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ABSTRAK

Wardhani, Dyan Novita. 2018. Pengaruh Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima
(Punica granatum L.) Terhadap Jumlah Makrofag Pada
Penyembuhan Ulkus Traumatik Tikus Wistar yang Diinduksi Panas.
Skripsi, Program Studi Sarjana Kedokteran Gigi Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) drg. Miftakhul Cahyati,
Sp.PM (2) drg. Prasetyo Adi, MS.

Ulkus traumatik merupakan lesi yang yang disebabkan karena traumatik,
suhu, elektrik, dan kimia. Triamcinolone acetonide 0,1% merupakan salah satu
obat ulkus golongan kortikosteroid yang dapat menyebabkan Oral candidiasis.
Ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) mengandung tanin dan
flavonoid yang berfungsi mempercepat aktivasi makrofag sehingga dapat
mempercepat penyembuhan ulkus traumatik. Jenis penelitian yang digunakan
adalah penelitian eksperimental menggunakan Post Test Only Randomized
Control Group Design untuk mengetahui pengaruh ekstrak ethanol kulit buah
delima (Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan
ulkus traumatik tikus wistar yang diinduksi panas. Sampel menggunakan teknik
Simple Random Sampling kemudian dibagi menjadi 9 kelompok yaitu kelompok
tanpa perlakuan (K(-)), kelompok yang diaplikasikan Triamcinolone acetonide
0,1% (K(+)) dan kelompok yang diaplikasikan ekstrak ethanol kulit buah delima
(Punica granatum L.) (P) dalam 3 times series. Variabel yang diteliti adalah
jumlah makrofag pada jaringan ulkus traumatik mukosa labial tikus dari sediaan
HPA dengan pengecatan HE. Analisis data menggunakan one way ANOVA
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05) terhadap
jumlah makrofag pada setiap kelompok. Kesimpulan pada penelitian ini yaitu
ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) berpengaruh terhadap
jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang diinduksi
panas.

Kata Kunci : Ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.), makrofag,
penyembuhan ulkus traumatik
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ABSTRACT

Wardhani, Dyan Novita. 2018. The Effect of Ethanol Extract Pomegranate
Fruit Peel (Punica granatum L.) to The Number of Macrophages in
Traumatic Ulcer Healing of Wistar Rat with Thermal Induction.
Essay, Dentistry Faculty of Brawijaya University. Supervisor: (1) drg.
Miftakhul Cahyati, Sp.PM (2) drg. Prasetyo Adi, MS.

Traumatic ulcer is a lesion caused by traumatic, temperature, electrical,
and chemical. Triamcinolone acetonide 0,1% is one of the group of corticosteroid
for ulcer treatment that can cause Oral candidiasis. The Ethanol extract
pomegranate fruit peel (Punica granatum L.) contains tannin and flavonoid which
acts as improving activation for accelarate the traumatic ulcer healing. The type
of this study is experimental research and using Post Test Only Randomized
Control Group Design in order to understanding the effect of ethanol extract
pomegranate fruit peel (Punica granatum L.) to the number of macrophages in
traumatic ulcer healing of wistar rat with thermal induction. The sampling
technique is using Simple Random Sampling technique and the samples devided
into 9 groups that are non treatment groups (K(-)), applied Triamcinolone
acetonide 0,1% groups (K(+)), and applied ethanol extract pomegranate fruit peel
(Punica granatum L.) groups (P) in 3 times series. Variable studied was the
number macrophages in traumatic ulcer tissue in labial mucosa of rat from HPA
preparation and HE coloration. Analyzing one way ANOVA showed that there
were significant differences (p<0,05) to the number of macrophages in each
group. Conclusion of this study was that ethanol extract pomegranate fruit peel
(Punica granatum L.) takes effect to the number of macrophages in traumatic
ulcer healing of wistar rat with thermal induction.

Keywords : Ethanol Extract Pomegranate Fruit Peel (Punica granatum L.),
macrophages, traumatic ulcer healing
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ulkus traumatik adalah lesi ulseratif yang disebabkan oleh trauma mekanik,
suhu, elektrik, maupun kimia, lokasi ulkus biasanya terdapat pada mukosa bibir,
mukosa pipi, palatum dan tepi perifer dari lidah. Prevalensi ulkus traumatikus
pada mukosa rongga mulut cukup tinggi yaitu sekitar 83,6% (Delong, 2008).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Cebecci di Turki, prevalensi ulkus
traumatik sebesar 30,47% (Cebecci, 2009). Ulkus memiliki ukuran yang
bervariasi tergantung dari trauma yang mengenai mukosa, dengan
gambaran klinis dasar lesi berwarna kekuningan dan tepi ulkus merah. Ulkus
dapat sembuh dalam beberapa hari sampai 2 minggu setelah penyebabnya
dihilangkan dan diberikan pengobatan yang bertujuan untuk mempercepat
proses penyembuhan (Neville, 2002; Birnbaum et al., 2009).

Penyembuhan Iluka adalah proses transisi yang merupakan salah satu
proses paling kompleks dalam fisiologi manusia yang melibatkan serangkaian
reaksi dan interaksi kompleks antara sel dan mediator (Prasetyono, 2009). Pada
umumnya, penyembuhan luka dibagi dalam 3 fase yaitu fase inflamasi, fase
proliferasi dan fase remodeling. Fase inflamasi dimulai segera setelah terjadinya
trauma dan tujuan utama fase ini yaitu hemostasis, hilangnya jaringan yang mati
dan pencegahan kolonisasi maupun infeksi oleh agen mikrobial patogen

(Gurtner, 2007).



Salah satu sel radang dalam fase inflamasi yang mempunyai peranan
penting dalam proses penyembuhan luka adalah makrofag. Makrofag memiliki
peran fagositosis, yang bertujuan untuk mengeliminasi partikel ekstraseluler, sel
yang rusak atau mati, dan bakteri patogen (Haas, 2007; Liu, 2006). Selain itu,
makrofag juga mempunyai peranan untuk menghasilkan produk growth factors,
beberapa contohnya yaitu Fibroblast Growth Factor (FGF), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor Beta (TGF-B), dan Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) yang digunakan untuk merangsang pembentukan
kolagen dan elastin oleh fibroblas dan menginduksi pembentukan pembuluh
darah baru (Christina dkk, 2015).

Obat yang paling sering digunakan untuk penyembuhan ulkus traumatik
adalah golongan kortikosteroid dengan sediaan topikal yaitu Triamcinolone
acetonide 0,1% (Halim dkk., 2013; Deshmukh, 2014). Namun penggunaan obat
tersebut dapat menyebabkan candidiasis oral (Scully, 2003). Indonesia
merupakan negara yang memiliki berbagai jenis flora yang dapat dijadikan
alternatif tanaman obat, salah-satunya adalah tanaman Delima.

Kulit buah delima (Punica granatum L.) diketahui mempunyai kadar
polifenol yang lebih tinggi dibanding jus buahnya, seperti Ellagic acid, Gallic Acid,
Antosianin, Ellagic tannin (Fawole, 2012). Kulit buah delima mengandung
senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, asam fenolat, yang terdiri dari gallotanin,
ellegatanin, punicalagin, punicalin, asam galat, asam ellagic, katekin, kuercetin,
flavonol, flavon, dan antocianidin (Madrigal et al., 2009).

Tanin berupa ellagitanin dan Flavonoid berupa flavol dan flavonol memiliki
kemampuan imunomodulator yang dapat mengaktivasi makrofag. Makrofag yang

teraktivasi akan menghasilkan Growth Factors yang digunakan untuk



merangsang pembentukan kolagen dan elastin oleh fibroblas dan menginduksi
pembentukan pembuluh darah baru sehingga akan mempercepat fase proliferasi
dan penyembuhan luka (Christina dkk, 2015; Widyastomo, 2013; Hertiani dkk,
2018). Kandungan Flavonoid pada kulit buah delima juga dapat berpotensi
merangsang sel-sel fagosit yaitu makrofag untuk melakukan respon fagositosis
(Hayyu N dkk, 2013; Kusmardi dkk, 2007).

Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin mengetahui pengaruh ekstrak
ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada

penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang diinduksi panas.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dari
penelitian ini adalah “Apakah ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum
L.) berpengaruh terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik

tikus wistar yang diinduksi panas?”

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica

granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada proses penyembuhan ulkus
traumatik tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi panas.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Membandingkan jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik pada

tikus wistar yang diinduksi panas pada kelompok kontrol yang tidak diberi

perlakuan, kelompok yang diaplikasikan Triamcinolone acetonide 0,1 %,



kelompok yang diaplikasikan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica
granatum L.) pada hari ke-3.

2. Membandingkan jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik pada
tikus wistar yang diinduksi panas pada kelompok kontrol yang tidak diberi
perlakuan, kelompok yang diaplikasikan Triamcinolone acetonide 0,1 %,
kelompok yang diaplikasikan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica
granatum L.) pada hari ke-5.

3. Membandingkan jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik pada
tikus wistar yang diinduksi panas pada kelompok kontrol yang tidak diberi
perlakuan, kelompok yang diaplikasikan Triamcinolone acetonide 0,1 %,
kelompok yang diaplikasikan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica
granatum L.) pada hari ke-7.

4. Menganalisa perbedaan jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus
traumatik pada tikus wistar yang diinduksi panas pada kelompok kontrol
yang tidak diberi perlakuan, kelompok yang diaplikasikan Triamcinolone
acetonide 0,1 %, kelompok yang diaplikasikan ekstrak ethanol kulit buah
delima (Punica granatum L.) pada hari ke-3, ke-5 dan ke-7.

1.4 Manfaat penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

Penelitian ini dapat menambah pengetahuan tentang pengaruh ekstrak
ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada

penyembuhan ulkus traumatik pada tikus wistar yang diinduksi panas.



1.4.2 Manfaat Praktis

a.

Memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat tentang ekstrak ethanol
kulit buah delima (Punica granatum L.) sebagai obat alternatif pada
penyembuhan ulkus traumatik.

Menambah ilmu pengetahuan dan wawasan tentang pengaruh ekstrak
ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag
pada penyembuhan ulkus traumatik serta digunakan sebagai acuan

penelitian selanjutnya.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Delima (Punica granatum L.)

Tanaman delima (Punica granatum L.) merupakan tanaman semak atau
perdu meranggas. Tanaman ini ditanam secara luas di Iran, India, Turkey, Egypt,
Tunisia, Spain dan Morocco. Tanaman ini sangat cocok untuk ditanam di tanah
yang gembur dan tidak terendam oleh air, serta air tanahnya tidak dalam.
tumbuhan delima (Punica granatum L.) dapat tumbuh dengan tinggi mencapai 30
kaki (Zarfeshany, 2014).

2.1.1 Morfologi

Gambar 2.1 Punica granatum L.



Pohon delima berupa perdu dengan tinggi 2-5 meter. Batang berkayu,
percabangan banyak, berduri pada ketiak daun, coklat ketika masih muda, dan
hijau kotor setelah tua, ranting bersegi. Daun tunggal, letaknya berkelompok,
Helaian daun bentuknya lonjong sampai lanset, pangkal lancip, ujung tumpul,
tepi rata, pertulangan menyirip, permukaan mengkilap, panjang 1-9 cm, lebar
0,5-2,5 cm, warnanya hijau. Bunga tunggal bertangkai pendek, biasanya terdapat
satu sampai lima bunga berwarna merah, putih atau ungu dan berbunga
sepanjang tahun.

Buah delima berbentuk bulat dengan diameter 5-12 cm. Bijinya banyak,
kecil-kecil, bentuknya bulat panjang yang bersegi-segi agak pipih, keras,
tersusun tidak beraturan, berwarna merah, merah jambu, atau putih. Dikenal tiga
macam buah delima, yaitu delima putih, delima merah, dan delima ungu.
(Faralia, 2012). Delima putih merupakan salah satu jenis buah delima yang
digunakan sebagai obat resmi pada kurang lebih 23 negara dan banyak ditanam
pada pekarangan rumah atau di daerah permukiman. Delima putih memiliki
kandungan polifenol yang tinggi sehingga delima putih sering dimanfaatkan
sebagai obat (Sabrina dkk, 2015).

2.1.2 Taksonomi
Menurut taksonomi, buah delima dapat diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Punicaceae



Genus : Punica

Spesies : Punica granatum L.

2.1.3 Kandungan Kulit Buah Delima

2.1.3.1 Tanin

Ellagitannin dan gallotannin merupakan senyawa yang paling umum yang

terdapat di berbagai bagian tanaman delima. Pada kulit buah delima didapatkan

kandungan ellagitannin sebagai contoh punicalin dan punicalagin adalah

konstituesi utama pada kulit buah delima (Wang, 2010; Sabrina dkk, 2015).

Kandungan dalam kulit buah delima berupa ellagitanin mempunyai fungsi

sebagai immunomodulator, yaitu mengaktivasikan sel makrofag yang dapat

mempercepat proses penyembuhan luka (Hertiani dkk, 2018).

Tabel 2.1 Kandungan Tanin pada Kulit Buah Delima (Wang, 2010)

Nama Kandungan

Bioaktivitas

Referensi

Ellagic acid

Gallic Acid

Methyl Gallate

Granatin B
3-0-methylellagic
acid

Punicalagin

Punicalin

Anti-neoplastic, pemutih
kulit

Anti-inflamasi, anti-
mutagenic, antioksidan,
antiviral

Anti-inflamasi, anti-
mutagenic, antioksidan,
antiviral

Anti-infamasi

Anti-inflamasi

Antioksidan

Antioksidan

Amakura et al. 2000
: Wang et al. 2004
Huang et al. 2005

Kasimu et al. 2009

Liu et al. 2007
El Toumy et al. 2003

Liu et al. 2007
Liu et al. 2007




2.1.3.2 Flavonoid

Flavonoid yang terdapat pada tanaman delima berupa Flavon, Flavonol,
anthocyanidins dan flavan-3-ols. Flavonol dan Flavol merupakan flavonoid utama
yang dapat ditemukan pada kulit buah delima (Wang, 2010). Menurut
Parlinaningrum dkk (2014) dan Haeria dkk (2017), kandungan flavonoid berupa
flavon dan flavonol mempunyai fungsi sebagai respon imun yaitu mengaktivasi

makrofag sehingga dapat memberikan rangsangan makrofag untuk respon

fagositosis.

Tabel 2.2 Kandungan Flavonoid pada Kulit Buah Delima (Wang, 2010)

Nama Kandungan

Bioaktivitas

Referensi

Catechin

Cyanidin
Epicatechin

Kaempferol
Kaempferol-3-O-

glucoside

Luteolin

Anti-neoplastik,
antioksidan
Antioksidan
Anti-neoplastik

Antioksidan, anti-
inflamasi

Antioksidan

Antioksidan, anti-

inflamasi

De Pascual- Teresa
et al. 2000

Noda et al. 2002

De Pascual- Teresa
et al. 2000

Van Elswik et al.
2004

Van Elswijk et al.
2004

Van Elswik et al.
2004

2.1.4 Manfaat

Banyak penelitian mengenai antioksidan, antikarsinogenik, dan sifat

antiinflamasi  unsur

delima

telah dipublikasikan yang difokuskan pada

pengobatan dan pencegahan kanker, penyakit jantung, diabetes, kondisi gigi,
disfungsi ereksi, infeksi bakteri, resistensi antibiotik, dan kerusakan kulit karena
radiasi ultraviolet. Aplikasi potensial lainnya, termasuk iskemia otak pada bayi,

penyakit Alzheimer, infertilitas pria, arthritis, dan obesitas (Jurenka, 2008).
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2.1.5 Peran Kulit Buah Delima dalam Penyembuhan Luka

Kulit buah delima (Punica granatum L.) diketahui mempunyai kadar
polifenol yang lebih tinggi dibanding jus buahnya, seperti Ellagic acid, Gallic Acid,
Antosianin, Ellagic tannin (Fawole, 2012). Kulit delima mengandung senyawa
flavonoid, tanin, alkaloid, asam fenolat, yang terdiri dari gallotanin, ellagitanin,
punicalagin, punicalin, asam galat, asam ellagic, katekin, kuercetin, flavonol,
flavon, dan antocianidin (Madrigal et al., 2009).

Tanin berupa ellagitanin dan Flavonoid berupa flavol dan flavonol memiliki
kemampuan imunomodulator untuk merangsang proliferasi limfosit sehingga
menyebabkan sel T Helper 1 (Thl) teraktivasi. Sel Thl yang teraktivasi akan
mempengaruhi SMAF (Spesific Makrofag Activating Factor) yang dapat
mengaktivasi makrofag. Makrofag yang teraktivasi akan menghasilkan Growth
Factors seperti Fibroblast Growth Factor (FGF), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Transforming Growth Factor Beta (TGF-B), dan Platelet Derived
Growth Factor (PDGF) yang digunakan untuk merangsang pembentukan kolagen
dan elastin oleh fibroblas dan menginduksi pembentukan pembuluh darah baru
sehingga akan mempercepat fase proliferasi dan penyembuhan luka (Christina
dkk, 2015; Widyastomo, 2013; Haeria dkk, 2017; Hertiani dkk, 2018). Kandungan
flavonoid dalam kulit buah delima juga berfungsi merangsang sel-sel fagosit yaitu
makrofag untuk melakukan respon fagositosis (Hayyu N dkk, 2013; Kusmardi

dkk, 2007).
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2.2 Ulkus Traumatik
2.2.1 Definisi

Ulkus Traumatik merupakan lesi ulseratif yang disebabkan oleh adanya
trauma suhu, mekanik, elektrik, maupun kimia, lokasinya biasanya pada mukosa
bibir, mukosa pipi, palatum dan tepi perifer dari lidah (Neville, 2002).
2.2.2 Insidensi

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Castellanos, dkk. pada tahun
2003 di Meksiko terhadap 1000 orang menunjukkan prevalensi ulkus traumatik
sebesar 40,24%. Sedangkan Turki memiliki prevalensi ulkus traumatik mencapai

30,47% pada tahun 2005 (Castellanos et al., 2008; Cebeci et al., 2009).

Ulkus traumatikus dapat terjadi pada mukosa rongga mulut, antara lain:
pada lidah, bibir, lipatan mukosa bukal (buccal fold), gingiva, palatum, mukosa
labial dan dasar mulut. Ulkus traumatikus sering terjadi pada mukosa labial dan
dasar mulut. Selain itu juga terjadi pada bibir, lidah, dan mukosa bukal karena
terletak berdekatan dengan daerah kontak oklusi geligi sehingga lebih mudah

mengalami gigitan pada waktu gerakan pengunyahan (Delong, 2008).

2.2.3 Klasifikasi
Ulkus traumatik berdasarkan etiologinya diklasifikasikan menjadi 4, yaitu :
1. Trauma Thermal

Trauma thermal berasal dari mengkonsumsi makanan atau minuman
yang panas. Luka yang berhubungan dengan thermal food burns biasanya
tampak pada mukosa bukal posterior atau palatum (Neville, 2002). Pada kasus
yang jarang, trauma berasal dari aplikasi instrumentasi yang panas, es kering

(Ghom, AG et al., 2014).
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Gambar 2.2 Thermal Burn pada Palatum Durum (Ongole et al., 2013)

2. Trauma Mekanis

Trauma mekanis disebabkan oleh pipi, bibir dan lidah tergigit, gigi atau
malposisi atau akar yang tajam, luka sikat gigi, tepi protesa atau restorasi yang
tajam, ggi palsu yang tidak pas, piranti ortodonti (Ghom, AG et al., 2014). Ulkus
bersifat sakit, dikelilingi oleh eritema, dasarnya ditutupi oleh exudates fibrous dan
pada stage berikutnya oleh jaringan granulasi dan regenerating epithelium

(Neville, 2002).

Gambar 2.3 Ulser Traumatik pada Sisi Lateral Posterior Lidah karena Gigi

Impaksi Molar Tiga (Ariyawardana, 2014)

3. Trauma Elektrik
Trauma elektrik disebabkan oleh peralatan elektrik yang digigit dengan

mulut. Lokasi paling sering pada mukosa bibir dan sudut mulut (Neville et al.,
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2015). Biasanya ulkus parah, melibatkan kerusakan jaringan yang luas sehingga
membutuhkan rekonstruksi dari ahli bedah plastik (Myers S et al., 2014).
4. Trauma Kimiawi

Trauma kimiawi disebabkan oleh pemakaian beberapa jenis obat, salah
satunya Aspirin. Aspirin yang mengandung asam asetilsalisilik yang dapat
menyebabkan rasa terbakar jika ditempatkan pada area sekitar gigi yang sakit.
Pasien juga biasanya menggunakan hipoklorit (pemutih) untuk membersihkan
dan mendesinfeksi gigi palsu lengkap (Myers S et al., 2014). Selain itu, trauma

juga dapat disebabkan hidrogen peroksida, pasta gigi (Cohen, 2012)

Gambar 2.4 Ulser Traumatik karena Aspirin (Neville, 2002)

2.3 Penyembuhan Luka
2.3.1 Definisi

Penyembuhan luka merupakan proses transisi yang merupakan salah
satu proses paling kompleks dalam fisiologi manusia yang melibatkan
serangkaian reaksi dan interaksi kompleks antara sel dan mediator (Prasetyono,
2009). Pada umumnya, penyembuhan luka dibagi dalam 3 fase yaitu fase

inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling.
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2.3.2 Fase Penyembuhan Luka
1. Fase Inflamasi

Fase inflamasi dimulai segera setelah cidera sampai hari ke-5 pasca
cidera. Tujuan utama fase ini adalah hemostasis, hilangnya jaringan yang mati
dan pencegahan kolonisasi maupun infeksi oleh agen mikrobial patogen
(Gurtner, 2007) Pada fase inflamasi terjadi vasodilatasi dan peningkatan
permeabilitas kapiler sehingga terjadi erithema, oedema, dan suhu yang
meningkat pada daerah yang terluka. Perubahan permeabilitas vaskular ini
memungkinkan masuknya makrofag, neutrofil, mast cells dan antibodi. Pembuluh
darah yang cidera mengakibatkan termobilisasinya berbagai elemen darah ke
lokasi luka. Agregasi platelet akan membentuk plak pada pembuluh darah yang
cidera. Selama proses ini berlangsung, platelet akan mengalami degranulasi dan
melepaskan beberapa growth factor. Hasil akhir kaskade koagulasi jalur intrinsik
dan ekstrinsik adalah konversi fibrinogen menjadi fibrin (Gurtner, 2007).

Neutrofil merupakan responder pertama pada distress selular dan sinyal
kemotaktik oleh sitokin yang menuju ke fibrin clot. Selain itu, daerah di sekitar
pembuluh darah akan tervasodilatasi dan peningkatan jumlah neutrofil di daerah
luka oleh Interleukin (IL-1), Tumor Necrosis Factor (TNF-a), Platelet Factor (PF-
4), Tansforming Growth Factor-8 (TGF-B), Platelet Derived Growth Factor
(PDGF), dan produk-produk bakteri. PMN leukosit tersebut akan melakukan

fungsi yaitu mengeliminasi bakteri dan debris selular (Prasetyono, 2009).

Makrofag bermigrasi ke dalam luka dalam 48-86 jam dan mencapai
puncak pada hari ke 3 setelah cedera dan menjadi jenis sel dominan. Di awal
tahap penyembuhan luka, makrofag memfagositosis sisa debris, bakteri, dan sel

apoptosis, termasuk neutrofil (Guo & DiPietro, 2010). Makrofag mengeluarkan
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sitokin seperti Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), interleukin-1 (IL-1), dan
interleukin-6 (IL-6), makrofag juga melepas faktor pertumbuhan seperti VEGF,
FGF, PDGF, TGF-B, dan EGF (Perdanakusuma, 2007). Limfosit muncul didalam
luka setelah 72 jam dan mencapai puncak pada hari ke 7. Limfosit memiliki peran
penting dalam regulasi penyembuhan luka, dengan cara memproduksi matriks
ektraseluler (Young & McNaught, 2011). Limfosit T memasuki area luka dan
puncaknya selama akhir fase proliferasi atau awal fase remodeling (Guo &

Dipietro, 2010).

2. Fase Proliferasi

Fase proliferasi berlangsung mulai hari ke-4 hingga hari ke-21 pasca
cidera. Pada fase ini matriks fibrin yang didominasi oleh platelet dan makrofag
secara gradual digantikan oleh jaringan granulasi yang tersusun dari kumpulan
fibroblas, makrofag dan sel endotel yang membentuk matriks ekstraseluler dan
neovaskular (Gurtner, 2007)

Regresi jaringan desmosom antar keratinosit mengakibatkan terlepasnya
keratinosit untuk bermigrasi ke daerah luka. Keratinosit juga bermigrasi secara
aktif karena terbentuknya filamen aktin di dalam sitoplasma Kkeratinosit.
Keratinosit bermigrasi akibat interaksinya dengan protein sekretori seperti
fibronektin, vitronektin dan kolagen tipe | melalui perantara integrin spesifik di
antara matriks temporer. Matriks temporer ini akan digantikan secara bertahap
oleh jaringan granulasi yang kaya akan fibroblas, makrofag dan sel endotel. Sel
tersebut akan membentuk matriks ekstraseluler dan pembuluh darah baru.
Jaringan granulasi umumnya mulai dibentuk pada hari ke-4 setelah cidera

(Lorenz, Longaker, 2006).
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Makrofag menghasilkan hormon pertumbuhan yang akan menginduksi
fibroblast untuk berploriferasi, migrasi dan membentuk matriks ekstraseluler.
Matriks temporer ini secara bertahap akan digantikan oleh kolagen tipe lll. Sel
endotel akan membentuk pembuluh darah baru dengan bantuan protein sekretori
VEGF, FGF dan TSP-1. (Gurtner, 2007).

3. Fase Remodelling

Fase terakhir merupakan fase Remodelling.Fase ini dapat berlangsung
berbulan-bulan dan dinyatakan berakhir bila semua tanda radang sudah lenyap,
yaitu berlangsung mulai hari ke-21 hingga sekitar 1 tahun Proses ini diawali
dengan migrasi keratinosit dari basal membran ke permukaan. Proses migrasi ini
juga melepaskan kolagenase yang berfungsi men-disosiasi sel dari dermal matrix
ke provisional matrix. Keratinosit juga mensintesis dan mensekresi MMP-1,
MMP-2, dan MMP-9 (Gurtner, 2007)

Metaloproteinase matriks yang disekresi oleh makrofag, fibroblas dan sel
endotel akan mendegradasi kolagen tipe Il dan akan digantikan oleh kolagen
tipe | selama berbulan-bulan oleh karena proses degradasi kolagen tipe 11l yang
lambat. Hasil akhir yang didapatkan berupa adanya keseimbangan degradasi
dan deposisi dari kolagen (Prasetyono, 2009). Kekuatan jaringan parut bekas
luka akan semakin meningkat akibat berubahnya tipe kolagen dan terjadinya
crosslinking jaringan kolagen. Pada akhir fase remodeling, jaringan baru hanya

akan mencapai 70% kekuatan jaringan awal (Gurtner, 2007).

2.4 Makrofag
Makrofag merupakan sel yang tersebar luas di berbagai jaringan,
merupakan fagosit, antigen processing dan antigen presenting cells (APC) serta

merupakan sel yang menghasilkan berbagai macam mediator (Widjajanto, 2005).
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Makrofag umumnya bulat dengan garis batas sedikit tak teratur, tampilan
makrofag dapat bervariasi pada gambar, gambaran sel makrofag berbentuk bulat
dengan sitoplasma berwarna merah terang dan inti berwarna ungu kebiruan

berbentuk menyerupai ginjal atau oval (Eroschenko, 2005; Hidayati dkk, 2015).

Gambar 2.5 Sel Makrofag dengan potongan melintang. Pengecataan Hematoxcylin Eosin.

Pengambilan Gambar dengan Pembesaran 400x (Budi dkk, 2017)

2.4.1 Fungsi Makrofag

Makrofag mempunyai fungsi antara lain :

1. fungsi utama ialah melahap partikel dan mencernakannya oleh lisosom dan
mengeluarkan sederetan substansi yang berperan dalam fungsi pertahanan dan
perbaikan

2. dalam sistem imun tubuh, sel ini berperan serta dalam mempengaruhi aktivitas
dari respon imun, mereka menelan, memproses dan menyimpan antigen dan
menyampaikan informasi pada sel-sel berdekatan (limfosit dan sel plasma)

3. makrofag yang aktif juga merupakan sel sektori yang dapat mengeluarkan
beberapa substansi penting, termasuk enzim-enzim, lisozim, elastase,
kolagenase, dua protein dari sistem komplemen dan gen anti virus penting,

interveron (Efendi, 2003).
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2.4.2 Peran dalam Penyembuhan Luka
Makrofag bermigrasi ke dalam luka dalam 48-86 jam dan mencapai
puncak pada hari ke 3 setelah cedera. Pada awal penyembuhan luka, makrofag
memfagositosis sisa debris, bakteri, dan sel apoptosis, termasuk neutrofil (Guo &
DiPietro, 2010). Selain itu, limfosit melepaskan limfokin (interferon-y) yang
berpengaruh terhadap agregrasi makrofag yang merupakan sitokin aktivator
makrofag yang poten. Pengukuran untuk makrofag teraktivasi dapat dilakukan
antara lain kemampuan killing terhadap mikroba yang sudah difagositosis (Kumar
et al., 2007).
Makrofag yang teraktivasi menyebabkan :
a. Ukuran selnya bertambah besar
b. Kandungan enzim lisosom menjadi meningkat
c. Metabolismenya lebih aktif
d. Kemampuan fagositosis lebih besar (Eroschenko, 2005)
Selain kemampuan makrofag dalam memfagositosis mikroba, Makrofag
juga menghasilkan zat bioaktif yang bersifat kemoatraktan terhadap makrofag
lain, growth factors untuk proliferasi sel dan sintesis protein dan protease molekul

matriks ekstraseluler (DiPietro and Burns, 2003).

2.5 Tikus Putih Galur Wistar

Tikus yang dipergunakan untuk penelitian ini adalah tikus putih dengan
spesies rattus norvegicus yang sering digunakan sebagai hewan coba untuk
penelitian ilmiah. Tikus putih memiliki keuntungan yaitu mudah diperoleh dalam
jumlah banyak, mempunyai respon yang cepat, memberikan gambaran secara
ilmiah yang mungkin terjadi pada manusia dan harganya yang relatif murah

(Sihombing dan Raflizar, 2010).
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Menurut Krinke (2000), klasifikasi dari tikus putih (Rattus norvegicus)
adalah :

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Class : Mammalia
Order : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Rattus
Species : Norvegicus
Galur/Strain : Wistar

Gambar 2.6 Tikus jantan Rattus norvegicus galur Wistar (Estina, 2010)

2.6 Sediaan Gel

Gel merupakan suatu sistem setengah padat yang terdiri dari suatu
dispersi yang tersusun baik dari partikel anorganik yang kecil atau molekul
organik yang besar dan saling diresapi cairan (Herdiana, 2007). Zat-zat
pembentuk gel digunakan sebagai pengikat dalam granulasi, koloid pelindung
dalam suspensi, pengental untuk sediaan oral dan sebagai basis supositoria.
Secara luas sediaan gel banyak digunakan pada produk obat-obatan, kosmetik

dan makanan juga pada beberapa proses industri. Pada kosmetik yaitu sebagai
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sediaan untuk perawatan kulit, sampo, sediaan pewangi dan pasta gigi
(Herdiana, 2007).

Keuntungan sediaan gel ialah memberikan sensasi dingin, tidak
menimbulkan bekas dikulit, mudah digunakan, mudah merata jika dioleskan
tanpa penekanan (Anggraeni dkk, 2012). Selain itu, gel memiliki kekurangan
yaitu sangat mudah di cuci dan dapat hilang ketika berkeringat (Wardiyah, 2015).
Basis gel yang ideal adalah inert, aman, tidak bereaksi dengan bahan lain dalam
formula. Beberapa polimer dapat digunakan sebagai basis gel, antara lain gom,
turunan selulosa dan Carbomer (Anggareni dkk, 2012). Carbomer memiliki
beberapa kelebihan yaitu bersifat hidrofil, sehingga mudah terdispersi dalam air
dan dengan konsentrasi kecil yaitu 0,5 - 2,0% mempunyai kekentalan yang

cukup sebagai basis gel (Rowe, 2006).

2.7 Ekstraksi

Menurut Departemen Kesehatan RI (2006), ekstraksi adalah proses
penarikan kandungan kimia yang dapat larut dari suatu serbuk simplisia,
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut. Salah satu metode ekstraksi
yang sering digunakan yaitu metode maserasi.

Maserasi adalah proses ekstraksi simplisia menggunakan pelarut dengan
beberapa kali pengadukan pada suhu ruangan. Prosedurnya dilakukan dengan
merendam simplisia dalam pelarut yang sesuai dalam wadah tertutup.
Pengadukan dilakukan dapat meningkatkan kecepatan ekstraksi. Kelemahan
dari maserasi adalah prosesnya membutuhkan waktu yang cukup lama.
Ekstraksi secara maserasi dilakukan pada suhu kamar (27°C), sehingga tidak
menyebabkan degradasi metabolit yang tidak tahan panas (Departemen

Kesehatan RI, 2006).
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Berdasarkan penelitian mengenai kadar metabolit sekunder dengan
menggunakan variasi metode ekstrak pada tumbuhan sarang semut, di dapatkan
kadar tanin lebih tinggi pada penggunaan metode ekstraksi maserasi

dibandingkan dengan metode ekstraksi yang lain (Ariani dkk, 2015).

2.8 Ethanol

Ethanol adalah pelarut yang umum dan sering digunakan oleh industri,
dengan titik didih 70°C yang cenderung aman digunakan. Titik didih 70°C pada
ethanol dapat menarik seluruh komponen dalam bahan baku (Kealey et al.,
2004). Pelarut ethanol merupakan pelarut yang paling baik dalam ekstraksi tanin
dibandingkan dengan methanol, n-heksana dan aseton untuk ekstraksi tanin.
Ethanol dengan kemurnian 66% atau lebih tinggi menghasilkan jumlah ekstrak
yang hampir sama (Marnoto dkk, 2012).

Berdasarkan penelitian oleh Rafsanjani (2015), tanin cenderung polar
sehingga pada proses ekstrak tanin lebih banyak larut dalam ethanol. Pelarut
ethanol dapat mengekstrak senyawa tanin secara optimal, diduga karena
besarnya konstanta dielektrik dari ethanol yang dapat mengekstrak senyawa
tanin. Hal ini didukung oleh penelitian sebelumnya tentang ekstrak rumput laut
coklat, yang menyatakan kadar tanin adalah senyawa yang cenderung polar
sehingga ekstraksi yang dilakukan pelarut yang polar, seperti ethanol (Septiana,

2012).
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Tabel 2.3 Sifat Fisikokimia beberapa pelarut (Markom, dkk,. 2007)

No. Pelarut Polaritas Pelarut

(Index Snyder)

1. n-heksana 0,1
2. Aseton 5,4
3. Ethanol 5,2
4. Methanol 5,6
5. Air 9,0

Berdasarkan penelitian Marnoto dkk (2012), Penggunaan ethanol dan
methanol sebagai pelarut pada tanaman putri malu menghasilkan ekstrak tanin
yang berbeda yaitu methanol 0,0274 g/mL dan etanol 0,044 g/mL, hal ini
disebabkan pelarut methanol tidak mengandung air, sedangkan ethanol lebih
banyak mengandung air sebagai pengotor yang menyebabkan etanol teknis lebih
polar dibandingkan methanol dan pada akhirnya dapat melarutkan lebih banyak
tanin dengan mendapatkan kemurnian tanin terbanyak pada penggunaan
ethanol 96%.

2.9 Triamcinolone Acetonide 0,1%

Triamcinolone acetonide 0,1% dental paste adalah golongan
kortikosteroid topikal yang memiliki efek antiinflamasi, antialergi dan analgesik
sehingga dapat mempercepat penyembuhan ulser dan mengurangi keparahan
lesi. Obat ini diindikasikan untuk pengobatan lesi inflamasi mulut dan lesi ulseratif
(Scully, 2003).

Kontraindikasi penggunaan Triamcinolone acetonide 0,1 % dental paste

adalah pasien dengan riwayat hipersensitivitas terhadap kortikosteroid. Jika
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pasien mengalami hipersensitivitas, maka penggunaan obat harus dihentikan.
Efek samping penggunaan obat ini dapat menyebabkan kandidiasis oral (Scully,

2003).
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Proses penyembuhan luka dibagi dalam 3 fase yaitu fase inflamasi,
proliferasi dan remodeling. Fase inflamasi dimulai saat mulai terjadinya luka
sampai hari ke-empat sampai hari kelima (Broughton, 2006). Adanya proses
penyembuhan luka merangsang aktivasi sel-sel radang pada fase inflamasi,
salah satunya yaitu makrofag.

Makrofag berperan dalam eliminasi bakteri dengan cara memproduksi dan
reactive oxygen species (ROS) dan Nitric Oxide (NO) (Moenadjat, 2006; Lima
et al., 2009). Makrofag juga berperan utama memproduksi berbagai growth factor
yang dibutuhkan dalam produksi matriks ekstraseluler oleh fibroblas dan
pembentukan neovaskularisasi (Gurtner, 2007). Beberapa Growth factors yang
dihasilkan antara lain Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Transforming
Growth Factor B (TGF-B), Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth
Factor (FGF), dan Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) berperan untuk
merangsang fibroblas untuk memproduksi kolagen, epitelisasi serta terjadinya
angiogenesis (Prasetyono, 2009).

Kulit buah delima mengandung senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, asam
fenolat, yang terdiri dari gallotanin, ellegatanin, punicalagin, punicalin, asam
galat, asam ellagic, katekin, kuercetin, dan antocianidin (Madrigal et al, 2009).
Kandungan Tanin berupa ellagitanin dan Flavonoid berupa flavol dan flavonol
mempunyai fungsi sebagai immunomodulator yang akan meningkatkan aktivitas
makrofag, adanya peningkatan aktivitas makrofag menyebabkan makrofag
memproduksi growth factors yang dapat membantu proses penyembuhan luka
sehingga penyembuhan luka akan cepat terjadi (Haeria dkk 2017; Hertiani dkk,
2018). Kandungan flavonoid pada kulit delima juga dapat berpotensi
merangsang sel-sel fagosit yaitu makrofag untuk melakukan respon fagositosis

(Hayyu N et al., 2013; Kusmardi et al., 2007).
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan kerangka konsep diatas dapat di rumuskan hipotesis :

Ada pengaruh ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang

diinduksi panas.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan dan Desain Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimen murni
(True Experimental) menggunakan rancangan penelitian “Post Test Only
Randomized Control Group Design” di laboratorium secara in-vivo. Jenis
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh ekstrak ethanol kulit buah delima
(Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus

traumatik tikus wistar yang diinduksi panas.
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Keterangan :

S : sampel

R : random

K(-)3 : kelompok kontrol negatif tanpa diberi perlakuan sampai hari ke-3 pasca

diinduksi panas dan kemudian dilakukan pembedahan

K(+)3 : kelompok kontrol positif diberi Triamcinolone acetonide 0,1% yang diaplikasikan
2 kali sehari selama 3 hari pasca diinduksi panas dan kemudian dilakukan
pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

P3 kelompok perlakuan diberi ekstrak ethanol kulit delima (Punica granatum L.)
berupa gel yang diaplikasikan 2 kali sehari selama 3 hari pasca diinduksi panas
dan kemudian dilakukan pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

K(-)5 : kelompok kontrol negatif tanpa diberi perlakuan sampai hari ke-5 pasca
diinduksi panas dan kemudian dilakukan pembedahan

K(+)5 : kelompok kontrol positif diberi Triamcinolone acetonide 0,1% yang diaplikasikan
2 kali sehari selama 5 hari pasca diinduksi panas dan kemudian dilakukan
pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

P5 . kelompok perlakuan diberi ekstrak ethanol kulit delima (Punica granatum L.)
berupa gel yang diaplikasikan 2 kali sehari selama 5 hari pasca diinduksi panas
dan kemudian dilakukan pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

K(-)7 : kelompok kontrol negatif tanpa diberi perlakuan sampai hari ke-7 pasca
diinduksi panas dan kemudian dilakukan pembedahan

K(+)7 : kelompok kontrol positif diberi Triamcinolone acetonide 0,1% yang diaplikasikan
2 kali sehari selama 7 hari pasca diinduksi panas dan kemudian dilakukan
pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

P7 . kelompok perlakuan diberi ekstrak ethanol kulit delima (Punica granatum L.)
berupa gel yang diaplikasikan 2 kali sehari selama 7 hari pasca diinduksi panas
dan kemudian dilakukan pembedahan satu hari setelah diberi perlakuan

4.2.  Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan

(Rattus norvegicus) galur wistar yang berumur 3 bulan dengan berat 180-200

gram yang dipelihara di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas

Brawijaya Malang.
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4.2.1. Jumlah Sampel Penelitian

Pada penelitian ini terbagi menjadi 9 kelompok sampel. Jumlah
pengulangan penelitian dihitung menggunakan rumus (n — 1) (t — 1) > 15 (Federer,
1963) adalah sebagai berikut :

(h=1)(t—1)=215

Keterangan :

t= jumlah kelompok

n= jumlah pengulangan

Pada penelitian ini t=9, oleh karena itu, perhitungan menjadi :
(h—=1)(t-1)>15

(n-1) (9-1) > 15

(n-1)8=15

8n-8=>15

n=28

Pada penelitian ini digunakan minimal 3 tikus wistar untuk tiap
kelompoknya. Penelitian ini dibagi menjadi 9 kelompok perlakuan, sehingga
dibutuhkan 27 tikus wistar. Untuk mengurangi lost of sample di tengah-tengah
penelitian karena tikus wistar mati, maka jumlah sampel ditambah 3 ekor
menjadi 30 ekor tikus wistar yaitu 1 ekor tikus pada kelompok kontrol negatif,

kelompok kontrol positif, dan kelompok perlakuan.

4.2.2. Kriteria Sampel Penelitian

Kriteria Inklusi sampel penelitian yang digunakan yaitu:

1. Tikus putih galur Wistar keturunan murni yang sehat

2. Berjenis kelamin jantan
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3. Sehat dan belum pernah digunakan untuk penelitian
4. Umur 3 bulan

5. Berat badan 180-200 gram

Kriteria Ekslusi sampel penelitian yang digunakan yaitu:

1. Tikus sakit / tidak sehat selama masa adaptasi 7 hari

2. Tikus mati selama penelitian berlangsung

4.3. Variabel Penelitian

4.3.1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak ethanol kulit buah

delima (Punica granatum L.).

4.3.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah makrofag saat

penyembuhan ulkus traumatik pada tikus wistar yang telah diinduksi panas.

4.3.3. Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah :

a. Genetik

b. Jenis kelamin
c. Usia

d. Berat badan

e. Makanan dan minuman yang dikonsumsi objek penelitian
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmasi, Laboratorium
Biokimia dan Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Brawijaya Malang pada bulan Desember 2017 - Februari 2018.
4.5 Bahan dan Alat/Instrumen Penelitian
45.1. Perawatan dan Pembuatan Makanan Hewan Coba

Alat perawatan hewan coba meliputi 30 buah box plastik ukuran 15 x 35 x
45 cm?® dengan tutup kandang dari anyaman kawat, botol air, sekam dan satu
neraca Sartorius untuk menimbang berat badan hewan coba. Bahan makanan

hewan adalah pellet (pakan tikus).
45.2. Bahan dan Alat untuk Membuat Ulserasi

Alat yang dibutuhkan semen stopper, spiritus burner, pinset bedah, dan
kaca mulut. Bahan yang dibutuhkan ketamin 0.2 ml, cotton pellet, masker, dan

sarung tangan, tikus wistar umur 3 bulan dengan berat 180-200 gram.

453 Bahan dan Alat Pembuatan Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima

(Punica granatum L.)

Alat yang dibutuhkan pisau, kertas saring, tabung Erlenmeyer, alat
evaporator. Bahan yang dibutuhkan kulit buah delima (Punica granatum L.),

etanol 96%, dan aquadest.
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45.4. Bahan dan Alat Pembuatan Gel Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima

(Punica granatum L.)

Alat yang dibutuhkan mortar, pengaduk, alat penimbangan digital dan
tube. Bahan yang dibutuhkan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum
L.), propilenglikol, carbopol, metil paraben, gliserin, Trietanolamin (TEA), masker,

sarung tangan dan aquadest.

45.5. Bahan dan Alat Perlakuan

Alat yang dibutuhkan cotton bud, masker, dan sarung tangan. Bahan
yang dibutuhkan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) berupa
sediaan gel, Triamcinolone acetonide 0.1%, Tikus wistar umur 3 bulan dengan
berat 180-200 gram yang diinduksi panas dengan ujung cement stopper alat

kedokteran gigi sehingga terdapat ulkus pada mukosanya.

4.5.6. Bahan dan Alat Pengambilan Jaringan dan Pembuatan Preparat

Alat yang dibutuhkan scalpel, microtom, kaca obyek dan penutup, blok
paraffin, waterbath, tempat pewarna dan cucian, kertas saring, timer, dan kuas
kecil. Bahan yang dibutuhkan formalin 10 %, aceton, xylol, gelatin, alcohol 96%,

Pewarna Haematoxylin dan Eosin, dan Lithium carbonat.

4.6 Definisi Operasional

4.6.1. Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima

Ekstrak ethanol kulit buah delima didapatkan dari keseluruhan kulit
(Bagian Pericarp) buah delima tanpa ada kriteria khusus mengenai berat dan
ukuran yang digunakan dengan pembuatan ekstrak mengunakan teknik
maserasi dengan pelarut etanol 96% kemudian dibuat menjadi gel dengan

menggunakan basis gel carbopol hingga terbentuk gel ekstrak kulit buah delima
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dengan konsentrasi 8,9%. Pada penelitian ini menggunakan kulit buah delima
jenis lokal yang diperoleh dari kota Kediri, Jawa Timur dan diidentifikasi di Dinas

Kesehatan Provinsi Jawa Timur UPT Medica Batu.

4.6.2. Ulkus Traumatik

Ulkus traumatik dalam penelitian ini adalah ulkus yang dibuat dengan
cara menempelkan cement stopper dengan penampang +* 1.5 mm yang telah
dipanaskan hingga membara selama 10 detik pada mukosa labial bawah tikus
selama 3 detik tanpa tekanan kemudian ditunggu selama 24 jam sehingga
didapatkan ulkus dengan diameter 1.5 mm berbentuk ovoid, berwana putih
kekuningan dan dikelilingi eritema, yang nantinya akan diaplikasikan gel ekstrak

kulit buah delima secara topikal.

4.6.3. Jumlah Makrofag

Penghitungan jumlah makrofag adalah penghitungan jumlah makrofag
pada preparat eksisi biopsi jaringan sekitar ulser pada hari ke-3, ke-5, ke-7 pasca
ulserasi dengan pewarnaan haematoxylin-eosin (HE) dan diamati dengan
mikroskop digital dan aplikasi software Olyvia-Olympus dot slide dengan
pembesaran 400 kali per 5 lapangan pandang dan kemudian dibuat foto
preparat. Makrofag dalam pewarnaan HE adalah gambaran sel makrofag
berbentuk bulat dengan sitoplasma berwarna merah terang dan inti berwarna

ungu kebiruan berbentuk menyerupai ginjal (Hidayati dkk, 2015).
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4.7. Prosedur Penelitian/Pengumpulan Data
4.7.1 Ethical Clearance

Penelitian ini diawali dengan pengurusan ethical clearance di di Komisi

Etik Penelitian Bioscience Universitas Brawijaya.
4.7.2 Alur Penelitian

Sebelum ulserasi pada mukosa labial, sejumlah tikus wistar dilakukan
adaptasi di laboratorium dengan dikandangkan pada box plastik berukuran 15 x
35 x 45 cm® yang ditutup dengan kawat kassa dengan dasar sekam yang diganti
setiap 3 hari sekali dan diberi pakan standar selama 7 hari. Setelah 7 hari masa
adaptasi, mukosa labial tikus wistar dianastesi dengan ketamin 0.2 ml secara
intramuskular (Widyastomo, 2013), kemudian jika tikus wistar tidak memberi
respon saat diberi rangsangan rasa sakit menggunakan pinset bedah maka tikus
wistar bisa diinduksi panas dengan ujung cement stopper sehingga terbentuk
ulkus, lalu diberikan analgesik novalgin sebanyak 0,3 ml diberikan secara
intramuskular kemudian dimasukkan kedalam kandang yang telah diberi label
kelompok kontrol negatif (K(-)), kelompok kontrol positif (K(+)), kelompok
perlakuan (P). Satu kandang terdiri dari 1 ekor tikus dengan perlakuan sama.
Kemudian dilakukan pembedahan pada hewan coba pada sehari setelah diberi
perlakuan time series yaitu pada hari ke 3, 5, dan 7. Kemudian membuat
preparat untuk menghitung jumlah makrofag, analisis data dan membuat

kesimpulan.
4.7.3 Pembuatan Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima (Punica granatum L.)

Kulit buah delima yang masih segar dikirim ke Dinas Kesehatan UPT

Medica Batu untuk dilakukan identifikasi dan pembuatan ekstrak. Kulit buah
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delima yang masih segar dicuci dengan air hingga bersih kemudian dikeringkan
hingga benar-benar kering dengan cara diangin-anginkan dalam ruangan,
digiling hingga halus dengan menggunakan alat giling khusus sehingga
didapatkan serbuk dan ditimbang sebanyak 500 gram serbuk kulit buah delima.
Proses pembuatan ekstrak dengan teknik maserasi yaitu dengan cara serbuk
kulit buah delima dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer, kemudian
ditambahkan etanol 96% sebanyak 4000 mL. Tabung erlenmayer ditutup rapat
dan diaduk dengan homogenizer selama 30 menit dan disimpan pada suhu
kamar dan didiamkan selama 5 hari sambil sesekali dilakukan pengadukan untuk
meratakan konsentrasinya. Setelah 5 hari campuran itu disaring dengan kertas
filter, proses ini diulang 2 kali hingga diperoleh hasil berupa ampas dan filtrat,
hasil filtrat dievaporasi dengan vacuum rotary evaporation selama 4 jam guna
memisahkan pelarut ethanol dengan ekstrak ethanol kulit buah delima. Filtrat
dievaporasi dengan pengurangan tekanan pada suhu yang diatur sesuai dengan
titik didih etanol hingga semua pelarut terpisah. Didapatkan hasil akhir yang akan
digunakan dalam percobaan yaitu ekstrak ethanol kulit buah delima dengan
konsentrasi 100% dari pelarut etanol 96% yang telah dipisahkan dengan berat

sebesar 58 gram.

4.7.4 Pembuatan Gel Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima (Punica granatum

L.)

Menimbang terlebih dahulu semua bahan yang akan digunakan ke dalam
pembuatan gel ekstrak kulit buah delima sesuai takaran. Setelah semua bahan
ditimbang sesuai takaran kemudian karbopol dikembangkan dengan aquadest
dalam mortir hingga mengembang. Metil paraben dilarutkan dalam gliserin aduk
hingga larut dalam beaker gelas. Pada mortir yang berbeda ekstrak kulit buah

delima digerus hingga teksturnya menjadi lembut lalu tambahkan sebagian
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propilenglikol lalu gerus hingga homogen. Setelah karbopol mengembang gerus
terlebih dahulu dengan di tambahkan TEA sedikit-sedikit hingga membentuk
basis gel. Campuran gliserin dan metil paraben ditambahkan dalam basis gel
sambil di gerus hingga homogen. Sisa propilenglikol ditambahkan dalam
campuran basis, gerus hingga homogen. Campurkan gerusan ekstrak ke dalam
basis gel dan gerus sampai homogen. Ditambahkan aquadest yang sudah
dipanaskan + 70°C sedikit sedikit sampai 40 ml. Kemudian setelah gel ekstrak
kulit buah delima selesai dibuat gel dimasukan ke dalam tube tertutup yang
terlindung dari kontaminasi luar dan ditimbang untuk mengetahui berat gelnya.
Didapatkan hasil akhir penimbangan gel ekstrak kulit buah delima sebanyak
44.67 gram dengan konsentrasi 8,9%. (Maulina, 2015). Gel Tersebut lalu
disimpan pada suhu kamar 24 jam dan kemudian dilakukan uji fisik gel meliputi
homogenitas, pH dan daya sebar dan mengetahui apakah ada perubahan warna,
bentuk, dan bau selama penyimpanan. Untuk memenuhi syarat sediaan gel yang

baik dan dapat diterima masyarakat dapat dilihat dari sifat fisik dan stabilitasnya.

Tabel 4.1 Formula Gel Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima (Maulina, 2015)

Komponen Takaran (gram)

Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima 4 g

Carbopol 29
Gliserin 4 g
Propilenglikol 29
Metil Paraben 0,06 g
Trietanolamin (TEA) 29

Air Ad 40 g
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4.7.5 Pembuatan Ulkus Traumatik

Pembuatan ulkus traumatik yang diinduksi panas didahului dengan
anastesi menggunakan ketamin 0,2 ml secara intramuskular, kemudian diinduksi
dengan ujung cement stopper kedokteran gigi dengan penampang += 1.5 mm
yang sebelumnya telah dipanaskan dengan bunsen selama 10 detik dan
ditempelkan pada mukosa labial bawah tanpa tekanan selama 3 detik kemudian
ditunggu selama 24 jam sehingga terbentuk ulkus dengan diameter £1.5 mm
berbentuk ovoid, berwana putih kekuningan dan dikelilingi eritema, yang nantinya
akan diaplikasikan gel ekstrak kulit buah delima secara topikal. Setelah dilakukan
pembuatan ulkus traumatik kemudian tikus wistar diberi analgesik novalgin 0.3
ml secara intramuskular untuk mengurangi rasa sakit pada tikus wistar pasca di

ulserasi.

4.7.6. Pengaplikasian Gel Ekstrak Ethanol Kulit Buah Delima (Punica

granatum L.)

Setelah satu hari ulserasi, pada kelompok perlakuan dilakukan aplikasi
gel ekstrak kulit buah delima (Punica granatum L.) dua kali sehari. Sedangkan
pada kelompok kontrol positif dilakukan aplikasi Triamcinolone acetonide 0,1%
selama dua kali sehari dan kelompok kontrol negatif tidak diberi perlakuan.
Pengaplikasian gel ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
dilakukan secara topikal menggunakan cotton bud. Dilakukan aplikasi yang sama

pada kelompok kontrol (+) dan (-) pada hari ketiga, kelima sampai hari ketujuh.

4.7.7. Pembedahan Hewan Coba

Pada sehari setelah hari ke 3, 5, dan 7 hewan coba dikorbankan
menggunakan teknik dislokasi leher. Setelah itu, dilakukan pembedahan untuk

mengambil jaringan sekitar ulser pada hewan coba. Jaringan tersebut kemudian
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dimasukkan ke dalam botol organ yang sudah berisi larutan BNF (Buffered

Neutral Formalin) 10% dengan pH 6.5-7.5 (Muntiha, 2001).

4.7.8. Sanitasi Hewan Coba

Semua sisa organ hewan coba yang sudah dibedah dan tidak terpakai
dilakukan sanitasi. Semua sisa organ tikus yang sudah dibedah dan tidak
terpakai kemudian dikubur dengan mengubur di halaman belakang laboratorium
biokimia dengan membuat lubang dengan kedalaman 100 cm dan dibalut kain
atau bahan yang mudah terurai. Sampah dari prosedur pembedahan yang tidak
terpakai dibuang dalam satu kantong plastik, sampah medis dipisahkan
tersendiri, dan diserahkan ke Rumah Sakit Saiful Anwar untuk proses
pembuangan. Area kerja sisa pembedahan dibersihkan dengan sabun dan jika
perlu disemprot dengan alkohol.

4.7.9. Pembuatan Preparat

a. Fiksasi

Pada tahap fiksasi, dilakukan perendaman jaringan ulser pada larutan
formalin 10% selama 18-24 jam, kemudian jaringan dicuci dengan aquadest

selama 15 menit.

b. Embedding
Jaringan ulkus dimasukkan pada beberapa cairan yaitu aceton selama 1
jam x 4, Xylol selama % jam x 4, paraffin cair selama 1 jam x 3 dan penanaman

jaringan kulit pada paraffin blok.

c. Slicing
Blok yang sudah tertanam jaringan ulkus diletakkan pada balok es
selama kurang lebih 15 menit kemudian blok ditempelkan pada cakram microtom

rotary kemudian sayat jaringan ulkus secara vertikal dengan ukuran 4 mikron.
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Sayatan jaringan ulkus yang dibentuk pita diambil dengan menggunakan kuas
kecil, kemudian letakkan pada water bath yang mengandung gelatin dengan
suhu 36°C. Setelah sayatan jaringan ulkus merentang, sayatan diambil dengan

menggunakan object glass dan didiamkan selama 24 jam.

d. Staning

Object glass dimasukkan dalam Xylol selama 15 menit x 3, alkohol 96%
selama 15 menit x 3, kemudian dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.
Setelah itu object glass dimasukkan pada pewarna Haematoxylin selama 15
menit dan dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.Object glass dimasukkan
pada Litium carbonat selama 20 detik dan dicuci dengan air mengalir selama 15
menit. Selanjunya object glass dimasukkan pada pewarnaan Eosin selama 15
menit, alkohol 96% selama 15 menit x 3 dan Xylol selama 15 menit x 3. Dan

yang terakhir, preparat ditutup dengan menggunakan deck glass Entellan.

4.7.10. Penghitungan Jumlah Makrofag

Sel Makrofag pada sediaan preparat jaringan dihitung menggunakan
mikroskop digital dan menggunakan aplikasi software Olyvia-Olympus dot slide
dengan pembesaran 400 kali per 5 lapangan pandang. Tiap potongan jaringan
jumlah makrofag dihitung secara sistematis mulai dari pojok kiri bawah kemudian
digeser kekanan dan ditarik keatas demikian seterusnya sehingga semua lapang
pandang terbaca. Kemudian dihitung makrofag dari masing-masing kelompok
potongan jaringan tersebut lalu dibandingkan percepatan penyembuhan dalam
hitungan hari dari jumlah makrofag antara kelompok kontrol (-), (+), dan

kelompok perlakuan.



4.7.11. Kerangka Operasional Penelitian

Sampel Tikus Wistar

Aklimatisasi selama 7 hari

Mukosa oral bagian labial tikus di induksi panas sehingga terbentuk ulkus

\l/ \l/ y \% \l/ \L
K3 || KEG)S || K7 K#)3 || K(+)5 K(+)7 P3 P5 P7
7 v ‘l/ \|/
Kelta | Keltan | Kel.tan Kel.pem | Kel.pem | Kel.pem Kel.pe Kel.pe Kel.pe
npa pa pa berian berian berian mberia | mberia | mberia
diberi diberi diberi Triamcin Triamci | Triamcin n n n
perla | perla | perlak olone nolone | olone ekstrak | ekstrak | ekstrak
kuan kuan uan acetonid acetoni | acetonid ethanol | ethanol | ethanol
selam selam selam e 0,1% 2 de 0,1% e 0,1% kulit kulit kulit
a3 ab a7 kali 2 kali 2 kali delima delima delima
hari hari hari sehari sehari sehari 2 kali 2 kali 2 kali
selama 3 | selama | selama sehari sehari sehari
hari 5 hari 7 hari selama | selama | selama
3 hari 5 hari 7 hari
\

Di dekaputasi sehari setelah hari ke-3, ke-5 dan ke-7

N

Pembuatan Preparat Histologi Jaringan

Pengamatan dan Perhitungan Jumlah
Makrofaq

Analisa Data

Gambar 4.2 Kerangka Operasional Penelitian
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4.8, Analisa Data

Pada penelitian dilakukan uji normalitas untuk menginterpretasikan
apakah suatu data memiliki sebaran normal atau tidak dan uji homogenitas untuk
menguji berlaku atau tidaknya asumsi ANOVA, yaitu apakah data yang diperoleh
dari setiap perlakuan memiliki varian yang homogen. Uji normalitasnya
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena besar sampelnya < 50 kemudian
dilakukan uji homogenitas ragam menggunakan Levene’s test. Apabila data yang
diperoleh berdistribusi normal (p > 0,05) dan homogenitas ragam terpenuhi (p >
0,05), maka digunakan uji One Way Anova sebagai uji hipotesisnya (Dahlan,

2008).

Uji One Way ANOVA bertujuan untuk mengetahui perbedaan jumlah
makrofag antara kelompok tanpa perlakuan, kelompok aplikasi Triamcinolone
acetonide 0,1%, dan kelompok aplikasi ekstrak ethanol kulit buah delima
(Punica granatum L) pada penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang
diinduksi panas. Apabila data berdistribusi tidak normal dan varian data tidak
homogen maka digunakan uji Kruskal Wallis. Selanjutnya, dilakukan uji Post Hoc
Tukey sebagai lanjutan one way Anova atau Mann Whitney sebagai uji lanjutan

Kruskal Wallis (Dahlan, 2008).



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

5.1 Hasil Penelitian

Sampel penelitian didapatkan dengan mengambil jaringan mukosa tikus
wistar yang didekaputasi pada satu hari setelah hari ketiga, kelima, ketujuh
pasca ulserasi kemudian dilakukan pembuatan preparat dengan pengecatan
Haematoxylin-Eosin. Berdasarkan gambar hasil pewarnaan Haematoxylin-Eosin
yang diamati menggunakan software Olyvia dengan perbesaran 400 Kali,
gambaran sel makrofag berbentuk bulat dengan sitoplasma berwarna merah

terang dan inti berwarna ungu kebiruan berbentuk menyerupai ginjal (Hidayati

dkk, 2015).
Tabel 5.1 Rerata Jumlah Makrofag Tikus Wistar Pemeriksaan
Mikroskop Pembesaran 400x sebanyak 5 lapang pandang

Kelompok Hari Rerata Makrofag Standar Deviasi
Kontrol Negatif 1 3 26,000 2,0000
Kontrol Positif 1 3 36,000 4,0000
Perlakuan 1 3 27,333 3,2146
Kontrol Negatif 2 5 25,667 4,6188
Kontrol Positif 2 5 22,333 3,7859
Perlakuan 2 5 17,333 1,5275
Kontrol Negatif 3 7 16,333 4,7258
Kontrol Positif 3 7 12,000 2,0000
Perlakuan 3 7 8,000 1,0000
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Gambar 5.1 a) Gambaran makrofag pada preparat K(-)3, b) Preparat K(+)3, ¢) Preparat P3
dengan pengecatan HE dan perbesaran 400x

Gambaran mikroskopis (Gambar 5.1) didapatkan bahwa jaringan ulkus
traumatik pada mukosa labial tikus pada hari ke 3 menunjukkan bahwa jumlah
makrofag paling banyak pada kelompok K(+) dan jumlah makrofag paling sedikit

pada kelompok K(-).

Gambar 5.2 a) Gambaran makrofag pada preparat K(-)5, b) Preparat K(+)5, c) Gambaran
Preparat P5 dengan pengecatan HE dan perbesaran 400x
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Gambaran mikroskopis (Gambar 5.2) didapatkan bahwa jaringan ulkus
traumatik pada mukosa labial tikus pada hari ke 5 menunjukkan bahwa jumlah
makrofag paling banyak pada kelompok K(-) dan jumlah makrofag paling sedikit

pada kelompok P.

Gambar 5.3 a) Gambaran makrofag pada preparat K(-)7, b) Preparat K(+)7, c) Gambaran
Preparat P7 dengan pengecatan HE dan perbesaran 400x

Gambaran mikroskopis (Gambar 5.3) didapatkan bahwa jaringan ulkus
traumatik pada mukosa labial tikus pada hari ke 7 menunjukkan bahwa jumlah
makrofag paling banyak pada kelompok K(-) dan jumlah makrofag paling sedikit

pada kelompok P.

® Kontrol Negatif

B Kontrol Positif

= Perlakuan

Hari ke-3 Hari ke-5 Hari ke-7

Gambar 5.4 Diagram Rerata Jumlah Makrofag
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Diagram tersebut menunjukkan bahwa :

a. Hari ke 3 jumlah makrofag yang paling banyak pada kelompok K(+) dan
jumlah makrofag yang paling sedikit pada kelompok K(-).

b. Hari ke 5 jumlah makrofag yang paling banyak pada kelompok K(-) dan
jumlah makrofag yang paling sedikit pada kelompok P.

c. Hari ke 7 jumlah makrofag yang paling banyak pada kelompok K(-) dan

jumlah makrofag yang paling sedikit pada kelompok P.

5.2 Analisa Data

Data hasil penelitian berupa jumlah makrofag dianalisis menggunakan
metode one way Anova. Sebelum dilakukan pengujian dengan one way Anova,
dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas ragam. Uji normalitas menggunakan

Shapiro-Wilk dan uji homogenitas menggunakan Levene’s Test.

5.2.1 Uji Normalitas Data
Pengujian normalitas dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk.
Uji normalitas terpenuhi jika nilai signifikansi hasil penghitungan p>0,05.

Didapatkan hasil pengujian normalitas sebagai berikut.

Tabel 5.2 Uji Normalitas Makrofag

Shapiro-Wilk
Df Sig.
Makrofag 27 0,719

Berdasarkan pada tabel diatas, didapatkan nilai signifikansi sebesar
0,719. Jika nilai signifikansi dibandingkan dengan p=0,05 maka dapat
disimpulkan bahwa nilai signifikansi lebih besar daripada 0,05. Sehingga, dari
pengujian ini dapat diketahui bahwa uji normalitas telah terpenuhi dan data

berdistribusi normal.
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5.2.2 Uji Homogenitas Ragam

Pengujian homogenitas ragam dilakukan dengan menggunakan Levene’s
Test. Uji homogenitas ragam dikatakan terpenuhi jika nilai signifikansi hasil
penghitungan p>0,05. Dari hasil analisis data didapatkan pengujian homogenitas

ragam sebagai berikut.

Tabel 5.3 Uji Homogenitas Ragam Makrofag

Lavene Statistic dfl df2 Sig.
1,800 8 18 0,143

Berdasarkan pada tabel diatas, didapatkan koefisien Levene statistis
sebesar 1,800 dengan nilai signifikansi sebesar 0,143. Jika nilai signifikansi
dibandingkan dengan p=0,05 maka dapat disimpulkan bahwa nilai signifikansi
lebih besar daripada 0,05. Sehingga, dari pengujian ini dapat diketahui bahwa uji

homogenitas ragam telah terpenuhi.

5.2.3 Uji One Way Anova

Hipotesis pada uji one way ANOVA ditentukan melalui suatu rumusan
yaitu Ho diterima bila nilai signifikansi lebih besar dari 0,05 dan H1 diterima bila
nilai signifikansi lebih kecil dari 0,05. Ho dari penelitian ini adalah ekstrak ethanol
kulit buah delima (Punica granatum L.) tidak berpengaruh terhadap jumlah
makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang diinduksi panas,
sedangkan H1 adalah ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
berpengaruh terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik tikus
wistar yang diinduksi panas.

Setelah kedua pengujian yang melandasi uji one way Anova telah
terpenuhi, selanjutnya dilakukan pengujian untuk mengetahui perubahan jumlah

makrofag. Berikut hasil penghitungan uji one way Anova.
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Tabel 5.4 Uji One Way Anova

Sum of Squares df  Mean F Sig.
Square
Between Groups 1795,333 8 224,417 21,112 0,000
Within Groups 191,333 18 10,630
Total 1986,667 26

Berdasarkan pada tabel diatas, didapatkan signifikansi sebesar 0,000.
Nilai signifikansi yang didapatkan dari proses penghitungan lebih kecil daripada
p=0,05. Sehingga dari pengujian ini dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan
yang signifikan jumlah makrofag antar kelompok. Berdasarkan pada tabel diatas,
didapatkan nilai p=0,00 lebih kecil daripada p=0,05, maka H1 diterima sehingga
dapat disimpulkan bahwa ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
berpengaruh terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik tikus

wistar yang diinduksi panas.

5.2.4 Uji Post Hoc Tukey

Analisa mengenai perbedaan jumlah makrofag dari kesembilan kelompok
dapat diketahui dengan menggunakan Uji Post Hoc Tukey. Metode Post-Hoc
yang digunakan adalah uji HSD. Pada Uji Post Hoc Tukey, suatu data dikatakan
berbeda secara bermakna apabila nilai signifikansi p<0,05 serta pada interval

kepercayaan 95%.



Berdasarkan uji Post Hoc didapatkan hasil sebagai berikut

Tabel 5.5 Uji Post Hoc Tukey
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K(-)3 K(5 K(H)7 K(H)3 K(H+)5 K(+)7 P3 P5 P7
K(-)3 1.000 0.039* 0.030* 0.892 0.001* 1.000 0.081 0.000*
K(-)5 1.000 0.050* 0.024* 0.933 0.002* 0.999 0.102 0.000*
K(-)7 0.039* 0.050* 0.000* 0.415 0.779 0.014* 1.000 0.102
K(+)3 0.030* 0.024* 0.000* 0.002* 0.000* 0.081 0.000* 0.000*
K(+)5 0.892 0.933 0.415 0.002* 0.024* 0.632 0.635 0.001*
K(+)7 0.001* 0.002* 0.779 0.000* 0.024* 0.000* 0.560 0.841
P3 1.000 0.999 0.014* 0.081 0.635 0.000* 0.030* 0.000*
P5 0.081 0.102 1.000 0.000* 0.635 0.560 0.030* 0.050*

P7 0.000* 0.000* 0.102 0.000* 0.001* 0.841 0.000* 0.050*

Berdasarkan tabel hasil uji Post Hoc Tukey di atas dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan jika p=<0,05 dan terdapat perbedaan
yang tidak signifikan jika p=>0,05. Tabel diatas membandingkan tiap-tiap
kelompok perlakuan.

Terdapat perbedaan yang signifikan antara K(-)3 dibandingkan dengan
kelompok K(-)7, K(+)3, K(+)7, dan P7. Terdapat perbedaan yang signifikan
antara K(-)5 dibandingkan dengan kelompok K(-)7, K(+)3, K(+)7, dan P7.
Terdapat perbedaan yang signifikan antara pada K(-)7 dibandingan dengan
kelompok K(-)3, K(-)5, K(+)3, dan P3. Terdapat perbedaan yang signifikan
antara K(+)3 dibandingkan dengan kelompok K(-)3, K(-)5, K(-)7, K(+)5, K(+)7, P5
dan P7. Terdapat perbedaan yang signifikan antara K(+)5 dibandingan dengan
kelompok K(+)3, K(+)7 dan P7. Terdapat perbedaan yang signifikan antara K(+)7
dibandingan dengan kelompok K(-)3, K(-)5, K(+)3,K(+)5, dan P3. Terdapat
perbedaan yang signifikan antara P3 dibandingkan dengan kelompok K(-)7,

K(+)7, P5, dan P7. Terdapat perbedaan yang signifkasi antara P5 dibandingkan
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dengan kelompok K(+)3, P3, dan P7. Terdapat perbedaan yang signifikan antara
P7 dengan kelompok K(-)3, K(-)5, K(+)3, K(+)5, P3 dan P5.

Terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara K(-)3 dibandingkan
dengan kelompok K(-)5, K(+)5, P3 dan P5. Terdapat perbedaan yang tidak
signifikan antara K(-)5 dibandingkan dengan kelompok K(-)3, K(+)5, P3 dan P5.
Terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara pada K(-)7 dibandingan dengan
kelompok K(+)5, K(+)7, P5, dan P7. Terdapat perbedaan yang tidak signifikan
antara K(+)3 dibandingkan dengan kelompok P3. Terdapat perbedaan yang tidak
signifikan antara K(+)5 dibandingan dengan kelompok K(-)3, K(-)5, K(-)7, P3 dan
P5. Terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara K(+)7 dibandingan dengan
kelompok K(-)7, P5, dan P7. Terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara P3
dibandingkan dengan kelompok K(-)3, K(-)5, K(+)3, dan K(+)5. Terdapat
perbedaan yang tidak signifikan antara P5 dibandingkan dengan kelompok K(-)3,
K()5, K(-)7, K(+)5, dan K(+)7. Terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara

P7 dengan kelompok K(-)7 dan K(+)7.



BAB VI

PEMBAHASAN

Pengamatan pada penelitian ini dilakukan di hari ke-3, ke-5 dan ke-7
setelah semua hewan coba dilakukan ulserasi. Lesi yang timbul dari trauma pada
mukosa labial bawah tikus wistar terbentuk satu hari setelah induksi panas
dilakukan vyaitu tampak lesi berwarna kekuningan dengan tepi kemerahan
berbentuk bulat atau oval dengan tepi kemerahan. Hal ini sesuai dengan Anjani
(2012), yang menjelaskan bahwa ulkus traumatik mempunyai gambaran Klinis
berupa lesi berwarna kekuningan hingga kelabu, seringkali cekung dan biasanya
berbentuk oval dengan tepi eritematosus.

Pembuatan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
dengan cara dingin yaitu maserasi karena metode yang digunakan sederhana
tetapi efektifitasnya tinggi untuk menarik zat-zat aktif (Tanin, Flavonoid) yang
terkandung dalam kulit buah delima, hal ini didukung dengan penelitian yang
dilakukan oleh Ariani, dkk (2015) bahwa penggunaan teknik maserasi dapat
menarik zat-zat aktif (Tanin, flavonoid) dengan optimal. Ekstraksi menggunakan
ethanol 96% karena larutan ethanol mampu mengikat zat fitokimia yang
terkandung dalam kulit buah delima (Punica granatum L.) seperti tanin dan
flavonoid (Marnoto dkk, 2012; Syafitri dkk, 2014). Setelah dilakukan proses
maserasi nantinya akan didapatkan kandungan ekstrak ethanol kulit buah delima
dengan konsentrasi 100%.

Pembuatan ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
diformulasikan dalam bentuk gel dengan menggunakan gelling agent berupa
Carbopol, karena Carbopol memiliki stabilitas dan kompatibilitas yang tinggi dan

toksisitas yang rendah (Sudjono, 2012). Selain itu, gel memiliki keuntungan yaitu
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memberikan sensasi dingin, tidak menimbulkan bekas dikulit, mudah digunakan,
mudah merata jika dioleskan tanpa penekanan (Anggraeni dkk, 2012).
Berdasarkan uji ANOVA one way didapatkan perbedaan yang signifikan
jumlah makrofag pada kelompok tanpa perlakuan, kelompok yang diaplikasikan
Triamcinolone acetonide 0,1%, dan kelompok yang diaplikasikan ekstrak kulit
buah delima (Punica granatum L.). Hal ini menunjukan bahwa terdapat pengaruh
ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag
pada penyembuhan ulkus traumatik tikus wistar yang diinduksi panas. Hal ini
didukung oleh penelitian sebelumnya mengenai ekstrak kulit delima yang
dilakukan oleh Putri (2013) terhadap jumlah makrofag, fibroblas dan kolagen
pada penyembuhan luka bakar tikus putih dengan hasil yang didapatkan adanya
perbedaan yang signifikan antar kelompok dan penyembuhan luka yang terjadi
lebih cepat dibandingkan dengan kelompok yang tidak diberi perlakuan.
Penelitian ini didapatkan K(+)3 memiliki rerata jumlah makrofag tertinggi
dibandingkan dengan kelompok yang lain, hal ini disebabkan karena
Triamcinolone acetonide 0,1% mempunyai peran yaitu menghambat MIF
(Migration Inhibitory Factor) sehingga makrofag mudah keluar dari jaringan yang
dipengaruhinya (Arimbi, 2010), hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan
oleh Gegana (2017), bahwa penggunaan Kkortikosteroid topikal dapat
berpengaruh pada jumlah makrofag. Kelompok K(+)5 dan K(+)7 mengalami
penurunan jumlah makrofag dibandingkan dengan K(+)3. Hal ini dikarenakan sel
makrofag telah mulai memasuki fase proliferasi yaitu pada hari ke-5 dengan
menghasilkan growth factors yang menginduksi fibroblast untuk berproliferasi,
migrasi dan membentuk matriks ekstraseluler. Kemudian pada hari ke-7 jumlah
makrofag mulai menurun seiring dengan adanya fibroblas, angiogenesis yang
mendominasi di daerah luka (Gurtner, 2007). Kelompok K(+)3 tidak ada

perbedaan secara bermakna dengan P3, begitu pula kelompok K(+)5 dengan
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P5, dan kelompok K(+)7 dengan kelompok P7 yang tidak ada perbedaan yang
bermakna. Hal ini menandakan bahwa efek dari ekstrak ethanol kulit buah delima
hampir sama dengan kelompok yang di aplikasikan dengan Triamcinolone
acetonide 0,1%.

Kelompok P3 memiliki jumlah makrofag yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok K(-)3, hal ini berkaitan dengan zat-zat biologis aktif yang
terdapat pada kulit buah delima (Punica granatum L.) yang mempunyai pengaruh
pada sel makrofag. Tanin berupa ellagitanin dan Flavonoid berupa flavol dan
flavonol memiliki kemampuan imunomodulator untuk merangsang proliferasi
limfosit sehingga menyebabkan sel T Helper 1 (Thl) teraktivasi. Sel Thl yang
teraktivasi akan mempengaruhi SMAF (Spesific Makrofag Activating Factor) yang
dapat mengaktivasi makrofag. Makrofag yang teraktivasi akan menghasilkan
Growth Factors seperti Fibroblast Growth Factor (FGF), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor Beta (TGF-(), dan Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) yang digunakan untuk merangsang pembentukan
kolagen dan elastin oleh fibroblas dan menginduksi pembentukan pembuluh
darah baru sehingga akan mempercepat fase proliferasi dan penyembuhan luka
(Christina dkk, 2015; Widyastomo, 2013; Haeria dkk, 2017; Hertiani dkk, 2018).
Kandungan flavonoid dalam kulit buah delima juga berfungsi merangsang sel-sel
fagosit yaitu makrofag untuk melakukan respon fagositosis (Hayyu N dkk, 2013;
Kusmardi dkk, 2007).

Hal ini juga sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Putri
(2013), bahwa dalam penelitiannya yang menggunakan ekstrak kulit buah delima
pada luka bakar tikus putih yaitu terjadi peningkatan jumlah makrofag pada
kelompok yang diaplikasikan ekstrak kulit buah delima dibandingkan dengan
kelompok tanpa perlakuan, dengan adanya peningkatan jumlah makrofag dapat

menginduksi fibroblas kedalam daerah luka pada saat fase inflamasi sehingga
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dapat memicu penyembuhan luka dengan cepat. Kandungan Tanin dalam kulit
buah delima memiliki fungsi yaitu mensintesis TGF-f yang merangsang
terbentuknya angiogenesis dan biosintesis kolagen serta menstimulasi migrasi
fibroblas.(Gurtner, 2007; Nurdiana dkk, 2016).

Kelompok K(-) pada hari ke-3 dibandingkan dengan hari ke-5 terjadi
penurunan jumlah makrofag namun tidak signifikan, hal ini dikarenakan proses
penyembuhan luka yang terjadi bersifat self healing dan tidak adanya perlakuan
yang diberikan sehingga penurunan jumlah makrofag yang terjadi tidak sebanyak
kelompok K(+) maupun kelompok yang diberi perlakuan berupa ekstrak ethanol
kulit buah delima.

Kelompok perlakuan mengalami penurunan jumlah makrofag yaitu pada
hari ke-5, dan hari ke-7 dibandingkan hari ke-3 hal ini dapat terjadi karena
makrofag telah memasuki fase proliferasi sejak hari ke-5 sehingga pada daerah
luka keberadaan makrofag semakin menurun seiring dengan digantikannya
fibroblas dan angiogenesis, selain itu adanya peningkatan aktivitas makrofag
oleh kandungan tanin berupa ellagitanin dan flavonoid berupa flavol dan flavonol
pada kulit buah delima yang berfungsi sebagai imunomodulator pada fase
inflamasi sehingga makrofag akan terjadi apoptosis dan terjadi penurunan jumlah
makrofag pada hari-5 dan hari-7 dibandingkan dengan hari ke-3.

Namun, masih terdapat keterbatasan pada penelitian ini yaitu tidak
adanya variasi konsentrasi sehingga tidak dapat mengetahui konsentrasi yang
optimal dalam penyembuhan ulkus traumatik menggunakan ekstrak ethanol kulit
buah delima (Punica granatum L.). Keterbatasan kedua yaitu adanya pengaruh
keadaan rongga mulut tikus saat dilakukannya pengaplikasian ekstrak ethanol
kulit buah delima, yaitu pengaruh saliva terhadap penempelan gel ekstrak
ethanol kulit buah delima yang akan berpengaruh terhadap jumlah makrofag dan

proses penyembuhan luka. Keterbatasan ketiga yaitu diperlukannya uji efek
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samping apabila melakukan penelitian dengan pengaplikasian secara orabase
pada manusia. Keterbatasan keempat yaitu tidak dilakukannya pengamatan
secara makroskopis pada ulkus traumatik hewan coba untuk mengetahui
perbedaan percepatan penyembuhan Iuka secara makroskopis, dan
keterbatasan kelima adalah tidak dilakukannya perhitungan jumlah makrofag
pada hari ke 1 sampai ke 2 untuk mengetahui apakah terdapat peningkatan

jumlah makrofag.



BAB VII

PENUTUP

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan :

7.1. Kesimpulan

1.

Pemberian ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.)
berpengaruh terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus traumatik
tikus wistar.

Rerata jumlah makrofag pada hari ketiga, tertinggi pada kelompok tikus
wistar yang diberi Triamcinolone acetonide 0,1% dan terendah pada
kelompok tikus wistar yang tidak diberi perlakuan.

Rerata jumlah makrofag pada hari kelima, tertinggi pada kelompok tikus
wistar yang tidak diberi perlakuan dan terendah pada kelompok tikus wistar
yang diberi ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.).

Rerata jumlah makrofag pada hari ketujuh, tertinggi pada kelompok tikus
wistar yang tidak diberi perlakuan dan terendah pada kelompok tikus wistar
yang diberi ekstrak ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.).

Rerata keseluruhan dari jumlah makrofag didapatkan tertinggi pada
kelompok tikus wistar yang diberi Triamcinolone acetonide 0,1% pada hari
ke 3 dan terendah pada kelompok tikus wistar yang diberi ekstrak ethanol

kulit buah delima (Punica granatum L.) pada hari ke 7.

7.2 Saran

Berdasarkan kekurangan yang ada pada penelitian ini, maka perlu

diadakan penelitian yang lebih lanjut sebagai berikut:

1.

Penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh ekstrak ethanol kulit buah delima

(Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus
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traumatik tikus wistar yang diinduksi panas dengan konsentrasi yang
bervariasi.

Penelitian lebih lanjut mengenai efek samping dalam pemberian ekstrak
ethanol kulit buah delima (Punica granatum L.) sebagai terapi penyembuhan
ulkus traumatik.

Penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh ekstrak ethanol kulit buah delima
(Punica granatum L.) terhadap jumlah makrofag pada penyembuhan ulkus

traumatik tikus wistar yang diinduksi panas pada hari ke-1 dan hari ke-2.
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