi.

Berdasarkan uji teratogen juga membuktikan adanya cacat fetus pada tikus
putih. Boraks dapat mengakibatkan atresia folikel ovarium dan berujung pada
kegagalan masa hamil karena embrio yang sampai pada uterus belum siap
melakukan proses implantasi sebagai efek dari terhambatnya proses segmentasi
dan perkembangan awal embrio (Pangestiningsih, 1994).

Daya karsinogen pada boraks mampu menginduksi tumbuhnya sel-sel

kanker terutama melalui proses inhalasi yang paling berpotensi menimbulkan

adanya kanker paru-paru. Jika dikonsumsi, boraks akan menimbulkan efek yang
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sangat mengganggu proses metabolisme tubuh. Beberapa gejala yang tampak
seperti mual, muntah, diare gastrointestinal, sulit menelan, gangguan absorbsi
usus serta akumulasi pada hepar, ginjal maupun organ reproduksi akan
termanifestasi untuk jangka waktu yang lama (Litovitz ef al., 2000).
2.3.5 Mekanisme Boraks pada Testis

Boraks yang masuk dalam tubuh peroral akan diabsorbsi oleh sistem
gastrointestinal dan mengikuti aliran darah. Kurang lebih 90% yang terabsorbsi
akan dieskresikan melalui urin hanya 60-75% dalam waktu 24 jam sejak
pemberian dan sisanya masih berada pada tubuh selama lebih dari 7 hari. Proses
eskresi yang lambat inilah yang akan menyebabkan akumulasi boraks dalam
tubuh (Whorton and Trent, 2003).

Menurut Devirian and Volpe (2003), bahaya makanan yang mengandung
asam borat dapat merusak proses biokimia dan bioenergitika dalam sel yang
mengakibatkan kerusakan sel dan melanjut pada kerusakan jaringan dan organ.

Menurut Chapin and Ku (1994) boraks yang terakumulasi dalam tubuh
akan menyebabkan kerusakan melaiui hambatan pada sintesis DNA sel benih.
Spermatogenesis adalah proses proliferasi dan diferensiasi yang terus—menerus
dari epitel duktus seminiferus. Proses spermatogenesis merupakan proses
pembelahan sel spermatogonium menjadi spermatozoa. Pembelahan pada proses
spermatogenesis meliputi mitosis maupun meiosis yang melibatkan kromosom
yang berisi deoxyribo nucleic acid (DNA) di dalam inti sel. Pada tahap persiapan

(interfase) proses spermatogenesis terjadi fase aktif dari sintesa DNA (Janqueira

et al., 2005). Boraks mengganggu sintesa DNA pada sel spermatogonium karena
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boraks secara spesifik merusak nukleosida deoxythymidin yang merupakan -
perkusor dari pembentukan DNA. Jika DNA yang terbentuk strukturnya
mengalami kecacatan maka DNA tidak akan berfungsi normal (Chapin, 1994),
akibatnya proses mitosis dan meiosis pada proses spermatogenesis selanjutnya
akan terganggu. Gangguan pada proses mitosis dan meiosis akan mengurangi
jumlah spermatosit primer, spermatosit sekunder, spermatid bahkan spermatozoa
yang dihasilkan, dampak yang lebih berat akan terjadi pengecilan tubulus
seminiferus (Janqueira ef al., 2005).

Mekanisme kerusakan testis menurut Chapin and Ku (1994) selanjutnya
yaitu boraks yang terakumulasi dalam tubuh akan menyebabkan hambatan
mekanisme pembentukan energi. Energi diperfukan untuk aktifitas berbagai
macam sel dalam tubuh termasuk sel penyusun testis. Sel sertoli merupakan
penghasil energi terbesar dalam testis. Sel sertoli harus mempunyai piruvat dan
laktat sebagai substrat enzim dalam pembentukan ATP.

Pembentukan energi terjadi melalui berbagai cara diantaranya glikolisis.
Glikolisis adalah pemecahan glukosa menjadi asam piruvat atau asam laktat.
Energi yang dihasilkan pada proses glikolisis berupa adenosine triphospate
(ATP). Glikolisis terjadi secara aerob maupun anaerob (Murray et al ., 2006).
Pada proses glikolisis aercb, piruvat berperan sebagai substrat enzim piruvat
kinase yang berfungsi memecah fosfoenolpiruvat menjadi enolpiruvat. Proses
pemecahan fosfoenolpiruvat terjadi perubahan adenosine diphospate (ADP)

menjadi adenosine triphospate (ATP). Jalur glikolisis anaerob diperlukan enzim

laktat dehydrogenase dimana enzim ini akan mengubah asam piruvat menjadi
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asam laktat. Reaksi glikolisis anaerob memerlukan adanya laktat sebagai substrat
dari enzim laktat dehydrogenase. Proses glikolisis anaerob menghasilkan 2 mol
ATP (Murray et al., 2006).

Menurut Chapin and Ku {1994) bahan aktif boraks yakni asam borat
menghambat proses glikolisis anaerob dengan menjadi inhibitor kompetitif enzim
laktat dehydrogenase. Enzim laktat dehydrogenase merupakan enzim yang
mengubah asam piruvat menjadi asam laktat dengan cara reoksidasi NADH
menjadi NAD'. Manifestasi hambatan oleh asam borat akan berdampak pada
kerusakan sel karena gagalnya sintesis energi dan perlahan akan mengganggu
proses spermatogenesis. ATP diperlukan untuk kelancaran pompa sodium (Na* )
dan potasium (K" ) pada sel sertoli maupun sel bakal spematozoa. Bila ATP tidak
dihasilkan maka Na* bersifat menarik air sehingga air terakumulasi di dalam sel
sertoli maupun sel benih, akibatnya sel membengkak (Rippey,1994).

Akumulasi air pada sel yang diikuti pembengkaan sel disebut degenerasi
hidropik. Degenerasi sel merupakan kerusakan yang bersifat reversible, artinya
jika penyebab degenerasi dihilangkan maka sel akan kembali normal (Arimbi,
2011). Degenerasi hidropik hanya terjadi pada sitoplasma tetapi tidak sampai
merusak inti sel sehingga kerusakan tersebut dapat pulih kembali. Degenerasi
yang berlangsung lama dan terus-menerus akan mengakibatkan sel tidak dapat
melangsungkan metabolisme sehingga terjadi kematian sel atau nekrosis (Price
and Wilson, 2006). Nekrosis dapat berdampak pada rusaknya jaringan atau jejas

sel yang diikuti dengan reaksi keradangan sehingga kapiler akan tersumbat sel

radang. Manifestasi tersumbatnya kapiler akan menimbulkan dilatasi pembuluh
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darah yang disertai peningkatan jumlah darah sehingga akan tampak eritrosit

terkumpul di kapiler berupa kongesti. Jika kapiler pecah akan diikuti tersebarnya

eritrosit disekitar sel sechingga tampak hiperemia jaringan (Bezabeh ef al., 2004).
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BAB 3
MATERI DAN METODE

3.1  Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Kandang Hewan Coba Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga pada bulan Juli 2013 sampai dengan bulan
September 2013. Pembuatan sediaan histopatologi testis dilakukan di
Laboratorium Departemen Patologi Fakuitas Kedokteran Hewan Universitas

Airlangga.

3.2  Bahan dan Materi Penelitian
3.2.1 Hewan Percobaan

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah 20 ekor tikus putih
(Rattus norvegicus) galur Wistar jantan. Penghitungan jumlah ulangan pada
penelitian ini dihitung berdasarkan rumus Rancangan Acak Lengkap
{Kusriningrum, 2006) yaitu:

t(n-1) >15
4n-1) > 15
4n4 >15
4n >19
n >5
keterangan:  t=jumlah perlakuan
n= jumlah ulangan dalam perlakuan

Tikus putih yang digunakan berumur 2 bulan dengan berat badan kurang

lebih 200 gram dan sehat. Tikus putih diperoleh dari Fakultas Farmasi Universitas

Airlangga Surabaya.
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3.2.2 Alat penelitian

Kandang percobaan untuk tempat pemeliharaan hewan coba yang terbuat
dari bahan plastik dengan ukuran 40 cm x 25 cm x 12 cm. Kawat jala sebagai
penutup kandang individual, tempat makan, tempat minum, timbangan digital,
dan jarum sonde. Peralatan yang digunakan untuk insisi dan pembuatan sediaan
histopatologi meliputi: gunting bedah, scalpel steril, pinset steril, object glass,
cover glass, hot plate, nampan sebagai wadah tikus putih, pot kecil dan tutupnya
sebagai tempat penyimpan organ, pembakar bunsen, oven, alumunium foil,
mikrotom, staining jar, refrigerator, kamera, dan mikroskop Olympus® CX-41.
3.2.3 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah boraks (Na2B407.10H20) yang didapatkan
dari toko bahan kimia Jalan Kandangan Blitar, aquadest steril sebagai pelarut
boraks, pakan yang diberikan berupa pakan ayam 511 berbentuk pellet
(PT.Charoen Pokphand Surabaya), air minum, sekam sebagai alas kandang

individual, kapas steril, chloroform, dan formalin 10%.

33 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah testis yang diambil dari tikus putih (Rattus
norvegicus) sebanyak 20 ekor. Pada penelitian ini diambil 1 buah testis secara
acak untuk masing-masing ekor tikus putih (Rattus norvegicus). Testis didapatkan
dengan melakukan pembedahan tikus putih pada hari ke- 15. Sebelum dibedah,
tikus putih (Ratrus norvegicus) dibius secara inhalasi dengan menggunakan
chloroform. Testis terletak pada daerah pre pubis dan terbungkus dalam kantong

skrotum, dimana dalam satu skrotum berisi dua lobi testis yang masing-masing
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lobi berisi satu testis. Selanjutnya, testis dipisahkan dengan skrotum dan difiksasi

di dalam pot yang berisi formalin 10% untuk dibuat sediaan histopatologi.

3.4  Metode Penelitian
3.4.1 Persiapan Hewan Percobaan

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan 20 ekor yang digunakan dalam
penelitian ini dibagi menjadi empat kelompok perlakuan dengan lima ulangan
pada masing-masing perlakuan. Sebelum mendapat perlakuan, tikus putih
tersebut dibagi dan dimasukkan secara acak ke dalam empat buah kandang dengan
masing-masing kandang berisi lima ekor tikus putih. Tikus putih diadaptasikan
selama tujuh hari dan diberi pakan dan minum secara ad libitum.
3.4.2 Perlakuan

Dasar pemberian dosis boraks adalah kandungan boraks yang terdapat
dalam mie basah siap konsumsi sebesar 2,901 gram/100 gram makanan (Happy,
1994). Menurut Wagner and Wolff (1977), pada penelitian pengaruh boraks untuk
mengetahui efek toksiknya dianjurkan menggunakan uji toksisitas dosis subkronis
selama 14 hari perlakuan. Dosis berulang menggunakan acuan dosis pada
manusia, yaitu 2,901 g. Setelah dikonversikan pada dosis tikus putih (Ratrus
norvegicus) selanjutnya didapatkan dosis atas dan dosis bawah untuk vji toksisitas
subkronis, yaitu 19 mg, 26 mg, dan 37 mg per ekor (cara perhitungan dosis
terdapat pada Lampiran 2).

Pembuatan larutan boraks dengan cara mencampur masing-masing dosis

boraks pada masing-masing kelompok perlakuan dengan aquades steril sebanyak

0,5 ml/ekor/hari kemudian dikocok sampai larut sempurna. Setelah itu, larutan
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boraks akan diberikan per oral dengan sonde selama 14 hari untuk mengetahui

efek toksiknya. Setiap perlakuan diulang lima kali sehingga diperoleh 4 x 5 = 20

unit perlakuan. Rincian perlakuan sebagai berikut :

1) PO: Tikus putih mendapat aquadest steril 0,5 ml/ekor/hari

2) P1: Tikus putih mendapat larutan boraks 19 mg/ekor/hari

3) P2: Tikus putih mendapat larutan boraks 26 mg/ekor/hari

4) P3: Tikus putih mendapat larutan boraks 37 mg/ekor/hari

Pada hari ke-15, tikus putih diambil dari kandang dan dilakukan anestesi

secara inhalasi dengan menggunakan chloroform. Tikus putih kemudian difiksasi

dan diseksi untuk memisahkan organ testis, selanjutnya dilakukan pengamatan

patologi anatomi dan pembuatan sediaan histopatologi testis.

3.5

3.5.1

352

3.5.3

3.6

Variabel Penelitian

Variabel Bebas : Dosis larutan boraks.

Variabel Tergantung : Perubahan jumlah sel spermatogonium dan
sel sertoli pada gambaran histopatologi
testis tikus putih (Rattus  norvegicus)

Variabel Kendali : Berat badan, umur, pakan, air minum dan
kandang tikus putih (Rattus norvegicus)

Definisi Operasional Variabel

Larutan boraks yang di maksud dalam penelitian ini merupakan campuran
masing-masing dosis boraks yang dilarutkan dengan aquadest steril 0,5

ml/ekor/hari lalu dikocok sampai larut sempurna. Boraks yang dilarutkan

untuk setiap perlakuan dengan dosis 19 mg, 26 mg, dan 37 mg.
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3.7  Pengumpulan dan Teknik Pengambilan Data

Data histopatologi ditentukan dengan cara mengamati dan menghitung
jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli dengan mikroskop. Penghitungan
dilakukan pada sel spermatogonium karena merupakan sel benih yang pertama
kali terbetuk dalam tubulus seminiferus dan mengandung banyak materi genetik.
Sel spermatogonium akan melakukan pembelahan hingga menjadi spermatozoa.
Asam borat bersifat toksik yang dapat mempengaruhi pembentukan DNA pada
proses pembelahan (Chapin and Ku, 1994). Berdasarkan peranan sel
spermatogonium yang sangat besar, sehingga diasumsikan bahwa apabila sel
spermatogonium rusak, maka proses pembelahan tidak terjadi sehingga sel benih
berikutnya tidak akan terbentuk. Sel spermatogonium terletak pada lamina basalis
tubulus seminiferus sehingga mudah diamati, oleh karena itu pada penelitian ini
dilakukan penghitungan pada sel spermatogonium.

Penghitungan selanjutnya dilakukan pada sel sertoli karena sel sertoli
merupakan sel pengasuh dari sel benih yang berfungsi sebagai produsen energi
untuk sel benih. Asam boraks dapat berpengaruh pada proses pembentukan energi
oleh sel sertoli (Chapin and Ku, 1994). Adanya pernyataan tersebut diasumsikan
bahwa asam borat berpengaruh terhadap jumlah sel sertoli selain itu bentuk sel
sertoli yang spesifik dapat dengan mudah dibedakan dengan sel benih dalam
tubulus seminiferus, sehingga pada penelitian ini dilakukan penghitungan pada sel
sertoli.

Setiap preparat diamati lima lapang pandang pada 5 tubulus seminiferus,

dengan asumsi bahwa 5 tubulus seminiferus tersebut sudah mewakili keseluruhan
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tubulus dalam satu testis yang diperiksa. Hasil penghitungan tiap lapang pandang

dalam satu preparat dijumlahkan kemudian dihitung rata-ratanya.

3.8  Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan dilakukan pengacakan
terhadap 20 ekor tikus putih yang terbagi dalam empat perlakuan (t=4), dan tiap
perlakuan terdapat lima ulangan (n=5). Rancangan percobaan yang digunakan
adalah Rancangan Acak Lengkap karena hanya ada satu sumber keragaman yakni
perlakuan yang dibeda-bedakan di samping pengaruh acak (Kusriningrum, 2006).

Data yang diperoleh berupa data kuantitatif jumiah sel spermatogonium
dan sel sertoli testis tikus putih. Data disusun dalam bentuk tabel untuk kemudian
dianalisis statistik dengan menggunakan uji ANOVA. Apabila terdapat perbedaan

yang nyaia dilanjutkan dengan uji Duncan. Seluruh proses analisis dikerjakan

dengan program SPSS 20 for Windows (Mehotcheva, 2008).




3.9  Bagan Alir Penelitian

Adaptasi selama 7 Hari pada 20 Ekor Tikus
Putih (Rattus norvegicus) Jantan

h

Penimbangan Berat Badan Awal pada 20 Ekor

Tikus Putih {Rattus norvegicus)
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PO : Diberi P1 : Diberi P2 : Diberi P3 : Diberi
Aquadest Steril Boraks 19 Boraks 26 Boraks 37
0,5 ml/ekor/hari mg/ekor/ hari mg/ekor/ hari mg/ekor/ hari
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v
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Anastesi secara Inhalasi dengan
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Penghitungan Sel

Y

Analisis Data

Gambar 3.1 Bagan Alir Penelitian
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

4.1 Jumlah Sel Spermatogonium

Penghitungan  jumlah sel spermatogonium dilakukan pada seluruh
preparat secara mikroskopis. Masing-masing preparat diamati 5 lapang pandang
pada 5 tubulus seminiferus secara acak.

Hasil penghitungan sel spermatogonium yang didapat berupa data
kuantitatif disajikan seperti pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Efek Pemberian Boraks terhadap Jumlah Sel Spermatogonium
pada setiap Perlakuan Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Perlakuan Jumlah hitung sel Spermatogonium (mean+SD)
PO 54,40% +0,894
P1 54,20° +0,837
P2 52,40" +3,362
P3 39,00° = 0,707

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang
sama menunjukkan adanya perbedaan yang nyata
antar perlakuan {p<0,05).
Berdasarkan hasil analisis statistik dengan uji Duncan menunjukkan
bahwa jumlah hitung sel spermatogonium kelompok kontrol (P0) tidak terdapat

perbedaan yang nyata (p>0,005) dengan kelompok P1, dan tidak berbeda nyata

(p>0,005) pada kelompok P2, tetapi berbeda nyata (p<0,05) dengan kelompok P3.
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Perbedaan rerata jumlah hitung sel spermatogonium pada masing-masing

perlakuan dapat dilihat pada diagram batang 4.1.

60 -

o0 o S L
PO P1 P2 P3

" Gambar 4.1 Diagram batang rerata jumlah hitung sel spermatogonium
pada kelompok perlakuan PO, P1, P2, P3.

Gambaran histopatologi sel spermatogonium kontrol (P0) dapat dilihat

pada gambar 4.2

Gambar 4.2 » Gambaran Hxstopaxoiogl Sel Spermatogomum
" (PO)Kontrot (Pewarnaan H.E; Perbesaran 1000x;
Mikroskop Olympus® CX41)
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Gambaran histopatologi sel spermatogonium kelompok perlakuan 3 (P3)

dapat dilihat pada gambar 4.3.

Gambar4.3 -~ — Gambaran HisopatologiSel Satogonium P3
- Dosis Boraks 37 mg (Pewarnaan H.E; Perbesaran
1000x; Mikroskop Olympus®CX41),

4.2 Jumlah Sel Sertoli
Penghitungan jumlah sel sertoli dilakukan pada seluruh preparat secara
mikroskopis. Masing- masing preparat diamati 5 lapang pandang secara acak dan

pada masing-masing lapang pandang dilakukan penghitungan sel sertoli pada 5

tubulus seminiferus.
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Hasil penghitungan sel sertoli yang didapat berupa data kuantitatif yang
disajikan seperti pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Efek Pemberian Boraks terhadap Jumlah Sel Sertoli pada setiap
Perlakuan Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Perlakuan Jumiah hitung sel Sertoli (mean+SD)
PO 14,20* + 3,271
P1 12,40°° £ 0,894
P2 10,60°° + 0,894
| P3 8,60 +1,517

: Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata antar perlakuan

: (p<0,05).

: Berdasarkan hasil analisis statistik dengan uji Duncarn menunjukkan bahwa
jumlah hitung sel sertoli kelompok kontrol (P0) tidak menunjukkan perbedaan
yang nyata (p>0,05) dengan kelompok perlakuan P1. Tetapi berbeda nyata
(p<0,05) dengan kelompok P2, dan kelompok P3. Kelompok perlakuan P1

menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05) dengan kelompok perlakuan P3,

tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05) dengan perlakuan P2.
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Perbedaan rerata jumlah hitung sel sertoli pada masing-masing perlakuan

dapat dilihat pada diagram batang 4.4.

6,
14

[y
-

i

[— I I - A )

|
!
1

Gambar 4.4 Diagram batang rerata jumlah hitung
sel sertoli pada kelompok perlakuan PO, P1, P2, P3.

Gambaran histopatologi inti sel sertoli kontrol (P0) dapat dilihat pada

gambar 4.5

<

i Gambarén Histopatologf Inti Sel Sertoli kontrol (P0)
(Pewarnaan H.E; Perbesaran 1000x; Mikroskop
Olympus® CX41).
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Gambaran histopatologi inti sel sertoli kelompok perlakuan 3 (P3) dapat

dilihat pada gambar 4.6.

- »

" Gambaran Histopatologi Inti Sel Sertoli (P3)
Dosis Boraks 37 mg (Pewarnaan H.E; Perbesaran
1000x Mikroskop Olympus® CX-41).

Gambar 4.6
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BAB 5 PEMBAHASAN

Boraks masuk kedalam testis dalam bentuk asam borat mampu menembus
blood testis barier (Chapin and Ku, 1994). Blood testis barier merupakan suatu
kompleks multisel yang terdiri dari sel mioid dan membran yang mengelilingi
tubulus seminiferus dan sel sertoli yang keduanya terjalin rapat mengelilingi
tubulus seminiferus. Blood testis barier berfungsi sebagai salah satu sistem
pertahanan tubulus seminiferus dan bersifat selektif terhadap bahan asing. Tidak
semua bahan kimia dapat masuk ke dalam tubulus seminiferus. Laju penetrasi zat
kimia ke dalam tubulus seminiferus ditentukan oleh berat molekul, koefisien
partikelnya dan ciri-ciri ion (Janqueira, 2005).

Fungsi blood testis barier tidak seefektif blood brain barier pada otak.
Boraks dalam asam borat mampu melewati blood testis barier, karena asam borat
mempunyai laju penetrasi ke dalam tubulus seminiferus yang tinggi. Asam borat
yang masuk ke dalam tubulus seminiferus menyebar ke seluruh bagian melalui
sistem sirkulasi. Asam borat yang menyebar dapat mempengaruhi sel
spermatogonium dan sel sertoli, serta dapat mengganggu proses metabolisme di
dalamnya.

Proses spermatogonium di dalam tubulus seminiferus melibatkan berbagai
sel benih maupun non benih, termasuk spermatogonium dan sel sertoli. Setiap sel
di dalam tubulus seminiferus sangat berkaitan antara satu dengan lainya. Apabila
terjadi kerusakan pada sel spermatogonium maka sel benih selanjutnya tidak akan

terbentuk karena sel spermatogonium sebagai pusat dari sernua sel benih di dalam

tubulus seminiferus. Sel spermatogonium merupakan sel yang pertama kali
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terbentuk di dalam tubulus seminiferus. Asam borat merusak sel spermatogonium
pada materi genetik (DNA) yang akan mengalami pembelahan membentuk
spermatosit primer.

Sel benih pada proses spermatogenesis diasuh oleh sel sertoli. Sel sertoli
merupakan sel non benih, dalam mengasuh sel spermatozoa fungsi sel sertoli
dapat terganggu oleh adanya asam borat. Asam borat mempengaruhi proses
pembentukan nutrisi pada sel sertoli, sehingga lama- kelamaan sel sertoli
mengalami kerusakan akibat nutrisi yang tidak memadahi. Apabila sel sertoli
mengalami kerusakan maka set sertoli tidak dapat mengasuh sel benih termasuk
sel spermatozoa. Kegagalan fungsi sel sertoli dalam mengasuh sel benih akan
memperparah kerusakan sel yang diasuhnya termasuk sel spermatogonium yang

terpapar oleh asam borat.

5.1 Jumlah Sel Spermatogonium

Hasil uji statistik menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05) antara PO
dengan P3 yang artinya bahwa dosis boraks 37 mg/ekor/hari dapat mengakibatkan
penurunan jumlah sel spermatogonium pada gambaran histopatologi testis tikus
putih (Rattus norvegicus) yang signifikan. Hasil yang tidak berbeda nyata
(P>0,05) tampak antara PO dengan P1 dan P2 yang artinya bahwa dosis boraks 19
mg/ekor/hari dan 26 mg/ekor/hari mengakibatkan penurunan jumlah sel
spermatogonium yang tidak signifikan pada gambaran histopatologi testis tikus
putih (Rattus norvegicus). Sedangkan dosis minimal boraks yang dapat

menurunkan jumlah sel spermatogionium yaitu pada P2.
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Menurut Chapin and Ku (1994) boraks dapat mengakibatkan kerusakan
testis dengan dosis yvang besar. Hasil penelitian ini sesuai dengan pendapat
tersebut karena pada pemberian boraks dengan dosis besar P3 secara peroral pada
tikus putith (Rattus norvegicus) mengakibatkan penurunan jumlah sel
spermatogonium. Pada kelompok P3 (dosis boraks 37mg/ekor/hari) menunjukkan
penurunan jumlah sel spermatogonium yang signifikan akibat kerusakan yang
ditimbulkan oleh boraks dalam testis. Pemberian boraks pada kelompok P1 (dosis
boraks 19 mg/ekor/hari) dan P2 (dosis boraks 26 mg/ekor/hari) belum
menunjukkan kerusakan yang signifikan pada sel spermatogonium testis tikus
putih (Rattus norvegicus) hal ini disebabkan karena dosis boraks yang di
transportasikan darah ke testis masih dapat di adaptasi oleh sel spermatogonium.
Boraks dapat mengakibatkan kerusakan organ apabila organ terpapar akumulasi
boraks dalam jumlah yang besar yang diberikan secara terus-menerus (Naghii
and Samman, 1996).

Boraks yang masuk dalam tubuh tikus putih (Ratfus norvegicus) secara
peroral akan diabsorbsi oleh sistem gastrointestinal dan di transportasikan ke
seluruh tubuh melalui aliran darah dalam bentuk asam borat, sehingga
mengakibatkan kadar asam borat dalam darah meningkat (Whorton and Trent,
2003). Asam borat ditransportasikan oleh darah ke seluruh tubuh tikus putih
(Rattus norvegicus) termasuk organ, jaringam, tulang, plasma. Asam borat yang
berada dalam tubuh tidak mengalami proses degradasi, karena energi yang ada
digunakan untuk memecah ikatan antara asam borat dengan oksigen. Kurang lebih

90% borat terabsorbsi oleh gastrointestinal tikus putih (Rattus norvegicus) dan
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akan dieskresikan hanya kurang lebih 60-75% dari tubuh. Proses eskresi lebih
banyak melatui urin dalam waktu 24 jam dari pertama kali pemberian dan sisanya
masih berada pada tubuh tikus selama lebih dari 7 hari (Schou et al, 1984).
Terganggunya fungsi eskresi asam borat melalui urin dapat meningkatkan jumiah
asam borat dalam darah, schingga memperberat kerja sistem eskresi asam borat
dari dalam tubuh akibatnya proses eskresinya menjadi lebih lambat. Proses eskresi
yang lambat inilah yang akan menyebabkan akumulasi boraks dalam tubuh
(Murray et al, 2006).

Berdasarkan WHO tahun 1998, asam borat dapat berikatan dan
membentuk kompleks dengan biomolekul. Asam borat pada testis dapat terdeposit
dalam sel spermatogonium dan sel sertoli sehingga dapat berikatan dengan
komposisi molekul dalam sel (Chapin and Ku, 1994)

Sel spermatogonium merupakan sel benih yang pertama kali terbentuk dari
epitel tubulus seminiferus. Sel spermatogonium mengandung inti yang berisi
kromatin yang di dalamnya terdapat DNA. Sel ini mengalami proses mitosis atau
pembelahan, sel selalu tumbuh dan aktif membelah membentuk dua sel
spermatogonium dormant yang menjaga kontinuitas sel spermatogonium dan satu
spermatogonium aktif yang membentuk spermatosit primer (Ismudiono, 2010).
Pembelahan mitosis sel spermatogonium melibatkan kromosom yang berisi
dioxyrobo nukleat acid (DNA). Pada waktu sel akan mulai mitosis DNA
mengalami replikasi terlebih dahulu. Replikasi merupakan suatu proses
pembelahan sel dimana kedua rantai DNA akan lepas dan akan terbentuk

pasangannya masing-masing dengan susunan yang sama seperti rantai
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pasangannya semula (Robert et al., 2003).

Asam borat secara spesifik merusak nukleosida deoxythymidin yang
merupakan perkusor pembentukan DNA baru pada proses replikasi. Struktur
DNA yang baru pada sel spermatogonium dormant dan sel spermatogonium aktif
mngalami kecacatan, akibatnya sel tidak dapat mempertahankan kontinuitas
produksi sel spermatogonium, sehingga jumlah sel spermatogonium mengalami
penurunan (Chapin and Ku, 1994). Sel spermatogonium aktif yang mengalami
kecacatan tidak dapat membelah sempurna membentuk sel spermatosit primer
akibatnya sel spermatogonium aktif mengalami penurunan jumlah, kecacatan ini
berlangsung regeneratif hingga proses meiosis juga terganggu, akibatnya jumlah

sel dalam tubulus seminiferus mengalami penurunan (Janqueira et al., 2005).

5.2 Jumlah Sel Sertoli

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa jumlah hitung sel sertoli
kelompok kontrol (P0) tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05) dengan
kelompok P1. Tetapi berbeda nyata (p<0,05) dengan kelompok P2, dan kelompok
P3. Kelompok perlakuan P1 menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05) dengan
kelompok perlakuan P3, tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05)
dengan perlakuan P2,

Boraks yang masuk dalam tubuh tikus putih Ratrus norvegicus) secara
peroral akan diabsorbsi oleh sistem gastrointestinal dan di transportasikan ke
seluruh tubuh melalui aliran darah dalam bentuk asam borat (Naghii and Samman,
1996 ). Asam borat ditransportasikan oleh darah ke seluruh tubuh termasuk organ

testis. Pada testis boraks akan mempengaruhi sel benih yang ada didalam tubulus
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seminiferus termasuk sel sertoli. Berdasarkan hasil penghitungan sel sertoli pada
gambaran histopatologi testis tikus putih menunjukkan bahwa kelompok
perlakuan P1 (dosis boraks 19 mg/ekor/hari) menunjukkan bahwa boraks
menurunkan jumlah sel sertoli namun tidak signifikan (p>0,05). Hasil penelitian
ini sesuai dengan pendapat Chapin and Ku (1994) bahwa boraks dapat
menimbulkan kerusakan pada testis. Dalam penelitian ini kerusakan testis di
tinjau dari rusaknya sel sertoli yang berakibat terjadinya kematian sel sehingga
jumlah sel sertoli berkurang jika di bandingkan dengan kelompok perlakuan
kontrol PO (tanpa di beri boraks).

Pemberian boraks pada kelompok P2 ( dosis boraks 26 mg/ekor/hari) dan
P3 (dosis boraks 37 mg/ekor/hari) mengakibatkan penurunan jumiah sel sertoli
yang signifikan (p<0,05) bila di bandingkan kelompok kontrol (P0). Hasil
penghitungan ini sesuai dengan pendapat Naghii and Samman (1996) yang
menyebutkan bahwa boraks dalam bentuk asam borat dapat menimbulkan
kerusakan pada tubuh jika diberikan dalam dosis yang besar. Asam borat yang
berada dalam tubuh tidak mengalami proses degradasi, karena energi yang ada
digunakan untuk memecah ikatan antara asam borat dengan oksigen. Kurang lebih
90% yang terabsorbsi oleh gastrointestinal tikus putih (Ratfus norvegicus) dan
akan dieskresikan hanya kurang lebih 60-75% dari tubuh. Proses eskresi lebih
banyak melalui urin dalam waktu 24 jam dari pertama kali pemberian dan sisanya
masih berada pada tubuh tikus selama lebth dari 7 hari (Schou et al, 1984).
Terganggunya fungsi eskresi asam borat melalui urin dapat meningkatkan asam

borat dalam darah, sehingga memperlambat proses eskresi asam borat dari dalam
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tubuh. Proses eskresi yang lambat inilah yang akan menyebabkan akumulasi
boraks dalam tubuh (Whorton and Trent, 2003).

Penurunan jumlah sel sertoli terjadi akibat menghilangnya sel sertoli yang
sudah mati dari tubulus seminiferus. Proses kematian se] diawali dari proses
degenerasi yang melanjut menjadi nekrosis atau kematian sel. Sel yang sudah mati
lama kelamaan akan menghilang dari jaringan.

Bahan aktif boraks yakni asam borat menghambat proses glikolisis aerob
dengan menjadi inhibitor kompetitif dengan enzim gliseraldehid 3-phosphate
dehydrogenase. Enzim ini merupakan enzim yang mengkatalisis gliseraldehid 3-
phosphate pada proses reaksi oksidasi yang mutlak memerlukan adanya NAD"
untuk menghasilkan ATP (Chapin and Ku, 1994). Jika proses ini terhambat maka
piruvat sebagai bahan dasar pembentukan ATP tidak tersedia. Jalur lain untuk
menghasilkan energi sel sertoli harus membentuk asam laktat sebagai sumber
energi dengan cara peningkatan laju glikolisis anaerob, namun pada proses ini
energi yang dihasilkan sangat sedikit bila dibandingkan dengan proses glikolisis
aerob. Efek dari peningkatan laju glikolisis anaerob akan terjadi akumulasi asam
laktat, yang mengakibatkan penurunan pH intraseluler. Penurunan pH
menyebabkan pemadatan kromatin inti sel (piknotis) secara cepat namun masih
bersifat reversibel. Pemadatan inti sel akan berpengaruh terhadap sintesis RNA
jika terus menerus proses ini akan mengakibatkan kematian sel.

Penurunan jumlah ATP karena kegagalan pembentukan ATP sebagai
implikasi fungsi mitokondria yang terganggu sintesis energinya. sehingga

menghambat sodium potassium pump untuk menjaga kestabilan intrasel (Nielsen,
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1994). Sel yang seharusnya mengeluarkan energi metabolik untuk memompa ion
natrium keluar dari sel dan kalium masuk kedalam sel tidak dapat berfungsi
dengan baik (Rippey, 1994).

Pergeseran ion mengakibatkan dilatasi retikulum endoplasmik sehingga
fungsinya sebagai pembentuk energi tidak dapat berjalan normal. Pada waktu
yang bersamaan pelepasan polisome dari membran endoplasmik retikulum akan
menghambur (karyorhexis). Sintesis protein sangat terhambat, mitokondria mulai
tampak membengkak dengan pemadatan matriks. Pada stadium ini terjadi
pelepasan ribosom sehingga kromatin mengalami pencairan secara enzimatik.

Kerusakan pada berbagai membran sel, mitokondria, dan retikulum
endoplasmik, akan meningkatkan Ca’ dalam sitoplasma. Ca’ merangsang
terjadinya digesti organela dalam sel, sel mengalami degradasi dan pencernaan
enzimatis komponen sel oleh enzim lisosom. Akibatnya sel sertoli yang telah mati
akan menghilang dari tubulus seminiferus sehingga jumlahnya akan berkurang

(Arimbi, 2011).




BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa boraks dapat menyebabkan penurunan jumlah sel spermatogonium dan sel
sertoli pada testis tikus putih (Rattus norvegicus).
6.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat dianjurkan
sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan sosialisasi tentang bahaya boraks kepada masyarakat
khususnya para pedagang makanan yang menggunakan boraks.

2. Perlu dilakukan sosialisasi kepada konsumen agar lebih jeli dalam
memilih makanan melalui publikasi skripsi ini.
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RINGKASAN

IZZATUL ULFANA, Pengaruh Boraks Terhadap Jumlah Sel
Spermatogonium dan Sel Sertoli pada Gambaran Histopatologi Testis Tikus Putih
(Rattus norvegicus). Penelitian ini dilaksanakan di bawah bimbingan Bapak Roesno
Darsono, drh., M. Vet, selaku dosen pembimbing utama dan Ibu Dr. Hj. Sri Mulyati,
drh., M.Kes., selaku dosen pembimbing serta.

Bahan makanan tambahan atau bahan pengawet adalah zat yang digunakan
dan dicampurkan sewaktu pengolahan makanan untuk meningkatkan kualitas
makanan tersebut. Beberapa bahan pengawet berbahaya telah ditemukan di pasaran
seperti boraks yang digunakan untuk memperbaiki tekstur makanan sehingga tampak
lebih kenyal serta mampu mempertahankan derajat keasaman sehingga makanan
tidak cepat tengik. Tubuh yang terpapar boraks berdampak pada terganggunya sistem
reproduksi, sistem pencernaan, sistem pernafasan, sistem sirkulasi, dan memacu sel
kanker. Bahan aktif boraks yakni asam borat yang terabsorbsi oleh sistem pencernaan
akan menuju ke testis melalui sirkulasi darah, karena testis merupakan organ yang
sangat peka terhadap boraks. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan penurunan
jumlah sel spermatogonium dan sel sertoli pada gambaran histopatologi testis tikus
putih (Rattus norvegicus) akibat pengaruh boraks.

Hewan coba penelitian ini adalah tikus putih galur Wistar umur 2 bulan yang
kemudian dibagi menjadi empat perlakuan yaitu PO (aquadest steril 0,5 ml/ekor/hari),

P1 (diberi boraks 19 mg/ekor/hari), P2 (diberi boraks 26 mg/ekor/hari), dan P3 (diberi
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Lampiran 1. Tabel Konversi Perhitungan Dosis untuk Manusia dan Berbagai Jenis

Hewan.
Mencit | Tikus | Marmut | Kelinci | Kucing | Kera | Anjing | Manusia
20g 200 g 400¢g 1,5Kg | 2Kg 4Kg | 12Kg 70 Kg
Mencit
1,0 7,0 2,225 27.8 29,7 64,1 1242 3879
20g
Tikus
0,14 1,0 1,47 3,9 4,2 92 17,8 56,0
200¢g
Marmut
0,008 0,57 1,0 2,25 2.4 52 10,2 31,5
400 Kg
Kelinci
0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 2,4 4.5 14,2
1,5Kg
Kucing
0.03 0,23 0,41 0,92 1,0 2.2 4.1 13,0
2Kg
Kera
0,16 0,11 0,19 0,42 0,45 1.0 1,9 6,1
4Kg
Anjing
0,008 0,06 0,1 0,22 0,24 0,52 1,0 3.1
12Kg
Manusia
0,0026 § 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0
70 Kg

(Sumber : Laurence and Bacharach, 1993)
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Lampiran 2. Perhitungan Dosis Larutan Boraks.

Diketahui :

Berat tikus putih dalam tabel (B) : 200 gram
Berat tikus putih rata-rata (A) : 200 gram
Nilai Konversi manusia > tikus putih dalam tabel (C) : 0,018
Dosis pada manusia 70 Kg (D) : 2901 mg
Ditanyakan :

Dosis tikus putih... ?

Penyelesaian :

Rumus dosis = A/B X C X D
Dosis tikus putih = 200/200 X 0,018 x 2901
= 26,109
=26 mg

Menghitung dosis berulang untuk uji toksisitas subkronis.
Dosis P1 = (log 10/log 26) x 26
=18,571
=19mg
Dosis P2 = (log 26/log 26) x 26
=26 mg
Dosis P3 = (log 100/log 26) x 26
=37,143

=37 mg




52

Lampiran 3. Hasil Analisis Statistik Jumlah Sel Spermatogonium dan Sel Sertoli

Case Summaries’

JumlahSeiSertoli | JumlahSpermato
gonium

1 10 55
2 18 55
3 17 53
4 13 54
5 13 55
N 5 5

PO-kontrol
Mean 14,20 54,40
Median 13,00 55,00
Total Sum 71 272
Std. Deviation 3,271 894
Std. Error of Mean 1,463 400
Variance 10,700 ,800
1 11 55
2 13 54
3 13 53
4 13 54

Periakuan

5 12 55
Perlakuan 1 N > °
Mean 12,40 54,20
Median 13,00 54,00
Total Sum 62 271
Std. Deviation ,894 837
Std. Error of Mean 400 374
Variance 800 700
1 10 50
2 11 51
3 12 50
Perlakuan 2 4 10 5
5 10 58
N 5 ]
Total Mean 10,60 52,40
Median 10,00 51,00
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| Sum 53 262
Std. Deviation 894 3,362
Std. Error of Mean 400 1,603
| Variance 800 11,300
| 1 10 39
2 9 38
3 6 39
4 9 40
; 5 9 38
N 5 5
Perlakuan 3 Mean 8,60 39,00
Median 9,00 39,00
Total Sum 43 185
‘ Std. Deviation 1,517 707
‘ Std. Emror of Mean 678 316
Variance 2,300 500
N 20 20
Mean 11,45 50,00
Median 11,00 53,00
Total Sum 229 1000
Std. Deviation 2,762 68,775
Std. Emor of Mean 618 1,515
Variance 7,629 45,895
a. Limited to first 100 cases.
ANOVA Test
Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Between Groups 818,800 3 272933| 82,085 000
JumlahSpermatogonium Within Groups 53,200 16 3,325
Total 872,000 19
Between Groups 86,550 3 28,850 7,904 ,002
JumiahSeiSertoli Within Groups 58,400 16 3,650
Total 144,950 19




Post Hoc Tests

Homogeneous Subsets

JumiahSpermatogonium
Duncan
Perlakuan Subset for alpha = 0.05

1 2

Perlakuan 3 5 39,00
Perlakuan 2 5 52,40
Perlakuan 1 5 54,20
PO-kontrol 5 54,40
| Sig. 1,000 118

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

JumiahSeiSertoli
Duncan
Periakuan Subset for alpha = 0.05
1 2 3

Perlakuan 3 5 8.60

Perlakuan 2 5 10,60 10,60

Perlakuan 1 5 12,40 12,40
PO-kontrol 5 14,20
| Sig. 117 156 ,158

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000,
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Lampiran 4. Pembuatan Sediaan Histopatologi Organ Testis
Proses pembuatan preparat histologi testis dilakukan di laboratorium Patologi
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, melalui tahapan-tahapan sebagai
berikut :
1. Fiksasi dan Pencucian
Tujuan : mencegah terjadinya degenerasi post mortem, mematikan bakteri,
meningkatkan afinitas jaringan terhadap berbagai zat warna, membuat jaringan
lebih keras sechingga mengawetkan bentuk semula dan mudah dipotong,
meningkatkan indeks refraksi berbagai komponen jaringan.
Reagen : formalin 10%.
Cara kerja : setelah hewan percobaan mati, segera dilakukan nekropsi, lalu
organ testis diambil dan dimasukkan dalam formalin 10% selama 24 jam.
Selanjutnya dilakukan pencucian dengan air kran.
2. Dehidrasi dan Clearing
Tujuan : untuk menarik air dari dalam jaringan dan membersihkan dan
menjernihkan jaringan.
Reagen : alkohol 70%, 80%, 96%, alkohol absolut I, I1, dan III, xylol I dan II.
Cara kerja : organ testis yang telah dicuci dengan air kran selama 30 menit,
kemudian dimasukkan ke reagen dengan urutan alkohol 70%. 80%, 96%,
alkohol absolut I, I, dan 111, xylol I dan 11, masing-masing selama 30 menit,
3. Infiltrasi
Tujuan : untuk menginfiltrasi dengan parafin. Parafin akan menembus ruang
antar sel dan dalam sel sehingga jaringan lebih tahan terhadap pemotongan.

Reagen : parafin [ dan II.
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Cara kerja : jaringan dimasukkan ke dalam parafin I dan II yang mencair
kemudian dimasukkan ke dalam oven selama 30 menit, setelah itu dimasukkan
ke dalam parafin I dan II dan dimasukkan ke dalam oven selama 30 menit pada
suhu 80°C.

4. Pembuatan Blok Parafin

Tujuan : untuk memudahkan pemotongan jaringan.

Reagen : parafin cair.

Cara kerja : beberapa cetakan besi yang telah diolesi gliserin dengan tujuan
untuk mencegah lengketnya parafin dan cetakan, kemudian testis yang telah
dipotong dimasukkan dengan pinset dan ditunggu hingga parafin membeku.

5. Pengirisan dan Mikrotom

Tujuan : agar jaringan mudah dipotong.

Cara kerja : blok parafin yang berisi potongan jaringan dilekatkan pada holder
mikrotom laiu holder tersebut dieratkan pada mikrotom kemudian dilakukan
pemotongan dengan ketebalan 4-6 mikron setelah itu dicelupkan dalam air
hangat dengan suhu 60°C sampai jaringan mengembang dengan baik. Hasil
potongan diletakkan pada gelas object yang sebelumnya diolesi dengan albumin
selanjutnya dikeringkan di atas hot plate dengan suhu 60°C.

6. Pewarnaan

Tujuan : untuk memudahkan melihat perubahan pada jaringan. Pada tahap ini
digunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE).

Cara kerja : pewarnaan HE dilakukan dengan menggunakan metode Harris,
yaitu jaringan yang telah dikeringkan dimasukkan ke dalam xylo! I selama 3

menit dalam tempat khusus, xylol! II, alkohol absolute I dan II, alkohol 96%,
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80%, 70%, air kran masing-masing selama ! menit, zat warna selama 5-10
menit, air kran selama 2-5 menit, acid alkohol sebanyak 3-10 celupan, air kran
sebanyak 4-7 celupan, amoniak sebanyak 6 celupan, aquades secukupnya, zat
warna eosin selama 15 menit, aquades selama 1-2 menit, alkohol 70% dan 80%
selama 1-2 menit, kemudian diangin-anginkan untuk menghilangkan sisa-sisa
pewarnaan.

7. Penutupan dengan Cover Glass

Tujuan : mengawetkan sediaan secara permanen.

Cara kerja : jaringan yang telah diwarnai pada object glass dan ditutup dengan
cover glass, yang sebelumnya ditetesi dengan Canada Balsam yang merupakan
perekat transparan.

(Sumber : Jusuf, 2009)
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Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan Penelitian.

Keterangan: Keterangan:
a. Serabut gergaji Peralatan bedah
b. Hewan coba
¢. Tempat minum

Keterangan:
a. Aquades steril

b. Boraks
c. Syringe Injection

Keterangan : Auto stainer (Bavimed) Mikrotom

a. Water plate (Heraeus)
b. Water bath (Medax})




Inkubator (memmert)
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