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TERAPI EKSTRAK ETANOL KULIT BIJI (PERICARP) JAMBU METE
(Anacardium occidentale) TERHADAP GAMBARAN HISTOPATOLOGI
DAN AKTIVITAS AMILASE ILEUM TIKUS (Rattus norvegicus)
HASIL INFEKSI Salmonella sp.

ABSTRAK

Salmonella sp. merupakan bakteri Gram negative penyebab salmonellosis
yang dapat menginfeksi hewan maupun manusia dan menyebabkan gangguan
saluran pencernaan atau gastroenteritis, khususnya pada ileum. Ekstrak ethanol
kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale) mengandung senyawa
fenol asam anakardat yang berfungsi sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui potensi ekstrak etanol kulit biji jambu mete pada tikus (Rattus
norvegicus) yang diinfeksi Salmonella sp. Terhadap histopatologi dan aktivitas
amilase ileum. Penelitian ini menggunakan tikus betina yang dibagi dalam 4
kelompok yaitu kelompok A adalah kelompok tikus kontrol, kelompok B adalah
kelompok tikus salmonellosis, kelompok C dan D adalah kelompok tikus
salmonellosis dan mendapat terapi kulit biji jambu mete 50mg/kg BB, dan 100
mg/kg BB. Infeksi Salmonella sp. Diberikan satu kali secara per oral dosis
10%cfu/ml/tikus. Aktivitas amylase diukur menggunakan metode Somogyi-Nelson
sedangkan gambaran histopatologi ileum diamati secara kualitatif menggunakan
mikroskop. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terapi ekstrak etanol kulit biji
jambu mete dapat memperbaiki vili-vili dan sel epitel kolumnar pada
histopatologi ileum. Pemberian terapi berpengaruh signifikan terhadap aktivitas
amilase (p<0,05). Pemberiandosis 100 mg/kg BB menunjukkan penurunan
aktivitas amilase penurunan sebesar 60,2%. Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa terapi ekstrak etanol kulit biji jambu mete berpotensi sebagai bahan terapi
salmonellosis.

Kata kunci: Salmonella sp., kulit biji jambu mete, histopatologi ileum, amilase.



THE ETHANOLIC EXTRACT OF CASHEWS (Anacardium occidentale) NUT
SHELL (PERICARP) EFFECT ON HISTOPATHOLOGY AND AMYLASE
ACTIVITY OF ILEUM ON RATS (Rattus norvegicus) INFECTED
BY Salmonella Sp.

ABSTRACT

Salmonella sp. is a Gram negative bacteria that causes salmonellosis in
animals and human. It causes gastrointestinal disorders or gastroenteritis,
especially in the ileum. The ethanolic extract of Cashew (Anacardium
occidentale) nut shell (Pericarp) contains phenolic anacardic acid which acts as
an antibacterial. This study aimed to determine the potential of ethanol extract of
cashew nut shell in rats (Rattus norvegicus) infected by Salmonella sp. based on
histopathology changes and amylase activity of ileum. This study used female rats
which were divided into 4 groups; group A was group of control, group B was
group of salmonellosis, groups C and D were group of salmonellosis and got the
cashew nut shell therapy 50 mg/kg, and 100 mg/kg, respectivelly the infection of
Salmonella sp. was given single dose of 10°%cfu/m/rat PO. Amylase activity was
measured using Somogyi-Nelson method while histopathology alteration of ileum
observed using a microscope. The results showed that the ethanolic extract of
cashew nut shell therapy could repair villi and epithelial columnar cell in ileum.
This therapy resulted significantly effect on amylaseactivity (p < 0.05). Dose of
100 mg/kg showed decrease of amylase activity up to 60,2%. It was concluded
that the ethanolic extract of cashew nut shell therapy has potential as therapeutic
agent for salmonellosis.

Keywords: Salmonella sp., cashew nut shell, histopathology ileum, amylase.
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BAB | PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Salmonella sp. merupakan salah satu penyebab infeksi yang sering
dijumpai pada hewan dan manusia. Penyakit yang disebabkan oleh Salmonella
sp. disebut salmonellosis. Infeksi Salmonella sp. pada manusia dan hewan
dapat mengakibatkan penyakit dengan gangguan pada bagian saluran
pencernaan atau gastroenteritis. Seperti halnya semua bakteri basil enterik,
Salmonella sp. menghasilkan endotoksin berupa senyawa lipopolisakarida
(LPS) yang dihasilkan dari lisisnya sel bakteri dan merupakan faktor virulensi
utama pada sel inang.

Salmonella sp.  bersifat patogen enterik dan penyebab utama
foodborne disease (Klotchko, 2011). Salmonella sp. juga berperan penting
dalam penyakit zoonosis di dunia, dimana selama beberapa dekade terakhir ini
indikasi infeksi gastroenteritis yang disebabkan Salmonella sp. terus
meningkat. Patogenesa dari Salmonella sp. yaitu masuk secara oral yang akan
menembus epitel intestinal menyebabkan terjadinya pergerakan sel fagosit ke
tempat infeksi untuk mengeliminasi Salmonella sp. di usus halus, jika sel
fagosit tidak mampu melawan maka Salmonella sp. akan berkolonisasi di usus
halus. Bakteri ini akan berkembang biak di dalam alat pencernaan penderita,
sehingga terjadi radang usus (enteritis).

Inflamsi usus dan penghancuran lamina propria alat pencernaan oleh
proliferasi Salmonella sp. inilah yang menimbulkan diare, karena Salmonella

sp. menghasilkan racun yang disebut endotoksin (Dharmojono, 2001). Usus



halus merupakan bagian dari saluran pencernaan yang terletak di antara
lambung dan usus besar (Guyton et al., 2006). Infeksi Salmonella sp. sangat
beresiko menyerang organ usus halus khususnya ileum, dimana infeksi dari
Salmonella sp. dapat mengakibatkan banyak kasus dalam saluran pencernaan,
seperti S.pullorum, S.thypoid, dan juga S.enteritis.

Penyakit-penyakit tersebut terjadi akibat adanya inflamasi pada usus
halus yang menyebabkan tidak optimalnya proses metabolisme lemak, protein,
dan karbohidrat pada saluran cerna khususnya di ileum. Gangguan pencernaan
karbohidrat sangat dipengaruhi oleh aktivitas enzim karbohidrase dan salah
satunya adalah amilase. Amilase adalah enzim pemecah karbohidrat dari
bentuk komplek menjadi bentuk yang lebih sederhana, contohnya adalah pati
dan glikogen yang dipecah menjadi maltosa, maltotriosa atau oligosakarida.
Enzim ini terdapat dalam air liur (ptialin) dan getah pankreas yang membantu
pencernaan karbohidrat dalam makanan (Reddy et al., 2000). Peningkatan
enzim ini dapat mengindikasikan adanya inflamasi yang terjadi pada usus.

Penggunaan antibiotik sebagai terapi dalam membunuh bakteri yang
berlebihan dapat beresiko menimbulkan residu yang ditinggalkan, sehingga
diperlukan adanya alternatif yang berasal dari bahan alami. Salah satu
alternatif bahan alami untuk mencegah infeksi Salmonella sp. adalah dengan
penggunaan ekstrak etanol dari kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium
Occidentale). Kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale)

memiliki kandungan asam anakardat yang memiliki efek sebagai antibakteri



dengan bekerja sebagai surfaktan yang dapat merusak dinding sel bakteri

(Kubo et al., 2003).

Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui tingkat efektifitas dari ekstrak etanol kulit biji (pericarp) jambu
mete (Anacardium occidentale) yang digunakan sebagai antibiotika alami
dalam menghambat infeksi Salmonella sp. sehingga tidak terjadi kerusakan
pada ileum dan peningkatan aktivitas amilase.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang diuraikan peneliti dapat ditarik
rumusan masalah sebagai berikut:

1. Apakah ekstrak etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) dapat memperbaiki kerusakan histopatologi ileum tikus
(Rattus norvegicus) yang diinfeksi Salmonella sp ?

2. Apakah ekstrak etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) dapat menurunkan aktivitas amilase pada tikus (Rattus
norvegicus) yang diinfeksi Salmonella sp ?

1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini

dibatasi pada :

1. Hewan yang digunakan yaitu tikus (Rattus norvegicus) betina strain
Wistar yang didapat dari UPHP UGM Yogyakarta, pada umur 8-12

minggu dengan berat badan antara 150-250 gram. Penggunaan hewan



coba sudah mendapatkan persetujuan laik etik dari Komisi Etik
Penelitian Universitas Brawijaya No:284-KEP-UB.

Hewan model dibuat dengan menginfeksi Salmonella sp. secara
peroral dengan dosis 10° cfu/ml/ekor. Infeksi dilakukan 1 kali dengan
masa inkubasi 3 hari (Havelaar et al., 2010).

Kulit biji (pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale) diperoleh
dari perkebunan jambu mete di Yogyakarta. Kulit biji (pericarp)
jambu mete (Anacardium occidentale) diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol di Laboratorium Kimia
Politeknik Negeri Malang. Determinasi spesies dan kandungan bahan
aktif dilakukan di UPT Materia Medika Batu, Malang. Uj FTIR di
Laboratorium Kimia FMIPA Brawijaya.

Terapi ekstrak kulit biji (pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) dilakukan dengan pemberian dosis 50 dan 100 mg/kg BB
secara per oral selama 14 hari.

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah gambaran
histopatologi ileum berupa bentukan vili, sel epitel, dan lamina
propria secara kualitatif menggunakan mikroskop dan aktivitas

amilase menggunakan metode Somogyi-Nelson.



1.4 Tujuan Penelitian

Sesuai dengan masalah yang dirumuskan, maka penulisan ini bertujuan

yaitu sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh pemberian ektrak etanol kulit biji jambu
mete terhadap perbaikan histopatologi ileum Rattus norvegicus
yang di infeksi Salmonella sp.

2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit biji jambu
mete terhadap penurunan aktivitas amilase Rattus norvegicus yang

di infeksi Salmonella sp.

1.5 Manfaat Penelitian
Melalui penelitian ini dapat dibuktikan potensi dari ekstrak etanol
kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale) sebagai terapi pada
tikus (Rattus norvegicus) dalam menghambat pertumbuhan Salmonella sp.

berdasarkan gambaran histopatologi ileum dan aktivitas amilase.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Salmonella sp.

Salmonella sp. adalah bakteri Gram negatif berukuran 1-2 pm,
dengan flagella petritika (Brooks, 2004). Salmonella sp. merupakan bakteri
anaerob fakultatif yang temperatur pertumbuhan optimumnya pada 38°C.
Salmonella sp. dapat tumbuh pada aktivitas air yang rendah (aw < 0,93) yang
responnya tergantung strain dan jenis pangan. Salmonella sp. dapat tumbuh
pada pH 3,6 —9,5 dengan pH optimum 6,5-7,5 (D’aoust, 2001). Taksonomi

Salmonella sp. adalah sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Proteobacteria

Ordo : Enterobacteriales

Family : Enterobacteriaceae

Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella sp. (D’aoust, 2001)

Salmonella sp. diklasifikasikan dalam grup sesuai dengan klasifikasi
berdasarkan pada antigen badan somatik O (ohne) dan antigen flagel H
(hauch). Genus ini mempunyai struktur antigen yang tidak stabil dan dapat
mengalami perubahan sewaktu-waktu. Salmonella sp. adalah penyebab
utama dari penyakit yang disebarkan melalui makanan (foodborne diseases)
sehingga menyebabkan penyakit pada organ pencernaan. Penderita yang

mengalami salmonellosis dapat menunjukkan beberapa gejala seperti diare,



keram perut, dan demam dalam waktu 8-72 jam setelah mengkonsumsi
makanan yang terkontaminasi oleh Salmonella. Gejala lainnya adalah

demam, sakit kepala, mual dan muntah-muntah (Bhunia, 2008).

2.2 Salmonellosis

Salmonella sp. terdapat pada bahan pangan mentah, seperti telur dan
daging mentah. Infeksi yang diakibatkan oleh Salmonella sp. dinamakan
salmonellosis. Salmonellosis bersifat zoonosis, yang artinya penyakit ini
dapat ditularkan dari hewan ke manusia, dan juga tersebar di saluran
pencernaan unggas, reptile, dan mamalia. Lingkungan yang menjadi sumber
Salmonella sp. yaitu tanah, air, kotoran hewan, daging maupun makanan
mentah dan juga melalui perantara serangga. Salmonellosis terdiri atas tifoid
dan non tifoid, salmonellosis tifoid disebabkan oleh S.typi, sedangkan
salmonellosis non tifoid disebabkan oleh serotip Salmonella sp. yang tidak

mempunyai hospes spesifik seperti S.enteritidis (Portillo, 2000).

2.2.1 Patogenesa
Habitat Salmonella sp. berada di dalam alat pencernaan manusia,
hewan, dan bangsa burung. Cara penularannya adalah melalui oral karena
makanan atau minuman yang dikonsumsi terkotaminasi sehingga
berinteraksi dengan sel epitel pada saluran pencernaan dan berkolonisasi
yang kemudian menetrasi mukosa epitel usus halus sehingga terjadi
kemotaksis heterofil dan makrofag sehingga terjadi peradangan (Gracia et

al, 2003).



Salmonella sp. akan berkembang biak di dalam alat pencernaan
penderita yang menyebabkan terjadinya radang usus (enteritis). Radang
usus serta hemoragi lamina propria alat pencernaan oleh proliferasi
Salmonella sp. inilah yang menimbulkan diare, karena menghasilkan racun
yang disebut endotoksin (Dharmojono, 2001). Endotoksin mengaktifkan
adenil siklase yang mengubah ATP menjadi cAMP, sehingga cAMP
menjadi berlebih sehingga mengakibatkan diare mempengaruhi kemotaksis
dan fungsi sel netrofil. Endotoksin yang dihasilkan karena invasi
Salmonella sp. juga dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan
pengelupasan sel epitel usus.

Salmonella sp. dapat menyebabkan septikemia dan juga infeksi
terlokalisir pada jaringan atau organ tertentu. Salah satu organ yang dapat
diinfeksi adalah ileum. Pada awalnya Salmonella sp. Yang masuk ke dalam
tubuh akan masuk ke lambung dan beberapa akan dieliminasi oleh adanya
asam lambung. Salmonella sp. yang lolos akan menuju usus dan akan
menghadapi mekanisme pertahanan dari usus berupa motilitas dan flora
normal. Setelah itu Salmonella sp. yang masih bertahan hidup akan
menempel pada permukaan mukosa usus halus dan mampu menembus
epitel usus halus, dimana penetrasi ini akan menyebabkan kerusakan pada
jaringan usus halus (Murray, 2009). Tingkat keparahan penyakit pada
individu dengan Salmonellosis tidak hanya ditentukan oleh faktor-faktor

virulen tetapi juga sifat dari sel hostnya (Ohl, 2006).



2.3 Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Subordo . Sciurognathi

Famili : Muridae

Sub-Famili : Murinae

Genus - Rattus

Spesies : Rattus norvegicus (Myres, 2004)

Tikus putih (Rattus norvegicus) yang memiliki nama lain Norway rat,
termasuk ke dalam hewan mamalia yang memiliki ekor panjang. Tikus ini
memiliki ciri yaitu bertubuh panjang dengan kepala lebih kecil. Telinga tikus
ini tebal dan pendek dengan rambut halus. Mata tikus putih berwarna merah.
Ciri yang paling terlihat adalah ekornya yang panjang. Bobot badan tikus
jantan pada umur dua belas minggu mencapai 240 gram sedangkan betinanya
mencapai 200 gram. Tikus memiliki lama hidup berkisar antara 4 — 5 tahun
dengan berat badan umum tikus jantan berkisar antara 267 - 500 gram dan

betina 225- 325 gram (Sirois, 2005).
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2.4 Histologi Usus Halus (Ileum)

Usus halus merupakan bagian dari saluran pencernaan yang terletak di
antara lambung dan usus besar, terbagi menjadi tiga bagian yaitu duodenum,
jejunum, dan ileum. Dinding usus halus melepaskan lendir yang melumasi isi
usus dan air yang membantu melarutkan pecahan-pecahan makanan yang
dicerna. Dinding usus halus juga melepaskan sejumlah kecil enzim yang
membantu proses pencernaan (Guyton et al.,2006).

Illeum adalah bagian akhir dari usus halus, bentuk vilinya seperti ibu
jari dengan jumlah kelenjar liberkun yang sedikit. Usus halus memiliki
struktur utama yang meliputi lamina propria, submukosa, membran mukosa,
jaringan limfatik, serosa dan lapisan muskuler. Sel Goblet, sel absorbtif, dan
sel M merupakan tiga macam jenis sel pada bagian mukosa (Guyton et
al.,2006).

Pada bagian mukosa usus halus terbentuk bagian khusus yaitu vili-

vili, dan kripta-kripta usus seperti yang terlihat pada Gambar 2.1.

lamina propria
villus

columnar
absorptive
cells

goblet cell

muscularis © Deltagen Inc.

Gambar 2.1 Histologi ileum yang meliputi sel goblet, lamina propria, vili-
vili usus, dan epitel usus (Deltabase, 2006)
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Vili pada mukosa usus berfungsi untuk memperluas area lumen serta
mengefisiensikan proses absorbsi. Kripta merupakan kelenjar-kelenjar pada
submukosa yang memiliki bentuk tubular sederhana. Ciri khas pada ileum
adalah adanya nodus limfatikus pada sumukosa, dimana ditemukan nodul-
nodul limfatik yang beragregasi membentuk payer’s patches.. Lapisan
submokosa terdiri atas jaringan ikat, pembuluh darah, dan pembuluh limfatik
(Xu & Cranwell, 2003). Pada keadaan infeksi akan didapatkan edema yang
merupakan tanda adanya inflamasi pada bagian muskularis dan
submuskularis, erosi dari sel epitel bentukan vili usus serta hemoragi pada

lamina propria (Singh, 2003).

2.5 Enzim Amilase
Nama enzim terdiri dari 2 bagian, nama pertama menunjukkan
substrat, dan nama kedua yang berakhiran —ase, menyatakan tipe reaksi.
Amilase adalah kelompok enzim yang memiliki kemampuan untuk
memutuskan ikatan glikosida yang terdapat pada molekul amilum. Hasil
hidrolisis atau pemecahan molekul amilum adalah molekul-molekul yang
lebih kecil seperti maltosa, dekstrin dan terutama molekul glukosa sebagai
unit terkecil (Reddy et al., 2000). Aktivitas enzim dipengaruhi oleh suhu, pH
dari lingkungan tempat enzim bekerja, konsentrasi substrat, aktivator dan

inhibitor enzim.
Pencernaan utama karbohidrat terjadi di usus halus dan enzim yang
berperan adalah amilopsin, yaitu enzim amilase yang berasal dari pankreas,

dan enzim-enzim disakaridase yang dihasilkan oleh mukosa usus sendiri.
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Hasil akhir pencernaan karbohidrat adalah monosakarida (glukosa, fruktosa,
galaktosa) yang kemudian diserap melalui mukosa usus halus, dibawa ke
sistem darah venaportal (Sumardjo, 2006).

Amilase adalah enzim pemecah karbohidrat dari bentuk komplek
menjadi bentuk yang lebih sederhana. Enzim ini terdapat dalam air liur
(ptialin) dan getah pankreas. Darah normal juga mengandung sedikit amilase
dari hasil pemecahan sel yang berlangsung secara normal. Pada penyakit
radang pankreas, radang usus, dan kencing mani kadar amilase dalam darah
mengalami peningkatan (Aiyer, 2005). Radang usus dapat memicu
peningkatan aktivitas amilase, dimana pada keadaan ileum yang mengalami
inflamasi kadar aktivitas amilase semakin meningkat dikarenakan produksi
enzim yang dihasilkan oleh pankreas tidak diimbangi dengan optimalnya

penyerapan yang terjadi pada organ ileum.

Pada kelompok hewan o—amilase merupakan enzim pencerna amilum
yang utama. Enzim a—amilase merupakan kelompok metaloenzim yang tidak
dapat bekerja sama sekali bila tidak ada ion kalsium. Disebut juga dengan
1,4—a-D-glukan glukanohidrolase atau glukogenase. Enzim ini bekerja
memutus ikatan o-1,4 glikosida pada amilum secara acak terutama pada
rantai yang panjang sehingga menghasilkan maltotriosa dan maltosa dari
polimer amilosa pada amilum dan menghasilkan glukosa dan sedikit dekstrin
dari polimer amilopektin penyusun amilum. Karena sifatnya yang dapat
memutus ikatan glikosida secara acak, enzim ini bekerja lebih cepat

dibanding amilase lainnya (Aiyer, 2005).
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2.6. Kulit Biji (Pericarp) Jambu mete (Anacardium occidentale)
2.6.1 Taksonomi dan Morfologi Jambu Mete (Anacardium occidentale)

Kingdom : Plantae
Subkingdom  : Tracheobionta

Superdivisio  : Spermatophyta

Divisi : Magoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Sapindales
Family : Anacardiaceae
Genus : Anacardium

Species : Anacardium occidentale (Cahyono, 2005)

Tanaman jambu mete yang bernama latin Anacardium occidentale
merupakan tanaman buah berupa pohon yang berasal dari Benua Amerika,
yaitu bagian Brasil Tenggara. Disebutkan oleh Nunung (2000) Jambu mete
memiliki daun tunggal yang berbentuk bulat panjang hingga oval dan
membulat hingga meruncing dibagian ujungnya. Batang tanaman ini
merupakan batang sejati, berkayu dan keras yang memiliki banyak ranting
sehingga dapat membentuk mahkota yang tinggi dan indah. Panjang batang
bisa mencapai 7-10 m, jambu mete termasuk tanaman yang berbiji dua.
Memiliki akar tunggang dan akar serabut, akar tunggang menembus tanah
menuju pusat bumi hingga kedalaman 5 m lebih sedangkan akar-akar

serabut tumbuh menyebar dalam tanah secara horizontal.
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Gambar 2.2 (a) Buah semu dan Buah sejati/Biji mete, (b) bagian biji mete,
(c) Kulit biji mete (Yuniarti, 2008).

Bunga tanaman jambu mete tumbuh pada ujung tunas atau ranting
yang baru terbentuk sehingga buah muncul pada permukaan luar tajuk
tanaman. Pembungaan tanaman jambu mente dapat terjadi sepanjang tahun
atan dua kali dalam setahun yang tergantung tergantung pada iklim. Bunga
jambu mete berwarna putih dan memiliki bentuk yang beragam. Buah
jambu mente terdiri dari dua bagian, yaitu buah sejati dan buah semu.
Bagian jambu mete yang ternyata belum banyak dikenal masyarakat luas

adalah potensi yang dimiliki kulit bijinya (Simpen, 2009).

2.6.2Kandungan Kulit biji (pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale).

Tanaman jambu mete terdiri dari 70% kulit biji dan 30% daging biji.
Kulit biji (pericarp) jambu mete memiliki kandungan minyak 50% yang
terdiri dari 90% asam anakardat. Minyak kulit biji jambu mete dikenal
dengan istilah CNSL atau Cashew Nut Shell Liquid. Kulit biji (pericarp)
jambu mete (Anacardium occidentale) mengandung senyawa fenolik rantai
panjang yaitu asam anakardat (Simpen, 2009). Pemberian terapi Ekstrak
kulit biji (Pericarp) Jambu Mete (Anacardium ocidentale) dengan pelarut
etanol dapat membunuh bakteri Salmonella sp. pada konsentrasi 30 %

secara in vitro (Rosyadi dkk, 2012).
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Ekstrak pericarp Jambu mete dengan pelarut etanol diketahui
mengandung asam anakardat sebanyak lebih dari 70% dari seluruh
komponen bioaktif dalam pericarp jambu mete (Kubo et al, 2003). Asam
anakardat diketahui memiliki efek bakterisida pada Staphylococcus aureus
yang bekerja sebagai surfaktan merusak dinding sel bakteri. Telah terbukti
secara In vitro bahwa asam anakardat menghambat enzim sulfhidril yaitu
ATPase dan gliserol-3-fosfat dehidrogenase dengan hambatan yang bersifat
reversible (Budiati, 2003). Kubo et al (2003) menyebutkan bahwa asam
anakardat mampu menghambat sintesis lipid pada dinding sel bakteri
dengan cara menghambat enzim gliserol-3-fosfat dehidrogenase. Senyawa
fenolat yang diperoleh dari fraksi kloroform vyaitu asam anakardat

berbentuk kristal putih yang berpotensi sebagai anti tumor/kanker.



BAB Il KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESA PENELITIAN

- - Ekstrak Pericarp Jambu Mete
Salmonella sp. Tikus (Rattus norvegicus)
(Asam Anakardat)

Merusak dinding sel bakteri

pr—— 1 Penetrasi di Epitel Usus
Lipopolisakarida

Aktivasi Makrofag
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4 Tnfo, IL-1

A 4

1 Inflamasi
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4 Kerusakan Jaringan
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4 Hiperperistaltik lleum
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f Histopatologi lleum
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Efek Induksi Salmonella Sp.:
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Efek Terapi Kulit Biji Mete :
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f Aktivitas Amilase |

Gambar 3.1 Kerangka konsep penelitian
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Salmonella sp. diinfeksi ke tikus melalui rute oral (gastroistestinal
tract). Penetrasi Salmonella sp. yang lolos dari kondisi asam lambung akan
menempel pada permukaan usus halus, sehingga memicu aktivasi dari
makrofag dan netrofil ke tempat infeksi untuk melakukan eliminasi. Jika sel-
sel fagosit tidak mampu megeliminasi, maka Salmonella sp. akan
berkolonisasi di usus halus, khususnya pada ileum. Penetrasi dan kolonisasi
Salmonella sp. ini melepaskan endotoksin berupa lipopolisakarida.

Endotoksin yang dihasilkan Salmonella sp. memiliki kemampuan
untuk melakukan penetrasi terhadap mukosa usus halus (ileum) sehingga
akan mendestruksi sel epithelial dan berlanjut menembus membran basalis
dan akan menyebabkan hemoragi lamina propria. Hal ini dikarenakan adanya
LPS Salmonella sp. yang menyebabkan terjadinya proses infeksi pada ileum
tikus sehingga menyebabkan produksi sitokin proinflamasi seperti TNF o dan
IL-1 dalam keadaan yang berlebih. Inflamasi yang terjadi menyebabkan daya
tahan trans ephitelial usus semakin berkurang dan berujung pada kerusakan
jaringan pada organ ileum serta akan menyebabkan hiperperistaltik
meningkat pada ileum sehingga proses absorpsi dan sekresi terganggu yang
berpengaruh pada kenaikan kadar aktivitas amilase karena produksi amilase
tidak diimbangi proses penyerapan pada ileum yang optimal.

Ekstrak kulit biji jambu mete diketahui mengandung senyawa fenolik
rantai panjang asam anakardat yang memiliki efek sebagai antibakteri.
Senyawa ini akan bekerja sebagai surfaktan untuk merusak dan menghambat

sintesis lipid pada dinding sel bakteri. Asam anakardat memiliki mekanisme
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biokimia dalam  menghambat enzim sulfhidril yang berfungsi untuk
menghambat metabolisme dengan merusak dinding sel bakteri. Pemberian
terapi dengan pemberian ekstrak etanol kulit biji jambu mete akan
menghambat sintesis lipid pada dinding sel bakteri sehingga dapat
memberikan kesempatan bagi stem cell untuk beregenerasi sehingga dapat
memperbaiki histopatologi ileum dan menghambat hiperperistaltik ileum

yang menyebabkan terjadinya penurunan kadar aktivitas amilase.

3.2 Hipotesa Penelitian

Berdasarkan kerangka konsep yang telah diuraikan didapatkan

hipotesa penelitian sebagai berikut :

1. Terdapat perbaikan histopatologi ileum pada tikus (Rattus novergicus)
yang diinfeksi Salmonella sp. setelah mendapat terapi ekstrak etanol
kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale).

2. Terdapat penurunan aktivitas amilase organ ileum tikus (Rattus
novergicus) yang diinfeksi Salmonella sp. setelah mendapat terapi
ekstrak etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium

occidentale).
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BAB IV METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulanDesember 2014 —Maret2015 di
Laboratorium Farmakologi FK UB, Laboratorium Organik FMIPA UB,

Laboratorium Biokimia FMIPA UB, dan Laboratorium Mikrobiologi LSIH
UB.

4.2 Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan Tikus (Rattus norvegicus) betina strain
Wistar umur 8-12 minggu dengan rata-rata beratnya 200 gram dan dipelihara
selama 21 hari. Pemberian pakan dan air minum adlibitum. Penghitungan

Perkiraan besar sampel menggunakan rumus Kusriningrum (2010)

sebagaiberikut :

t(n-1) >15
4(n-1) =15 Keterangan :
4n4 >15 t =jumlah kelompok perlakuan
n = jumlah ulangan yang diperlukan
4n >19
n >4,75
n =5

Berdasarkan perhitungan tersebut di atas, untuk 4 macam kelompok
perlakuan dibutuhkan jumlah ulangan sebanyak lima kali pada setiap

kelompok sehingga dibutuhkan 20 ekor tikus.

19
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4.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
menggunakan20 ekor tikus yang dibagi menjadi 4 kelompok. Skema kerja
penelitian ini terdapat pada Lampiran 4.

Tabel 4.1 Rancangan Penelitian

Kelompok A Golongan tikus yang tidak diberi perlakuan apapun
(Kontrol negatif).

KelompokB Golongantikus  yang diberi  perlakuan infeksi
Salmonella sp. tanpa pemberian terapi (Kontrol
Positif).

Kelompok C Golongan tikus infeksi Salmonella sp. yang diterapi
dengan ekstrak etanol kulit biji jambu mete dosis 50
mg/kg BB.

Kelompok D Golongan tikus infeksi Salmonella sp. yang diterapi
dengan ekstrak etanol kulit biji jambu mete dosis 100
mg/kg BB.

4.4 Variabel Penelitian
Variabel yang diamati dalam penelitian iniadalah
Variabel bebas : Pemberian ekstrak kulit biji jambu mete, infeksi
Salmonella sp.
Variabel tergantung : Histopatologi ileum dan aktivitas amilase.
Variabel kontrol  : Tikus Rattus norvegicu sbetina strain Wistar tanpa
perlakuan, Salmonella sp., ekstrak etanol kulit biji

mete dan kondisi eksperimental.
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4.5 Materi Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tikus, tempat
pakan dan minum, termometer, spuit (1 mL dan 5 mL), timbangan, tabung
erlenmeyer, gelas ukur, rotary evaporator, scalpel, gunting,gelas objek,
coverglass, laminar air flow,mikroskop olympus BX51,mortardanpestle,
termometer, pH meter digital, eppendorf, pipet mikrootomatis, sentrifuge,
shaker bath, water bath, inkubator, autoclave, timbangan analitik, magnetik
stirrer, kompor listrik, pembakar spirtus, dan spektrofotometer,

Sedangkan bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: tikus
putih (Rattus norvegicus) betina strain Wistar berat 150-200 gram,
desinfektan, pakan dan air minumtikus, etanol 90%, aquades, dan kulit biji
jambu mete yang sudah dihaluskan, organ ileum, NaCl fisiologis, PFA 4%,
ethanol 70% 80% 90% 95%, ethanol absolute I I1 111, Xylol I Il 11, paraffin
cair, akuades, pewarna histologi hematoksilin eosin (HE), organ ileum, buffer
asetat, kapas, starch agar, iodine, larutan pati 1%, reagen arseno molibdat, dan

akuades.

4.6 Tahapan Penelitian
4.6.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus yang digunakan sebagai hewan coba penelitian diberi pakan
standar dan pemberian minum tikus secara ad libitum pada semua tikus.
Kandang tikus disesuaikan dengan jumlah tikus yang digunakan.
Kandang tikus terbuat dari bak dengan penutup terbuat dari kawat dan

beralaskan sekam. Tikus diletakkan pada tempat yang terbebas dari
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asap industri, polutan, ataupun suara bising. Temperatur ruangan
optimum untuk tikus adalah 22-24°C dengan kelembaban udara 50-60%

disertai ventilasi yang cukup.

4.6.2 Pembuatan Sediaan Ekstrak Etanol Kulit Biji Jambu Mete
(Rosyadi dkk, 2012).

Pembuatan sediaan ekstrak etanol membutuhkan 2 proses, yakni
proses ekstraksi dan proses evaporasi. Diawali dengan mencuci dan
mengeringkan kulit biji jambu mete, bila sudah kering dilanjutkan
dengan menghaluskanya dengan mesin penggiling. Kulit biji jambu
mete ditimbang 100 gram,kemudian dimasukkan kedalam labu
Erlenmeyer 1000 mL. Ditambahkan etanol 90 % hingga volume
mencapai lliter dan diaduk selama+30 menit, lalu dibiarkan mengendap
selamaz 48 jam. Cairan rendaman ekstrak dimasukkan ke dalam labu
evaporasi 1 liter dan dilakukan evaporasi pada suhu 40-45C untuk
menguapkan etanol. Apabila etanol sudah tidak menetes di tabung
pendingin, maka yang tersisa dalam labu evaporator adalah hasil
ekstraksi yang akan digunakan untuk penelitian. Ekstrak yang
dihasilkan dalam penelitian ini sebanyak 45 mL yang dianggap sebagai

konsentrasi 100%.

4.6.3 Dosis Ekstrak Kulit Biji Jambu Mete
Kandungan minyak pada kulit biji jambu mete disebut cashew nut

shell liquid (CNSL). Mengacu pada Screening Level Hazzard kulit biji
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mete U.S.EPA (2009) toksik pada tikus yaitu 150 mg/kg-hari. Pada
penelitian ini, dosis ekstrak etanol kulit biji (pericarp) jambu mete
(Anacardium occidentale) yang digunakan adalah50 mg/kg BB per ekor
tikus dengan berat rata-rata 200 gram dan 100 mg/kg BBper ekor tikus
dengan berat rata-rata 200 gram. Diberikan secara peroral (PO)
menggunakan sonde sebanyak satu kali dalam sehari. Penghitungan

dosis dapat dilihat pada lampiran 5.

4.6.4 ldentifikasi Salmonella sp.

Identifikasi Salmonella sp. Bertujuan untuk mengetahui sifat
morfologi dan biokimia. Untuk mengetahui sifat morfologi bakteri
secara mikroskopis dilakukan pewarnaan gram. Karakterisasi secara
biokimiawi dilakukan melalui sepuluh uji biokimia yang terdiri dari
Triple Segar Iron Agar (TSIA), uji katalase,uji methyl red (MR), Uji
Citrate, Uji Phenol Red Lactose Broth, Uji Phenol Red Sucrose Broth,
Uji Phenol Red Maltose Broth, dan Uji Phenol Red Manitol Broth.

Prosedur melakukan uji secara lengkap terdapat pada Lampiran 6.

4.6.5 Penentuan Kurva Pertumbuhan Salmonella sp
Penentuan pertumbuhan Salmonella sp.dilakukan menggunakan
metode Paul and Janet (2010) yaitu menghitung Total Plate Count
(TPC) dengan cara menginokulasi Salmonella sp.pada Nutrient Agar

(NA) dan melakukan pengukuran Optical Density(OD) dengan



24

menggunakan media Nutrient Broth(NB). Kurva pertumbuhan

Salmonella sp. dapat dilihat pada Lampiran 9.

4.6.6 Infeksi S almonella sp. Pada Tikus Putih(Rattus norvegicus)

Dosis infeksi Salmonella sp. pada tikus putih adalah10® cfu/ml
peroral dan menunjukkan adanya gejala infeksi setelah 12-72 jam
pemberian (Havelaar, = 2001). Sehingga dalam penelitian dosis
perbenihan cair Salmonella sp.yang diberikan pada kelompok B,C, dan
D adalah sebesar10°® cfu/ml/ekor secara peroral selama satu hari dengan
menggunakan sonde.

4.6.7 Terapi Tikus dengan Ekstrak Etanol Kulit Biji Jambu Mete

Hasil ekstraksi kulit biji jambu mete disimpan di dalam freezer
agar tetap memiliki kandungan zat yang stabil. Metode pemberian
terapi yaitu dengan pemberian secara per oral dengan bantuan sonde,
dosis yang diberikan adalah sesuai kelompok perlakuan yang telah
dijelaskan pada kelompok perlakuan C dan D. Terapi dilakukan pada
hari ke 11 hingga pada hari ke 24.

4.6.8 Pengambilan Organ lleum dan Pembuatan Preparat Histopatologi
(Junquiera dan Carneiro, 2007).

Proses pembuatan preparat histologi ileum diawali dengan
pemingsanan tikus dengan klorofom di Laminar Air Flow (LAF),
kemudian dilakukan pembedahan. Pemingsanan bertujuan agar dapat
mengambil sample darah hewan coba. Pembedahan pada kelompok A

dan B dilakukan pada hari ke 4, sedangkan pada kelompok perlakuan C
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dan D pada hari ke 17. Prosesnya yaitu organ ileum diambil, lalu dicuci
dengan NaCl fisiologis. Setelah itu dilanjutkan dengan proses fiksasi,
dehidrasi dan infiltrasi, penjernihan, infiltrasiparafin, embedding,
sectioning, penempelan di gelas objek, serta pewarnaan HE
(Hematoxylin-Eosin) dan siap dievaluasi, langkah secara lengkap

tertulis dalam Lampiran 10.

4.6.9 Pengamatan gambaran histopatologi ileum
Pengamatan histopatologi ileum dilakukan dengan mikroskop
cahaya Olympus BX 51 melalui pembesaran 400x. Pengambilan
gambar histopatologi menggunakan kamera dilakukan setelah mendapat
gambar preparat yang diinginkan. Pengamatan yang diamati meliputi

perubahan vili, destruksi epitel dan juga adanya hemoragi.

4.6.10 Isolasi Amilase
Sampel dari organ ileum dalam larutan PBS dihancurkan
menggunakan mortar atau blender, kemudian ditambahkan 5 mL buffer
asetat untuk setiap 1 gram sampel. Setelah itu diinkubasi selama 10
menit dan disaring filtrat yang didapat, selanjutnya disentrifugasi
selama 20 menit dengan kecepatan 2000 rpm untuk mendapatkan
ekstrak enzim amilase. Prosedur secara sistematis dapat dilihat pada

lampiran 11.
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4.6.11 Pengujian aktivitas amilase
4.6.11.1 Pembuatan kurva standar glukosa
Dilarutkan 250 mg glukosa dalam 250 mL akuades. Larutan

tersebut kemudian diencerkan sehingga diperoleh stok standar
dengan konsentrasi 1000 ppm. Dari larutan stok dibuat variasi
konsentrasi larutan standar glukosa 200, 300, 350, 400, 450, 500
ppm. Diambil 250 pl ditambah dengan amilum 250ul, lalu
diinkubasi dengan suhu 30°C selama 20 menit. Kemudian larutan
stok standar glukosa ditambah dengan 500 pl DNS.Larutan tersebut
dipanaskan selama 10 menit dan didinginkan dengan air mengalir.
Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 550 nm. Proses
pembuatan secara sistematis dapat dlihat pada Lampiran 11.

4.6.11.2 Pengukuran aktivitas amilase

Prinsip uji aktivitas enzim amilase di dasarkan pada

perhitungan gula pereduksi dari hasil hidrolisis pati denganmetode
Nelson-Somogyi. Prosesnya yaitu diambil filtrate enzim hasil isolasi
sebanyak 1mL dan ditambahkan dengan larutanpati 1% sebanyak 0,5
mL dan 0,5 mL buffer fosfat, kemudian diinkubasi pada suhu 100°C
selama 10 menit. Setelah itu ditambahkan 1mL reagen dan didihkan
selama 5 menit, lalu ditambahkan 1mL reagen arsenomolibdat dan
diaduk hingga homogen. Absorbansi diukur pada panjang
gelombang 550 nm. Aktivitas enzim amilase dapat dihitung dengan

persamaan berikut:
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Aktivitas enzim amilase = %x 1 unit/1pumol(1)

C = Konsentrasi glukosa per mL ekstrak enzim (u mol)

T = Waktu inkubasi (menit)

1 unit enzim amilase = besarnya aktivita senzim yang
dibutuhkan untuk membebaskan 1 umol glukosa per menit per mL
enzim. Tahap tahap prosedur uji aktivitas enzim amilase dapat dilihat

pada Lampiran 11.

4.7 Analisa Data
Parameter yang digunakan dalam penelitianini diamati gambaran
histopatologi organ ileum dan aktivitas amilase. Analisa data yang digunakan
dalam penelitian ini berupa data kualitatif berupa gambaran histopatologi
ileum yang akan dianalisis dan disajikan secara deskriptif dan data kuantitatif
untuk mengetahui aktivitas enzim amilase yang akan dianalisis dan disajikan
dengan Uji ANOVA dan uji lanjutan BNJ dengan o= 0,05 untuk mengetahui

perbedaan antar perlakuan.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Gambaran Histopatologi lleum pada Hewan Coba Tikus (Rattus
norvegicus) Dengan Pewarnaan Hematoksilin Eosin
Hasil penelitian tentang histopatologi ileum tikus yang diinfeksi
Salmonella sp. menunjukkan perubahan pada bentukan vili usus, destruksi
pada sel-sel epitel kolumnar, dan adanya hemoragi pada lamina propria.

Gambaran histopatologi keempat kelompok perlakuan dapat diamati pada

Gambar 5.1.

Gambar 5.1 Gambar histopatologi ileum tikus (HE, 400x).
Keterangan : A) Tikus kontrol negatif, B) Tikus kontrol positif, C) Tikus di infeksi
Salmonella sp. dengan terapi dosis 50 mg/kg BB, D) Tikus infeksi Salmonella
sp. dengan terapi 100 mg/kg BB.
Tanda panah hitam : destruksi sel-sel epitel kolumnar
Tanda panah hijau : Hemoragi pada lamina propria

28



29

Histopatologi ileum dalam keadaan normal (Gambar 5.1A)
menunjukkan vili-vili usus yang tersusun rapi, rapat dan juga teratur.
Didukung dari pernyataan Dunlop and Melbert (2004) yang menyebutkan
bahwa pada ileum normal dapat terlihat mukosa dengan vili yang panjang,
sel-sel epitel kolumnar dan sel goblet.Histologi dari kelompok A dapat
dijadikan sebagai acuan adanya perubahan dan kerusakan yang terjadi pada
kelompok lainya. Saluran pencernaan secara normal terdiri dari beberapa
lapisan, yakni mukosa, submukosa, dan muskularis.Hasil ini sudah sesuai
dengan kondisi histologi ileum dalam keadaan normal (Xu and Cranwell,
2003).

Hasil histopatologi dari kelompok B yang merupakan kontrol positif
menunjukkan adanya kerusakan vili dikarenakan terjadinya inflamasi akibat
penetrasi dari Salmonella sp. yang menyebabkan abnormalitas struktur vili,
adanya destruksi sel-sel epitel kolumnar,dan hemoragi pada bagian lamina
propria (Gambar 5.1B), sesuai dengan gejala salmonellosis pada kelompok
B yang meliputi kenaikan suhu, diare, perubahan tingkah laku dan
berkurangnya nafsu makan, data secara lengkap dapat dilihat padaLampiran
8. Hal tersebut menjelaskan bahwa infeksi Salmonellasp.dengan dosis 10°
cfu/ ml/ekor dapat merusak jaringan ileum, didukung juga oleh
pernyataanMitchell and Cotran (2003) bahwa inflamasi pada ileum ditandai
dengan hemoragi lamina propria serta kerusakan vili dan epitel.Epitel pada
saluran pencernaan merupakan barrier pertama yang berinteraksi secara

langsung terhadap antigen sehingga perubahan struktur pada epitel dapat
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digunakan sebagai indikasi adanya infeksi(Jawetz et al., 2005), dimana
Salmonella sp.mempunyai 3 tahap dalam menginfeksi usus yaitu adhesi pada
permukaan epitel usus, kolonisasi, dan melakukan invasi ke dalam mukosa
usus dengan menembus sel epitel.

Invasi yang dilakukan Salmonella sp. pada permukaan usus
mengeluarkan  endotoksin yang dapat merusak struktur jaringan
ileum.Endotoksin tersebut dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan
destruksi sel epitel usus.Penghambatan sintesis protein dalam sel epitel usus
oleh endotoksin inilah yang dapat mengubah morfologi bagian mukosa usus
yang meliputi vili, sel epitel dan lamina propria (Finlay et al.,
2003).Terjadinya hemoragi pada lamina propria ileum jugadisebabkan
karena infeksi Salmonella sp. yang memasuki fase histotrofik (fase jaringan)
dan bersifat sitotoksik. Selamamenjalani  fase jaringan, endotoksin
Salmonella sp. menginfeksi jaringan mukosa ileum sehingga menimbulkan
hemoragi yang terjadi akibat kapiler darah melebarkarena tekanan darah
berlebih sehingga sel darah keluar dari kapiler darah.

Hasil pengamatan histopatologi ileum tikus salmonellosis yang
mendapat terapi ekstrak etanol kulit biji jambu mete dosis 50mg/kg BB
(Gambar 5.1C) menunjukkan adanya perbaikan yaitu pada bentukan vili
yang mulai teratur, perbaikan sel-sel epitel kolumnar, berkurangnya hemoragi
pada lamina propria dibandingkankelompok B (salmonellosis).Pada dosis
ekstrak etanol kulit biji jambu mete dosis 100mg/kg BB (Gambar 5.1D)

menunjukkan gambaran yang hampir mendekati kelompok A (kontrol



31

negatif), bentukan vili-vili usus sudah kembali teratur, nampak perbaikan sel-
sel epitel, dan tidak terlihat lagi adanya hemoragi pada lamina propria.Hal ini
didukung oleh pernyataan Junquiera(2007) yang menyatakan bahwa pada
intestinal terdapat sel-sel progenitor yang disebut stem sel usus atau sel induk
usus. Stem sel usus terletak pada bagian submukosa yaitu kripta yang
merupakan sumber dari sel-sel pada lapisan mukosa maupun usus. Sel-sel ini
dapat berploriferasi untuk mempertahankan populasinya dan membentuk sel-
sel epitel, sel goblet dan sel enteroendokrin.

Ekstrak etanol kulit biji jambu mete mengandung senyawa asam
anakardat yang memiliki fungsi utama sebagai antibakteri (Lampiran 3).
Menurut Kubo et al (2003), asam anakardat bekerja sebagai surfaktan yang
merusak dinding sel bakteri. Asam anakardat akanmenghambat sintesis lipid
pada dinding sel bakteri dengan cara menghambat enzim gliserol-3-fosfat
dehydrogenase. Mekanisme biokimia asam anakardat berdasarkan
kemampuannya menghambat enzim sulfihidril yaitu ATPase dan gliserol-3-
fosfat dehydrogenase. Hambatan terhadap aktivitas enzim sulfhidril akan
mempengaruhi proses metabolisme yaitu dengan menghambat enzim ATPase
sehingga tidak ada perubahan ATP menjadi ADP dan menyebabkan krisis
energi sel bakteri. Asam anakardat diketahui merupakan senyawa fenolik
rantai panjang (polifenol) yang diketahui dapat mendenaturasi protein bakteri
(Budiati, 2008).Pemberian terapi ini akan menghambat sintesis lipid pada
dinding sel bakteri sehingga dapat mengurangi adanya kerusakan jaringan

pada ileum dan juga mampumenghambat hiperperistaltik usus yang terjadi
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akibat adanya inflamasi. Hal ini memberikan kesempatan pada stem sel usus
halus untuk melakukan regenerasi dan proliferasi sel baru. Berkurangnya
hemoragi pada lamina propria, diawali dengan terjadinya sintesis lipid pada
dinding sel bakteri sehingga dapat menurunkan tekanan pada kapiler darah,
sedangkan sel darah yang telah keluar dari kapiler akan mati dan difagosit
oleh sel fagosit.

Terapi ekstrak etanol kulit biji jambu mete dapat memperbaiki
kerusakan sel epitel usus dan mengurangi hemoragi akibat endotoksin (LPS)
Salmonella sp.ditunjukkan dengan adanya perbaikan pada sel epitel ileum
serta bekurangnya hemoragi pada lamina propria. Hasil terbaik ditunjukkan
pada kelompok D salmonellosis yang diterapi ekstrak etanol kulit biji jambu
mete dengan dosis 100mg/kg BB (Gambar 5.1D) yang mengalami perbaikan

sel epitel kolumnar dan lamina propria mendekati normal.

Pengaruh Ekstrak Etanol Kulit Biji Jambu Mete Terhadap Aktivitas
Amilase lleum Tikus (Rattusnorvegicus)

Amilase merupakan enzim yang memiliki kemampuan untuk
memutuskan ikatan glikosida yang terdapatpada molekul amilum.Hasil
hidrolisis atau pemecahan molekul amilum ini adalah molekul-molekul yang
lebih sederhana seperti maltosa, dekstrin dan terutama molekul glukosa
sebagai unit terkecil(Reddy et al., 2000). Proses pencernaan utama
karbohidrat yang terjadi pada usus halus membutuhkan enzim amilase yang

berasal dari pankreas, dan enzim-enzim disakaridase yang dihasilkan oleh
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mukosa usus.Hasil perhitungan aktivitas amilase ileum tikus (Rattus
norvegicus) dapat dilihat padaTabel 5.1

Tabel 5.1Aktivitas amilase ileum tikus perlakuan

Kelompok Aktivitas Aktivitas Amilase (%)
Amilase Peningkatan Penurunan
(umol/mL.menit)
Kelompok A
(kontrol negatif) 0,090+0,0049 - -
Kelompok B
(kontrol positif) 0,284+0,0327° 2155 -
Kelompok C 22,4
(salmonellosis+terapi 50 0,218+0,0162" -
mg/kg BB)
Kelompok D 0,113+0,0047° - 60,2
(salmonellosis+terapi 100
mg/kg BB)
Keterangan: Notasi a,b, dan ¢ menunjukkan perbedaan nyata antar perlakuan
(P<0,05).

Hasil analisa secara statistika menggunakan One-Way ANOVA
menunjukkan bahwa ekstrak kulit biji jambu mete (p<0,05) memberi
pengaruh yang berbeda nyata antar perlakuan sebagaimana ditunjukkan pada
Tabel 5.1, perhitungan statistika secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran
14. Hasil lanjutan menggunakan uji Tukey/Beda Nyata Jujur (BNJ)
menunjukkan bahwa rata-rata aktivitas amilase kelompok A (kontrol negatif)
dan kelompok D (terapi 100 mg/kg BB) tidak berbeda signifikan (p>0,05).
Sehingga terapi ekstrak kulit biji jambu mete dengan dosis 100mg/kg BB
merupakan dosis efektif dalam menurunkan aktivitas amilase tikus (Rattus

norvegicus) salmonellosis.
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Aktivitas amilase organ ileum pada kelompok A digunakan sebagai
standar untuk menentukan adanya peningkatan atau penurunan yang terjadi
karena pengaruh infeksi salmonella dan terapi.Amilase pada usus berperan
dalam memecah karbohidrat dari bentuk kompleks menjadi bentuk sederhana
yang kemudian diserap melalui mukosa usus halus (Sumarjo, 2006).Hal ini
diperlukan bagi tubuh untuk dapat menyerap gula dan menggunakannya
untuk menjadi energi.

Nilai aktivitas amilase kelompok B (kontrol positif) menunjukkan
perbedaan secara nyata dari kelompok A (kontrol negatif), danterjadi
peningkatan sebesar 215,5%. Hal ini dikarenakan adanya LPSSalmonella
sp.menyebabkan produksi sitokin proinflamasi seperti TNF dan IL-1. TNF a
dan IL-1 yang berlebih dapat menyebabkan terjadinya inflamasi pada ileum.
Inflamasi pada ileum ini menyebabkan tidak optimalnya proses metabolisme
karbohidrat. Infeksi Salmonella sp. juga mengakibatkan kontraksi usus yang
berlebih sehingga menuntut adanya penambahan energi yang berasal dari
pemecahan glukosa. Hiperperistaltik yang terjadi pada usus dapat
mengakibatkan diare karena berkurangnya kesempatan usus untuk dapat
menyerap makanan, sehingga pelintasan chymus(makanan yang belum
dicerna dengan sempurna) dipercepat dan masih banyak mengandung air pada
saat meninggalkan tubuh sebagai feses (De Carvalho, et al., 2008).Selain itu,
diare akibat salmonellosis juga disebabkan karena bertumpuknya cairan di
usus akibat terganggunya keseimbangan absorpsi dan sekresi.Hal ini

menyebabkan peningkatan aktivitas terjadi karena bertambahnya energi
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kinetik yang diakibatkan adanya inflamasi mempercepat gerak rotasi enzim
dengan substrat sehingga meningkatkan kecepatan reaksi enzim (Nofiana,
2002).0leh  karena  itu  nilai  peningkatan  aktivitas  amilase
dapatmengindikasikan adanya inflamasi pada ileum.

Aktivitas amilase pada kelompok C dan D yang mendapat terapi
ekstrak kulit biji jambu mete dosis 50 mg/kg BB dan 100 mg/kg
BBmenunjukkan perbedaan yang nyata dari kelompok B (kontrol positif),
dimana aktivitas amilase pada kelompok C mengalami penurunan 22,4% dan
kelompok D sebesar 60,2% dari hasil aktivitas amilase kelompok kontrol
positif, sehingga dapat dikatakan bahwa kelompok D merupakan perlakuan
terapi dengan dosis yang paling efektif.Penurunan aktivitas amilase dalam
penelitian ini diduga karena kandungan asam anakardat yang terdapat pada

kulit biji jambu meteyang dapat dilihat pada Lampiran 3.

Minyak kulit biji jambu mete dikenal dengan istilah CNSL atau
Cashew Nut Shell Liquid. Kulit biji (pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) mengandung senyawa fenolik rantai panjang yaitu asam
anakardat (Simpen, 2009). Hasil analisa bioaktif FTIR menunjukkan adanya
asam anakardat yang terkandung dalam ekstrak etanol kulit biji jambu mete,
dimana asam anakardat merupakan senyawa fenolik rantai panjang
(polifenol) yang diketahui dapat mendenaturasibakteri (Lampiran 3).Asam
anakardat berfungsi sebagai antibakteri dalammelawan Salmonella sp. karena
mampu merusak dinding sel Salmonella sp.yangmenyebabkan berkurangnya

kolonisasi Salmonella sp. di usus (Budiati, 2008). Komponen fenolik
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umumnya memiliki kemampuan berikatan dengan protein, sehingga
keberadaannya dalam ekstrak kulit biji jambu mete dapat menghambat
aktivitas enzim. Pemberian terapi ini akan menghambat sintesis lipid pada
dinding sel bakteri akibat inflamasi pada ileum, ekstrak etanol kulit bijijambu
mete juga dapat berperan sebagai inhibitor enzim amilase
denganmemperlambat pencernaan pati dan penyerapan glukosa sehingga
mengurangi hiperperistaltik yang terjadi serta memperbaiki fungsi ileum
sebagai usus penyerapan dan mampu menurunkan kadar aktivitas amilase.
Pemberian terapi yang efektif berdasarkan nilai penurunan aktivitas
amilase adalah kelompok D dengan dosis 100mg/kg BB. Hal ini diketahui
dari uji BNJ bahwa kelompok D tidak berbeda signifikan dan mendekati
kelompok A yang merupakan kontrol negatif. Selain itu,terjadi penurunan
aktivitas amilase pada kelompok D sebesar 60,2% terhadap kelompok kontrol
positif salmonellosis(Lampiran 14) karena semakin tinggi dosis berarti
semakin banyak kandungan asam anakardat yang berpotensi sebagai
antibakteriyag dapat menurunkan aktivitas amilase pada ileum.Hasil tersebut
juga didukung pada keadaan histopatologi ileum yang mengalami perbaikan

jaringanyang meliputi sel epitel dan lamina propria ileum pada kelompok D.



BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil
kesimpulan bahwa:
1. Terapi ekstrak etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) dengan dosis pemberian 50 mg/kg BB dan dosis 100 mgkg
BB mampu memperbaiki histopatologi ileum pada tikus (Rattus
norvegicus) salmonellosis. yang ditunjukkan dengan perbaikan pada
bentukan vili usus, sel epitel dan berkurangnya hemoragi pada lamina
propria.
2. Terapi ekstrak etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium
occidentale) dengan dosis pemberian 50 mg/kg BB dan dosis 100 mg/kg
BB mampu menurunkan aktivitas amilase pada tikus (Rattus norvegicus)
yang diinfeksi Salmonella sp. dimana dosis 100 mg/kg BB merupakan
dosis efektif dalam memperbaiki histopatologi dan penurunan aktivitas
amilase.
6.2 Saran
Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk penerapan sediaan ekstrak
etanol kulit biji (Pericarp) jambu mete (Anacardium occidentale) dalam

penggunaanya sebagai terapi salmonellosis.
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Kulit Biji Jambu Mete

DINAS KESEHATAN PROPINSL JAWA TIMUK

UPT MATERIA MEDICA
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396 Batu (65313)
KOTA BATU )
Nomor :074/368/101.8/2014 '
Sifat : Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Jambu Mete
Memenuhi permohonan saudara :
Nama/ NIM :NELA DWIOKTAVIA / 115130101111054
NONI SASANTI M. P. /115130101111060 v

GALIH BAGUS S. /115130100111053
TAUFIQ TRIHADI U. /115130100111063 '*

SISILIA DWID. /115130101111071
Fakultas : KEDOKTERAN, UNIVERSITAS BRAWLAYA MALANG
1. Perihal determinasi tanaman jambu mete
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom . Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Dicotyledonae
Bangsa : Sapindales
Suku : Anacardiaceac.
Marga : Anacardium
Jenis : Anacardium occidentale L.
Nama Daerah : Jambu monyet, jambu mente (Indonesia), jambu mete (Jawa), jambu mec
(Sunda), gaju (Lampung).
Kunci Determinasi : 1b-2b-3b-4b-6b-7b- 9b- 10b-11b-12b-13b-14a-15ba-197b-208b-2191
220b-224b-225b- 227b- 229b-230b-234b-235b-236b-2372-238b-1a-2b-2.
2. Morfologi : Habitus: Pohon, tinggi +12 m. Batang: Berkayu, bulat, bergetah, put

kotor. Daun: Tunggal, bulat telur, tepi rala, pangkal runcing, ujung membulat, panjang 8-22 cr'
lebar 5-13 cm, pertulangan menyirip, hijau. Bunga: Majemuk, bentuk malai, di ketiak daun d:
di ujung cabang, daun pelindung bulat telur, panjang 5-10 mm, hijau, kelopak berambut, panjar
4-5 mm, hijau muda, mahkota runcing, masih muda putih setelah tua merah. Buah: Batu, kera
melengkung, panjangnya +3 cm, hijau kecoklatan. Biji : Bulat panjang, melengkung, pipih, puti
Akar: Tunggang, coklat.

3. Nama Simplisia : Anacardii Pericarpium/ Kulit biji jambu metc.

4. Kandungan : Kulit biji jambu mete mengandung senyawa kimia seperti tanin, anacard
acid dan cardol, yang bermanfaat sebagai antibakteri dan antiseptik. Selain itu daun jamt
monyet yang masih muda (100 gram) juga mempunyai komposisi kandungan kimia sepei
vitamin A sebesar 2689 SI, vitamin C sebesar 65 gram, kalori 73 gram, protein 4,6 gram, lem:
0.5 gram, hidrat arang 16,3 gram. kalsium 33 miligram, fosfor 64 miligram, besi 8,9 miligram d:
air 78 gram. Kulit batang mengandung alkaloida, flavonoida, tanin dan saponin.

5. Penggunaan : Penelitian
6. Daftar Pustaka
= Anonim. http://www.iptek net/jamt nyet, diak 1 20 Oktober 20190.
= Anonim. http://www.pl or.com/jambumonyet, diakses tanggal 9 Desember 2010.

= Anonim. http://www.warintek.com/jambumonyet, diakses tanggal 30 Oktober 2010.
— = Syamsuhidayat, Sri sugati-dan-Hutapea, Johny Ria. 199t~ inventarts Tanaman Gbat Indones
1V. Dep. Kesehatan Republik Indonesia: Badan Penelitian Dan Pengembangan Kesehatan.
= Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

T e
° ~Batu, 04 Novémber 2014

DréTusimRM. Apt.MKes.
NIP.19611102 199103 1 003
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Lampiran 3. Hasil Uji FTIR Ekstrak Kulit Biji Jambu Mete
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Berdasarkan spektrum FTIR yang ditunjukkan pada gambar tersebut dapat
diketahui bahwa pada panjang gelombang 3.359,77 cm™ terdapat gugus O-H
golongan senyawa fenol. Panjang gelombang 2.925,81 cm™ dan 2.717,51 cm™
menunjukkan adanya gugus C-H sp°. Pada panjang gelombang 1.942,18
menunjukan adanya cincin aromatis. Untuk panjang gelombang 1.647,10 cm™
menunjukkan adanya ikatan rangkap C=O. Dari interpretasi FTIR tersebut
diketahui bahwa senyawa yang terkandung dalam ekstrak kulit biji jambu mete

memiliki gugus fungsi yang sesuai dengan stuktrur kimia asam anakardat.
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Lampiran 4. Skema Kerja Penelitian

Tikus (Rattus novergicus) betina

A4 l A A\ 4

Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kelompok D
il Hari ke 1 ! Harikel |
Diinfeksi Salmonella sp.
Hari ke 4 Hari ke 4 Hari ke 4-17 l Hari ke 4-17
Terapi ekstrak kulit Terapi ekstrak kulit
biji jambu mete 50 biji jambu mete 100
mg/kg BB mg/kg BB
Hari ke 18
A 4 A 4 \ 4 A 4

Dibedah dan diambil organ ileum

Hari ke 18
A 4 A 4
Pengujian kadar Pembuatan preparat
aktivitas amilase dan pengamatan

histopatologi
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Lampiran 5. Perhitungan Dosis

Dosis ekstrak etanol kulit biji jambu mete yang digunakan adalah 50
mg/kgBB, dan 100 mg/kgBB (U.S. EPA, 2009) dengan rata-rata berat badan tikus

200 gr, maka:

» Dosis 50 mg/kgBB

Ekstrak etanol kulit = Dosis x BB tikus x 5 ekor x Lama Pemberian

biji jambu mete yang

ditimbang =50 mg/kgBB x 0,2 kg x 5 ekor x 2 hari
=100mg=0,1g9

» Dosis 100 mg/kgBB

Ekstrak etanol kulit = Dosis x BB tikus x 5 ekor x Lama Pemberian

biji jambu mete yang

ditimbang =100 mg/kgBB x 0,2 kg x 5 ekor x 2 hari
=200mg=0,2¢

e Lama pemberian dimaksudkan untuk pembuatan suspensi ekstrak etanol
kulit biji jambu mete yang dilakukan setiap dua hari sekali selama 2
minggu, hal ini bertujuan agar ekstrak yang dibuat dalam keadaan fresh.

Ekstrak etanol kulit biji jambu mete hasil evaporasi yang telah ditimbang
sesuai dosis 50 mg/kgBB, dan 100 mg/kg BB, kemudian diencerkan dengan
menggunakan DMSO sebanyak 2 mL pada setiap dosis dan ditambah akuades
hingga volume menjai 10 mL dan digunakan untuk terapi selama 2 hari untuk
masing-masing kelompok. Terapi dilakukan selama 14 hari sebanyak 1

mL/ekor/hari dengan menggunakan sonde.
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Lampiran 6. Uji Biokimia Salmonella sp.
1) Uji Triple Segar Iron Agar (TSIA)

» Diambil satu ose isolat yang diduga Salmonella sp. lalu di
inokulasikan ke TSIA dengan cara ditusuk ke dasar media agar,
selanjutnya pada media agar miring.

» Tabung ditutup secara longgar untuk memelihara kondisi aerobik pada
waktu inkubasi agar miring dan mencegah produksi H,S berlebih.
Diinkubasi pada temperatur 37°C selama 24 jam.

2) Uji Indole

» Diinokulasikan koloni Salmonella sp dari media TSIA menggunakan
ose ke dalam media tryptophan broth dan diinkubasikan pada
temperatur 37 C selama 24 jam.

» Ditambahkan 3-4 tetes reagen kovac melalui dinding tabung reaksi.

» Interpretasi indol terhadap uji spesifik Salmonella sp. adalah negatif

yaitu adanya cincin hijau di permukaan media.

3) Uji MR-VP
» Biakan dari media TSIA diambil dengan ose dan diinokulasi ke dalam
tabung yang berisi 10 mL media MR-VP.
> Diinkubasi pada temperatur 37°C selama 48 jam. Ditambahkan 5-6
tetes indikator methyl red pada tabung.
4) Uji Citrate
» Koloni dari TSIA positif diinokulasi kedalam Simon Citrate Agar

(SCA) dengan cara ditusuk dan digores menggunakan ose.
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5) Uji Phenol Red Lactose Broth
» Koloni dari TSIA miring diinokulasikan ke dalam Phenol Red Lactose
Broth.
> Diinkubasi pada temperature 37°C dan diamati setiap 24 jam selama
48 jam. Hasil reaksi positif ditandai dengan produksi asam (warna
kuning) dengan atau tanpa gas. Salmonella sp. memberikan hasil
reaksi negative ditandai dengan tidak adanya perubahan warna dan
pembentukan gas.
6) Uji Phenol Red Sucrose Broth.
» Koloni dari TSIA miring diinokulasikan ke dalam Phenol Red Sucrose
Broth
> Diinkubasi pada temperatur 37°C dan diamati setiap 24 jam selama 48
jam. Hasil reaksi positif ditandai dengan produksi asam (warna
kuning) dengan atau tanpa perubahan warna kuning dan pembentukan
gas.
7) Uji Phenol Red Glukosa Broth.
» Koloni dari TSIA miring diinokulasikan ke dalam phenol redglukosa
broth kemudian diinkubasikan pada 37°C selama 48 jam.
» Interpretasi Salmonella sp. ditandai hasil reaksi positif yaitu ada

perubahan warna dan pembentukan gas.

8) Uji Phenol Red Manitol Broth.
» Koloni dari TSIA miring diinokulasikan ke dalam phenol red manitol

broth kemudian diinkubasikan pada 37°C selama 48 jam.
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» Interpretasi Salmonella sp. ditandai hasil reaksi positif yaitu ada

perubahan warna dan pembentukan gas.

9) Uji Katalase

» Diambil satu ose isolat yang diduga Salmonella sp. lalu dioleskan pada
object glass. Object glass ditetesi dengan larutan H,0, 3% 2-3 tetes.

» Preparat diamati terbentuknya gelembung gas pada preparat. Jika
terjadi reduksi H,O, akan terlihat gelembung O, di sekeliling
pertumbuhan bakteri.

10) Uji Pengujian Sulfur Indol Moatility (SIM)

» Diinokulasikan koloni Salmonella sp dari media TSIA menggunakan
ose ke dalam media SIM dan diinkubasikan pada temperatur 37°C
selama 24 jam.

» Ditambahkan 5 tetes reagen kovac melalui dinding tabung reaksi.

» Interpretasi SIM terhadap uji spesifik Salmonella sp. adalah positif

yaitu perubahan warna media menjadi hitam.
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Lampiran 7. Hasil Uji Konfirmasi Salmonella sp.

7.1 Uji Pewarnaan Gram

Gambar lampiran 7.1:

Pewarnaan Gram perbesaran 1000x tampak koloni
pberwarna merah dan  berbentuk  bacillus,
menunjukkan bahwa bakteri yang diidentifikasi
adalah Gram negatif sesuai dengan ciri Salmonella

sp.

Gambar Lampiran 7.2 : (a) Media NA tampak Kkoloni
Salmonella sp berwarna bening dan smooth, (b) media SSA
tampak koloni Salmonella sp. berwarna hitam (black spot).



7.3 Uji Biokimia

Hasil Uji Biokimia Salmonella sp.berdasarkan SNI 2897:2008

No. Uji Hasil
1 Triple Sugar Iron Agar +
2 Indol -
3 Simon Citrate Agar
4a Methyl red

4b Voges-Proskauer -
5 Motilitas +
6 Phenol Red Manitol Broth +
7 Phenol Red Sucrose Broth -
8 Phenol Red Lactose Broth -
9 Phenol Red Glucose Broth +
10 Katalase +

51
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Lampiran 9. Perhitungan Pertumbuhan Salmonella sp.

Tabel Hasil Perhitungan Total Plate Count (TPC) dan Optical Density (OD)

Jam ke- Nilai OD > TPC
2 0.002 1,1 x 10°
4 0.012 2,4 x 10°
6 0.045 4,5 x 10°
8 0.158 8,9 x 10°
10 0.278 1,3 x 10°
12 0.429 2,8 x 10°
14 0.601 4,0 x 10’
16 0.684 5,7 x 10’
18 0.753 6,2 x 10’
20 0.812 1,3x 10’
22 0.855 2,6 x 10°
24 0.865 3,1x 10°
26 0.875 3,4 x 10°
28 0.883 4,1 x 10°
30 0.878 4,3 x 10°

Keterangan : - Hasil perhitungan TPC pada koloni denganj umlah 25-250 koloni
- Hasil pengukuran OD pada panjang gelombang 600nm

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

bsorbansi 600 nm

A

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Jam ke-

Gambar Lampiran 9.1Kurva pertumbuhan Salmonella sp.

Lampiran 10. Langkah Langkah Pembuatan Preparat Histologi (Kiernan;

Janqueira & Carneiro, 2007).
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1. Pengambilan Sampel (Sampling), Pemotongan Organ, dan Fiksasi

Tikus

Dipingsankan dengan kloroform

Dibedah untuk diambil organ ileum

Dicuci dengan NaCl fisiologis

Difiksasi ke dalam paraformaldehid (PFA) 4%

Ileum di dalam PFA 4

Diambil dan direndam dalam ethanol 70% selama 24 jam
Dimasukkan dalam ethanol 80% selama 2 jam

Dimasukkan dalam ethanol 90% selama 20 menit

Dimasukkan dalam ethanol 95% selama 20 menit

Dimasukkan ke dalam alkohol absolut 1,11, dan Ill, masing-
masing selama 1 jam

Sampel hasil dehidrasi

Dipindahkan ke dalam larutan Xylol 1, I, 11l selama satu jam
pada setiap larutan
Infiltrasi di dalam paraffin cair I, Il, 11l di dalam oven selama

satu jam pada masing” paraffin
Embedding blok paraffin
Didinginkan pada suhu 4°C

Ileum dalam blok parafin

Diiris seukuran 5um

Ddinginkan pada suhu ruang

Dikeringkan di atas hot plate dengan suhu 38-40°C
Diinkubasi pada suhu 38-40°C selama 24 jam

Preparat lleum pada suhu ruang

2. Pewarnaan Hematoksilin-Eosin

Preparat lleum

Dideparafinasi dengan xylol selama 5 menit
Dimasukkan ke dalam ethanol absolute selama 5 menit
Dimasukkan ke dalam ethanol 95% selama 5 menit
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Dimasukkan ke dalam ethanol 90% selama 5 menit
Dimasukkan ke dalam ethanol 80% selama 5 menit
Dimasukkan ke dalam ethanol 70% selama 5 menit
Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit

Preparat lleum

Diwarnai dengan Hematoksilin selama 10 menit sampai
diperoleh hasil pewarnaan yang terbaik

Dicuci dengan air mengalir selama 30 menit

Dibilas dan direndam dengan akuades selama 5 menit
Diwarnai dengan Eosin selama 5 menit

Direndam kembali kedalam akuades

Dimasukkan ke dalam methanol selama 70% selama 10 menit
Dimasukkan ke dalam methanol selama 80% selama 10 menit
Dimasukkan ke dalam methanol selama 90% selama 10 menit
Dimasukkan ke dalam methanol selama 95% selama 10 menit
Dimasukkan ke dalam methanol absolute 3 x 5 menit
Dimasukkan dalam larutan xylol selama 2 x 5 menit
Dikeringkan

Ditutup preparat dengan cover gelas

Preparat lleum
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Lampiran 11. Langkah-langkah pengukuran aktifitas amilase

1. Ekstraksi enzim amilase (Suarni dan Rauf , 2007)

a) Sampel dihaluskan/ dihancurkan dengan blender
b) Ditambah buffer asetat 0,2 M pH 5 (untuk setiap 1 gr sampel ditambah 5 Ml

c)
d)

e)

buffer asetat).

Disimpan selama 10 menit, dengan sekali-sekali diputar.

Disaring dengan menggunakan kapas.

Filtrat disentrifugasi selama 20 menit dengan kecepatan 2000 rpm pada suhu
5°C.

Supernatan (ekstrak enzim) yang dihasilkan diukur volumenya dan
ditempatkan ke dalam wadah steril untuk dianalisis.

2. Pembuatan kurva standar glukosa

250 mg glukosa

Dilarutkan dengan 250 mL akuades

Diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 500 ppm

Dibuat variasi konsentrasi 200 ppm, 300 ppm, 350 ppm, 400 ppm, 450
ppm, 500 ppm

Diambil 250ul dari tiap konsentrasi glukosa

Ditambah 250 pl amilum

Diinkubasi dengan suhu 30°C selama 20 menit

Ditambah 500ul DNS dan dipanaskan selama 10 menit

Larutan didinginkan dengan air mengalir

Ditambeh aquades 5 mL

Diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 550 nm

Kurva standart glukosa
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3. Uji aktivitas enzim amilase
Skema metode Somogyi-Nelson (Nelson 1944 dalam Breuil & Saddler 1985)

1 ml Enzim

Larutan pati 1% sebanyak 0,5 mL dan 0,5 mL buffer fosfat 0,2 M pH 5,0
e Diinkubasi pada suhu 100°C selama 10 menit.

e Ditambahkan 1mL reagen Nelson-Somogyi

e Didihkan selama 5 menit sehingga sama dengan suhu kamar

e Ditambahkan 5mL 1 mL reagen arseno molibdat

e Ditambahkan 7 mL air suling

e Dikocok hingga homogen

e Absorbansi diukur pada A550 nm
o Dihitung aktivitas amilase

Hasil

Aktivitas enzim amilase = %X 1 unit/1p mol(1)

dimana:
C = Konsentrasi glukosa per mL ekstrak enzim (1 mol)
T = Waktu inkubasi (menit)

1 unit enzim amilase = besarnya aktivitas enzim yang dibutuhkan untuk

membebaskan 1 p mol glukosa per menit per mL enzim .



Lampiran 12. Pembuatan Kurva Standar

Absorbansi larutan standar glukosa

Konsentrasi Absorbansi
(ppm)
200 0.198
300 0.33
350 0.401
400 0.51
450 0.605
500 0.7
0.8
y =0.0013x
0.7 RZ=0.963 ¢
0.6 ?'S
0.5 /
0.4 L 4
0.3 A4
0.2 L 2
0.1
0 / T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Gambar 13.1 Kurva standar glukosa
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Lampiran 13. Tabel Data absorbansi
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Kelompok Absorbansi Glukosa

Kelompok A 0.162 0.168 0.15 0.158 0.173
Kelompok B 0.558 0.545 0.56 0.453 0.442
(salmonellosis)

Kelompok C 0.365 0.363 0.392 0.428 0.416
(terapi 50

mg/kg BB)

Kelompok D 0.198 0.207 0.203 0.194 0.216
(terapi 50

mg/kg BB




Lampiran 14. Perhitungan Aktivitas Amilase

Rumus perhitungan

Misal : pengukuran aktivitas amilase kontrol dengan waktu inkubasi 10
menit dan suhu 37°C

Persamaan kurva baku :y = 0,001x

Dimana x= konsentrasi sampel

Maka :
y =0,001x
0,162 =0,001x
X =0.162/0,001
X = 162 pg/mL

Untuk menentukan aktivitas amilase digunaan persamaan
Aktivitas enzim amylase = C x 1/T x lunit/2mikromol
=162 pg/mL x 1/10 menit x 1 unit/180
= 0,090 unit
Keterangan:
C: Konsentrasi Sampel

T : Waktu Inkubasi
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Lampiran 15. Data Aktivitas Amilase

Kontrol negatif 0.090
0.093
0.083
0.088
0.096
salmonellosis 0.310
0.303
0.311
0.252
0.246
Terapi 50 mg 0.203
0.202
0.218
0.238
0.231
Terapi 100 mg 0.110
0.115
0.113
0.108
0.120

Presentasi aktivitas amilase sebagai berikut:

Kelompok B (salmonellosis)

rataan kelompok B — rataan kontrol

Peningkatan aktivitas amilase = x 100%

rataan kontrol

_0,284- 0,090

0
5,09 X 100%

=215,5%
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Kelompok C (terapi 50mg/kg BB)

rataan kelompok B — rataan kelompok C

Penurunan aktivitas amilase = X 100%

rataan kelompok B

_ 0,284- 10,218

~ g 100%

=224%

Kelompok D (terapi 100mg/kg BB)

rataan kelompok B — rataan kelompok D

Penurunan aktivitas amilase = X 100%

rataan kelompok B

_ 0,284 -10,113
0,284

X 100%

=60,2 %



Lampiran 16. Data Dan Uji Statistik Aktivitas Amilase

Tabel Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Aktivitas Amilase

N

Normal Parameters® Mean

Std. Deviation

Most Extreme Differences Absolute

Positive

Negative

Kolmogorov-Smirnov Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

20
.17650
.082686
.253
.253
-.129
1131
.155

a. Test distribution is Normal.

Tabel Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Aktivitas Amilase
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Levene Statistic dfl df2 Sig.
21.758 3 16 151
Lampiran 17. Uji Statistik ANOVA
ANOVA
Aktivitas Amilase
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups (Combined) 124 3 .041 121.389 .000
Linear Term Contrast .000 1 .000 .009 .924
Deviation 124 2 .062 182.079 .000
Within Groups .005 16 .000
Total .130 19




Uji Lanjutan BNJ

Multiple Comparisons

Aktivitas Amilase

Tukey HSD
() Kelompok (J) Kelompok Mean Difference 95% Confidence Interval
Perlakuan Perlakuan (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
kontrol salmonellosis -.194400" .011691 .000 -.22785 -.16095
dosis 50mg -.128400" .011691 .000 -.16185 -.09495
dosis 100mg -.023200 .011691 .234 -.05665 .01025
salmonellosis kontrol .194400° .011691 .000 .16095 .22785
dosis 50mg .066000° .011691 .000 .03255 .09945
dosis 100mg 171200 .011691 .000 13775 .20465
dosis 50mg kontrol .128400" .011691 .000 .09495 .16185
salmonellosis -.066000" .011691 .000 -.09945 -.03255
dosis 100mg .105200" .011691 .000 .07175 .13865
dosis 100mg kontrol .023200 .011691 .234 -.01025 .05665
salmonellosis -.171200° .011691 .000 -.20465 -.13775
dosis 50mg -.105200° .011691 .000 -.13865 -.07175

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

Pemberian notasi pada uji BNJ

Aktivitas Amilase

Tukey HSD

Kelompok Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
kontrol 5 .09000

dosis 100mg 5 11320

dosis 50mg 5 .21840
salmonellosis 5 .28440
Sig. .234 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.




