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Efek Pemberian Tepung Tapioka Terhadap Aktivitas Protease
dan Gambaran Histopatologi Kolon Tikus (Rattus Norvegicus)
Inflammatory Bowel Disease (IBD) Hasil
Induksi Indometasin

ABSTRAK

Inflammatory Bowel Disease (IBD) adalah penyakit peradangan pada
bagian gastrointestinal tract (GIT) terutama kolon yang disebabkan karena efek
pemberian Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAID) seperti Indometasin
dengan dosis pemberian 15 mg/kg BB per oral yang dapat menyebabkan inflamasi
pada saluran cerna. Inflamasi pada saluran cerna akan menyebabkan peningkatan
aktivitas protease sehingga menyebabkan kerusakan pada sel. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui potensi mucoprotectant dari larutan tepung tapioka
yang memiliki kandungan resistant starch sehingga diharapkan mampu
menurunkan aktivitas protease dan memperbaiki kerusakan pada histopatologi
kolon tikus (Rattus norvegius) jantan usia 8-12 minggu dengan berat 150-200
gram. Tikus dibagi menjadi 5 perlakuan, yaitu kontrol negatif, kontrol positif,
terapi 1 (0,9 mg/ 200 g BB), terapi 2 (1,8 mg/ 200 g BB), dan terapi 3 (3,6 mg/
200 g BB). Terapi larutan tepung tapioka diberikan selama 14 hari. Pengaruh
pemberian terapi diamati dengan pengamatan preparat histopatologi kolon dengan
pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE) dan pengukuran aktivitas protease dari
mukosa kolon. Analisa hasil perubahan kadar aktivitas enzim protease kolon antar
kelompok dihitung menggunakan Analisa One Way ANOVA dan uji lanjutan
Tukey atau BNJ (Beda Nyata Jujur) a<0,05 sedangkan analisa data histopatologi
dari kolon dilakukan secara deskriptif kualitatif. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pemberian terapi tepung tapioka mampu menurunkan aktivitas protease
secara signifikan pada kelompok terapi 3 dengan dosis 3,6 mg/ 200 g BB (P3)
sebesar 66,76% dan rata-rata aktivitas protease 1,24+0,04 umol tirosin/g enzim
menit serta mampu memperbaiki kerusakan pada mukosa kolon. Kesimpulan pada
penelitian ini yaitu terapi larutan tepung tapioka dapat digunakan sebagai terapi
alternatif IBD.

Kata kunci : Inflammatory Bowel Disease, indometasin, larutan tepung tapioka,
aktivitas protease, dan histopatologi kolon.



The Effect of Tapioca Flour Toward Protease Activity And
Histopathological of Inflammatory Bowel Disease (IBD)
Rat’s (Rattus norvegicus) Colon as The Result of
Indomethacin Induction

ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is an inflammatory disease of the
gastrointestinal tract (GIT) especially the colon caused by the effects of giving
Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs) such as Indomethacin at dose
of 15 mg / kgBW orally. Indometachin would be given an impact of increasing the
number of proteases so that protease activity increased and caused damage to
colonic tissue. This study aimed to determine the potential of mucoprotectant
from tapioca flour solution that had resistant starch so that it was expected to
reduce protease activity and repair damage of rat colon based on histopathology.
The rats (Rattus norvegicus) were aged 8-12 weeks with a weight of 150-200
grams. Rats were divided into 5 groups, namely negative control, positive control,
therapy 1 (0,9 mg / 200 g BW), therapy 2 (1,8 mg / 200 g BW), and therapy 3 (3,6
mg / 200 g BW). Therapy for tapioca flour solution was given for 14 days, then
rats were euthanized and the colon was taken for protease activity test and
histopathological examination. The effect of therapy was observed by the colon
histopathology preparations with Hematoxylin-Eosin (HE) staining and measuring
protease activity from the colon. Analysis of the results of changed in levels of
colon protease enzyme activity among groups would be analyzed statistically
using One Way ANOVA and continued to Tukey test with a<0.05 and colon
histopathology was analyzed qualitatively by tissue description. The results
showed that tapioca flour therapy 3 with 3,6 mg/ 200 g BW dose could reduce
66,76% of protease activity (1,24+0,037 pumol tyrosine/g enzyme minutes) and
also be able to repair damage of the colon mucosa. The conclusion of this
observation is tapioca flour therapy can be used as alternative therapy for IBD.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, indomethacin, tapioca flour solution,
protease activity, and colon histology.
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BAB | PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Inflammatory Bowel Disease atau IBD adalah penyakit peradangan yang
menyerang saluran pencernaan, terdiri atas dua tipe yaitu kolitis ulseratif dan
penyakit crohn (Korpacka et al., 2009). Penyakit crohn atau Crohn Disease
merupakan inflamasi yang terjadi pada bagian lapisan dinding usus dan
saluran perncernaan yang meliputi mulut, esofagus, lambung, dan usus halus.
Sedangkan kolitis ulseratif atau UC hanya terbatas pada usus besar serta
rektum, dan peradangan terjadi pada lapisan usus. Inflammatory Bowel
Disease memiliki gejala yaitu diare, sembelit, rasa nyeri pada abdomen,
sendawa, dan kembung (Kappelman et al., 2007). Penyakit IBD dapat terjadi
pada hewan peliharaan seperti anjing. Gejala klinis IBD pada anjing hampir
sama dengan gejala klinis IBD pada manusia seperti penurunan berat badan,
peningkatan frekuensi muntah atau diare (Ju and Uetrecht, 1998). Menurut
catatan medis dari The Queen Mother Hospital pada tanggal 1 Agustus 2003
hingga 31 Desember 2009, tercatat ada 546 anjing dengan 86 ras yang
berbeda pada kasus Inflammatory Bowel Disease (Katharani et al., 2011).

Penyebab IBD vyaitu virus atau bakteri patogen yang menginfeksi saluran
pencernaan. Namun beberapa penelitian menyebutkan bahwa IBD dapat
disebabkan oleh efek samping penggunaan obat anti inflamasi non-steroid
(NSAID) seperti indometasin.  Indometasin  menghambat  sintesis
prostaglandin terkuat yang diabsorbsi dengan baik setelah pemberian per oral

(Podolsky, 2002).



Indometasin yang menggunakan dosis 15 mg/kg BB dapat mengaktifkan
makrofag yang akan melepaskan Reactive Oxygen Species (ROS). Produksi
ROS yang berlebihan dalam sel akan menyebabkan aktivasi NF-kB dan
fosforilasi inhibitor NF-kB. Kemudian NF-kB akan berpindah menuju
nucleus dan mengekspresikan sitokin proinflamasi seperti TNFa. Produksi
TNFa yang berlebihan pada sel akan menyebabkan inflamasi. Inflamasi akan
meningkatkan aktivasi neutrofil serta pelepasan enzim protease yang
menyebabkan kerusakan pada jaringan (Campbell and Perkins, 2006).
Menurut Kaser et al. (2010) ketika terjadi IBD, produksi mukus menurun
dan akan menyebabkan hilangnya barrier mukosa kolon yang harapannya
kandungan pati resisten dari tepung tapioka yang diberikan secara per oral
dapat menjadi terapi alternatif.

Penelitian ini menggunakan hewan model tikus (Rattus novergicus) IBD
hasil induksi indometasin dengan dosis 15 mg/kg BB yang diinkubasi selama
24 jam (Aulanni’am et al., 2012). Diharapkan dalam penelitian ini, tepung
tapioka dapat digunakan sebagai salah satu terapi alternatif kasus IBD pada
tikus Rattus novergicus hasil induksi indometasin yang berpengaruh pada
aktivitas protease dan gambaran histopatologi kolon.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, maka didapatkan
rumusan masalah sebagai berikut :

1. Apakah terapi tepung tapioka dapat menurunkan aktivitas protease pada

kolon tikus (Rattus novergicus) IBD hasil induksi indometasin?



2.

Apakah terapi tepung tapioka dapat memperbaiki kerusakan histopatologi

kolon tikus (Rattus novergicus) IBD yang terpapar indometasin?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini

dibatasi pada :

1.

Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus novergicus) jantan strain
Wistar dengan umur 8-12 minggu dan berat badan antara 150-200 gram
sesuai dengan kelaikan etik no: 1065-KEP-UB dari Komisi Etik Penelitian

Universitas Brawijaya.

. Tepung tapioka yang digunakan yaitu tepung tapioka Rose Brand.

Dosis pemberian indometasin yang diberikan satu kali selama penelitian
per oral yaitu 15 mg/kg BB (Aulanni’am et al, 2012).

Dosis terapi tepung tapioka yaitu 0,9 mg/200g BB, 1,8 mg/200g BB, dan
3,6 mg/200g BB yang diberikan selama 14 hari dengan volume sesuai
berat badan.

Variabel yang diamati yaitu histopatologi kolon dengan adanya kerusakan
mukosa dan infiltrasi sel-sel radang yang diamati secara kualitatif dengan
menggunakan mikroskop Olympus BX51 dan aktivitas protease diukur

dengan metode spektrofotometri.

. Analisa hasil perubahan kadar aktivitas enzim protease kolon dihitung

menggunakan Analisa Ragam ANOVA dan uji lanjutan Tukey atau BNJ
(Beda Nyata Jujur) a<0,05 sedangkan analisa data histopatologi dari kolon

dilakukan secara kualitatif dalam bentuk deskriptif.



1.4 Tujuan Penelitian

1. Mengkaji efek terapeutik tepung tapioka terhadap penurunan aktivitas
protease dari kolon tikus (Rattus norvegicus) IBD hasil induksi
indometasin.

2. Mengkaji pengaruh terapi tepung tapioka dalam memperbaiki kerusakan
histopatologi kolon tikus (Rattus norvegicus) IBD hasil induksi
indometasin.

1.5 Manfaat Penelitian
Melalui penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
kemampuan tepung tapioka dalam menekan Inflammatory Bowel Disease

(IBD) pada kolon tikus (Rattus norvegicus) hasil induksi indometasin,

sehingga nantinya tepung tapioka dapat digunakan sebagai pengobatan

alternatif inflamasi pada saluran pencernaan.



BAB Il TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tikus (Rattus novergicus)

Tikus (Rattus novergicus) memiliki ciri-ciri rambut berwarna putih dan
mata merah. Keunggulan tikus sebagai hewan coba yaitu pemeliharaan dan
penanganan yang mudah, kemampuan reproduksi tinggi, masa kebuntingan
singkat, dan cocok untuk berbagai penelitian. Rata-rata umur tikus yaitu 4
sampai 5 tahun. Berat badan tikus jantan dewasa bekisar antara 267 sampai
500 gram dan betina 225 sampai 325 gram. Tikus memasuki usia dewasa
pada umur 40-60 hari. Masa bunting tikus selama 23 hari dan disapih pada
umur 21 hari (Armitage, 2004). Rattus novergicus adalah hewan coba paling
popular pada penelitian yang berkaitan dengan pencernaan (Sirois, 2005).

Taksonomi tikus (Rukmanasari, 2010) :

Kingdom  : Animalia

Filum :Chordata

Ordo : Rodentia
Subordo : Odontoceti
Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus novergicus

Rattus novergicus memiliki 3 galur yaitu Sparague Dawley, Wistar, dan

Long Evans. Galur Sparague Dawley memiliki tubuh yang ramping, kepala



kecil, telinga tebal dan pendek dengan rambut halus, serta ukuran ekor yang
lebih panjang daripada badan. Galur Wistar memiliki kepala besar dan ekor
yang pendek. Galur Long Evans memiliki ukuran tubuh yang lebih kecil
serta rambut pada kepala dan bagian tubuh depan berwarna hitam (Sirois,
2005). Sedangkan pada penelitian ini menggunakan Rattus novergicus galur
Wistar.

2.2 Histopatologi Usus (Kolon)

Kolon yaitu bagian dari usus besar yang berperan dalam penyerapan air,
garam, dan asam lemak rantai pendek yang dihasilkan oleh bakteri
(Klurfeld, 1999). Gambaran histologi kolon ditemui adanya Kkripta
liberkuhn lebih panjang dan lebih lurus pada tunika mukosa dibandingkan
di usus halus. Epitel kolon berbentuk silinder dan mempunyai banyak sel
goblet, tunika muskularis mukosa kolon tersusun atas lapisan sirkular

disebelah dalam dan lapisan longitudinal disebelah luar (Gambar 2.1).

(?olon H&E < ot

s Iamina propris S Lieberkiihn

-~

Gambar 2.1 Histologi kolon normal (HE, 100x) (Mark, 2013)



Jika dilihat dari histopatologi akan terlihat adanya kerusakan pada
lapisan mukosa, hilangnya sel goblet dan infiltrasi sel radang karena
jaringan kolon yang mengalami inflamasi seperti pada Gambar 2.2
(Geboes, 2003). Bentuk mukosa berubah tampak tidak teratur jika

dibandingkan dengan kondisi normal (Dellmann and Brown, 1993).

Gambar 2.2 Histopatologi kolon yang mengalami inflamasi (kerusakan
mukosa pada bagian yang ditunjuk V) (HE, 100x) (Geboes,
2003).
2.3 Inflammatory Bowel Disease (IBD)

Inflammatory Bowel Disease (IBD) adalah suatu kondisi inflamasi
kronik yang disebabkan oleh kegagalan regulasi sistem imun, kerentanan
genetic, dan rangsangan flora normal di saluran cerna. IBD dapat
disebabkan oleh adanya infeksi pada saluran pencernaan karena adanya
pemicu seperti bakteri dan virus (Achkar, 2000). Penggunaan non

steroidal anti-infammatory drugs (NSAIDs) juga dapat menyebabkan IBD



dengan cara menghambat kerja dari enzim siklooksigenase (COX).
Penghambatan COX menyebabkan penghambatan  pembentukan
prostaglandin (PGE2) sehingga sekresi mucus berkurang. Produksi mucus
yang menurun dapat menyebabkan hilangnya barrier mukosa kolon. Hal
ini dapat menyebabkan mudahnya invasi bakteri patogen pada permukaan
kolon (Kaser et al., 2010).

Terdapat dua mekanisme patogenesis Inflammatory Bowel Disease
yang mungkin terjadi. Patoghenesis diawali dengan antigen —presenting
cell (APCs) mengenali adanya antigen luminal pada mukosa usus sehingga
menyebabkan respon efektor. Sebagian dari respon efektor yaitu over
produksi sel T yang menyebabkan inflamasi dari pembentukan sitokin
induktif seperti  IL-2, IFN-v. Reseptor integrin dan kemokin akan
meningkat setelah terstimulasi dan menyebabkan peningkatan spesifik
yang tidak terbatas pada sisi reseptor yang terus menerus akan
menyebabkan inflamasi.

Respon imun tubuh diawali dengan limfosit T sitotoksik (CD8+) atau
sel T helper CD4+ pada lumen usus mengenali antigen (Neuman, 2004).
Aktivasi sel T helper akan menghasilkan sitokin yang berperan pada epitel
usus secara langsung serta akan mengaktifkan makrofag untuk melepaskan
mediator inflamasi dalam jumlah besar seperti sitokin Reactive Oxygen
Species (ROS) dan nitric oxide (NO). Pelepasan mediator inflamasi akan
menyebabkan inflamasi terus menerus, sehingga dapat menyebabkan

kerusakan jaringan usus atau nekrosis (Loroux et al.,2001). Produksi ROS



yang berlebihan pada saat inflamasi akan menyebabkan kerusakan asam
nukleat, protein, dan lemak serta pada akhirnya akan menyebabkan
kerusakan jaringan dan memperparah inflamasi pada usus (Pan and Ho,
2010).

Diare adalah hasil defekasi yang tidak berbentuk atau dalam konsistensi
cair dengan frekuensi yang meningkat. Berdasarkan durasi diare dibagi
menjadi tiga yaitu diare akut (berlangsung <2 minggu, diare persisten
berlangsung antara 2-4 minggu, dan diare kronis berlangsung >4 minggu.
Sedangkan berdasarkan mekanisme patofisiologi diare terbagi menjadi
diare cair, diare inflamasi, dan diare berlemak (Wiryani dan | Dewa,
2007).

Secara etiologi, diare akut dapat disebabkan oleh infeksi, intoksikasi
(poisoning), alergi, reaksi obat-obatan, dan juga faktor psikis. Diare akut
infeksi diklasifikasikan secara klinis dan patofisiologis menjadi diare non-
inflamasi dan diare inflamasi. Diare inflamasi disebabkan invasi bakteri
dan sitotoksin di kolon yang disertai lendir dan darah. Gejala Kklinis yang
sering terjadi adalah adanya keluhan abdomen seperti mulas sampai nyeri
seperti kolik, mual, muntah, demam, tenesmus, serta gejala dehidrasi. Pada
pemeriksaan tinja rutin secara makroskopis ditemukan lendir dan/atau
darah, dan secara mikroskopis ditemukan sel leukosit polimorfonuklear.
Pada diare non-inflamasi, diare disebabkan oleh enterotoksin yang
mengakibatkan diare cair dengan volume yang besar tanpa lendir dan

darah. Gejala dehidrasi cepat timbul, terutama pada kasus yang tidak
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mendapat cairan pengganti. Pada pemeriksaan tinja secara rutin tidak
ditemukan leukosit (Zein, 2004).

Menurut Danese dan Fiocchi (2006), gejala klinis pada umumnya yaitu
diare, nyeri pada bagian abdomen, dan penurunan berat badan. Mekanisme
terjadinya diare terbagi menjadi empat jenis yaitu diare osmotik, diare
sekretorik, diare eksudatif dan infeksi, serta diare yang dikaitkan dengan
pengacauan motilitas. Diare osmotik terjadi bila ada bahan yang tidak
dapat diserap meningkatkan osmolaritas dalam lumen yang menarik air
dari plasma sehingga terjadi diare. Contohnya adalah malabsorbsi
karbohidrat akibat defisiensi laktase atau akibat garam magnesium.

Diare sekretorik terjadi bila ada gangguan transport elektrolit, baik
absorbsi yang berkurang ataupun sekresi yang meningkat. Hal ini dapat
terjadi akibat toksin yang dikeluarkan bakteri, misalnya toksin kolera atau
pengaruh garam empedu, ALRP, atau laksatif non-osmotik. Beberapa
hormon intestinal seperti gastrin vasoactive intestinal polypeptide (VIP)
juga dapat menyebabkan diare sekretorik. Diare eksudatif dan inflamasi
akan mengakibatkan kerusakan mukosa, baik usus halus maupun usus
besar. Inflamasi dan eksudasi dapat terjadi akibat infeksi bakteri atau
bersifat non-infeksi seperti gluten sensitive enteropathy, inflamatory bowel
disease (IBD) atau akibat radiasi (Bowen, 2006).

Diare cair disebabkan karena peningkatan sekresi air dan elektrolit.
Diare inflamasi disebabkan karena inflamasi yang terjadi pada intestinum

akibat kehilangan sel epitel dan kerusakan tight junction (pembatas
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membran mukosa). Secara makroskopis, diare inflamasi terdapat lendir
dan darah (Fediani, 2011). Diare berlemak disebabkan karena
pertumbuhan bakteri yang berlebih pada usus halus. Selain itu, gejala lain
yang ditimbulkan yaitu melena. Melena merupakan feses kehitaman yang
diakibatkan karena pendarahan pada saluran cerna bagian atas (esophagus,
lambung, dan duodenum). Pendarahan pada saluran cerna atas dapat
dipengaruhi oleh pemberian obat NSAID seperti indometasin (Syarifuddin
etal., 2017).
2.4 Indometasin
Indometasin  (1-p-chlorobenzoyl-5-methoxy-2-methylindole-3-acetic
acid) termasuk salah satu Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs
(NSAIDs) yang umumnya digunakan sebagai analgesik dan anti-inflamasi
(Gambar 2.3). Namun indometasin memiliki efek samping yang dapat
menyebabkan inflamasi pada saluran pencernaan manusia atau hewan jika
diberikan secara berlebihan (Bures et al., 2011). Dosis aman indometasin

pada tikus yaitu 2,72 mg/kg BB (Jain et al., 2002).
CO @—CI
\_ch
CH,0O CH,COOH
Gambar 2.3 Struktur indometasin (Merck and Co., Inc, 2005)

Indometasin secara cepat dan hampir sempurna terserap di usus setelah

pemberian per oral. Indometasin menghambat aktivitas enzim COX-1 dan
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COX-2. Penghambatan COX-1 akan mengurangi prostaglandin sehingga
mengurangi sekresi mukus yang melindungi mukosa. Berkurangnya
sekresi mukus akan mengakibatkan gangguan keseimbangan mikroflora
dan hilangnya barrier mukosa kolon sehingga memudahkan infeksi bakteri
endogen dan eksogen sehingga terjadi inflamasi, peningkatan ROS,
aktivitas neutrofil, dan pelepasan protease. Sedangkan fungsi COX-2 akan
menurunkan PGG2, PGH2, dan tromboksan A2 sebagai agen inflamasi
sehingga dapat mengurangi inflamasi dan rasa sakit pada penderita
rheumatoid arthritis (Kumar dkk, 2007).

Penelitian ini menggunakan tikus (Rattus novergicus) yang merupakan
hewan coba yang paling sering digunakan untuk penelitian yang berkaitan
dengan sistem pencernaan (Hofstetter et al., 2005). Dosis pemberian
indometasin agar dapat menghasilkan kolon yang mengalami IBD akut
adalah 15 mg/kg BB yang diberikan secara per oral dan diinkubasi selama
24 jam (Aulanni’am et al., 2012). Namun dosis juga dapat dijadikan dua
kali pemberian selama dua hari berutut-turut yaitu sebanyak 7,5 mg/kg BB
yang dilarutkan dalam alkohol 100% dan kemudian diencerkan dengan 5%
larutan natrium bikarbonat yang diberikan secara subkutan (Randhawa et
al., 2011). Inflamasi kolon bisa diamati pada peningkatan aktivitas
protease serta gambaran histopatologi kerusakan lapisan mukosa dan

infiltrasi sel radang (Geboes, 2003).
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2.5 Aktivitas Protease

Enzim protease adalah suatu enzim yang berperan penting dalam
pencernaan sebagai penyederhana molekul protein dengan menghidrolisa
ikatan peptida protein. Protease menghidrolisa ikatan peptida protein untuk
dipecah menjadi oligopeptida dan asam amino. Enzim protease berperan
untuk membersihkan jaringan luka yang mengalami nekrosis, membunuh
bakteri pada jaringan yang mengalami inflamasi (Weiss, 1989) serta
berperan dalam dalam metabolisme dan proses regulasi sel hewan,
tumbuhan, mikroorganisme serta fungsi fisiologis sistem imun dan
inflamasi (Naiola dan Widyastuti, 2007). Protease intraseluler yang
berperan dalam fungsi fisiologis lainnya yaitu pencernaan, maturasi
hormon, perakitan virus, respon imun, fertilisasi, koagulasi darah,
fibrinolisis, kontrol tekanan darah, sporulasi, germinasi dan pathogenesis.
Protease juga diimplikasikan dalam peran regulasi ekspresi gen, perbaikan
DNA, serta sintesis DNA (Rao et al., 1998). Enzim protease yang terlibat
yang berperan pada kerusakan jaringan adalah protase serin (elastase
neutrophil). Protease ini tersimpan didalam neutrophil yang berfungsi
sebagai pertahanan anti mikroba dengan mekanisme fagositosis
mikroorganisme didalam fagolisosom neutrofil (Segal, 2005).

Inflamasi merupakan reaksi lokal dari suatu jaringan terhadap zat toksik
yang memerlukan peran mediator dan sistem imun. Enzim protease secara
normal terdapat dalam jaringan tubuh yang berperan dalam pertahanan

tubuh sebagai pemecahan protein asing yang masuk kedalam tubuh,
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memperbaiki sel yang mengalami kerusakan, dan membunuh bakteri pada
jaringan yang mengalami inflamasi. Peningkatan jumlah protease pada
jaringan yang mengalami inflamasi dapat menyebabkan aktivitas protease
meningkat dan tidak terkendali serta menyebabkan kerusakan pada sel
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Peningkatan jumlah protease dalam
jaringan yang mengalami inflamasi  dapat menyebabkan aktivasi
protease tidak terkendali dan merusak faktor pertumbuhan dan reseptor,
mencegah angiogenesis serta memecah granulasi yang mengakibatkan
kerusakan jaringan (Eming dkk., 2007).

Mekanisme kerja pelepasan protease pada jaringan dimulai dengan
adanya rangsang dari produk bakteri, cedera fisik, toksin maupun obat-
obatan yang memicu aktivasi makrofag yang dilakukan oleh ROS.
Peningkatan ROS akan menyebabkan pegaktifan NF-kB dan fosforilasi
inhibitor NF-kB (1kB), sehingga NF-kB berpindah ke nucleus dan
mengekspresikan  TNF-a.  Aktivasi makrofag dapat merangsang
terbentuknya sitokin yang dihasilkan selama terjadi respon radang dan
imun seperti IL-1 dan TNFa. TNFa menyebabkan agregasi (perpindahan)
dan aktivasi neutrofil serta pelepasan enzim protease dan berpengaruh
pada kerusakan jaringan (Kumar dkk, 2007). Inflamasi yang terjadi akibat
induksi indometasin yang akan berdampak pada peningkatan ROS vyaitu
radikal hiroksil, hidrogen peroksida (H,0O,), dan radikal nitrit oksida (NO)

(Basivireddy et al., 2002). Dalam proses inflamasi, neutrofil yang berperan
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dalam menghancurkan mikroorganisme dan merusak jaringan sel maupun
inang (Weiss, 1989).
2.6 Tepung Tapioka
Tepung tapioka merupakan suatu jenis bahan pangan yang dibuat dari
ubi kayu. Bahan pangan tersebut merupakan pati yang diekstrak dengan
air dari umbi singkong (ketela pohon), kemudian disaring, cairan hasil
saringan kemudian diendapkan. Bagian yang mengendap tersebut
selanjutnya dikeringkan dan digiling hingga diperoleh butiran-butiran
pati halus berwarna putih, yang disebut tapioka (Luthana, 2008). Tapioka
memiliki sifat-sifat yang serupa dengan sagu, sehingga kegunaan
keduanya dapat dipertukarkan. Tepung ini sering digunakan untuk
membuat makanan, bahan perekat, dan banyak makanan tradisional yang
menggunakan tapioka sebagai bahan bakunya. Tapioka adalah nama
yang diberikan untuk produk olahan dari akar ubi kayu (cassava).
Analisis terhadap akar ubi kayu yang khas mengidentifikasikan kadar
air 70%, pati 24%, serat 2%, protein 1% serta komponen lain (mineral,
lemak, gula) 3%. Tahapan proses yang digunakan untuk menghasilkan
pati tapioka dalam industri adalah pencucian, pengupasan, pemarutan,
ekstraksi, penyaringan halus, separasi, pembasahan, dan pengering.
Kualitas tapioka sangat ditentukan oleh beberapa faktor, yaitu:
a. Warna tepung; tepung tapioka yang baik berwarna putih.
b. Kandungan air; tepung harus dijemur sampai kering benar

sehingga kandungan airnya rendah.
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C. Banyaknya serat dan kotoran; usahakan agar banyaknya
serat dan kayu yang digunakan harus yang umurnya kurang
dari 1 tahun karena serat dan zat kayunya masih sedikit dan
zat patinya masih banyak.

d.  Tingkat kekentalan; daya rekat tapioka tetap
tinggi.

Tepung tapioka umumnya berbentuk butiran pati yang banyak
terdapat dalam sel umbi singkong (Astawan, 2009). Isi yang dapat
dicerna (DS) dan pati resisten (RS) di pati singkong komersial lebih
tinggi daripada yang ditemukan oleh Walter et al. (2005) untuk tepung
jagung. Pembentukan RS juga dipengaruhi oleh kadar air. Nilai
maksimum dalam hasil RS ditemukan ketika rasio pati: air 1: 3,5
diterapkan. Ketika konsentrasi amilase meningkat, hasil RS meningkat.
Air dalam jumlah minimal diperlukan untuk plastisisasi lingkungan dan
untuk dimasukkan ke dalam struktur kristal (Eerlingen and Delcour,
1995).

2.7 Resistant Starch
2.7.1 Struktur Pati
Pati tersusun atas homopolimer glukosa dengan ikatan a glikosidik.
Sifat pati tergantung dari panjang rantai C-nya serta rantai molekul
yang bercabang atau lurus. Pati dibentuk oleh dua jenis polimer yaitu
amilopektin dan amilosa yang bisa dipisahkan dengan air panas.

Amilopektin adalah fraksi tidak larut dan mempunyai struktur
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bercabang dengan ikatan glikosidik o-(1,6)-D-glukosa. Amilosa
merupakan fraksi terlarut dan mempunyai struktur lurus dengan ikatan
rantai linier dari a-(1,4)-D-glukosa (Winarno, 2002). Amilosa memiliki
derajat polimerisasi 6000 dengan berat molekul 10°> g/mol. Rantainya
dapat dengan mudah membentuk rantai heliks tunggal atau ganda.
Sedangkan amilopektin memiliki derajat polimerisasi rata-rata 2 juta
dengan berat molekul 10" hingga 10° g/mol. Panjang rantai terdiri dari
20-25 unit glukosa antar tiap percabangan (Sajilata et al., 2006).
Distribusi polimodal rantai a-glukan dengan ukuran berbeda dan
pengelompokan  titik  cabang dalam  molekul  amilopektin
memungkinkan pembentukan rantai heliks ganda. Amilosa dan
amilopektin dapat diatur dalam struktur semikristalin yang membentuk
matriks butiran pati dengan bahan amorf (amilosa) bergantian dan
kristal (amilopektin), yang dikenal sebagai cincin pertumbuhan pada
pati tanaman superior (Jenkins et al., 1993). Unit struktural pati,

amilosa dan amilopektin, diperlihatkan dalam Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Desain struktur dasar dari (a) unit glukosa, (b) amilosa dan
(c) amilopektin, bersama dengan pelabelan atom dan sudut
puntir. Perpanjangan unit dasar ke struktur makromolekul
diadaptasi dari Pérez & Bertoft (2010).
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Tiga jenis pati, ditetapkan sebagai tipe A, tipe B, dan tipe
C, telah diidentifikasi berdasarkan pola difraksi sinar-X.
Ini sebagian tergantung pada panjang rantai yang membentuk Kisi
amylopectin, kepadatan pengemasan di dalam butiran, dan keberadaan
air (Gillard, 1987). Meskipun tipe A dan tipe B adalah modifikasi
kristal nyata, tipe C adalah bentuk campuran. Fitur penting dari jenis
pati adalah sebagai berikut.

Tipe A

Struktur tipe A memiliki amilopektin dengan panjang rantai 23
hingga 29 unit glukosa. Ikatan hidrogen antara hidroksil kelompok
rantai molekul amilopektin menghasilkan pembentukan struktur heliks
ganda luar. Di antara misel ini, rantai linier bagian amilosa dikemas
oleh membentuk ikatan hidrogen dengan rantai linear luar
amilopektin. Pola ini sangat umum pada sereal.

Tipe B

Struktur tipe B terdiri dari amilopektin dengan panjang rantai dari
30 hingga 44 molekul glukosa dengan pola menyebar didalam air. Ini
adalah pola biasa pati dalam kentang mentah dan pisang.
Tipe C

Struktur tipe C terdiri dari amilopektin rantai panjangnya 26 hingga
29 molekul glukosa, kombinasi jenis A dan tipe B, yang merupakan
khas dari kacang polong dan kacang. Sebuah bentuk tambahan,

disebut tipe V, terjadi pada butiran yang bengkak.
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Menurut Putra (2010) pati adalah bentuk utama karbohidrat yang
dikonsumsidan merupakan polisakarida yang terbentuk dari sejulah
molekul glukosa yang berikatan bersama dan membentuk karbohidrat
kompleks. Umumnya pati dapat diurai oleh enzim pencernaan dalam
usus halus menjadi molekul glukosa yang diserap kedalam darah dan
digunakan untuk menghasilkan energi.

Pati dihidrolisa didalam saluran pencernaan oleh amylase yang
disekresikan kedalam saluran pencernaan. Cairan air liur dan pankreas
mengandung a-amilase yang mampu menghidrolisa ikatan o-(1,4)
amilopektin menghasilkan D-glukosa, sejumlah kecil maltose dan suatu
inti yang tahan hidrolisa (limit dekstrin). Limit dekstrin tidak
dihidrolisa lebih jauh oleh a-amilase (tidak dapat memecah ikatan a-
(1,6) namun enzim a-(1,6)-glukosidase yang berperan dalam pemecaha
ikatan ini. Aktivitas gabungan dari a-amilase dan a-(1,6)-glukosidase
dapat menguraikan amilopektin secara sempurna menjadi glukosa dan
sejumlah kecil maltosa (Lehninger, 1993).

Pati dapat dibedakan berdasarkan daya cernanya oleh enzim amilase.
Klasifikasi pati berdasarkan daya cernanya terdiri atas tiga, yaitu pati
yang dicerna dengan cepat (rapidly digestible starch), pati yang dicerna
dengan lambat (slowly digestible starch), dan pati resisten (resistant

starch) (Sajilata et al., 2006).
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1. Pati yang cepat dicerna (RDS)

RDS terutama terdiri dari amorf dan pati yang terdispersi
ditemukan dalam jumlah tinggi dalam makanan bertepung yang
dimasak oleh panas lembab, seperti roti dan kentang. Ini diukur
secara kimia sebagai pati, yang dikonversi menjadi glukosa
konstituen molekul dalam 20 menit pencernaan enzim (Berry,
1986).

2. Pati yang dicerna secara lambat (SDS)

Seperti RDS, SDS diharapkan sepenuhnya dicerna di usus kecil,
tetapi karena satu dan lain hal, ia dicerna lebih lambat. Kategori ini
terdiri dari secara fisik tidak dapat diakses pati amorf dan pati
mentah dengan struktur kristal tipe A dan tipe C, seperti sereal dan
pati tipe B, baik dalam bentuk butiran atau bentuk retrograded
dalam makanan yang dimasak. Ini diukur secara kimia sebagai pati
dikonversi menjadi glukosa setelah lebih dari 100 menit
pencernaan enzim (Berry, 1986).

3. Resistant starch (RS)

Istilah "pati resisten" pertama kali diciptakan oleh Englyst dkk
(1982), untuk menggambarkan sebagian kecil dari pati yang
resisten terhadap hidrolisis oleh amilase lengkap dan pengobatan
pullulanase in vitro. RS adalah pati yang tidak terhidrolisis setelah
120 menit inkubasi. Namun, karena pati mencapai usus besar

mungkin kurang lebih difermentasi oleh mikroflora usus, RS
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sekarang didefinisikan sebagai fraksi dari pati makanan, yang lolos
pencernaan di usus kecil. Ini diukur secara kimia sebagai perbedaan
antara Total Starch (TS) yang diperolen dari sampel yang
dihomogenisasi dan diolah secara kimia serta jumlah RDS dan
SDS, dihasilkan dari makanan yang tidak dihomogenisasi sampel

dengan pencernaan enzim (Berry, 1986).

RS = TS — (RDS + SDS)

2.7.2 Resistant Starch (Pati Resisten)

Pati resisten adalah jumlah keseluruhan pati dan produk degradasi
pati yang tidak dapat diserap dalam saluran cerna (usus halus) dan
langsung menuju usus besar (kolon). Pati resisten tidak dapat diserap
dalam tubuh disebabkan karena beberapa faktor. Pati secara fisik
memiliki ketahanan terhadap enzim saluran pencernaan, granula pati
memiliki struktur yang bersusun (molekul kompak) sehingga mencegah
enzim pencernaan untuk mendegradasi (Putra, 2010). Butiran pati
terganggu oleh pemanasan berlebihan air dalam proses yang dikenal
sebagai gelatinisasi, yang membuat molekul sepenuhnya dapat diakses
oleh enzim pencernaan. Proses pemasakan yang terhidrasi adalah
persiapan khas makanan bertepung untuk konsumsi agar pati cepat
dicerna (Haralampu, 2000). Namun, jika gel pati ini maka didinginkan,
mereka membentuk kristal pati yang tahan terhadap enzim pencernaan.

Pati terpilih yang telah dimodifikasi secara kimia oleh eterisasi,
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esterisasi atau ikatan silang tidak bisa dipecah oleh enzim pencernaan
(Putra, 2010).

Selain faktor struktural yang disebutkan di atas dimana struktur
kimia pati dapat mempengaruhi jumlah pati resisten, faktor-faktor lain
intrinsik untuk makanan bertepung dapat mempengaruhi aktivitas a-
amilase dan karenanya pemecahan pati. Ini termasuk pembentukan
kompleks amilosa-lipid, yang adanya inhibitor a-amilase asli dan juga
non-pati  polisakarida, yang semuanya dapat secara langsung
mempengaruhi aktivitas a-amilase. Aditif ekstrinsik misalnya fosfor,
bisa juga mengikat pati, membuatnya lebih atau kurang rentan terhadap
degradasi. Selain itu, faktor fisiologis dapat mempengaruhi jumlah RS
pada sebuah makanan. Peningkatan mengunyah mengurangi ukuran
partikel (lebih kecil partikel menjadi lebih mudah dicerna dalam usus),
sedangkan variasi intraindividual dalam waktu transit dan faktor
biologis juga mempengaruhi daya cerna pati (Nugent, 2005)

Pati resisten telah diklasifikasikan menjadi empat tipe umum yaitu
pati resisten tipe 1 — tipe 4. Tipe 1 vyaitu pati yang secara fisik
terperangkap diantara dinding sel bahan pangan, tipe 2 yaitu granula
pati yang secara alami tahan terhadap enzim pencernaan, tipe 3 yaitu
pati retrogradasi yang dihasilkan melalui proses pengolahan makanan
dan tipe 4 yaitu pati yang dimodifikasi secara kimia (Onyango et al.,

2006; Okoniewska and Witwer, 2007).
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Pati resisten tipe 1 dan 2 merupakan residu dari bentuk pati, yang
dicerna dengan sangat lambat dan tidak lengkap di usus kecil. Pati
resisten tipe 1 adalah istilah yang diberikan di mana pati secara fisik
tidak dapat diakses oleh pencernaan, misalnya karena adanya dinding
sel utuh dalam biji-bijian, biji atau umbi (Hernandez et al., 2008). Pati
resisten tipe 1 stabil terhadap panas di sebagian besar operasi memasak
normal, yang memungkinkan penggunaannya sebagai bahan dalam
berbagai macam makanan konvensional (Sajilata et al., 2006).

Pati resisten tipe 2 adalah butiran pati asli, mentah, seperti kentang
mentah atau pati pisang, yang Kkristalinitasnya membuatnya sangat
rentan terhadap hidrolisis (Hernandez et al., 2008). Pati resisten tipe 2
menjelaskan butiran pati asli yang dilindungi dari pencernaan oleh
konformasi atau struktur granula pati. Struktur kompak ini membatasi
aksesibilitas enzim pencernaan, berbagai amilase, dan bertanggung
jawab atas sifat tahan pati resisten tipe 2 seperti, ungelatinized starch.
Dalam makanannya, pati mentah dikonsumsi dalam makanan seperti
pisang (Sajilata et al., 2006). Jenis pati resisten tipe 2 tertentu adalah
unik karena tetap mempertahankannya struktur dan ketahanan bahkan
selama pemrosesan dan persiapan banyak makanan (Wepner et al.,
1999).

Pati resisten tipe 3 mengacu pada bahan turunan pati non-granular
yang tahan terhadap pencernaan dan umumnya terbentuk selama

retrogradasi butiran pati (Wepner et al., 1999). Pati resisten tipe 3
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adalah pati bertingkat retro, yang dapat dibentuk dalam makanan yang
dimasak yang disimpan pada suhu rendah atau suhu kamar (Hernandez
et al., 2008). Oleh karena itu sebagian besar makanan yang lembab
mengandung beberapa pati resisten tipe 3 (Sajilata et al., 2006). Pati
resisten tipe 3 karena memiliki stabilitas termal, hal ini
memungkinkannya stabil di sebagian besar operasi memasak normal,
dan memungkinkan penggunaannya sebagai bahan dalam berbagai
macam makanan konvensional (Haralampu, 2000). Pemrosesan
makanan, yang melibatkan panas dan kelembaban, dalam banyak kasus
menghancurkan pati resisten tipe 1 dan pati resisten tipe 2 tetapi dapat
membentuk pati resisten tipe 3 (Faraj et al., 2004). Pati resisten tipe 3
telah menunjukkan kapasitas penahanan air yang lebih tinggi daripada
pati granular (Sanz et al., 2008b).

Pati resisten tipe 4 merupakan tambahan dari ketiga jenis utama dan
pati tersebut telah dimodifikasi secara kimia dan didefinisikan mirip
dengan oligosakarida resisten dan polydextrose (Wepner et al., 1999).
Pati resisten tipe 4 menggambarkan sekelompok pati yang telah secara
kimia dimodifikasi dan termasuk pati yang telah diesterifikasi,
diesterifikasi atau terikat silang dengan bahan kimia sedemikian rupa
untuk mengurangi daya cerna mereka. Pati resisten tipe 4 dapat dibagi
lagi menjadi empat subkategori sesuai dengan kelarutannya dalam air
dan metode eksperimental yang dengannya mereka dapat dianalisis

(Nugent, 2005). Pati resisten tipe 4 dapat diproduksi dengan modifikasi
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Kimia, seperti konversi, substitusi, atau ikatan silang, yang dapat
mencegah pencernaannya dengan menghalangi akses enzim dan
membentuk hubungan atipikal (Kim et al., 2008; Sajilata et al., 2006).

Pati resisten tidak dapat dicerna oleh enzim pencernaan dan tahan
terhadap asam lambung sehingga dapat mencapai usus besar untuk
difermentasi oleh bakteri probiotik (Sajilata et al., 2006; Zaragoza et
al., 2010). Sejumlah besar pati yang tidak dapat dicerna (RS) masuk ke
dalam usus besar dan merupakan substrat yang penting bagi mikroflora
kolon. Pati resisten secara selektif menstimulasi pertumbuhan atau
aktivitas bakteri anaerobik menguntungkan seperti Bifidobacteria dan
Lactobacillus (Okoniewska and Witwer, 2007). Hasil fermentasi bakteri
memiliki peran penting sebagai mukoprotektan, dapat digunakan
sebagai sumber energi untuk pembentukan sel epitel usus dan
menstimulasi  sekresi mucin. Inflamasi kronik yang terjadi pada
inflammatory bowel disease (IBD), termasuk kolitis, mempunyai
korelasi dengan peningkatan resiko kanker kolorektal (American
Cancer Society, 2014).

Pati resisten secara cepat difermentasi dalam sekum dan kolon
proksimal dan menghasilkan asam lemak rantai pendek (Short Chain
Fatty Acids, SCFA), khususnya asam butirat berfungsi mengurangi
gejala klinis yang timbul pada pasien IBD tipe ulcerative colitis dan
tingginya kadar asam butirat pada kolon dapat mencegah kanker kolon.

Asam butirat juga dapat menurunkan jumlah asam empedu sekunder,



26

memperbaiki saluran pencernaan dan meningkatkan penyerapan
mikronutrien (magnesium dan kalsium) dalam kolon, menurut (Putra,
2010). Asam lemak ini juga menurunkan pH kolon, menghambat
pertumbuhan bakteri patogen, dan memulihkan keseimbangan usus dari
ketidakseimbangan yang disebabkan oleh bakteri patogen (Okoniewska
and Witwer, 2007). Menurut Willemsen et al (2003), SCFA menambah
rasio sekresi PGE1/PGE?2 yang dihasilkan dari miofibroblas subepitelial
yang mendukung peran asam lemak ini sebagai mukoprotektan dengan
adanya penambahan ekspresi mucin pada epitel. Hal ini sangat relevan
dengan ditemukannya absorbsi SCFA oleh epitel pada aliran darah.
Oleh karena itu SCFA, khususnya asam butirat, mempunyai potensi
untuk pencegahan inflamasi kronik pada kolon (Bassaganya-Riera et
al., 2011). Menurut Putra (2010) konsentrasi SCFA bergantung pada
jenis polisakarida dan dipengaruhi daerah di kolon, konsentrasi tertinggi
dapat dideteksi pada daerah yang paling dekat dengan usus halus (70-
140 mm).
2.7.3 Mukoprotektan
Jaringan mucin adalah agregat fibrillar viskoelastik yang terbentuk
melalui asosiasi-diri yang kompleks dari rantai-rantai glukoprotein
biopolimerik yang membentuk suatu perisai pelindung yang pelumas
dan terhidrasi di sepanjang daerah epitel dalam tubuh. Melalui sifat
struktural, kimia dan penghalang, pelapis fungsional ini memainkan

peran penting dalam menjaga kesehatan manusia. Ketika pelapisan ini
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hilang, membuat epitel sangat rentan terhadap patogen (misalnya,
peradangan usus karena kehilangan lendir gastrointestinal)
(Authimoolam and Dziubla, 2016).

Mukus adalah glikoprotein yang disekresikan oleh sel goblet epitel,
dan sel lendir ada di kelenjar submukosa. Secara umum, musin
mengandung struktur polipeptida yang terutama terdiri dari serin,
alanin, prolin, glisin dan treonin dan rantai samping oligosakarida
yang menghiasi struktur peptida, yang secara kovalen dicangkokkan
melalui hubungan O-glikosidik. Musin memiliki struktur seperti sikat
botol. Berat molekul tinggi melalui ikatan disulfida (Rogers, 1994;
Authimoolam and Dziubla, 2016).

Dipengaruhi oleh kondisi lingkungan regional, organisasi struktural
jaringan musin alami dapat berbeda secara regional dan temporal di
seluruh tubuh. Jaringan musin dapat divisualisasikan sebagai
multilayers mucin glucoproteins. Pada saluran pernafasan atau saluran
cerna, jaringannya mengandung dua zona berbeda: lapisan luar yang
longgar melekat dengan volume bebas yang diperluas yang rentan
terhadap pengangkatan yang mudah, di mana mikrobiota terutama
ada, dan lapisan dalam yang lebih padat, lebih utuh, dan mukosa.
Ketebalan jaringan mukosa bervariasi sesuai dengan lokasi dan peran
fisiologisnya, sangat bergantung pada kedekatan dengan kelenjar
sekretorik dan faktor fisik lainnya, seperti pernapasan, pengunyahan

dan menelan. Dalam saluran pencernaan, ketebalan jaringan musin
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dapat sangat bervariasi, berkisar antara 50 dan 450 um, sementara
lapisan yang lebih tipis telah dideskripsikan untuk permukaan mukosa
pernapasan (Authimoolam, 2016).

Bertentangan dengan keyakinan sebelumnya, penghalang epitel
usus bukan penghalang fisik statis tetapi berinteraksi lebih kuat
dengan mikrobiota usus dan sel-sel sistem kekebalan tubuh.
Komunikasi yang intens antara sel-sel epitel, sel-sel kekebalan dan
mikrobioma akan membentuk respon imun spesifik terhadap antigen,
menyeimbangkan fungsi toleransi toleransi dan efektor (Takiishi et
al., 2017). Hambatan mukosa terdiri dari sel epitel terpolarisasi
dengan permukaan apikal dan basolateral yang berbeda dipisahkan
oleh persimpangan ketat dan bertindak baik sebagai penghalang fisik
dan imunologi untuk patogen yang masuk. Persimpangan ketat adalah
komponen yang paling penting untuk pembangunan penghalang
konstitutif sel epitel, dan mereka mengatur permeabilitas penghalang
dengan menyekat erat sambungan sel-sel.  Protein-protein
persimpangan yang ketat termasuk claudin, occludin, molekul adhesi
junctional, dan perancah protein zonula occludens. Di antara protein
tersebut, claudin adalah komponen utama dari persimpangan yang
ketat dan bertanggung jawab untuk penghalang dan polaritas sel epitel

(Yuksel and Turkeli, 2017).



BAB 11l KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

<Tikus (aklimatisasi 14 hari)>
A4

/ Induksi Indometasin /
\J/ turun

Enzim COX

\l/ turun

Prostaglandin

\l/ turun

Sekresi mucus (mukoprotektan)

\l, naik

Invasi bakteri patogen pada permukaan kolon

\l/ naik

Makrofag

<Tikus sakit )
V_
/ Larutan tepung tapioka /

v

Resistant starch

2

Short Chain Fatty Acid (Asam Butirat)

\l, naik

Enzim COX

\l/ naik

Prostaglandin

\l/ naik

Sekresi mucus (mukoprotektan)

\l/ turun

\l/ naik

Invasi bakteri patogen pada permukaan kolon

Produksi ROS

\l/ naik

Stres oksidatif

\l/ naik

Sitokin pro-inflamasi

\l/ naik

Inflamasi
\l, naik

Aktivasi NF-kB dan fosforilasi inhibitor NF-kB

nN

\l, turun

Makrofag

\l/ turun

Produksi ROS

\l/ turun

Stres oksidatif

\l/ turun

Sitokin pro-inflamasi

\l/ turun

Inflamasi

\l/ turun

Aktivasi NF-kB dan fosforilasi inhibitor NF-kB

Kerusakan

Aktivitas neutrofi

—

Kerusakan

dan pelepasan jaringan

protease

kolon

Aktivitas neutrofi
dan pelepasan
protease

jaringan
kolon

29
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Keterangan
QO :variable kontrol

O : Variabel bebas (terapi dan induksi)
D : Variabel tergantung (parameter yang diamati)
-

: Mekanisme terapi

Indometasin secara cepat dan hampir sempurna terserap di usus setelah
pemberian per oral. Indometasin menghambat aktivitas enzim COX-1.
Penghambatan COX-1 akan mengurangi prostaglandin sehingga
mengurangi sekresi mukus yang melindungi mukosa usus. Berkurangnya
sekresi mukus akan mengakibatkan gangguan keseimbangan mikroflora
dan hilangnya barrier mukosa kolon sehingga memudahkan infeksi bakteri
endogen dan eksogen yang memicu aktivasi makrofag sehingga terjadi
peningkatan ROS. Produksi ROS vyang berlebihan dalam sel akan
menaikkan stress oksidatif dan mengaktivasi NF-kB serta fosforilasi
inhibitor NF-kB. NF-kB akan mengekspresikan sitokin pro inflamasi
(TNFa) di nukleus. Produksi TNFa yang melebihi batas akan
menyebabkan inflamasi sehingga memicu agregasi dan aktivasi neutrofil
serta pelepasan enzim protease dan menyebabkan kerusakan pada jaringan
kolon. Kerusakan tersebut memberikan pengaruh buruk pada histopatologi
kolon.

Larutan tepung tapioka mengandung resistant starch atau pati resisten
yang tidak tercerna sampai kedalam kolon. Pati tersebut akan di fermentasi
oleh bifidobakterium dalam kolon dan akan meningkatkan produksi asam
lemak rantai pendek, khususnya asam butirat. Asam butirat akan
menstimulasi produksi prostaglandin sehingga sekresi mucin meningkat

yang berfungsi sebagai peningkatan mukoprotektan pada kolon.
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Keberadaan mucin dapat menghambat invasi bakteri sehingga terjadi
penurunan aktivasi makrofag yang secara otomatis menurunkan produksi
ROS. Penurunan produksi ROS menyebabkan penurunan stress oksidatif
dan NF-kB, fosforilasi inhibitor NF-kB, dan TNFo berkurang sehingga
tidak terjadi aktivasi neutrofil serta pelepasan enzim protease. Pada fase
terakhir terjadi perubahan baik pada histopatologi kolon.
3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah yang ada, maka dapat disusun hipotesis
penelitian sebagai berikut : larutan tepung tapioka dapat menurunkan aktivitas
protease dan memperbaiki kerusakan histopatologi pada kolon tikus (Rattus

novergicus) IBD hasil induksi indometasin.



BAB IV METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari 2019 — Maret 2019 di
Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Islam Negeri Malang,
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang, dan Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang.
4.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian menggunakan hewan coba tikus (Rattus novergicus)
jantan strain Wistar berumur 8-12 minggu. Berat badan tikus antara 150-200
gram. Hewan coba diaklimatisasi selama empat belas hari untuk
menyesuaikan dengan kondisi di laboratorium dan menaikkan berat badan.

Estimasi jumlah sampel dihitung berdasarkan rumus (Kusriningrum, 2008) :

t(n-1) > 15
5(n-1) =15
on-5 > 15
on > 20
n =>4

Keterangan : t = jumlah kelompok
n = jumlah ulangan yang diperlukan
Berdasarkan perhitungan diatas, maka perlakuan sejumlah 5 kelompok

maka minimal dilakukan 4 kali ulangan, maka diperlukan 20 ekor tikus.

32
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4.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak
Lengkap. Hewan coba dibagi menjadi lima kelompok perlakuan vyaitu
kelompok kontrol negatif, kontrol positif, P1 (dosis 0,9 mg/ 200 g BB), P2
(dosis 1,8 mg/ 200 g BB), P3 (dosis 3,6 mg/ 200 g BB).

Tabel Rancangan kelompok penelitian

Variabel yang diamati Ulangan

Aktivitas protease dan histopatologi kolon 1 2 3 4 5

Kontrol negatif

Kontrol positif

P1 (terapi tepung tapioka dosis 0,9 mg/

200 g BB)

P2 (terapi tepung tapioka dosis 1,8 mg/

200 g BB)

P3 (terapi tepung tapioka dosis 3,6 mg/

200 g BB)

4.4 Variabel Penelitian

Variabel yang diamati dalam penelitian ini sebagai berikut :

Variabel bebas : induksi indometasin dan terapi larutan tepung
tapioka.
Variabel tergantung . Aktivitas protease dan gambaran histopatologi

kolon.
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Variabel kendali : Umur, berat badan, jenis kelamin dan strain
Wistar, pakan dan minum.
4.5 Materi Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
novergicus), minyak jagung, suspensi tepung tapioka, indometasin, aquades,
larutan PBS-Tween, Tris-HCI, pasir kuarsa, larutan PSMF, PBS-Azida,
Formaldehyde, ethanol absolute, NaCl, KCI, PFA 4%, etanol 70%, etanol
80%, etanol 90%, etanol 95%, NaCl fisiologis 0,95%, larutan tirosin, kasein,
buffer fosfat, Tri Chloro Acetc Acid (TCA), HCI 1 N, parafin, xylol, dan
pewarna jaringan Hematoxyline Eosine.

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain bak pemelihara
hewan coba, tabung reaksi, rak tabung reaksi, saringan, seperangkat alat
bedah, autoclave, gelas ukur 100 mL, labu ukur (10 mL, 50 mL, dan 100
mL), pipet tetes, spuit pengaduk kaca, mortar, tabung eppendorf, timbangan
digital, mikropipet (10 pL, 20 uL, 200 pL dan 1000 pL), waterbath, lemari
pendingin, seperangkat alat sentrifugasi, vortex, blue tip, yellow tip, pH meter
digital, glove, pisau, object glass, cover glass, mikroskop Olympus BX51, dan
spektrofotometer.

4.6 Tahapan Penelitian
4.6.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus dibagi dalam 5 kelompok perlakuan dan masing-masing
kelompok perlakuan terdiri dari 4 tikus. Kelompok perlakuan terdiri dari

kelompok kontrol negatif, kontrol positif , terapi 0,9 mg/ 200 g BB,
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terapi 1,8 mg/ 200 g BB, dan terapi 3,6 mg/ 200 g BB. Sebelum
dilakukan perlakuan, tikus diadaptasikan dengan lingkungan selama 14
hari. Pakan dan minum diberikan secara ad libitum. Pakan yang
diberikan berupa konsentrat dengan komposisi air maksimal 12%, protein
kasar minimal 16%, lemak kasar 3-7%, serat kasar maksimal 8%, abu
maksimal 10%, kalsium, 0,9-1,2%, dan fosfor 0,6-1%. Kandang tikus
berukuran 17,5 x 23,75 x 17,5 cm dengan suhu optimum ruangan 22-
24°C dan kelembapan udara 50-60% serta ventilasi yang cukup (AOAC,
2005).
4.6.2 Induksi Indometasin

Persiapan tikus sebagai hewan coba model IBD yang diinduksi
indometasin dengan dosis 15 mg/kg BB. Berat rata-rata tikus yang
digunakan +200 gram, sehingga diperlukan 3 mg indometasin untuk
setiap tikus. Dalam pembuatan larutan stok indometasin 45 gram,
dibutuhkan 4 ml minyak jagung sebagai pelarutnya. Perhitungan larutan

yang diperlukan untuk pemberian per oral sebagai berikut :

Indometasin : 15 mg/kgBB x 0,2 kg =3 mg/tikus
Minyak jagung 3 mg x4 ml=0,27 ml/tikus
45

4.6.3 Terapi Pemberian Tepung Tapioka
Pemberian tepung tapioka sebagai terapi IBD dilakukan selama 14
hari dengan dosis kelompok P1 0,9 mg/ 200 gBB, kelompok P2 1,8 mg/
200 g BB, kelompok P3 3,6 mg/ 200 g BB secara per oral

menggunakan sonde (Sukron, 2016).
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4.6.4 Cara Pembuatan Preparat Histopatologi
4.6.4.1 Pembuatan Preparat Histopatologi Organ Kolon

Pengambilan organ kolon pada hewan coba dilakukan pada hari
ke — 30 setelah semua perlakuan telah dilakukan. Langkah yang
pertama dilakukan yaitu dislokasi hewan coba pada bagian leher,
kemudian diletakkan pada papan bedah dan tikus diposisikan rebah
dorsal. Alat bedah yang dibutuhkan yaitu scalpel, gunting dan
pinset. Pembedahan dilakukan pada bagian abdomen tikus,
kemudian diambil bagian kolon, diisolasi dan dipotong. Organ
kolon dibilas dengan NaCl — fisiologis 0,9% dingin. Kemudian
organ kolon dibagi menjadi dua bagian dan dimasukkan dalam
larutan Phospate Buffer Saline-azida (PBS-azida) pH 7,4 dan
larutan paraformaldehid 4% (PFA). Proses pembuatan preparat
histologi terdirir dari fiksasi, dehidrasi, penjernihan, infiltrasi
parafin, embedding, sectioning, penempelan dan pewarnaan
(Junquiera and Carneiro, 2007). Fiksasi bertujuan untuk mencegah
kerusakan jaringan, menghentikan proses metabolisme dan
mengawetkan komponen histologis. Proses dehidrasi bertujuan
untuk mengeluarkan air dari dalam jaringan dengan menggunakan
larutan etanol secara bertingkat dari konsentrasi 70%, 80%, 90%,
dan 95% selama 10 sampai 30 menit. Proses dehidrasi berjalan
dalamkondisi teragitasi pada suhu 4°C. Sedangkan proses infiltrasi

meggunakan perbandingan larutan ethanol absolut dan propylene
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oxide secara bertingkat serta hanya menggunakan larutan propylene
murni. Infiltrasi dilakukan dalam kondisi teragitasi pada suhu ruang
selama 30 menit pada setiap tahapan. Penjernihan bertujuan untuk
menggantikan tempat etanol dalam jaringan. Reagen yang
digunakan yaitu xylol. Jaringan dipindahkan dari alcohol absolut 111
ke larutan penjernih (xylol). Penjernihan dilakukan dala xylol I dan
xylol 1l masing-masing selama 1 jam, serta xylol Il selama 30
menit pada suhu kamar dan 30 menit pada inkubator. Infiltrasi
parafin bertujuan untuk menggantikan tempat dehidran dalam
jaringan dan bahan penjernih dengan parafin cair. Jaringan
dimasukkan kedalam parafin cair I, parafin cair Il, dan parafin cair
Il (masing-masing selama 1 jam didalam oven). Embedding
dilakukan dengan cetakan yang didalamnya berisi paraffin cair.
Blok parafin yang sudah membeku dipasang pada mikrotom dan
diatur agar posisinya sejajar dengan posisi pisau. Blok parafin
dipotong dengan ketebalan 4um. Pada awal pemotongan dilakukan
trimming karena jaringan yang terpotong masih belum sempurna.
Sediaan disimpan dalam inkubator dengan suhu 37°C selama
semalam lalu siap diwarnai dengan pewarnaan HE (Wati dkk.,
2013).
4.6.4.2 Pewarnaan Hematoksilin — Eosin
Pewarnaan Hematoksislin — Eosin dilakukan dengan

menggunakan zat pewarna hematoksilin untuk memberi warna biru
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pada inti sel (basofilik) serta eosin yang merupakan counterstaining
hematoksilin yang digunakan untuk memulas sitoplasma sel dan
jaringan penyambung dan memberikan warna merah muda. Proses
awal yaitu deparafinisasi dengan menggunakan xylol  lalu
dilanjutkan dengan proses rehidrasi dengan menggunakan alkohol
absolut (1, I, 1), alkohol 95%, 90%, 80%, dan 70% secara
beurutan masing-masing selama 5 menit. Sediaan dicuci dengan air
mengalir selama 15 menit dan dilanjutkan dengan aquades selama
5 menit. Sediaan diwarnai menggunakan pewarna Hematoksilin
selama 10 menit, kemudian dicuci dengan air mengalir selama 30
menit dan aquades selama 5 menit. Setelah sediaan diwarnai,
dilakukan dehidrasi dengan alkohol 70%, 80%, 90%, 95% masing-
masing selama beberapa detik dan dilanjutkan dengan alkohol
100% I, 1, dan 11l masing-masing 2 menit. Langkah yang
selanjutnya dilakukan yaitu proses clearing dengan xylol I, 11, 1l
selama 3 menit dan ditutup dengan cover glass (Jusuf, 2009).
Preparat organ kolon diamati dengan menggunakan mikroskop
cahaya Olympus BX51. Bagian yang diamati yaitu perubahan pada
mukosa yang meliputi diskuamasi epitel , kerusakan vili, pelebaran
lamina propria, sel goblet dan adanya infiltrasi sel radang pada
kolon yang mengalami IBD dan perbaikan histopatologi kolon hasil

terapi tepung tapioka.
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4.6.5 Pengukuran Aktivitas Enzim Protease
4.6.5.1 Isolasi Protein Kolon

Proses diawali dengan penimbangan organ kolon sebanyak 0,5
gram lalu dipotong kecil-kecil dan ditambah sedikit pasir kuarsa
lalu digerus dengan mortar dingin yang diletakkan diatas balok es.
Setelah itu, homogenate ditambahkan larutan PBS-Tween : PSMF
(9:1) sebanyak 1 mL dan dipindahkan kedalam tabung effendrof
steril. Kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan
6000 rpm dan disonikasi selama 10 menit dengan sonikator.
Supernatan diambil dan ditambah etanol absolut dingin dengan
perbandinga 1:1 dan dibiarkan selama semalam hingga terbentuk
endapan. Setelah itu disentrifugasi kembali selama 15 menit
dengan kecepatan 10.000 rpm, dibuang supernatan dan dikeringkan
sampai bau etanol hilang. Kemudian endapan ditambah larutan
0,02 M Tris — HCI pH 6,5 dingin dengan perbandingan volume 1:1
(Walter, 1984).

4.6.5.2 Pembuatan Kuva Baku Tirosin

Langkah awal dalam pembuatan kurva baku tirosin yaitu
disiapkan labu uur dan masing-masing diisi larutan baku tirosin 20
ppm 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 mL untuk kosentrasi 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 ppm. Selanjutnya ditambah aquades sampai
tanda batas kemudian tabung ditutup dengan alumuium foil lalu

dikocok. Selanjutnya diukur absorbansinya pada masing-masing
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konsentrasi larutan baku pada panjang gelombang maksimum.
Blanko yang digunakan yaitu aquades.
4.6.5.3 Pengukuran Aktivitas Protease

Langkah awal yang harus dilakukan yaitu mencampurkan kasein
500 ppm sebanyak 200 pL, 300 pL larutan buffer fosfat pH 7 dan
100 pL enzim protease lalu diamkan 60 menit pada suhu 37°C
diatas incubator. Kemudian ditambahkan 400 pLlarutan TCA 4%
didiamkan selama 30 menit pada suhu 27°C (suhu kamar).
Selanjutnya disentrifus dengan kecepatan 4000 rpm selama 10
menit. Supernatan diambil 300 pL dan diencerkan 5 kali volume
sampel dengan buffer fosfat lalu diukur nilai absorbansinya pada A
maks tirosin sebesar 275 nm. Blanko yang digunakan dibuat
dengan prosedur yang sama dengan penentuan aktivitas , tetapi
untuk perlakuan penambahan TCA dilakukan secepatnya setelah
penambahan larutan enzim. Pengukuran enzim protease dilakukan
berdasarkan metode walter (1984) dengan rumus :

Aktivitas enzim = [Tirosin] x v x fp
Mr Tirosin pXxq

Dimana :v =volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (mL)
fp = faktor pengenceran

p = jumlah enzim (mL)



41

4.7 Analisa Data
Parameter yang digunakan pada penelitian ini yaitu perubahan kadar
aktivitas enzim protease yang dianalisis menggunakan Analisa Ragam
ANOVA dan uji lanjutan Tukey atau BNJ (Beda Nyata Jujur) a<0,05 untuk
mengetahui dan menganalisa perbedaan antar kelompok perlakuan. Analisa
data histopatologi dilakukan secara kualitatif dalam bentuk deskriptif

(Kusumaningrum, 2008).



BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN

Inflammatory Bowel Disease merupakan penyakit pada saluran pencernaan
yang masih belum diketahui pasti penyebabnya. Faktor genetik, gangguan sistem
imun, faktor eksogen, dan peranan flora normal adalah etiopatogenesa yang
mempengaruhi IBD. Gejala klinis yang ditampakkan dari Ulcerative colitis (UC)
dan Crohn’s disease (CD) sangat bervariasi dan sulit dibedakan. Gejala Klinis
yang tampak selama penelitian yaitu diare, nyeri pada bagian abdomen, dan
penurunan berat badan (Danese and Fiocchi, 2006).

Indometasin dapat diinduksikan pada hewan model IBD via subkutan dengan
dua kali pemberian selama dua hari berturut-turut dengan dosis 7,5 mg/kg BB
(Randhawa et al., 2014). Sedangkan dosis yang dipakai pada induksi pada hewan
model IBD pada penelitian ini adalah 15 mg/kg BB (Aulanni’am et al., 2012).
Dosis yang lebih tinggi digunakan pada induksi secara per oral untuk mencapai
konsentrasi plasma setelah pemberian oral (Husni, 2017).

Volume pemberian indometasin diberikan dalam jumlah yang sama pada
semua berat badan yaitu pada rata-rata berat badan 200 g dalam setiap kelompok
perlakuan (kontrol positif, kelompok terapi 1, kelompok terapi 2, dan kelompok
terapi 3) yaitu sebanyak 0,27 ml, yang seharusnya induksi diberikan dalam
volume yang berbeda sesuai dengan berat badan per individu tikus (Aslam, 2003).
Hal ini berdampak pada kematian tikus pada kelompok kontrol positif pada hari
ke-3, ke-4, ke-6 dan ke-7 setelah induksi karena kondisi yang semakin menurun

dan tidak bisa bertahan hingga hari terakhir perlakuan tanpa ada terapi.
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Pemberian dosis indometasin berlebihan selain dapat menyebabkan inflamasi
pada saluran pencernaan seperti menurut Bures et al. (2011), ternyata juga dapat
menyebabkan efek yang serius yaitu kematian pada kurun waktu satu minggu.
Sedangkan pada kelompok terapi 1, 2, dan 3 menunjukkan peningkatan perubahan
kondisi fisik menjadi lebih baik setelah diberikan terapi tepung tapioka.
Perubahan yang terjadi yaitu hilangnya nyeri pada bagian abdomen, konsistensi
feses yang mendekati kondisi normal, serta berat badan yang meningkat (hampir
sama dengan berat badan sebelum diinduksi indometasin.

Dilakukan nekropsi tikus yang mati pada hari ke-3, ke-4, ke-6 dan ke-7 setelah
induksi. Hal ini dilakukan untuk melihat kondisi saluran pencernaan pada tikus
yang mati secara spontan tanpa dilakukan dislokasi leher. Saluran pencernaan
(intestine) tampak menghitam dan dilatasi lambung yang diperkirakan disebabkan
dari proses autolisis (Gambar 5.1). Dari hasil pengamatan, disimpulkan bahwa
perlu dilakukan induksi ulang pada kelompok kontrol positf yang baru sebanyak
jumlah awal yaitu sebanyak 4 tikus dan dilakukan dislokasi leher setelah 24 jam
sesuai dengan literatur. Hal ini dilakukan sebagai antisipasi hasil uji protease dan

pemeriksaan histopatologi yang bias.

Y

Gambar 5.1 Gambaran saluran pencernaan tikus yang mati secara spontan
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5.1 Pengaruh Terapi Tepung Tapioka Terhadap Feses Tikus (Rattus
norvegicus)

Feses yang terlihat pada kelompok kontrol positif (K+) memiliki feses
dengan warna kehitaman (melena) dan konsistensi yang lembek dan hampir
mendekati cair. Hal ini disebabkan karena pendarahan pada lambung dan
duodenum akibat pemberian indometasin. Diketahui bahwa 30% gangguan
saluran pencernaan akibat pengonsumsian NSAID yang dapat mengganggu
proses absorpsi mukosa, merusak mukosa dan menyebabkan cedera pada usus
(Ponijan, 2011).

Kelompok terapi 1 (P1) menunjukkan konsistensi feses yang cair, hamun
sudah menunjukkan perubahan warna menjadi kecoklatan. Konsistensi feses
yang cair dapat disebabkan sebagai mekanisme pertahanan tubuh dari kondisi
inflamasi pada saluran pencernaan dengan adanya peningkatan sekresi air dan
elektrolit (Fediani, 2011). Sedangkan kelompok terapi 2 (P2) dan kelompok
terapi 3 (P3) memiliki tampilan feses yang hampir menyerupai feses normal
pada kelompok kontrol negatif (K-) setelah terapi pada hari ke 27. Hal ini
dikarenakan fungsi pati resisten pada tepung tapioka yang berfungsi sebagai
mucoprotectant. Pati resisten tidak dapat dicerna oleh enzim pencernaan dan
tahan terhadap asam lambung sehingga dapat mencapai usus besar untuk
difermentasi oleh bakteri probiotik (Sajilata et al., 2006; Zaragoza et al.,
2010). Sejumlah besar pati yang tidak dapat dicerna (RS) masuk ke dalam
usus besar dan merupakan substrat yang penting bagi mikroflora kolon. Pati

resisten secara selektif menstimulasi pertumbuhan atau aktivitas bakteri
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anaerobik menguntungkan seperti  Bifidobacteria dan Lactobacillus
(Okoniewska and Witwer, 2007). Tampilan feses masing-masing kelompok
perlakuan disajikan pada Tabel 5.1

Tabel 5.1 Tampilan Feses Hewan Coba

Gambar Keterangan

. Kelompok Kontrol Negatif

- Feses normal

- Warna coklat tua

- Konsistensi tidak lembek atau tidak keras

Kelompok Kontrol Positif
- Feses tidak normal

- Warna hitam

- Konsistensi lembek

Kelompok Terapi 1 (P1)
- Feses tidak normal

- Warna coklat muda

- Konsistensi cair

Kelompok Terapi 2 (P2)

- Feses normal

- Warna coklat tua

- Konsistensi tidak lembek atau tidak keras

Kelompok Terapi 3 (P3)

- Feses normal

-Warna coklat tua

- Konsistensi tidak lembek atau tidak keras

Pati resisten secara cepat difermentasi dalam sekum dan kolon proksimal

dan menghasilkan asam lemak rantai pendek (Short Chain Fatty Acids,
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SCFA), khususnya asam butirat, menurunkan amoniak yang bersifat toksik
melalui fermentasi pada kolon proksimal (Govers et al., 1999), menurunkan
jumlah asam empedu sekunder, memperbaiki saluran pencernaan dan
meningkatkan penyerapan mikronutrien (magnesium dan kalsium) dalam
kolon (Putra, 2010).

Asam butirat berperan penting dalam kesehatan kolon, antara lain
mengatur transport cairan trans-epitelial, memperbaiki inflamasi dan stres
oksidatif di mukosa kolon, memperkuat pertahanan epitel kolon, serta
mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel.  Asam lemak ini juga
menurunkan pH kolon, menghambat pertumbuhan bakteri patogen, dan
memulihkan keseimbangan usus dari ketidakseimbangan yang disebabkan
oleh bakteri patogen (Okoniewska and Witwer, 2007). Oleh karena itu SCFA,
Khususnya asam butirat, mempunyai potensi untuk pencegahan inflamasi
kronik pada kolon (Bassaganya-Riera et al., 2011). SCFA menambah rasio
sekresi PGE1/PGE2 sehingga dapat mengurangi infeksi bakteri endogen dan
eksogen penyebab inflamasi, peningkatan produksi ROS, aktivitas neutrofil,
dan pelepasan protease (Kumar dkk, 2007; Willemsen et al., 2003).
PengaruhTerapi Tepung Tapioka Terhadap Aktivitas Protease pada
Kolon Tikus (Rattus norvegicus) IBD Hasil Induksi Indometasin

Hasil uji aktivitas protease isolasi organ kolon tikus Rattus norvegicus
dilakukan untuk mengetahui tingkat keparahan suatu inflamasi hasil induksi
indometasin dengan dosis 15 mg/kg BB dan efek perbaikan yang timbul

setelah diberikan terapi tepung tapioka. Protease yaitu enzim yang dapat



47

menghidrolisis ikatan peptida pada protein. Fungsi enzim protease dalam
tubuh yaitu berperan dalam pemecahan protein asing yang masuk dalam
tubuh dan perkembangan sel (perakitan kolagen dari prokolagen, proliferasi
sel yaitu kontrol proteolitik pada kematian sel yang terprogram) (Chapman,
1997).

Aktivitas protease akan meningkat dari kondisi normal pada saat inflamasi
terjadi. Unit aktivitas protease dari organ kolon Rattus norvegicus
didefinisikan sebagai banyaknya unit tirosin (umol) yang dihasilkan dari
hidrolisis ikatan peptida pada kasein oleh protease hasil isolasi dari organ
kolon Rattus norvegicus pada kondisi optimum yaitu suhu 37° C, pH 6,5 dan
waktu inkubasi 60 menit (Ranuh, 2008). Hasil pegukuran aktivitas protease
kolon tikus (Rattus norvegicus) tertera pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Aktivitas protease kolon tikus terapi tepung tapioka

Rata-rata PR iR atan Penurunan
Aktivitas 9 Aktivitas Protease

Aktivitas Protease
Perlakuan  Protease (umol terhadap Kontrol terhadap Kontrol

tirosin/g enzim . Positif
menitg)J +SD Negatif
K(-) 0,95 + 0,053% - -
K (+) 3,73+0,168° 292,63 % -
P1 2,53 +0,102° - 32,17 %
P2 2,31 +0,029° - 38,07 %
P3 1,24 +0,036" - 66,76%

Keterangan : Notasi a,b,c,d,e menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan dengan nilai p < 0,05
Dari hasil pengujian aktivitas protease pada Tabel 5.2, dapat diketahui

bahwa kelompok terapi 1 (P1), kelompok terapi 2 (P2), dan kelompok terapi
3 (P3) menunjukkan perubahan yang signifikan dibandingkan dengan

kelompok kontrol positif. Namun penurunan nilai aktivitas protease pada P1,
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P2, dan P3 belum mengembalikan nilai aktivitas protease seperti kelompok
kontrol negatif (P<0,05). Nilai aktivitas protease pada kelompok kontrol
negatif (K-) dari data pada tabel diatas digunakan sebagai standar untuk
menentukan adanya perubahan nilai aktivitas protease yang terjadi akibat
perlakuan. Protease tetap dihasilkan pada kelompok kontrol negatif karena
secara normal diproduksi oleh tubuh. Protease dihasilkan oleh neutrofil (sel
imun) pada lamina propria di lapisan mukosa kolon, menurut King (2009)
dalam (Anggarini, 2011).

Kelompok tikus yang diinduksi indometasin dosis 15 mg/kg BB
mengalami peningkatan nilai aktivitas protease yaitu 3,73 + 0,17 umol/g
enzim menit dari kelompok kontrol negatif dengan aktivitas protease 0,95 +
0,05 pmol/g enzim menit. Hasil uji statistic (One Way ANOVA)
menggunakan SPSS 22 for windows nilai p-value (p<0,05) yang dilanjutkan
dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) menunjukkan adanya perbedaan yang
nyata pada kelima kelompok perlakuan. Perhitungan uji statistik secara
lengkap dapat dilihat pada Lampiran 11.

Nilai aktivitas protease pada kelompok tikus yang diinduksi indometasin
dosis 15 mg/kg BB vyaitu 3,73 * 0,168 umol/g enzim menit meningkat
sebesar 292,63 % dari kondisi normal. Meningkatnya nilai aktivitas protease
mengindikasikan bahwa terjadi inflamasi pada kolon kelompok tikus
tersebut. Hal ini sesuai dengan penelitian Bures et al., (2011) bahwa
indometasin dosis 15 mg/kg BB dapat menyebabkan Inflammmatory Bowel

Disease akut pada kolon karena merupakan salah satu jenis Non Steroidal
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Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs) yang mempunyai mekanisme Kkerja
menghambat kerja siklooksigenase (COX) yang berfungsi sebagai enzim
yang mensisntesis prostaglandin endogen. Penurunan produksi prostaglandin
menyebabkan berkurangnya perlindungan terhadap barrier mukosa kolon,
sehingga memudahkan invasi bakteri patogen.

Induksi idometasin dengan dosis 15 mg/kg BB dapat mengaktifkan
makrofag yang berperan dalam respon imun dari mukosa kolon yang
dikenali sebagai antigen luminal. Indometasin akan memicu peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS) yang berupa radikal hidroksil (OH),
hidrogen peroksida (H,0;), dan radikal nitrit oksida (NO). Senyawa tersebut
memiliki elektron bebas yang tidak berpasangan dan bersifat reaktif dalam
tubuh. Radikal bebas dalam tubuh pada kondisi normal akan diseimbangkan
oleh antioksidan endogen tubuh yaitu Superoxide Dismutase (SOD). Jumlah
radikal bebas yang berlebih dalam tubuh menyebabkan ketidakseimbangan
dengan antioksidan endogen dan menyebabkan terjadinya stress oksidatif.
Terjadinya stress oksidatif menyebabkan elektron yang bebas berusaha untuk
menyeimbangkan dengan cara menyerang atom hidrogen pada
makromolekul dalam jaringan seperti lemak, protein dan karbohidrat.
Hilangnya atom hidrogen tersebut dapat menyebabkan ketidakseimbangan
sel sehingga zat-zat disekitar sel bisa keluar masuk dan membuat kerusakan
pada jaringan. Adanya kerusakan jaringan menyebabkan aktivasi neutrophil

dan melepaskan enzim protease (Praptiwi, 2006).
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Produksi Reactive Oxygen Species (ROS) yang berlebih juga dapat
mengaktifkan NF-kB yang merupakan faktor transkripsi yang mengatur
ekspresi sel sitokin pro-inflamator seperti TNF-a, IL 4, IL 12, dan IL 13.
Adanya TNF-a yang berlebih dalam sel akan menyebabkan inflamasi dan
meningkatkan aktivasi neutrophil. IL 4 dan IL 13 akan mengaktifkan sel B
sehingga akan memproduksi IgE untuk mengaktifkan sel mast. Sel mast dan
neutrofil yang terktivasi akan menghasilkan protease sebagai respon
terhadap adanya inflamasi (Zhang et al., 2005, Campbell et al., 2006). Oleh
karena itu, pengukuran nilai aktivitas protease bisa digunakan sebagai
indikator tingkat keparahan suatu inflamasi, semakin tinggi nilai aktivitas
protease maka semkin parah keadaan inflamasinya.

Enzim protease berperan dalam perbaikan sel yang mengalami kerusakan
dan membunuh bakteri pada jaringan yang mengalami inflamasi. Namun
peningkatan jumlah protease pada jaringan yang mengalami inflamasi dapat
menyebabkan aktivitas protease berlebih dan tidak terkendali, sehingga
menyebabkan kerusakan sel. Jenis protease yang terlibat dalam kerusakan
jaringan vyaitu protease serin (elastase neutrofil). (Baratawidjaja, 2010).
Neutrofil adalah suatu sel yang berperan pada proses inlamasi, yang
fungsinya sebagai penghancur mikroorganisme dan dapat merusak sel
maupun jaringan (Weiss, 1989).

Kelompok terapi P1 (0,9 mg/200 g BB), P2 (1,8 mg/ 200 g BB), dan P3
(3,6 mg/200 g BB) mampu menurunkan kadar protease yang menunjukkan

adanya perbedaan yang nyata dengan notasi d pada kelompok P1, notasi c
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pada kelompok P2 dan notasi b pada kelompok P3 (Lampiran 11). Hasil
pemberian terapi tepung tapioka kelompok terapi P1(0,9 mg/200 g BB)
menunjukkan kadar aktivitas protease yang menurun sebesar 32,17 % (2,53
+ 0,102 pmol/g enzim menit), 38,07 % (2,31 £ 0,029 umol/g enzim menit)
pada kelompok terapi P2 (1,8 mg/ 200 g BB), dan 66,76% (1,24 + 0,036
pumol/g enzim menit) dari kelompok P3 (3,6 mg/200 g BB) (Tabel 5.2).
Kelompok terapi 3 menunjukkan angka penurunan aktivitas protease yang
paling signifikan dibandingkan dengan angka penurunan pada kelompok
terapi lainnya. Penurunan kadar protease pada kelompok terapi menunjukkan
adanya perbaikan inflamasi setelah pemberian terapi tepung tapioka.
Penurunan aktivitas protease dikarenakan dalam larutan tepung tapioka
mengandung pati resisten yang akan difermentasi oleh bakteri dalam tubuh
menjadi asam lemak rantai pendek (Short Chain Fatty Acid) seperti asam
format, asam asetat, sam propionate, asam valerat, dan asam butirat. Salah
satu produk SCFA vyaitu asam butirat berfungsi sebagai mukoprotektan
dengan mekanisme stimulasi produksi prostaglandin oleh sehingga terjadi
peningkatan produksi mukus pada lumen usus sehingga mampu melindungi
lapisan lumen dari invasi bakteri patogen yang dapat memperparah kondisi
inflamasi. Peningkatan produksi prostaglandin juga mampu menghambat
sekresi sitokin pro-inflamasi menurut Dooper et al (2002). Pencegahan
proses infamasi dengan SCFA dapat mengurangi produksi ROS sehingga

mampu menekan aktivitas protease yang berlebih pada kolon. Oleh karena
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itu SCFA, khususnya asam butirat, mempunyai potensi untuk pencegahan
inflamasi kronik pada kolon (Bassaganya-Riera et al., 2011).

5.3 Pengaruh Terapi Tepung Tapioka Terhadap Gambaran Histopatologi
Kolon Tikus (Rattus norvegicus) IBD Hasil Induksi Indometasin

Intestinum crissum atau usus besar terdiri atas sekum, kolon, rektum.
Kolon bertanggung jawab dalam proses penyerapan air dan nutrisi. Secara
mikroskopis kolon memiliki empat tunika (tunika mukosa, tunika submukosa,
tunika muskularis, dan tunika serosa).

Tunika mukosa terdiri dari epitel selapis, kolumnar, kripta dan lamina
propria. Mukosa pada setiap region kolon (proximal, mid dan distal) memilki
karakteristik yang berbeda-beda. Pada mukosa proximal kolon, tampak
longitudinal, mukosa mid kolon tampak datar, sedangkan mukosa distal kolon
tampak longitudinal. Tidak ada vili pada tunika mukosa usus besar, namun
terdapat kelenjar tubular yang dikenal dengan kripta liberkuhn yang meluas
hingga muskularis mukosa. Kripta pada tunika mukosa dibatasi oleh banyak
sel goblet yang berfungsi untuk sekresi mukus dan replikasi stem cell
(Treuting et al., 2018).

Lamina propria pada mukosa kolon mengandung kapiler-kapiler dan
pembuluh limfatik (limfosit dan sel plasma). Selain itu, eosinophil, sel mast,
dan makrofag normal berada pada lamina propria mukosa kolon, tetapi lebih
sedikit dibandingkan dengan limfosit dan sel plasma Tunika mukosa terdiri
dari epitel selapis, kolumnar, kripta dan lamina propria. Mukosa pada setiap

region kolon (proximal, mid dan distal) memilki karakteristik yang berbeda-
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beda. Pada mukosa proximal kolon, tampak longitudinal, mukosa mid kolon
tampak datar, sedangkan mukosa distal kolon tampak longitudinal. Tidak ada
vili pada tunika mukosa usus besar, namun terdapat kelenjar tubular yang
dikenal dengan kripta liberkuhn yang meluas hingga muskularis mukosa.
Kripta pada tunika mukosa dibatasi oleh banyak sel goblet yang berfungsi
untuk sekresi mukus dan replikasi stem cell). Lamina propria pada mukosa
kolon mengandung kapiler-kapiler dan pembuluh limfatik (limfosit dan sel
plasma). Selain itu, eosinophil, sel mast, dan makrofag normal berada pada
lamina propria mukosa kolon, tetapi lebih sedikit dibandingkan dengan
limfosit dan sel plasma (Treuting et al., 2018). Disebelah luar tunika mukosa
terdapat tunika muskularis eksterna dan tunika serosa.

Tunika submukosa terdiri dari jaringan ikat, pembuluh darah, dan saraf.
Tunika muskularis terdiri dari otot polos sirkular pada lapisan dalam dan otot
polos longitudinal pada lapisan luar. Lapisan tunika muskularis distal kolon
rodensia lebih tebal dibandingkan dengan lapisan mukosa sekum. Tunika
serosa terdiri dari epitel pipih selapis (mesotelium) dan jaringan ikat longgar
(subserosa) (Parker and Picut, 2006).

Hasil pengamatan preparat Hematoksilin Eosin kolon tikus dengan
perbesaran 200x (Olympus Viewer for Imaging Application) pada masing-

masing kelompok perlakuan dapat dilihat pada Gambar 5.2.
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Keterangan

L > Lumen

M : Muskularis

<~ Selradang

€= :Selgoblet

é : Erosi/perbaikan epitel

Gambar 5.2 Gambaran histopatologi kolon tikus (Rattus norvegicus)

dengan

pewarnaan HE (200x) (a) kelompok kontrol negatif, (b)
kelompok kontrol positif, (c) kelompok terapi 1(P1), (d)
kelompok terapi 2 (P2), (e) kelompok terapi 3 (P3)

Pada Gambar 5.2 A merupakan kontrol negatif dan dapat diamati bahwa

pada lapisan mukosa tampak rapi dan teratur serta tidak mengalami erosi.
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Gambar histologi ini yang dijadikan patokan adanya perubahan dan
kerusakan yang terjadi pada kelompok perlakuan lain karena kelompok
kontrol negatif meupakan kelompok tanpa perlakuan apapun.

Secara teori histopatologi kolon yang mengalami inflamasi dapat dilihat
adanya edema di lamina propria yang disertai infiltrasi sel radang yang
didominasi oleh neutrofil. Selain itu, ruang antar vili dan kripta menjadi lebih
lebar, adanya kerusakan pada lapisan mukosa, pembesaran pembuluh darah,
hilangnya sel goblet dan adanya ulcer (Geboes, 2003). Hasil histopatologi
pada kelompok yang diinduksi indometasin (Gambar 5.2 B) terdapat
kerusakan pada mukosa kolon sebagai indikasi terjadinya inflamasi yang
ditandai dengan erosi epitel, pelebaran lamina propria, banyaknya infiltrasi
sel radang dan hilangnya sel goblet (Geboes, 2003). Parameter histopatologi
ini digunakan sebagai data pendukung hasil pengukuran aktivitas protease
kolon yang meningkat. Kerusakan yang terjadi pada jaringan epitel dan
lamina propria tampak tidak teratur pada gambaran histopatologi kolon tikus
model Inflammatory Bowel Disease (Gambar 5.2 B) disebabkan karena
induksi indometasin dosis 15 mg/kg BB (Lanas dan Scarpignato, 2006).
Indometasin yang masuk kedalam tubuh akan megaktifkan makrofag, sel
mast dan leukosit untuk pelepasan enzim protease dan radikal bebas yag
mampu menyebabkan inflmasi dan kerusakan jaringan kolon (Baratawidjaja,
2010). Indometasin yang masuk kedalam tubuh, akan menaktifkan sel T
helper 2 (Th2) yang akan menhasilkan sitokin pro-inflamasiberupa TNF-a, IL

4, IL 13, yang akan menyebabkan inflamasi. Adanya inflamasi akan
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menyebabkan terjadinya peningkatan vasodilatasi pembuluh darah yang akan
menyebabkan semakin banyaknya sitokin pro-inflamasi masuk kedalam
jaringan kolon yang mengakibatkan semakin banyak jumlah radikal bebas
yang mampu merusak jaringan kolon (Baratawidjaja, 2010).

Pada Gambar 5.2 B terjadi infiltrasi sel radang. Menurut Mansjoer
(2003), sel radang yang pertama kali keluar saat infamasi yaitu neutrofil.
Neutrofil berfungsi sebagai fagosit partikel-partikel kecil dan bertindak
sebagai antimikroba. Neutrofil dapat melepaskan enzim protease Yyang
berperan dalam penyembuhan Iluka, membersihkan jaringan luka yang
mengalami nekrosis. Protease yang tersimpan dalam neutrofil adalah protease
serin yang berfungsi menghancurkan mikroorganisme dalam sel radang tetapi
juga dapat merusak sel maupun jaringan inang (Weiss, 1989). Mekanisme
enzim protease merusak jaringan terjadi melalui 2 jalur yaitu melalui jalur
respon langsung dan sel dendrit. Jalur pertama melalui respon langsung
protease yang berikatan dengan reseptor Protease Activated Reseptor (PAR)
dan jalur yang kedua melalui sel dendrit yang mengaktifkan sel helper 2 yang
akan mengaktifkan sel B untuk mempoduksi sel mast. Sel mast yang aktif
mampu mengeluarkan enzim poteolitik yang data merusak jaringan mukosa
kolon (Caughey, 2011). Menurut Jiesthisia (2001), erosi pada mukosa kolon
akan menyebabka peningkatan permeabilitas epitel yang menyebabkan flora
normal merusak mukosa sehingga terjadi respon inflamasi. Respon inflamasi
tersebut dapat meningkatkan sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a. Mukus

pada saluran pencenaan yang berkurang akan  menyebabkan
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ketidakseimbangan flora normal dan barrier mukosa usus hilang
(Ancoferiawan et al., 2012).

Kelompok terapi 1 (P1) yang diinduki indometasin dengan dosis 15
mg/kg BB dan diberikan terapi tepung tapioka dosis 0,9 mg/ 200 g BB mulai
terbentuk adanya lapisan epitel namun masih terlihat jelas erosi pada
beberapa bagian dan masih terdapat infiltrasi sel radang sehingga belum
terlihat adanya perubahan yang signifikan (Gambar 5.2 C). Kelompok terapi
2 (P2) yang diinduksi indometasin dengan dosis 15 mg/kg BB dan diberikan
terapi tepung tapioka dosis 1,8 mg/kg BB terlihat mengalami perbaikan yang
cukup signifikan dengan terbentuknya epitel meskipun belum sempurna dan
infiltrasi sel radang berkurang (Gambar 5.2 D). Kelompok terapi 3 (P3) yang
diinduksi indometasin dosis 15 mg/kg BB dan diberikan terapi tepung tapioka
dosis 3,6 mg/ 200 g BB terlihat mengalami perbaikan yang signifikan. Hal ini
dapat terlihat dari Gambar 5.2 E dimana hasil histologi kolon mulai
terbentuk sempurna dan infiltrasi sel radang yang sudah sangat berkurang.
Kelompk terapi 3 (P3) adalah kelompok yang hasil terapinya paling
mendekati kondisi kelompok kontrol negatif.

Perbaikan jaringan disebabkan karena kandungan pati resisten yang
berfungsi sebagai mucoprotectant dengan cara difermentasi dalam kolon dan
menghasilkan asam lemak rantai pendek (Short Chai Fatty Acid, SCFA)
khususnya asam butirat. mengandung pati resisten yang akan difermentasi
oleh bakteri dalam tubuh menjadi asam lemak rantai pendek (Short Chain

Fatty Acid). SCFA (asam butirat) menstimulasi produksi prostaglandin,
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sehigga terjadi peningkatan produksi mukus pada lumen usus sehingga
mampu melindungi lapisan lumen dari invasi bakteri patogen yang dapat
memperparah kondisi inflamasi. Penurunan invasi bakteri patogen juga dapat
menurunkan produksi ROS serta stress oksidatif. Ketika stress oksidatif
menurun akan mempengaruhi penurunan NF-kB dan fosforilasi inhibitor.
Peningkatan produksi prostaglandin juga mampu menghambat sekresi
sitokin pro-inflamasi menurut Dooper et al (2002). Penurunan respon
inflamasi menyebabkan makrofag tidak teraktivasi sehingga sitokin pro
inflamasi tidak dihasilkan. Tidak terjadi perpindahan dan aktivasi neutrofil
serta pelepasan enzim protease yang akan merusak jaringan (Kumar dkk,
2007).
5.4 Reaksi Asam dan Basa dengan Larutan Tepung Tapioka

Dalam penelitian ini menggunakan tepung tapioka sebanyak 0,07 gr yang
dilarutkan dalam 100 ml air. Larutan tepung tapioka ini berwarna putih agak
bening (Gambar 5.3 A), namun akan menunjukkan perubahan jika
bercampur dengan cairan asam dan basa. Reaksi larutan tepung tapioka
dengan cairan asam dan basa dilakukan untuk mengetahui efek yang terjadi
setelah pencampuran kedua zat tersebut didalam tubuh dan dapat diuji diluar
tubuh. Cairan asam yang digunakan yaitu HCI sedangkan cairan basa yang
digunakan yaitu NaOH. Pada prinsipnya, reaksi asam-basa dengan larutan
tepung tapioka menggunakan reaksi hidrolisa asam. Reaksi asam-basa dengan

tepung tapioka dapat dilihat pada Gambar 5.3.
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Gambar 5.3 Larutan tepung tapioka dalam berbagai reaksi asam-basa; (a)
larutan tepung tapioka, (b) larutan tepung tapioka-asam, (c)
larutan tepung tapioka-basa, (d) larutan tepung tapioka-asam-
basa

Hidrolisis asam merupakan proses pemasukan/penggantian atom H+ ke
dalam gugus OH pada pati sehingga membentuk rantai yang cenderung
lebih panjang dan dapat mengubah sifat-sifat psikokimia dan sifat

rheologi dari pati (Pudjihastuti dan Siswo, 2011), dengan adanya

distribusi gugus asetil yang menggantikan gugus OH melalui reaksi
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asetilasi akan mengurangi kekuatan ikatan hidrogen di antara pati dan
menyebabkan granula pati menjadi lebih mengembang (banyak menahan
air), mudah larut dalam air (Adebowale dan Lawal, 2002 dalam Singh,
2004).

Hidrolisa dengan asam ini mula-mula diamati oleh Kirchoff dengan
mengamati hidrolisa pati dengan adanya asam-asam mineral dan terjadi
suatu transformasi bahan pati menjadi gula pereduksi. Pada umunya
asam-asam yang banyak digunakan antara lain asam klorida, asam sulfat,
asam oksalat, dan asam benzene sulfonat. Dalam hal ini asam berfungsi
sebagai katalisator yaitu untuk mempercepat terjadinya proses hidrolisa.
Suasana asam akan mendegradasi dinding sel yang menyebabkan
kerusakan struktur dan integritas granula pati sehingga menyebabkan
granula pati menyerap air (Kurniawan, 2010).

Proses pembebasan granula pati ini akan menyebabkan perubahan
karakteristik dari tepung yang dihasilkan berupa naiknya viskositas,
kemampuan gelasi, daya rehidrasi, dan kemudahan melarut. Konsentrasi
asam Yyang semakin besar maka akan semakin cepat reaksi hidrolisis asam
pada pati. Hal ini berakibat semakin banyak pati khususnya amilosa dan
amilopektin yang dipecah menjadi glukosa. Dimana semakin banyak
glukosa terbentuk maka semakin banyak air yang dapat diikat. Semakin
banyak air yang terikat oleh pati maka semakin banyak gel pati

terbentuk sehingga viskositas naik seperti pada Gambar 5.3 B (Kurniawan,
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2010). Reaksi yang terjadi pada hidrolisis pati adalah sebagai berikut
(Yuniwati, dkk., 2011):

(CeH100s)x +x H,O — x CeH 1206
Karbohidrat Air  Gula pereduksi

Menurut Kesselmans dkk (2004) dalam Pudjihastuti dan Siswo (2011)
menjelaskan bahwa pH yang rendah mempunyai pengaruh pada
penambahan gugus karbonil (C-O) dan gugus karboksil pati (C-O-O-H).
Gugus karbonil sangat berpengaruh terhadap proses degradasi amilosa,
semakin meningkatnya degradasi amilosa maka pasta yang terbentuk
akan semakin sedikit dan akan terjadi pengendapan (Gambar 5.3 C).
Larutan alkali encer, seperti halnya larutan asam, larutan alkali encer hanya
bersifat sebagai katalisator saja. Sedangkan larutan alkali pekat yang
diberikan dalam jumlah cukup hanya dengan tujuan untuk mengikat asam
yang terbentuk (James G. Speight, 2002)

Sedangkan jika pati berada pada kondisi asam dan basa dalam 1 waktu,
akan terbentuk sekat antara cairan putih dan bening pada tabung reaksi
(Gambar 5.3 D). Tidak terlihat adanya gumpalan maupun endapan pada
dasar tabung reaksi dikarenakan pH netral yang dibuat oleh kedua cairan
tersebut. Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa depolimerisasi dari pati
teroksidasi lebih optimal pada kondisi asam daripada kondisi basa (Parovuori

etal., 1995).
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5.5 Sukralfat

Sukralfat adalah obat oral gastrointestinal pertama yang diindikasikan
untuk mengobati duodenal ulcer aktif. Sukralfat juga digunakan untuk
mengobati Gastroesophageal Reflux Disease (GERD) dan stress ulcer.
Sukralfat adalah sucrose sulfate-aluminum complexatau disebut juga garam
aluminium dari sukrose sulfat yang mengikat asam hydrochloricdi dalam
lambung dan bekerja seperti buffer asam dengan sifat sitoprotektif (Basuki,
2008).

Sukralfat adalah sitoprotektor atau mukoprotektor yang melindungi ulkus
terhadap difusi asam, pepsin dan garam empedu (proteksi lokal). Sukralfat
mempunyai efek sitoproteksi pada mukosa lambung melalui 2 mekanisme
yang terpisah, yakni (a) melalui pembentukan prostaglandin endogen dan (b)
efek langsung meningkatkan sekresi mukus (Setiawati, 1992).

Sukralfat menyembuhkan tukak dengan 3 cara, yaitu(l) membentuk
kompleks kimiawi yang terikat pada pusat ulkus sehingga merupakan lapisan
pelindung; (2) menghambat aksi asam pepsin dan garam empedu; dan (3)
menghambat difusi asam lambung. Penelitian menunjukan bahwa sukralfat
dapat berada dalam jangka waktu lama dalam saluran cerna sehingga
menghasilkan efek obat yang panjang. Cara kerja sukralfat adalah dengan
membentuk selaput pelindung di dasar ulkus untuk mempercepat
penyembuhan (Basuki, 2008).

Sukralfat adalah substansi yang bekerja lokal pada lingkungan asam

(pH<4). Mekanisme kerjanya belum jelas, kemungkinan melalui pelapisan
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permukaan ulkus dimana anion sukralfat berikatan dengan kutub positif
molekul protein pada dasar ulkus. Sukralfat bereaksi dengan asam hidroklorik
dalam lambung membentuk sebuah cross-linked yang memiliki konsistensi
kental seperti bahan perekat yang mampu bereaksi sebagai buffer asam untuk
waktu yang lama, yaitu 6-8 jam setelah dosis tunggal. Sukralfat mengikat
protein (albumin dan fibrinogen) pada permukaan ulkus dengan stabil dan
tidak dapat dipecahkan atau tahan terhadap hidrolisis pepsin. Perlindungan
fisik atau kompleks itu besifat melindungi permukaan ulkus dan mencegah
kerusakan lebih lanjut oleh asam, pepsin dan empedu.

Mekanisme kerja sukralfat dengan terapi tepung tapioka memiliki
perbedaan meskipun fungsinya sama yaitu sebagai mukoprotektan. Kedua
terapi dapat bekerja secara optimal pada pH asam, terbukti dengan terjadinya
penggumpalan tepung tapioka pada suasana basa dan penggumpalan sukralfat
pada lambung. Sukralfat akan bereaksi dengan asam hidroklorik dalam
lambung membentuk sebuah cross-linked yang memiliki konsistensi kental
seperti bahan perekat yang mampu bereaksi sebagai buffer asam untuk waktu
yang lama serta ada kemungkinan dapat menstimulasi peningkatan
protaglandin E2 (Basuki, 2008). Sedangkan asam butirat yang dihasilkan dari
fermentasi pati resisten akan langsung terserap oleh epitel (miofibroblas
subepitelial dan sel epitel usus yang akan mendukung ekspresi enzim
siklooksigenase 1 (COX-1) serta akan meningkatkan produksi prostaglandin

(Willemsen et al, 2003).



BAB VI PENUTUP
6.1 Kesimpulan
Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian terapi tepung tapioka mampu menurunkan aktivitas protease
kolon secara signifikan pada hewan coba tikus model Inflammatory Bowel
Disease hasil induksi indometasin.

2. Pemberian terapi tepung tapioka mampu memperbaiki kerusakan
histopatologi kolon secara signifikan pada hewan coba tikus model

Inflammatory Bowel Disease hasil induksi indometasin.

6.2 Saran
Penelitian selanjutnya dilakukan penelitian mengenai :
1. Menguji kandungan resistant starch pada tepung tapioka
2. Meningkatkan dosis pemberian terapi tepung tapioka agar hasil bisa lebih
mendekati kadar normal aktivitas protease
3. Pengukuran dosis maksimum pemberian terapi tepung tapioka sebagai

terapi.
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16| K16 | Protease 234800 | Hmoltosivg | gy gkirofotometi
d enzim menit
pmol tirosin/g :
+ 3 . A ktrofotol
17} K17 Protease 2,28+0,01 enzim menit TC Spel metri
wmol tirosin/g ;
+ + 3 TCA ktrofotometri
18' K18 Protease 3,53£0,03 = it Spel
mol tirosin/g 3
+ B TCA | Spektrofotometri
19 K19 Protease 1,28+0,00 T pektro
< —
pmol tirosin/g .
+ 5 p TCA ktrofotometri
201 K20 Protease 3,73£0,02 ot Spel
Catatan:

1. Hasi! analisis ini adalah nilai rata-rata pengerjaan analisis secara duplo,
2. Hasil analisis ini hanya berlaku untuk sampel yang kami terima dengan kondisi sampel saat itu.

Malang, 06 Mei 2019

Ketua Unit Analisis dan Pengukuran,
A

Moh. Farid Rahman, 8.5i., M.Si.
NIP. 19700720 199702 1 001

Masruri, 8.8i., M.Si., Ph.D
NIP. 19731020 200212 1 001
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Lampiran 3. Skema Penelitian
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Tikus
\l/ \l/ \l, Aklimatisasi 14 hari \l, \l/
Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 Kelompok 4 Kelompok 5
Tikus sehat Tikus IBD Tikus terapi 1 Tikus terapi 2 Tikus terapi 3

(konrol negatif)

(kontrol positif)

Hari-16

V

l, Hari-15 .l,

l

Induksi Indometasin

. - -y
¥ |
4 Ay

Terapi tepung
tapioka 1,8 mg/
200 gBB

Terapi tepung
tapioka 0,9 mg/
200 gBB

Terapi tepung
tapioka 3,6 mg/
200 gBB

\1,—>

Hari-30

<l

Dislokasi leher

 —_ =

Pembedahan tikus

\

Pengambilan organ kolon

PFA 4%

PBS pH 7,4

Pembuatan preparat
pewarnaan HE

Isolasi protein

Preparat histologi

Pengukuran aktivitas protease

\ %

Analisa data
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Lampiran 4. Perhitungan Dosis Obat Cacing

Dosis Pirantel Pamoat (Praziquantel) yang diberikan pada tikus dalam
penelitian ini mengacu pada Plumb (2008), yitu sebesar 30 mg/kgBB dengan
pemberian secara per oral (PO). Obat cacing yang diberikan yaitu Combantrin
(Pirantel Pamoat) 125 mg dalam 5 mL sebanyak 1 botol.

Perhitungan dosis = BB x dosis
konsentrasi

= 0,2 kg x 30 mg/kgBB
125 mg/5 mL

= 0,24 mL/tikus
= 0,24 x 20 tikus

= 4,8 mL/20 tikus
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Lampiran 5. Pembuatan Stok Indometasin

Dosis indometasin yang digunakan untuk induksi IBD yaitu 15 mg/kgBB.

Indometasin sebanyak 45 mg dilarutkan dalam 4 ml minyak jagung. Perhitungan

dosis yang digunakan untuk satu ekor tikus dengan berat badan 200 gram yaitu

Kebutuhan indometasin = 15 mg/kgBB x 0,2 kg = 3 mg/tikus
Stok indometasin yang diperlukan untuk 20 tikus yaitu 20 x 3 = 60 mg

Pengenceran dengan minyak jagung (dalam 45 mg diencerkan 4 ml)

=60mg x 4ml
45 ml

= 5,3 ml

Stok yang diperlukan untuk 20 ekor tikus yaitu 60 mg indometasin yang
diencerkan dengan 5,3 ml minyak jagung

Induksi indometasin per ekor yaitu sebanyak 0,27 ml
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis dan Suspensi Tepung Tapioka

Berat badan tikus rata-rata

Dosis kelompok 3
Dosis kelompok 4
Dosis kelompok 5

Konsentrasi larutan

: 200 gram

: 0,9 mg/ 200 gBB
: 1,8 mg/ 200 gBB
: 3,6 mg/ 200 gBB

: 0,7 mg/ml

Volume pemberian = BB x dosis

konsentrasi

Tabel Volume Terapi

Perlakuan | Kode Berat Badan Volume

Terapi 1 K04 165,5 1,06
K06 160,1 1,03
K11 170,3 1,09
K13 167,3 1,08

Terapi 2 K02 153,7 1,98
K14 151,5 1,95
K16 169,1 2,17
K19 154,7 1,99

Terapi 3 K01 174,7 4,50
K03 160,6 4,13
K07 172,3 4,43
K08 173,5 4,46
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Lampiran 7. Pembuatan Larutan
7.1 PBS 500 ml pH 7,4
Ditimbang 0,1 g KCI ; 0,1 g KH,PO, . 4 g NaCl; 1,08 g Na,HPO,4.7H,0.
Kemudian dilarutkan dalam aquades 400 ml dan HCI 37% sampai pH 7,4 dan

ditanda bataskan dengan aquades hingga 500 ml.

7.2 Pembuatan PBS Azida
Diambil 200 ml larutan PBS pH 7,4 dalam gelas kimia 250 ml. Kemudian
ditambah 8 tetes larutan azida 1 % (NaN3) dengan menggunakan pipet tetes

dan dihomogenkan dengan magnetic stirrer.

7.3 Pembuatan NaCl-fis 0,9%
Ditimbang 9 g NaCl, kemudian dilarutkan dengan aquades steril hingga

1000 ml. Rumus NaCl-fis 0,9%= (0,9/100) x 1000 ml =9 g

7.4 Pembuatan PFA (Paraformaldehid) 4%
Rumus: V1.M1=V2M2
V1. 37% = 1000 ml x 4%
V1=108,1 ml
Diawali dengan membuat larutan NaCl fisiologis 0,9% sebagai pelarutnya.
Larutan PFA 4% dibuat dengan mengambil 108,1 ml formaldehid 37%, lalu
dimasukkan kedalam labu ukur 1000 ml dan ditambahkan NaCl fisiologis

sampai batas.



82

Lampiran 8. Pembuatan Preparat Histologi

8.1 Pengambilan Sampel hingga Embedding Kolon

Tikus

- dibedah dan diambil organ kolon

- dimasukkan dalam PFA 4%

- dipindah dan direndam dalam etanol 70% selama 24 jam

- dimasukkan dalam etanol 80% selama 2 jam

- dimasukkan dalam etanol 90% selama 20 menit

- dimasukkan dalam etanol 95% selama 20 menit

- dimasukkan dalam etanol absolut selama 3x30 menit pada suhu ruang

- dimasukkan dalam larutan xylol I selama 60 menit pada suhu ruang

- dimasukkan dalam larutan xylol Il selama 60 menit pada suhu 60-63°C

- dimasukkan dalam larutan xylol 111 selama 30 menit pada suhu ruang dan
30 menit pada suhu incubator

- dicelupkan dalam parafin cair selama 3x60 menit pada suhu 56-58°C

Kolon dalam blok parafin

8.2 Pembuatan Preparat

Kolon dalam blok parafin

- diiris berukuran 4um
- didinginkan diatas air dingin

- dimasukkan dalam air hangat (suhu 37°C)



ditempatkan diatas gelas objek

disimpan dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam
dideparafinisasi dalam xylol selama 5 menit
dimasukkan dalam etanol absolut selama 5 menit
dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 menit
dimasukkan dalam etanol 90% selama 5 menit
dimasukkan dalam etanol 80% selama 5 menit
dimasukkan dalam etanol 70% slama 5 menit
dicuci air mengalir selama 15 menit

direndam aquades steril selama 5 menit

diwarnai hematoksilin selama 10 menit

dicuci air mengalir selama 30 menit

dibilas dan direndam dengan aquades selama 5 menit
diwarnai dengan eosin selama 5 menit

dicuci air mengalir selama 10 menit

dicuci aquades selama 5 menit

dimasukkan dalam etanol 70% selama 5 detik
dimasukkan dalam etanol 80% selama 5 detik
dimasukkan dalam etanol 90% selama 5 detik
dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 detik
dimasukkan dalam etanol absolut 3x2 menit
dimasukkan dalam larutan xylol 3x3 menit

dikeringkan dengan angin dan
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- dimounting dengan menggunakan entellan

- ditutup dengan cover glass

Preparat kolon
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Lampiran 9. Pengukuran Aktivitas Protease

9.1 Isolasi Protein Kolon

Organ (kolon)

dipotong kecil

ditambah larutan PBST-PSMF sebanyak 5x volume sampel
ditambah pasir kuarsa

dihaluskan dengan mortar dalam kondisi dingin
dimasukkan homogenat dalam tabung afron steril
disonikasi selama 10 menit

disentrifus selama 15 menit dengan kecepatan 6000 rpm
diambil supernatant

ditambah etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1
dibiarkan selama 24 jam hingga terbentuk endapan
disentrifus selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm
dikeringkan di udara bebas

ditambah buffer tris-HCI dengan 20 mM (1:1)

Ekstrak kasar protein

9.2 Pembuatan Larutan Kasein

0,025 g kasein

dilarutkan dengan 25 ml aquades
diaduk dengan pengaduk magnetic

dipindahkan dalam labu ukur 50 ml

85



86

- diencerkan hingga tanda batas

- diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Stok larutan kasein 500 ppm

9.3 Pembuatan Stok Larutan Tirosin

0,025 g tirosin

- dilarutkan dengan 25ml aquades

- diaduk dengan pengaduk magnetic
- dipindahkan dalam labu ukur 50 ml
- diencerkan hingga tanda batas

- diencerkan dengan aquades sampai batas

Stok larutan tirosin 500 ppm

9.4 Pembuatan Larutan Baku Tirosin

4 ml Larutan baku tirosin 500 ppm

- dimasukkan dalam labu ukur 100 ml

- diencerkan dengan aquades sampai tanda batas
- didapatkan larutan baku tirosin 20 ppm

- dipipet berturut-turut 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 ml

- dimasukkan larutan dalam labu ukur 10 ml

- diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10, 12, 14,16,18,20 ppm




9.5 Pembuatan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin

Larutan baku tirosin 20 ppm

- diukur absorbansinya (A maksimum tirosin)

Panjang gelombang maksimum

9.6 Pembuatan Larutan Blanko

Aguades steril

- dipipet 200uL dan dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambah 300pL larutan buffer fosfat pH 7

- ditambah 100 uL ekstrak kasar protein

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit

- ditambah 400pL larutan TCA 4%

- didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit

- disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm
- diambil supernatant 100 pL

- ditambah buffer fosfat sebanyak 5 kali volume sampel

- diukur serapannya pada A maksimum tirosin 275 nm

Hasil

9.7 Pengukuran Aktivitas Protease

Larutan kasein 500 ppm

- dipipet 200pL dan dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambah 300uL larutan buffer fosfat pH 7
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ditambah 100 pL ekstrak kasar protein

diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit

ditambah 400uL larutan TCA 4%

didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit
disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm
diambil supernatant 100 pL

ditambah buffer fosfat sebanyak 5 kali volume sampel

diukur serapannya pada A maksimum tirosin 275 nm

Hasil
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Lampiran 10. Data Aktivitas Protease
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Tabel Analisa
Ulangan Rata-rata Repingkatan Egnurunan

Perlakuan Standar Aktivitas Protease | Aktivitas Protease

I I i v Deviasi terhadap Kontrol | terhadap Kontrol

Negatif Positif

K(-) 0,94 (0,95 (0,88 [1,01 |0,95+0,05° - -
K (+) 3,73 | 353 (3,94 |3,72 [3,73+0,17° 292,63 % -
P1 2,66 | 2,56 |249 |242 |253+0,10° - 32,17 %
P2 2,34 2,28 (233 (229 |231+0,03° - 38,07 %
P3 1,19 [1,22 1,24 | 1,28 |1,24+0,04° - 66,76%

Induksi indometasin 15 mg/kgBB dapat meningkatkan aktivitas protease kolo
tikus (Rattus norvegicus) dan terapi tepung tapioka dapat menurunkan aktivitas
protease. Persentase peningkatan dan penurunan dapat dihitung sebagai berikut:
a. Perhitungan Persentase Peningkatan Aktivitas Protease Kelompok Kontrol
Positif terhadap Kelompok Kontrol Negatif

e Kelompok Kontrol Positif
= Rataan KP-Rataan KN x 100%
Rataan KN
= 3,73-0,95 x 100%
0,95
= 292,63 %
b. Perhitungan Presentase Penurunan Aktifitas Protease Kelompok Perlakuan

terhadap Kelompok Kontrol Positif

e Kelompok 3 (P1) dosis 0,9 mg/200 gBB
= Rataan KP-Rataan P1  x 100 %
Rataan KP
=3,73-2,53 x 100%
3,73
=32,17%

e Kelompok 4 (P2) dosis 1,8 mg/200 gBB
= Rataan KP-Rataan P2 x 100 %
Rataan KP
=3,73-2,31 x 100%
3,73
=38,07%




Kelompok 5 (P3) dosis 3,6 mg/200 gBB
= Rataan KP-Rataan P2 x 100 %
Rataan KP
=3,73-1,24 x 100%
3,73
= 66,76%
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Lampiran 11. Penentuan Statistika Aktivitas Protease Kolon
a. Hasil Deskriptif

kadar protease

Descriptives

91

Std 95% Confidence
N | Mean | Deviatio Std. Interval for Mean Minimum Maximu
0 Error Lower Upper m
Bound Bound
Kn 41 .9450| .05323(.02661 .8603 1.0297 .88 1.01
Kp 41 3.7300| .16753| .08377 3.4634 3.9966 3.53 3.94
pl 4| 2.5325( .10243] .05121 2.3695 2.6955 2.42 2.66
p2 41 2.3100| .02944| .01472 2.2632 2.3568 2.28 2.34
p3 41 1.2350| .03697| .01848 1.1762 1.2938 1.19 1.28
Total | 20| 2.1505| 1.02498 | .22919 1.6708 2.6302 .88 3.94
b. Uji Normalitas (Saphiro-Wilk)
Tests of Normality
kelompo Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
k
perlakua
n Statistic Df Sig. | Statistic [ Df Sig.
kadar  Kn 213 4 974 4 .869
protease Kp 250 4 .954 4 742
pl 161 4 991 4 961
p2 252 4 .882 4 .348
p3 196 4 .984 4 925

a. Lilliefors Significance Correction

C.

Pengujian normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk dan didapatkan P-Value
sebesar 0,869 (kontrol negatif); 0,742 (kontrol positif); 0,961 (kelompok P1);
0,348 (kelompok P2); 0,925 (kelompok P3) yang menunjukkan angka diatas 0,05,
maka Ho diterima. Sehingga dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan
tersebar dengan normal.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
kadar protease

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.




1.474

4

15

.259
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Uji homogenitas menggunakan Levene Statistic sebesar 1,474 dengan P-Value
0,259 > 0,05 maka Hy diterima, sehingga dapat disimpulkan bahwa data yang

digunakan homogen.

d. ANOVA
ANOVA
kadar protease
Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
Between 19.830 4 4.958| 568.201|  .000
Groups
Within Groups 131 15 .009
Total 19.961 19

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok prlakuan yaitu kontrol negatif,

kontrol positif, P1, P2, P3. Hasil uji ANOVA menunjukkan P-Value <0,05 dengan
tingkat kepercayaan 95% sehingga didapatkan pengaruh nyata dengan lima

kelompok perlakuan yang berbeda . Uji BNJ/Tukey dengan Posthoc dapat

dilakukan karena hasil (Sig.) kurang dari 0,05.

e. Uji Tukey
kadar protease
Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0.05
perlakuan N 1 2 3 4 5
Kn 4 .9450
p3 4 1.2350
p2 4 2.3100
pl 4 2.5325
Kp 4 3.7300
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.




Dependent Variable: kadar protease

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Q) ) Mean 95% Confidence

kelompo : Std. . Interval

kelompok | Differenc Sig.
k Error Lower Upper

perlakuan | e (1-J)

perlakuan Bound | Bound

Kn Kp -2.78500" | .06605| .000| -2.9890| -2.5810
pl -1.58750"| .06605| .000| -1.7915| -1.3835
p2 -1.36500" | .06605| .000| -1.5690| -1.1610
p3 -.29000"| .06605| .004 -4940| -.0860

Kp Kn 2.78500"| .06605| .000| 2.5810| 2.9890
pl 1.19750"| .06605| .000 .9935| 1.4015
p2 1.42000"| .06605| .000| 1.2160| 1.6240
p3 2.49500"| .06605| .000| 2.2910| 2.6990

pl Kn 1.58750"| .06605| .000| 1.3835| 1.7915
Kp -1.19750"| .06605| .000| -1.4015| -.9935
p2 .22250"| .06605| .029 .0185| .4265
p3 1.29750"| .06605| .000| 1.0935| 1.5015

p2 Kn 1.36500"| .06605| .000| 1.1610| 1.5690
Kp -1.42000"| .06605| .000| -1.6240( -1.2160
pl -22250"| .06605| .029| -.4265| -.0185
p3 1.07500"| .06605| .000 .8710| 1.2790

p3 Kn .29000"| .06605| .004 .0860| .4940
Kp -2.49500"| .06605| .000| -2.6990| -2.2910
pl -1.29750"| .06605| .000| -1.5015| -1.0935
p2 -1.07500"| .06605| .000| -1.2790| -.8710
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*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Uji Tukey/BNJ didapatkan nilai P-Value > 0,05 sehingga dapat disimpulkan
bahwa terdapat pengaruh nyata dalam setiap kelompok perlakuan.



Lampiran 12. Foto Kegiatan

Larutan tepung tapioka

Sonde tikus

Dislokasi cervicalis

T

Preparasi organ Pencucian organ
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