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Pengaruh Terapi Tepung Tapioka Terhadap Kadar Malondialdehyde

dan Gambaran Histopatologi Organ Lambung pada Tikus
(Rattus norvegicus) Model IBD Hasil Induksi Indometasin

ABSTRAK
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IBD merupakan kondisi inflamasi pada saluran pencernaan yang dapat
disebabkan efek samping obat non steroidal anti-inflammatory drugs, seperti
indometasin. Pati resisten dalam tepung tapioka berperan sebagai mukoprotektan
pada mukosa lambung. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh terapi
tepung tapioka terhadap penurunan kadar Malondialdehida MDA dan gambaran
histopatologi lambung tikus (Rattus novergicus) model IBD hasil induksi
indometasin. Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hewan coba menggunakan tikus (Rattus
norvegicus) jantan strain wistar berumur 8-12 minggu dengan berat 150-200
gram. Tikus dibagi dalam 5 kelompok perlakuan; kelompok kontrol, kelompok
IBD, dan kelompok terapi masing-masing diinduksi indometasin dan terapi
tepung tapioka dengan dosis masing-masing 0,9 mg/kg BB, 1,8 mg/kg BB, dan
3,6 mg/kg BB. Kadar MDA lambung dianalisa dengan oneway ANOVA dan
histopatologi lambung dianalisa secara deskriptif. Hasil analisis data
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok
perlakuan terhadap penurunan kadar MDA (P>0,05). Kesimpulan penelitian ini
adalah pemberian terapi tepung tapioka tidak dapat menurunkan kadar MDA,
walaupun ada kecenderungan menurun dan juga pada perbaikan jaringan lambung
pada tikus model Inflammatory Bowel Disease.

Kata Kunci : Inflamatory Bowel Disease, Indometasin, mukoprotektan, Tepung
Tapioka, MDA dan Histopatologi Lambung.
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Effect of Tapioca Flour Therapy on Malondialdehyde Levels and
Features of Stomach Histopathology in Rat (Rattus norvegicus)
Model IBD Induction of Indomethacin

ABSTRACT

IBD is an inflammatory condition in the digestive tract that can be caused
by side effects of non steroidal anti-inflammatory drugs, such as indomethacin.
Resistant starch in tapioca flour acts as a mucoprotectant in the gastric mucosa.
This study aims to determine the effect of tapioca flour therapy on decreasing
levels of MDA Malondialdehyde and histopathological features of rats (Rattus
novergicus) IBD indometacin induction model. This research is experimental by
using a completely randomized design (CRD). Experimental animals use male rats
(Rattus norvegicus) wistar strains aged 8-12 weeks weighing 150-200 grams. Rats
were divided into 5 treatment groups; the control group, the IBD group, and the
therapeutic group were induced by indomethacin and tapioca flour therapy with a
dose of 0.9 mg / kg body weight, 1.8 mg / kg body weight, and 3.6 mg / kg body
weight respectively. Gastric MDA levels were analyzed by oneway ANOVA and
gastric histopathology was analyzed descriptively. The results of data analysis
showed that there were no significant differences between the treatment groups
for the reduction in MDA levels (P> 0.05). The conclusion of this study is the
administration of tapioca flour therapy can not reduce MDA levels, although there
is a downward trend and also in the improvement of gastric tissue in rat model of
Inflammatory Bowel Disease.

Keywoards : Inflammatory Bowel Disease, Indomethacin, mucoprotector,
Tapioca Flour, MDA and Gastric Histopathology.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Inflamatory Bowel Disease merupakan suatu kondisi inflamasi kronis pada
saluran pencernaan yang ditandai oleh peradangan usus. Penyakit ini secara umum
disebabkan oleh menyimpangnya respon imun sehingga terjadi kegagalan regulasi
sistem imun dan rangsangan mikroba dalam saluran pencernaan. Penyebab
pathogenesis IBD masih belum jelas sampai saat ini, tetapi melibatkan interaksi
yang kompleks diantara faktor genetik dan faktor lingkungan (Yi-Zhen dan Yang,
2014). Penyakit Inflamatory Bowel Disease termasuk dalam golongan idiopathic
chronic inflammatory intestinal, IBD dibagi menjadi dua kelompok kategori yaitu
Cronh’s disease (CD) dan ulcerative colitis (UC) (Bernstein, et. al., 2010).
Cronh’s disease (CD) ditandai oleh peradangan transmural, segmental yang
berpotensi pada semua bagian saluran Gl, sedangkan ulcerative colitis (UC)
biasanya muncul sebagai peradangan mukosa terus menerus mulai dari dubur dan,
dalam bentuknya yang paling menonjol, berakhir di katup ileocecal (Hoffman,
2003).

Inflammatory bowel disease merupakan penyakit inflamasi yang
menyerang saluran pencernaan. Insidensi IBD relatif tinggi di negara maju seperti
Eropa atau Amerika, sedangkan di negara berkembang angka kejadian penyakit
tersebut relatif lebih rendah (Bernstein, et. al., 2015). Kasus inflammatory bowel
disease dapat terjadi pada manusia dan hewan. Gejala umum pada hewan yang
mengalami IBD adalah penurunan berat badan terus menerus dan diare. Kasus

IBD banyak dijumpai pada hewan yang masih muda maupun tua, namun



presentase tertinggi ditemukan pada hewan yang sudah tua. Suatu studi
menyatakan insiden kejadian penyakit IBD dilaporkan dari tanggal 1 Agustus

2003 sampai dengan tanggal 31 Desember 2009 terdapat 546 anjing yang telah
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teridentifikasi IBD (Kathrani et al., 2011).

Penyakit Inflamatory Bowel Disease dapat disebabkan oleh efek samping
penggunaan obat non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), seperti
indometasin. Obat-obatan NSAID’s seeperti indometasin akan menghambat
enzim COX-1 (siklooksigenase 1) dan COX-2 (siklooksigenase 2) yang berperan
dalam pembentukan prostaglandin lambung (Sparkes, 2010). NSAID’s merusak
mukosa lambung melalui dua mekanisme yaitu secara topikal dan sistemik.
Kerusakan secara topikal diakibatkan karena obat-obatan NSAID bersifat asam
dan lipofilik sehingga memudahkan trapping H* untuk masuk ke dalam mukosa
dan menimbulkan kerusakan. Efek sistemik NSAID yaitu dengan menghambat
sintesa prostaglandin, dimana prostaglandin merupakan substansi sitoprotektif
yang sangat penting bagi mukosa lambung (gastroprotektif) (Sparkes, 2010).

Indometasin menyebabkan kerusakan pada saluran pencernaan dan
menginduksi pelepasan sel-sel inflamatori seperti neutrofil, monosit, makrofag
dan sitokin yang akan memicu terjadinya kerusakan lambung. Sel-sel inflamasi
tersebut akan menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS) yang dapat
menghasilkan radikal bebas dan enzim proteolitik. Radikal bebas menyebabkan
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid merupakan proses oksidasi lemak tidak jenuh
rantai panjang (Polyunsaturated fatty acids atau PUFA) pada membran sel yang

menghasilkan produk aldehid seperti Malondialdehida (MDA). Peroksidasi lipid
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pada membran biologis akibat radikal bebas mampu menyebabkan kerusakan sel-
sel lambung. Malondialdehida dan enzim proteolitik yang dihasilkan ROS

memiliki sifat-sifat toksik terhadap sel lambung yang dapat menyebabkan
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kematian sel-sel lambung dan menyebabkan perubahan histologi sel lambung
(Khennouf et.al., 2010; Segal, 2005 dalam Sholichah, 2012).

Indonesia merupakan negara tropis yang kaya akan keanekaragaman
hayati termasuk tanaman pangan, salah satu diantaranya ialah tanaman singkong
(Mannihot esculenta crantz). Tanaman singkong merupakan tanaman pangan
yang sudah lama dibudidayakan secara tradisional di Indonesia dan sudah dikenal
luas di masyarakat. Singkong memiliki beberapa kegunaan, antara lain sebagai
bahan pangan, bahan baku industri dan juga dapat digunakan sebagai pakan
ternak. Adapun singkong memiliki kandungan vitamin C yang cukup tinggi
(sekitar 27,5%) dan senyawa bioaktif fenolik seperti flavonoid, skopoletin,
triterpenoid, tannin, saponin, dll. Konsumsi vitamin C sangat bermanfaat dalam
proses penyembuhan luka karena dapat mempengaruhi tingkat keparahan respon
inflamasi dan kualitas penyembuhan dan juga senyawa bioaktifnya dapat berperan
sebagai antioksidan (Herlina dan Nuraeni, 2014). Antioksidan diperlukan untuk
mencegah kondisi stres oksidatif dan melindungi molekul lain dalam sel dari
kerusakan akibat oksidasi oleh radikal bebas (Werdhasari, 2014).

Singkong dapat diolah menjadi berbagai jenis bahan pangan salah satunya
yaitu diolah menjadi tepung kanji atau tepung tapioka. Tapioka merupakan pati
murni yang diperoleh dari ekstraksi penggilingan singkong (Indrianti dkk, 2013).

Tepung singkong/tepung tapioka termasuk bahan pangan yang jika dilakukan
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modifikasi terhadap patinya akan menambah nilai fungsional. Salah satu produk
modifikasi tepung singkong adalah pati resisten (Onyango, et al., 2006 dalam
Setiarto dkk, 2018). Prangdimurti, et al. (2007) dalam Setiarto dkk, (2018)
mendefinisikan pati resisten sebagai fraksi pati atau produk degradasi pati yang
tidak terabsorbsi dalam usus halus individu yang sehat karena masih diperoleh
setelah melewati degradasi enzim secara sempurna. Onyango, et al. (2006) dalam
Setiarto dkk, (2018) menyatakan bahwa pati resisten memiliki beberapa manfaat
diantaranya dapat berperan dalam metabolisme lemak dan kolesterol, mengurangi
penyebab kanker kolon, penyakit jantung koroner, sembelit dan diabetes tipe I,
mengikat racun, asam empedu dan karsinogen.

Selama ini masyarakat luas hanya memanfaatkan singkong dan hasil
olahannya sebagai bahan pangan dan kurang mengetahui manfaat tanaman
singkong, terutama tepung tapioka sebagai hasil olahan singkong di bidang
kesehatan. Tepung tapioka berpotensi sebagai obat yang berguna untuk kesehatan,
dan sampai saat ini belum dipelajari manfaat tepung kanji untuk Inflammatory
Bowel Disease. Penelitian ini akan menguji kandungan pati resisten dan senyawa
bioaktif pada tepung tapioka dalam kaitannya sebagai mukoprotektan serta
antioksidan dalam saluran pencernaan. Oleh karena itu pada penelitian ini
dilakukan studi terapi tepung tapioka terhadap ekspresi malondialdehida dan
histopatologi lambung tikus putih (Rattus norvegicus) yang mengalami

Inflammatory Bowel Disease hasil induksi indometasin.



1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah pemberian terapi tepung tapioka dapat berpengaruh pada penurunan

kadar Malondialdehida (MDA) lambung tikus (Rattus norvegicus) model IBD
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yang diinduksi indometasin?
2. Apakah pemberian terapi tepung tapioka dapat memperbaiki gambaran
histopatologi lambung tikus (Rattus norvegicus) model IBD yang diinduksi

indometasin?

1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan rumusan masalah yang sudah disebutkan diatas, maka penelitian

ini dibatasi pada:

1. Hewan model yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
berumur 3 bulan dengan berat badan 150-200 gram. Penggunaan tikus telah
mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian UB no : 1065-KEP-UB.

2. Pembuatan keadaan Inflammatory Bowel Disease (IBD) pada hewan model
dilakukan dengan cara pemberian indometasin sebanyak 15mg/kgBB secara
per oral (Aulani’am, 2012).

3. Tepung tapioka dengan merk Langgeng Jaya yang digunakan sebagai terapi
tikus model Inflammatory Bowel Disease (IBD) diperoleh dari pasar di
wilayah kota Malang.

4. Variabel yang diamati pada penelitian ini adalah gambaran histopatologi dan

kadar MDA pada lambung tikus putih (Rattus norvegicus).
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1.4. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, maka tujuan dari
penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh terapi tepung tapioka pada lambung tikus putih (Rattus

norvegicus) model Inflammatory Bowel Disease (IBD).

2. Mengetahui pengaruh terapi tepung tapioka terhadap penurunan kadar MDA
pada lambung tikus putih (Rattus norvegicus) model Inflammatory Bowel

Disease (IBD).

1.5. Manfaat Penelitian
1.5.1 Bagi Ilmu Pengetahuan
a. Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang
terapi Inflammatory Bowel Disease melalui pemberian tepung tapioka.
b. Hasil Penelitian diharapkan dapat menjadi bahan untuk menambah
wawasan tentang upaya terapi Inflammatory Bowel Disease melalui
pemberian tepung tapioka.
1.5.2 Bagi Peneliti
a. Sebagai syarat tugas akhir memperoleh gelar Sarjana Kedokteran
Hewan
b. Sebagai implementasi disiplin ilmu sehingga dapat mengembangkan

wawasan keilmuan peneliti.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Inflammatory Bowel Disease (I1BD)

Inflammatory Bowel Disease (IBD) adalah penyakit inflamasi kronis pada
saluran pencernaan yang ditandai dengan peradangan dan infiltrasi seluler pada
mukosa lambung, usus halus, dan usus besar. Inflammatory Bowel Disease (IBD)
merupakan penyakit idiopatik yang diperkirakan melibatkan reaksi imun dalam
tubuh terhadap saluran pencernaan. Secara umum IBD dapat dibedakan menjadi
dua jenis yaitu Ulcerative Colitis (UC) dan Crohn Disease (CD). Sama halnya
dengan namanya, inflamasi UC hanya terbatas pada kolon, sementara CD
mencakup semua segmen dari slauran pencernaan mulai dari mulut sampai anus
(Rowe, 2015).

Etiologi pasti penyebab IBD masih dianggap multifaktoral, adapun faktor-
faktor tersebut diantaranya infeksi bakteri atau virus, penurnan system imun dan
faktor genetik. Selain itu ada penelitian yang menyatakan penyebab IBD akibat
respon imun terhadap antigen intraluminal (contohnya protein dari susu sapi),
konsumsi asam lemak tak jenuh, dan karena adanya efek samping obat-obatan
seperti penggunaan NSAID (Fakhoury et.al., 2014).

Patomekanisme IBD berawal dari faktor agen penyebab serta menurunnya
toleransi organ intestinal pada flora normal sehingga menyababkan terjadinya
inflamasi kronis pada usus. Salah satu penyebab dari IBD yaitu penggunaan obat-
obatan Non Steroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAID), dimana mampu

menghambat enzim sikloogksigenase (COX), baik COX-1 maupun COX-2.
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Adapun dampak dari penurunan enzim siklooksigenase akan menyebabkan
produksi prostaglandin (PGE2) menurun dan akan diikuti dengan peningkatan
sekresi HCI dan penurunan sekresi mukus, sehingga lambung mengalami
inflamasi. Inflamasi tersebut akan menyebabkan kerusakan jaringan dan
peningkatan aktivitas fagosistosis oleh makrofag. Fagositosis makrofag tersebut
akan menrangsang keluarnya sitokin proinflamatori, peningkatan mediator
inflamasi, dan peningkatan produksi Reactive Oxide Species (ROS) yang akhirnya

menyebabkan terjadinya Inflammatory Bowel Disease (Sparkes, 2010).

2.2 Indometasin

Indometasin merupakan salah satu obat yang termasuk dalam golongan
Non Steroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAIDs). Dosis terapi indometasin
khususnya dalam penggunaan jangka panjang mempunyai efek samping yaitu
menyebabkan inflamasi pada saluran pencernaan (Maity et.al., 2008). Mekanisme
kerja dari indometasin adalah dengan menghambat COX non selektif sehingga
dapat menurunkan pembentukan prekursor prostaglandin (Sparkes, 2010).

Non Steroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAID) menyebabkan
hipermotilitas pada saluran pencernaan, yang akan diikuti dengan kerusakan
kapiler dan aktivasi neutrofil yang memicu terjadinya kerusakan lambung.
Hipermotilitas lambung dan rusaknya pembuluh darah berkaitan dengan
penurunan produksi prostaglandin  akibat dari terhambatnya COX-1.
Penghambatan COX-1 dapat meningkatkan COX-2, sehingga dihasilkan PGE:

yang dapat menekan interaksi neutrophil dengan endotel, oleh karena itu



-
o
(o~

i ]
p—
S
—
o

-
(53
o
[ = 1
D
=

UNIVERSITAS

BRAWIJAYA

indometasin dapat meredakan gejala peradangan seperti nyeri tetapi juga dapat
menyebabkan rusaknya lambung (Maity et.al., 2008).
2.3 Hewan Coba Tikus

Pembuatan hewan model IBD dapat menggunakan beberapa spesies
hewan, salah satu hewan coba yang dapat digunakan yaitu tikus putih (Rattus
norvegicus ). Ciri-ciri morfologi Rattus norvegicus (Gambar 2.1) antara lain
memiliki hidung tumpul, panjang badan 18-25 cm, kepala dan badan lebih pendek
dari ekornya, serta telinga relatif kecil dan tidak lebih dari 20-23 mm. Rattus
norvegicus memiliki waktu hidup 2,5 tahun sampai 3,5 tahun, denyut jantung 330-
480 kali permenit, frekuensi respirasi 85 kali permenit dan memasuki masa
dewasa pada usia 40-60 hari (Amir dkk, 2015). Tikus putih memiliki berberapa
galur dari hasil perkembangbiakan dan persilangan antar tikus yaitu Wistar,
Sprague, Dawley, Madison, Wicaoustin, dan Long Evans. Menurut Akbar (2010),
tikus yang digunakan sebagai hewan coba dalam penelitian adalah Rattus

norvegicus strain Wistar yang memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
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Gambar 2.1 Tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar (Akbar, 2010)

Rattus novergicus adalah hewan coba paling popular dalam penelitian
yang berkaitan dengan pencernaan karena memiliki saluran pencernaan dengan
tipe monogastrik. Hewan ini digunakan sebagai hewan coba dengan pertimbangan
yaitu pola makan omnivore atau pemakan segala makanan. Kebutuhan pakan atau
nutrisi pada tikus Rattus novergicus yakni 28 g/hari yang dapat diperoleh dari
ikan, daging, biji-bijian dan lain-lain.

2.4 Malondialdehida (MDA)

Malondialdehida merupakan senyawa mutagenik yang bersifat toksik dan
reaktif dengan rumus molekul CH2(CHO),. Malondialdehida timbul akibat dari
adanya kondisi stress oksidatif. Peningkatan imunokuinon akan menyebabkan
terjadinya stress oksidatif. Invasi bakteri patogen pada mukosa lambung akan
mengaktifkan neutrofil yang berperan untuk perusakan mikroorganisme secara
fagositosis yang selanjutnya didegradasi oleh Reactive oxygen species (ROS) dan
protease. Pelepasan protease menyebabkan terjadinya kerusakan jaringan dan
inflamasi (Segal, 2005 dalam Sholichah dkk, 2012). Reactive oxygen species

seperti O2 dan OH dilepaskan dan pengaktifan sel imun dan sel inflamasi
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menyebabkan kerusakan pada mukosa lambung. Pada sel, ROS dapat bereaksi
dengan phospholipid membran menghasilkan peroksidasi lipid dengan produk

akhir malondialdehid (MDA) yang akan menginisiasi reaksi berantai. MDA akan

-
o
(o~

i ]
p—
S
—
o

-
(53
o
[ = 1
D
e

menyebabkan kerusakan fungsi membran dan menginaktifkan reseptor dan enzim
yang terdapat pada membran, serta meningkatkan permiabelitas jaringan

(Khennouf et al., 2010).

2.5 Lambung Tikus

Lambung adalah organ yang berfungsi untuk menyimpan dan memproses
makanan sebelum diteruskan ke duodenum. Lambung dapat terpapar oleh
berbagai macam faktor yang dapat merusak jaringan lambung (Teng et.al., 2013
dalam Sakura et.al., 2017). Lambung normal memiliki empat bagian yaitu cardia,
fundus, body dan pylorus. Dinding lambung terdiri atas empat lapisan yaitu
mukosa, submukosa, muskularis eksterna dan serosa. Lapisan mukosa terdiri atas
epitel kolumnar selapis yang masuk dalam lamina propia membentuk gastric pit.
Semua kelenjar lambung memiliki dua komponen yaitu bagian foveola (kripta,
pit) dan bagian sekresi (kelenjar). Kardia lambung berbatasan dengan esophagus
yang ditunjukkan adanya peralihan epitel skuamus simplek menjadi kolumnar
simplek, sedangkan bagian pylorus berbatasan dengan duodenum yang ditandai
dengan adanya epitel kolumnar yang tidak memiliki sel kelenjar namun terlihat
adanya kripta lyberkuhn dan kelenjar bunner (Mescher, 2010). Gambaran
histopatologi lambung IBD pada tikus dengan induksi Indometasin menunjukkan
kerusakan pada lapisan mukosa, ulcer, kongesti pada lapisan mukosa, hilangnya

sel permukaan dan struktur mukosa gastric pit dan vasodilatasi pembuluh darah
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(Aryani et. al., 2018). Gambaran histopatologi lambung tikus model IBD dapat

dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Gambaran mikroskopis lambung tikus (Perbesaran 40x)
Keterangan : (A) Lambung normal; (B) Lambung I1BD; (U) ulcer;
(K) Kongesti; (MM) Muskularis mukosa; (SM) Submukosa; (M)
mukosa; (PG) pyloric gland; (GP) gastric pit. (Eroschenko, 2008;
Aryani et. al., 2018)

2.6 Tepung Tapioka

Ubi kayu atau singkong merupakan sumber karbohidrat yang penting
setelah padi, jagung, dan sagu. Singkong memiliki nama botani Manihot
esculenta Crantz tapi lebih dikenal dengan nama Manihot utilissima. Singkong
dapat dimanfaatkan secara langsung sebagai bahan pangan pokok ataupun diolah
menjadi produk setengah jadi berupa pati singkong (tepung tapioka), gaplek, dan
tepung singkong. Tanaman singkong sebagai bahan utama tepung tapioka kaya
akan kandungan karbohidrat dan senyawa-senyawa bioaktif Fenolik seperti
saponin, flavonoid, tannin, polifenol serta skopoletin yang berperan sebagai
antioksidan dan antiinflamasi (Herlina dan Nuraeni, 2014). Tepung tapioka
merupakan salah satu produk hasil olahan singkong yang banyak digunakan

sebagai bahan baku utama maupun bahan penolong dalam beberapa produk
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pangan baik di rumah tangga maupun industri (Rahman, 2007). Tepung tapioka
berwarna putih, dan biasanya banyak digunakan oleh masyarakat, umumnya
untuk membuat makanan. Tepung tapioka dibuat dari hasil penggilingan ubi
kayu yang dibuang ampasnya. Ubi kayu tergolong polisakarida yang
mengandung pati dengan kandungan amilopektin yang tinggi tetapi lebih rendah
daripada ketan yaitu amilopektin 83% dan amilosa 17% (Winarno, 2004).
Adapun Kandungan kimia tepung tapioka yaitu :

Tabel 2.1 Kandungan kimia tepung tapioka (Rahman, 2007).

Komposisi Jumlah
Serat (%) 0,5
Air (%) 15
Karbohidrat (%) 85
Protein (%) 0,5-0,7
Lemak (%) 0,2
Energi (kalori/100 gram) 307

Tapioka adalah pati (amilum) yang diperoleh dari umbi ubi kayu (Manihot
usculenta Crantz) dengan ekstraksi penggilingan singkong (Indrianti dkk, 2013).
Pati tepung tapioka dapat dimanfaatkan sebagai pangan fungsional yang
bermanfaat bagi kesehatan dan juga berpotensi untuk menghasilkan pati resisten
yang mempunyai manfaat bagi kesehatan, yang dalam hal ini dibutuhkan sebagai
mukoprotektan pada hewan model Inflammatory Bowel Disease. Pati resisten
mempunyai efek fisiologis yang bermanfaat bagi kesehatan seperti pencegahan
kanker kolon, mempunyai efek hipoglikemik, berperan sebagai prebiotik,
mengurangi  risiko  pembentukan  batu  empedu, mempunyai  efek
hipokolesterolemik, menghambat akumulasi lemak, dan meningkatkan absorpsi

mineral (Karimah, 2011).
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Teori

Induksi

Indometasin noveraicus)

Tikus Putih (Rattus

\\ "4 ¢

\1, COX-1 COX-2 \1,
v v

PGl PGE, l,

Terapi tepung
tapioka
(Mukoprotektan)

Peningkatan sekresi HCI lambung dan menurunkan
perlindungan mukosa saluran pencernaan

v

Iritasi saluran pencernaan

v

1‘ Produksi ROS

1‘ Stress oksidatif J

1‘ Peroksidasi Lipid

T MDA
v

1‘ Perubahan Histopatologi Lambung

Gambar 3.1 Kerangka Teori Penelitian
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3.2 Kerangka Konsep

Tepung Tapioka

!

Histopatologi
Induksi Tikus (Rattus _—| patoiog
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. ) Lambung
Indometasin novergicus) \
MDA

Inflammatory Bowel Disease (IBD) adalah suatu kondisi inflamasi kronik
pada saluran pencernaan. IBD terjadi dengan diawali oleh masuknya agen kausatif
ke dalam tubuh melalui saluran pencernaan. Agen kausatif yang digunakan berupa
obat-obatan NSAID’s seperti Indometasin. Indometasin merusak mukosa lambung
melalui dua mekanisme yaitu secara lokal dan sistemik. Kerusakan pertahanan
mukosa lambung yang terjadi akibat efek indometasin yaitu terjadi karena
indometasin bersifat asam lemah, sehingga bila berada dalam lambung yang
lumennya bersifat asam (pH kurang dari 3), akan terbentuk partikel yang tidak
terionisasi. Selanjutnya partikel indometasin akan mudah berdifusi melalui
membran lipid ke dalam sel epitel mukosa lambung bersama dengan ion H+.
Dalam epitel lambung, suasana menjadi netral sehingga bagian indometasin yang
mengalami difusi akan terperangkap dalam sel epitel dan terjadi penumpukan obat
pada lapisan epitel mukosa. Pada epitel tersebut selanjutnya terjadi ulserasi,

pembentukan PG terhambat, dan terjadi proses inflamasi. Selain itu, adanya
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gangguan proses fosforilasi oksidatif di mitokondria dapat berakibat pada
penurunan produksi adenosine triphosphate (ATP), peningkatan adenosine

monophosphate (AMP), dan peningkatan adenosine diphosphate (ADP) dapat
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mengakibatkan kerusakan sel. Perubahan itu diikuti oleh kerusakan mitokondria,
peningkatan produksi radikal oksigen, dan gangguan keseimbangan Na+/K+,
sehingga menurunkan ketahanan mukosa lambung. Kondisi ini memungkinkan
penetrasi asam, pepsin, empedu, dan enzim proteolitik dari lumen lambung ke

mukosa dan menyebabkan nekrosis sel.

Keadaan IBD oleh induksi Indometasin terjadi akibat indometasin mampu
menghambat COX-1 (siklooxygenase-1) yang kemudian menyebabkan
menurunnya produksi PGI2 sehingga menghambat COX-2 (siklooxygenase-2)
yang menyebabkan peningkatan regulasi COX-2. Terhambatnya COX-1 akan
berpengaruh pada perannya dalam pembekuan darah, dimana COX-1 dapat
berperan dalam agregasi platelet. Platelet merupakan vesikel sel tak berinti yang
akan beragregasi membentuk bekuan darah. Hal-hal tersebut akan menyebabkan
peningkatan sekresi HCI dalam lambung, menghambat aliran darah pada mukosa
lambung lalu terjadi pendarahan, dan menurunkan sekresi mukus pada lambung
tikus sehingga dapat terjadi kerusakan pada jaringan lambung dan berakibat
terjadinya peningkatan molekul-molekul radikal bebas (ROS). Oksigen reaktif
yang terlepas akan menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal bebas dan

antioksidan sehingga menimbulkan kondisi stress oksidatif dalam tubuh.

Adanya kondisi stress oksidatif dalam tubuh akan mengaktivasi NF-kB

dan Fosforilasi Inhibitor NF-kB (IkB) yang dihasilkan dalam sel. Degradasi IkB
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oleh system proteosom akan menyebabkan NF-kB berpindah ke nucleus dan
mengaktivasi makrofag. Makrofag yang teraktivasi tersebut akan mengaktivasi

sitokin proinflamasi seperti IL-1p, TNF-a, dan IL-6, akibatnya neutrophil
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terangsang untuk migrasi ke jaringan dan menjadi tidak terkendali sehingga
memperparah terjadinya inflamasi. Proses inflamasi yang terjadi juga akan
mempengaruhi pelepasan molekul radikal bebas seperti H,02, O, dan OH’,
dimana radikal bebas akan bereaksi dengan komponen asam lemak tak jenuh
(PUFA) dan terjadi reaksi berantai yang disebut peroksidasi lipid. Proses
peroksidasi lipid akan menghasilkan produk aldehida berupa Malondialdehida
(MDA). Sel-sel inflamatori yang teraktivasi dan peningkatan peroksidasi lipid
dalam saluran pencernaan akan memicu terjadinya Inflamatory Bowel Disease
(IBD), sehingga mengakibatkan kerusakan mukosa lambung dan berpengaruh
pada gambaran histologi lambung.

Keadaan inflamasi pada saluran pencernaan diterapi menggunakan tepung
tapioka. Pati dari tepung tapioka sebagai sumber energi (ATP) dalam lambung
dapat menurunkan inflamasi dan menghentikan nekrosis jaringan dengan cara
meningkatkan produksi COX-1 untuk mengagregasi platelet untuk pembekuan
darah dan menghentikan terjadinya pendarahan. Sementara itu, pati resisten dalam
tepung tapioka akan berperan sebagai mukoprotektan untuk meningkatkan
mekanisme pertahanan mukosa dengan merangsang produksi prostaglandin
dengan membentuk lapisan sitoprotektif sehingga mengurangi kerusakan mukosa
saluran cerna. Prostaglandin dalam lambung khususnya prostaglandin E

merupakan substansi sitoproteksi yang sangat penting bagi mukosa lambung.

BRAWIJAYA

. UNIVERSITAS




18

Sitoproteksi itu dilakukan dengan cara meningkatkan sekresi mukosa dan ion
bikarbonat yang akan meningkatka produksi prostaglandin mukosa dan mukus

lambung dengan menstimulasi COX-1 dan meningkatkan efek sitoprotektif.
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Selain itu tepung tapioka juga mengandung senyawa bioaktif seperti senyawa
fenolik yang berperan sebagai antioksidan. Peran senyawa fenol sebagai
antioksidan dapat dilihat melalui mekanismenya dalam mendonorkan elekton dan
menangkap anion superoksida untuk selanjutnya diubah ke dalam bentuk yang
lebih stabil dan memutus reaksi berantai peroksidasi lipid dan menurunkan kadar

MDA dalam lambung penderita Inflammatory bowel disease.

3.3 Hipotesis Penelitian
Dari rumusan permasalahan, maka hipotesis dari penelitian ini adalah
sebagai berikut:
1. Terapi tepung tapioka dapat menurunkan kadar malondialdehida (MDA) pada
hewan tikus (Rattus novergicus) model IBD yang diinduksi indometasin.
2. Terapi tepung tapioka mampu memperbaiki gambaran histopatologi sel
lambung pada hewan tikus (Rattus novergicus) model IBD yang telah

diinduksi dengan indometasin.
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2019 — April 2019 di
beberapa laboratorium, yaitu di Laboratorium Fisiologi Hewan Fakultas llmu dan
Teknologi Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang dan Laboratorium Faal Fakultas Kedokteran Universitas

Brawijaya Malang.

4.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya yaitu kandang
tikus, tempat minum tikus, spuit 1 cc, Erlenmeyer, alat sonde, object glass, cover
glass, inkubator, lemari pendingin, dissecting set, papan bedah, glove, water bath,
tempat pakan. Bahan yang digunakan yaitu tikus putih dengan berat 150-200

gram, indometasin, tepung kanji, sekam, pakan, aquades, formalin, dan PBS.

4.3 Sampel Penelitian

Hewan model menggunakan tikus (Rattus norvegicus) jantan strain wistar
berumur 8-12 minggu dengan bobot badan tikus antara 150-200 gram. Hewan
coba diadaptasikan selama tujuh hari untuk menyesuaikan dengan dengan kondisi
di laboratorium. Estimasi besar sampel dihitung berdasarkan rumus (Montgomery
and Kowalsky, 2011):

t(n-1) >15

5(n-1)>15
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Keterangan :

t = jumlah kelompok
n = jumlah ulangan yang diperlukan

Berdasarkan perhitungan tersebut maka setiap kelompok perlakuan
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok, sehingga
dibutuhkan 20 ekor hewan coba. Penggunaan hewan coba dalam penelitian sudah
mendapatkan sertifikat laik etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya

dengan nomor 1065-KEP-UB.

4.4 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratorik dengan metode
penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Rancangan
eksperimental yang digunakan adalah rancangan eksperimen sederhana yang
mana subyek dibagi menjadi 5 kelompok secara random, yaitu kelompok 1
kontrol negatif dimana tikus hanya diberikan pakan dan minum, kelompok 2
kontrol positif dimana tikus diinduksi indometasin, kelompok 3, 4, dan 5
merupakan kelompok yang diberikan perlakuan terapi tepung tapioka yaitu

masing-masing sebanyak 0,9 mg/gBB, 1,8 mg/gBB, dan 3,6 mg/gBB (Tabel 4.1)

N
<
2
2
=
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e Tabel 4.1 Pembagian Kelompok Hewan Coba
o
E Kelompok Perlakuan
o A (K-) Kontrol negatif (tanpa perlakuan)
e B (K+) Kontrol positif (induksi indometasin)
e C (Perlakuan 1) Induksi indometasin + terapi tepung tapioka
dosis 0,9 mg/kg BB
D (Perlakuan 2) Induksi indometasin + terapi tepung tapioka
dosis 1,8 mg/kg BB
E (Perlakuan 3) Induksi indometasin + terapi tepung tapioka

dosis 3,6 mg/kg BB

Tabel 4.2 Rancangan Penelitian “Two Way Table”

Ulangan
Perlakuan Total Rata-rata
1 2 3 4 5
5 3 v [ x 5 5 _
K- K-1 |K-2 |K-3 |K-4 | K-5 K 2K
1 5
5 5
K+ K+.1| K+2 | K+.3 | K+.4 | K+5 PR XiK+
1 5
5 5
p1 P1.1 | P12 | P13 | P14 | P15 K — Pl Y P1
1 5
5 5
P2 P2.1 | P22 | P23 | P24 | P25 P2 Y2
1 5
5 5 _
P3 P3.1 | P3.2 | P33 | P34 | P35 Y Y1 K —P3
1 B
Keterangan :

K- : kontrol negatif (tanpa induksi)

K+ : kontrol positif (diinduksi indometasin)

P1 : Terapi tepung tapioka 0,9 mg/200gBB 2 x sehari
P2 : Terapi tepung tapioka 1,8 mg/200gBB 2 x sehari

P3 : Terapi tepung tapioka 3,6mg/200gBB 2 x sehari
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Tabel 4.3 Tabel ANOVA (Analysis of Variance)

SV df* SS MS* > Calc  F5% F1%
Treatment 4 SST MST ME 3,06 4,89
MSE
Error 15 SSE MSE
Total 19
Keterangan:

x). d.fvarietas (treatment) =t-1=5-1=4

d.f total =nt-1=20-1=19
d.ferror = df total — df varietas =19 -4 =15
3 _ssVarietas
xx). MS varietas 5 . Jmw.
_SS error
MS error N
xxx).F Calculated gLy
MS error

4.5 VVariabel Penelitian

Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :

a. Variabel bebas  : Induksi indometasin dan terapi tepung tapioka
b. Variabel terikat : Kadar MDA (Malondialdehida) dan histopatologi
Lambung

c. Variabel kontrol : Tikus strain wistar jantan berumur 8-12 minggu dengan

berat jantan 150-200 gram.
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4.6 Tahapan Penelitian

4.6.1 Persiapan Hewan Coba

Sampel yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
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galur Wistar dengan berat badan 150-200 gram dan berada dalam kondisi sehat.
Tikus diadaptasikan selama tujuh hari dengan kandang terpisah dan diberi pakan
yang sama pada semua tikus. Tikus dibagi 5 kelompok perlakuan dan dalam
masing-masing kelompok perlakuan terdiri dari 4 ekor tikus. Tikus ditempatkan
dalam kandang 18 cm x 25 cm x 18 cm sebanyak sepuluh buah dengan alas
berupa sekam agar kandang tidak lembab, penutup kandang terbuat dari kawat.
Kandang berlokasi pada tempat yang bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap
industri serta polutan lainnya. Lantai kandang mudah dibersihkan dan disanitasi,
serta ventilasi cukup. Suhu optimum ruangan tikus adalah 22-24°C dengan
kelembapan udara 50-60 %. Tikus dipelihara di laboratorium fisiologi hewan,
Universitas Islam Negeri Malang. Perawatan tikus yaitu dengan memberi pakan
standar untuk tikus dan member air minum secara ad libitum.
4.6.2 Tatalaksana Pembuatan Hewan Model IBD induksi Indometasin
Induksi indometasin dilakukan secara peroral dengan dosis indometasin
yang diberikan pada tikus adalah 15mg/kg BB tikus (Aulani’am, 2012). Berat
rata-rata tikus yang digunakan adalah sekitar 200 gram, sehingga dosis

indometasin yang digunakan adalah :

2008 15 M8 s okeBBik
TorSEs Bapaye’ setkeBRadtus
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Untuk membuat larutan stok indometasin maka 45 mg indometasin
dilarutkan dalam 4 ml pelarut minyak jagung (Bures, 2011). Sehingga jumlah

minyak jagung yang diperlukan adalah :
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3 mg i
x 4 ml = 0,27 ml/tikus
45 mg

Indometasin dan minyak jagung akan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer. Selanjutnya, larutan indometasin diberikan dengan cara sonde

oral.

4.6.3 Persiapan Tepung Tapioka

Tepung tapioka diperoleh dari pasar, terapi tepung tapioka dibuat dengan
cara disediakan di wadah terlebih dahulu, kemudian dicampurkan dengan air
sebagai pelarut, lalu disonde, tepung tapioka diberikan selama 14 hari sebanyak

dua kali pemberian dalam satu hari.

4.6.4 Terapi Tepung Tapioka

Pemberian tepung tapioka dilakukan secara oral menggunakan sonde.
Terapi diberikan dua kali sehari selama 14 hari. Kelompok C diberi terapi secara
peroral menggunakan sonde dengan dosis 0,9 mg/200g BB. Kelompok D diberi
terapi peroral dengan dosis 1,8 mg/200g BB. Kelompok E diberi terapi peroral

dengan dosis 3,6 mg/200g BB.

4.6.5 Euthanasi Hewan Coba
Euthanasi dan pengambilan jaringan lambung pada hewan coba tikus putih

(Rattus novergicus) dilakukan pada hari ke-15 terapi setelah semua perlakuan
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selesai dilakukan. Hewan coba dieuthanasi dengan melakukan dislokasi pada
bagian leher lalu tikus diletakan diatas nampan untuk pembedahan dengan posisi
bagian ventral di atas. Selanjutnya dibuka bagian abdomen, lalu diambil bagian

lambung dan dibungkus menggunakan alumunium foil.

4.6.6 Pembuatan Preparat Histopatologi Lambung

Pembuatan preparat dimulai dengan memotong sampel organ lambung
yang akan diperiksa, kemudian direndam dalam larutan neutral buffer formalin
(NBF) 10%. Sampel organ selanjutnya diperkecil lagi dengan irisan tipis untuk
disimpan dalam tissue cassette dan dilakukan fiksasi dalam larutan NBF. Setelah
fiksasi, dilakukan proses dehidrasi dan clearing dengan satu sesi larutan yang
terdiri dari: alkohol 70 %, alkohol 80 %, alkohol 90 %, alkohol 96 %, alkohol
absolut, toluene, dan parafin, secara bertahap dalam waktu satu hari. Sampel
organ diblocking dengan embedding set yang dituangi parafin cair kemudian
didinginkan. Blok parafin yang sudah dingin dipotong menggunakan microtome
dengan ketebalan £ 4 — 5 mikron. Proses yang terakhir adalah pewarnaan dengan
metode Hematoxylin — Eosin dan mounting media.
4.6.7 Pengamatan Preparat Histopatologi

Preparat histologi lambung yang telah diwarnai dengan metode pewarnaan
hematoksilin eosin selanjutnya diamati dibawah mikroskop. Pengamatan ini
dilakukan mulai dari perbesaran 4x hingga perbesaran 100x. Diamati kerusakan
sel epitel penyusun lambung, kerusakan struktur jaringan lambung, kerusakan

vili-vili, dan infiltrasi sel radang.
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4.6.8 Pengukuran Kadar MDA (Malondialdehida)

Malondialdehida atau MDA merupakan hasil reaksi peroksidasi lipid
dari Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA). Kadar ini merupakan indikator
terjadinya stress oksidatif. Pengukuran kadar MDA dengan menggunakan uji
asam tiobarbiturat (TBA) yang diukur secara spektrofotometri dengan satuan
nmol/ml. Langkah pertama yaitu dengan membuat kurva standar MDA. Kurva
standar MDA dibuat dengan membaca absorbansinya pada konsentrasi yang
bervariasi (0,1,2,3,4,5,6,7, dan 8 mg/ml) pada spektrofotometer shimadza UV-
visible dan spektrofotometer UV — 1601. Kurva standar MDA dibuat dengan
membuat persamaan regresi antara absorbansi dan konsentrasi MDA (Sholichah,
2012)

Standar MDA dengan konsentrasi 0,1,2,3,4,5,6,7, dan 8 mg/ml diambil
masing-masing seanyak 100 zl. Kemudian dimasukan dalam tabung reaksi yang
berbeda. Setelah itu ditambahkan aquades sebanyak 550 ml pada tabung reaksi.
Sehingga berisi larutan standar sebanyak 650 nl. Kemudian dihomogenkan
dengan vortex, tabung ditutup menggunakan plastik dan diberi lubang. Diinkubasi
dalam penangas air dengan suhu 100°C selama 30 menit. Selanjutnya MDA
dengan konsentrasi 4mg/ml diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500-
600 nm untuk menentukan panjang gelombang maksimum MDA (Sholichah,
2012).

Lambung ditimbang sebanyak 0,5 gram. Lalu dipotong kecil-kecil dan

digerus dengan menggunakan mortar hingga halus. Setelah halus, ditambahkan
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larutan NaCl 0,9% sebanyak 1 ml. Selanjutnya dimasukan dalam microtube dan
disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama 20 menit.

4.6.9 Analisis Data
Data yang diperoleh dari hasil perlakuan ada dua, data kualitatif dan data

kuantitatif. Data kualitatif yakni hasil pengamatan histopatologi lambung yang
disajikan dan dianalisis secara deskriptif, dengan mengamati mukosa lambung.
Sedangkan data kuantitatif untuk mengetahui kadar MDA, diukur dengan
menggunakan uji asam Thiobarbiturat (TBA) yang diukur secara spektrofotometri
dan dianalisis dengan software SPSS 22, dengan menggunakan Analisis Ragam
ANOVA dan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) dengan tingkat kepercayaan 95%

(0=0,05).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Terapi Tepung Tapioka Terhadap Kadar MDA Lambung
Tikus (Rattus novergicus) Model Inflammatory Bowel Disease Hasil
Induksi Indometasin
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Pengukuran kadar malondialdehida (MDA) pada tikus putih (Rattus
novergicus) dilakukan untuk mengetahui pengaruh dari pemberian tepung
tapioka sebagai pengobatan pada hewan model Inflammatory Bowel Disease.
Pengukuran kadar MDA ini menggunakan uji ANOVA dibantu dengan
SPSS version 22.0 for window dan ditunjukkan pada Tabel 5.1

Tabel 5.1 ANOVA (Analysis of Variance) Kadar MDA Lambung

SV df SS MS Fhitung F5%  Sig

Treatment 4 10177.520 2544380 0.794 3.06  0.547

Error 15 48063.574 3204.238

Total 19  58241.095

Data uji One Way ANOVA pada Tabel 5.1 disajikan dengan tingkat
kepercayaan 95% menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata karena Fhit
(0.794) < Ftaber 5% (3.06), maka dapat disimpulkan bahwa kadar MDA
antara masing-masing perlakuan tidak berpengaruh secara signifikan.
Berdasarkan statistika dilakukan uji normalitas dan homogenitas
(Lampiran 10) menunjukkan tidak normal dan homogen. Hal itu
menunjukkan pengaruh terhadap terapi yang diberikan pada kondisi
Inflammatory Bowel Disease. Hasil uji statistika tidak dapat dapat

dilanjutkan ke uji Beda Nyata Jujur (BNJ) atau uji Tukey karena pada uji
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sebelumnya tidak memiliki perbedaan yang signifikan antar
perlakuan. Hasil uji statiska yang dilakukan dapat dilihat pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Tabel Rata-rata Kadar MDA pada Tikus (Rattus novergicus)
Seluruh Kelompok

Kelompok Rata-rata kadar MDA Peningkatan Penurunan
ng/mL+SD (%) (%)
K- 284.67+58.55
K+ 332.72+101.48 0.17%
P1 296.33+30.97 0.04%
P2 282.16+40.33 0.01%
P3 265.22+16.74 0.07%

Keterangan : Hasil rata-rata kadar tidak berbeda signifikan, ditunjukkan dengan
fhitung <Fravel (P>0,05) sehingga antar perlakuan tidak terdapat notasi

Kelompok kontrol K(-) atau kelompok tikus sehat memiliki rata-
rata 284.67+58.55 ng/mL yang digunakan sebagai standar atau pembanding
untuk menentukan adanya penurunan maupun peningkatan yang terjadi pada
kelompok perlakuan lainnya. Kelompok kontrol K(+) dengan pemberian
induksi indometasin memiliki rata-rata 332.72+101.48ng/mL dengan nilai
presentasi peningkatan terhadap K(-) 0.17%. Hasil rata-rata kelompok P.1
dengan pemberian terapi tepung tapioka dosis 0,9 mg/200gBB memiliki
nilai 296.33£30.97 ng/mL dan menunjukkan nilai presentasi peningkatan
sebesar 0.04% yang menandakan terapi pada dosis ini belum menunjukkan
penurunan kadar MDA lambung tikus akibat kondisi IBD.. Pada kelompok
P.2 yaitu kelompok terapi tepung tapioka dosis 1,8 mg/200gBB
menunjukkan nilai rata-rata 282.16+40.33ng/mL dengan presentasi

penurunan sebesar 0.01% yang menunjukkan pada dosis ini terjadi
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penurunan kadar MDA lambung bila dibandingkan dengan kelompok K+.
Pada kelompok P.3 vyaitu kelompok terapi tepung tapioka dosis 3,6
mg/200gBB menunjukkan nilai rata-rata 265.22+16.74 ng/mL dan
menunjukkan presentasi penurunan kadar MDA lambung tikus sebesar
0.07%. Kadar MDA dianalisa menggunakan ragam statistika One way
ANOVA didapatkan fhiwng Sebesar 0.794 dimana lebih kecil daripada fiapel,
yaitu 3,06. Hasil ini membuktikan bahwa rata-rata kadar MDA antar
perlakuan tidak berbeda signifikan (p>0,05).

Penurunan kadar MDA vyang tidak berbeda siginfikan pada
penelitian ini membuktikan, bahwa ketiga volume terapi yang diberikan
selama 14 hari sebanyak dua kali sehari tersebut menunjukkan hasil yang
sama. Malondialdehid (MDA) merupakan produk akhir dari peroksidasi
lipid membran oleh ROS, yaitu reaksi antara radikal bebas (radikal hidroksi)
dengan Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) sehingga pengukuran kadar
MDA secara tidak langsung dapat menunjukkan keberadaan radikal bebas.
Reaksi tersebut terjadi secara berantai dengan hasil akhir berupa hidrogen
peroksida. Hidrogen peroksida akan menyebabkan dekomposisi beberapa
produk aldehid yang bersifat toksik terhadap sel. MDA merupakan salah
satu aldehid utama yang terbentuk. Malondialdehid (MDA) adalah salah
satu marker radikal bebas dalam tubuh. Peningkatan radikal bebas juga akan
menyebabkan terjadinya peningkatan pada kadar MDA dalam tubuh (Zaetun

dkk, 2018; Aulanni’am dkk, 2011). Sehingga diperlukan senyawa
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antioksidan eksogen yang diharapkan mampu untuk menetralisir radikal
bebas berlebih dalam tubuh.

Adanya penurunan kadar MDA pada kelompok tikus yang diberi
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terapi menunjukkan bahwa senyawa fenol dalam tepung tapioka sebagai
antioksidan eksogen sudah bekerja menurunkan kadar MDA meskipun
penurunan kadar belum secara signifikan. Antioksidan merupakan suatu
senyawa yang dapat menyerap atau menetralisir radikal bebas. Secara umum
senyawa fenol sebagai antioksidan memiliki gugus aktif —OH dan ikatan
rangkap dua >C=C< yang berfungsi sebagai penangkap dan penghambat
reaksi radikal bebas, gugus-gugus ini dapat memberikan satu molekul
hidrogennya sehingga ROS menjadi stabil dan terbentuk radikal bebas baru
yang kurang reaktif. Pada kondisi radikal bebas akan merusak membran sel,
radikal yang berperan yaitu radikal hidroksil (*O), sehingga antioksidan
akan bekerja dengan mengubah H.O: menjadi H.O dan O, sehingga
pelepasan radikal hidroksil dapat dikurangi (Parwata, 2015).

Berdasarkan hasil pada penelitian ini, dari ketiga sediaan terapi
yang diberikan, menunjukkan hasil adanya perbaikan berupa penurunan
kadar MDA dari kelompok tikus yang diberi sediaan terapi dengan dosis 1,8
ml/200g BB (P.2) dan 3,6 mi/200g BB (P.3), dan dari ketiga sediaan terapi
yang diberikan tersebut, sediaan terapi 3,6 ml/200g BB (P.3) cukup efektif
untuk menurunkan kadar MDA tikus pada kondisi IBD dengan penurunan
kadar paling tinggi sebesar 0,07% meskipun pada setiap kelompok

perlakuan tidak menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan, sementara
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itu pada kelompok tikus P.1 dengan dosis 0,9 mg/200g BB belum

repository

menunjukkan adanya perbaikan berupa penurunan kadar MDA dan terjadi

peningkatan kadar MDA sebesar 0,04%.

5.2 Pengaruh Pemberian Terapi Tepung Tapioka Terhadap Histopatologi
Lambung Tikus Putih (Rattus novergicus) Model Inflammatory Bowel
Disesase

Pengamatan histopatologi lambung tikus yang diberi terapi tepung
tapioka menggunakan pewarnaan HE diamati pada perbesaran 10x dan 40x
ditunjukkan pada Gambar 5.1

A",l
ST

Gambar 5.1a K- (ontrol neatif)
Tanda == menunjukkan epitel normal lambung

¥ - '~ ¥ % AN
Gambar 5.1b K+ (Kontrol positif)
Keterangan : menunjukkan ulserasi; —> menunjukkan nekrosis; menunjukkan
—> infiltrasi sel radang .
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Gambar 5 1c P1 (Kelompok terapi 1)
Keterangan : menunjukkan ulserasi; ——>menunjukkan hemoragi

Gambr5 1d P2 (Kelompok te| 2)
Keterangan=—> menunjukkan erosi epitel; —> menunjukkan infiltrasi sel radang

Gambar 5.1e P3 (Kelompok terapi 3)
Keterangan : —> menunjukkan infiltrasi sel radang
Gambar 5.1 Histopatologi Lambung Tikus Putih dengan Perbesaran 10x dan 40x

Gambaran histologi lambung tikus dengan pewarnaan HE (Gambar 5.1)

pada kelompok tikus sehat (K-) menunjukkan keadaan epitel mukosa lambung
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yang tersusun atas epitel kolumnar simplek dalam keadaan utuh. Hasil
pengamatan histologi ini dapat dijadikan sebagai acuan adanya perubahan pada

jaringan mukosa lambung kelompok perlakuan lainnya dikarenakan pada
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kelompok kontrol (K-) ini merupakan kelompok tanpa perlakuan. Pada kelompok
tikus kontrol (K+) mengalami kerusakan histopatologi berupa ulserasi pada epitel
mukosa lambung dan dijumpai nekrosis serta infiltrasi sel radang. Hasil
pengamatan dari kelompok yang diinduksi indometasin ini terindikasi adanya
inflamasi yang ditandai oleh perubahan yang terjadi, dimana data parameter ini
dapat dijadikan sebagai acuan pendukung hasil pengukuran kadar MDA yang
meningkat. Kerusakan yang terjadi pada jaringan epitel lambung model
Inflammatory Bowel Disease (Gambar 5.1b) disebabkan oleh karena induksi
indometasin 15 mg/kg BB. Induksi indometasin dalam jangka waktu pendek
menyebabkan nekrosis sel-sel mukosa lambung, diawali kehilangan integritas
membran sel, kemudian akan mengakibatkan kemunculan sel-sel nekrosis yang
akan mengaktivasi sel-sel netrofil dan makrofag serta mengakibatkan terjadinya
proses inflamasi (Tamisato et.al., 2001 dalam Suprijono, 2011). Keadaan
inflamasi pada jaringan mukosa lambung akan mempengaruhi peningkatan sitokin
proinflamasi yang menyebabkan aktivasi neutrofil-endotelial. Perlekatan neutrofil
tersebut berkaitan dengan patogenesis kerusakan mukosa lambung melalui dua
mekanisme utama, yaitu oklus; menyebabkan penurunan aliran darah lambung
dan iskemik sel serta peningkatan pelepasan molekul radikal bebas; ROS

(Reactive Oxide Species). Radikal bebas tersebut bereaksi dengan asam lemak tak
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jenuh pada membran mukosa lambung dan menyebabkan peroksidasi lemak serta
kerusakan jaringan pada lambung (Amrulloh dan Utami, 2016).

Kelompok P1 vyaitu kelompok terapi dengan dosis 0,9 mg/200gBB
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dijumpai gambaran histopatologi epitel mukosa masih mengalami perubahan
berupa ulserasi epiel dan adanya hemoragi. Pada kelompok P2 yaitu kelompok
terapi dengan pemberian dosis 1,8 mg/200gBB gambaran histopatologi yang
diamati yaitu nampak jaringan epitel mukosa yang mengalami erosi dan terdapat
infiltrasi sel radang. Kelompok P3 yaitu kelompok terapi dengan dosis 3,6
mg/200gBB menunjukkan pada epitel mukosa lambung dijumpai infiltrasi sel
radang. Berdasarkan pengamatan histopatologi menunjukkan perubahan berupa
erosi yang lebih sedikit dibandingkan pada kelompok terapi lainnya. Induksi
indometasin  dapat menyebabkan produksi ROS meningkat sehingga
menyebabkan kerusakan lambung. Kerusakan saluran pencernaan yang terjadi
akan mengakibatkan mikroflora saluran pencernaan terganggu. Jumlah mikroflora
yang tidak seimbang tersebut akan mempermudah bakteri patogen menempel pada
mukosa lambung dan memperparah inflamasi (Ancoferiawan, 2015).

Pada semua kelompok perlakuan (P1, P2, dan P3) menunjukkan perbaikan
kerusakan mukosa lambung dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (K+)
meskipun hasil belum signifikan. Perbaikan jaringan yang terjadi dikarenakan pati
sebagai sumber energi akan meningkatkan pembentukan ATP dan meningkatkan
COX-1 sebagai platelet untuk pembekuan darah, selain itu juga pati resisten yang
dihasilkan oleh tepung tapioka dapat berperan sebagai mukoprotektan. Pati

resisten akan menginisiasi produksi prostaglandin sehingga akan meningkatkan
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pembentukan mukus pada mukosa lambung. Hal tersebut akan membantu
melindungi mukosa dari kerusakan akibat sekresi asam lambung dan menekan
invasi bakteri pathogen yang dapat berperan dalam memperparah terjadinya
inflamasi; sehingga inflamasi dapat menurun dan stress oksidatif menurun.
Keadaan tersebut akan menurunkan produksi radikal bebas dan kerusakan
jaringan akan diperbaiki.

Tikus model IBD yang diterapi menggunakan tepung tapioka dengan dosis
0,9 mg/200gBB, belum terlihat adanya perbaikan secara keseluruhan pada sel
epitel lambung, masih terlihat adanya ulserasi epitel dan sel radang yang sudah
lebih baik dibandingkan kelompok K+. Pemberian terapi dengan dosis 1,8
mg/200gBB menunjukkan perbaikan yang belum keseluruhan dan terdapat
perubahan lain yang berdasarkan pengamatan histopatologi, ditunjukkan adanya
erosi pada epitel mukosa dan juga sel radang. Pada kelompok tikus terapi dengan
pemberian dosis 3,6 mg/200gBB menunjukkan adanya perbaikan yang ditandai
dengan adanya penurunan kerusakan epitel dan juga sel radang yang sudah lebih
baik dibandingkan dengan kelompok K+.

Terapi tepung tapioka pada semua kelompok perlakuan (P1, P2, P3)
menunjukkan adanya sedikit perbaikan pada kerusakan mukosa lambung
dibandingkan dengan kelompok K+ meskipun perubahan yang terjadi tidak
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa keadaan inflamasi masih terjadi pada
setiap kelompok perlakuan dan sinkron dengan hasil kadar MDA yang tidak
signifikan yang menunjukkan kadar MDA masih tinggi. Pengukuran kadar MDA

ini dilakukan untuk mengukur radikal bebas berlebih dalam tubuh (Parwata,
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2015), dimana penyebab kerusakan jaringan lambung dapat disebabkan oleh
produksi radikal bebas berlebih (Ancoferiawan dkk, 2015). Hasil ini menunjukkan
pati resisten yang terkandung dalam tepung tapioka belum cukup efektif dalam
perannya sebagai mukoprotektan pada mukosa lambung yang rusak akibat kondisi

IBD.



BAB VI PENUTUP

6.1 Kesimpulan
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Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan dapat

diambil kesimpulan bahwa:

1. Pemberian terapi tepung tapioka tidak berpengaruh signifikan pada
penurunan kadar MDA dan perubahan jaringan lambung hewan model
Inflammatory Bowel Disease.

2. Pemberian terapi terapi tepung tapioka kelompok pemberian dosis 1,8
mg/kgBB dan 3,6 mg/kgBB menunjukkan penurunan kadar MDA hewan
model Inflammatory Bowel Disease.

6.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, saran yang dapat diberikan
untuk penelitian selanjutnya yaitu :

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan dosis tepung
tapioka yang lebih ditingkatkan untuk melihat pengaruhnya terhadap
penurunan kadar MDA dan perubahan gambaran jaringan lambung model
IBD hasil induksi Indometasin.

2. Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan pengujian dengan
mengkombinasikan tepung tapioka dengan senyawa antioksidan tambahan
untuk melihat pengaruhnya terhadap penurunan kadar MDA dan
perubahan gambaran jaringan lambung model IBD hasil induksi

Indometasin.
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Lampiran 2. Kerangka Operasional Penelitian

Tikus

43

H 1 -7 (Aklimatisasi)

|

|

|

}

|

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Tikus A Tikus B Tikus C Tikus D Tikus E
l H8 l H8 l H8 1 H8 l H8
Induksi Induksi Induksi Induksi Induksi
Indometasin Indometasin Indometasin Indometasin Indometasin
15 mg/kg 15 mg/kg 15 mg/kg 15 mg/kg 15 mg/kg
BB BB BB BB BB
| Ho | Ho l H9 | Ho | Ho
Terapi Terapi Terapi
Tanpa Pakan tepung tepung tepung
Perlakuan Standar tapioka dosis tapioka dosis tapioka dosis
0,9 mg/kgBB 1,8 mg/kgBB 3,6 mg/kgBB

}

Euthanasia dan Pembedahan Tikus

v

Koleksi Organ Lambung

v

Pembuatan Preparat Histopatologi

Lambung

v

Pengukuran kadar MDA

v

Analisis Data
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Lampiran 3. Perhitungan Dosis Terapi Tepung Tapioka

Rata-rata BB tikus

Dosis pada 3 perlakuan :

- Kelompok Terapi 1

- Kelompok Terapi 2

- Kelompok Terapi 3

:200 g

0,9 mg/200 g BB
1,8 mg/200 g BB

: 3,6 mg/200 g BB

Konsentrasi larutan : 0,7 mg/ml
... Dosis x BB
Volume pemberian = Konsentrasi|
Tabel Volume Terapi
Berat Badan
Perlakuan Kode (mg/kgBB) Volume
K04 165,5 1,06
. K06 160,1 1,03
Terapi 1
K11 170,3 1,09
K13 167,3 1,08
K02 153,7 1,98
. K14 151,5 1,95
Terapi 2
K16 169,1 2,17
K19 154,7 1,99
K01 174,7 45
. KO3 160,6 4,13
Terapi 3
K07 172,3 4,43
K08 173,5 4,46

44
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e Lampiran 4. Kerangka Pembuatan Larutan Tepung Tapioka
o
H -
‘o Tepung Tapioka 0,07 g
o
o
- > Ditimbang tepung tapioka sebanyak 0,07 g
> Disiapkan 100 ml air dalam baker glass
> Dicampurkan 100 ml air dan 0,07 g tepung tapioka
Hasil
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o Lampiran 5. Prosedur Pengukuran Kurva Standar MDA
o
By —
p=y 100pg/mL stok kit MDA konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, dan 8 pg/mL
o
= [—> Dimasukkan ke dalam tabung ependorf (masing-masing)
—> Ditambahkan akuades 550uL
—> Ditambahkan 100uL TCA 10%
—> Ditambahkan 250 pLHCI 1 N
—> Ditambahkan 100 uL NaThio 1%
——> Dihomogenkan
> Disentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm, selama 10 menit
\
Hasil
Supernatan
—> Dipanaskan dalam waterbath 100°C, selama 30 menit
—> Dibiarkan pada suhu ruang (20-25°C)
—> Diukur absorbansi menggunakan spektofotometri (Amaks=532
nm)
Hasil
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Lampiran 6. Prosedur Pengukuran Kadar MDA Lambung dan Uji
Thiobarbiturat Acid (TBA)

Lambung 1 gram
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—> Dimasukkan ke dalam mortar dingin

——> Digerus hingga halus

Ditambahkan 500 uL. NACI 0,9%

> Dilakukan homogenasi

Hasil

Homogenat
——— > Dimasukkan ke dalam tabung ependorf

—> Disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm, selama 20
menit

——> Diambil supernatant
Hasil

Supernatan 100pL

———> Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

—> Ditambahkan akuades 500 pL

Ditambahkan 100 pL. TCA

{ 5 Ditambahkan 100 pL HCI 1 N

(——> Ditambahkan 100 pL NaThio 1%

———> Dihomogenkan

—> Disentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm, selama 30 menit

—> Diukur absorbansi menggunakan spektofotometri (A maks =
532 nm)

Hasil
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= Lampiran 7. Kerangka Pembuatan Preparat Histopatologi Lambung dan
e Pewarnaan Hematoxylin-eosin (HE)
8 A. Fiksasi
(=
D Lambung
==

—Diambil bagian yang mengalami makroskopis

—— Dimasukkan ke dalam wadah sampel berisi formalin 10%
= Didiamkan selama 18-24 jam

v

Hasil

B. Dehidrasi

Lambung

— Ditrimming 1x1 cm kedalam tissue casette

—— Dimasukkan tissue casette kedalam aquades selama 1 jam
— Didehidrasi dengan alkohol bertingkat 20%, 80%, 90%, 95%
dan etanol absolut I, 1l dan 111 masing-masing selama 1 jam

v

Hasil

C. Clearing (penjernihan)

Jaringan Lambung

— Dimasukkan tissue casette kedalam larutan xylol 1, 11, dan I1I
masing-masing selama 20 menit
— Dimasukkan tissue cassette kedalam paraffin cair I, I, dan IlI
pada suhu 58-60°C
A 4
Hasil
D. Embedding

Jaringan Lambung

— Dikeluarkan tissue cassette dari paraffin 111

— Diletakkan diatas kompor listrik dan dikeluarkan jaringan
duodenum

— Dituang paraffin 1V cair kedalam cetakan paraffin

—— Ditanam jaringan duodenum pada cetakan paraffin

~— Ditutup dengan tissue cassette

) A

Hasil
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E. Sectioning (pemotongan)

Blok paraffin

— Dipasang pada mikroton
— Dipotong dengan ketebalan 3-5 mikrotom
— Ditempelkan pada object glass

Hasil

F. Staining (pewarnaan)

Preparat

I Dimasukkan kedalam hematoxylin selama 10-15 menit
—— Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit lalu dibilas
menggunakan aquades

Dimasukkan kedalam Eosin selama 5 menit

= Dicuci dengan air mengalir selama 10 menit lalu dibilas
¥  menggunakan aquades selama 5 menit

Hasil

G. Pengamatan

Preparat

— Diletakkan dimeja mikroskop cahaya

Diamati dengan perbesaran 100x-400x

= Diamati bagian yang mengalami degenerasi sel lemak dan
adanya sel radang

Hasil
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Lampiran 8. Hasil Pengujian Malondialdehida (MDA)

>~
B
o
]
(&2 ]
o
[ =
(=5}
e

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS BRAWDAYA
FAKULTAS KEDOKTERAN
LABORATORIUM (LMU FAAL

ep oA2) 011 800117 WTIOD Fur 118 Fen 002} 0011 SATH

Pp v et M ot tud And & o

HASIL PEMERIKSAAN UJI SAMPEL

Nama MELITA NONO LEBANG
Instansi Fakultas Kedokaran Hewan Universitas Brawyaye Matang \
No Lab 20102100 !
Jumish sampel 208ampel {
Jenis Pemenksaan MDA Lambung {
Laboron BUDI WICAKSONO. AN !
STANDART MDA
No | Kadar (ng/mi) Abs 2
1 16 ;7",[ 0006 s Y "”’,’_";'7:;""' -
2 31.25 0016 -
3 625 0018 1
3 125 0061
5 250 0148 o -
6 500 0 348 0 e ”
7 1000 0964 0 %00 W00 1500 000 2900
8 2000 1668 05
No Kode Abs__| Kadar No Kode | Kadar (ng/mi)
1 L 0217 269.111 1 L 284 67
2 L 0200 250.222 2 %1 332.72
3 L 0.198 248.000 3 S0 28217
1 [ 0.309 371.333 i LT 265.22
Rata-rata 284.67 5 L+ 296.33
5 51 0.243 298.000
3 &1 0213 264.667
7 %11 0231 284.667
8 LTI 0.410 483.556
Rata-rata 332.72
9 [SH] 0227 280222
10 [S21] 0.280 339.111
11 o 0197 246.889
12 S0 0211 262.444
Rata-rata 282.17
13 LT 0.231 284.667
14 5210 0.210 261.333
15 an 0195 244 667
16 100 0.218 270222
Rata-rata 265.22
17 L 0.257 313.556
18 L 0.222 274.667
19 L+ 0256 312.444
20 L+ 0231 284.667
Rata-rata 296.33

05042005011001
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e Lampiran 9. Anilisa Statistika Menggunakan Statistical Package for The Social

o Science (SPSS) version 22.0 for window

=2

(%2 )

= a. Uji Deskriptif

(= 5]

=

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper Minimu | Maximu
N Mean Deviation Error Bound Bound m m

1 4| 284.667 58.5489 | 29.2744 191.502 377.831| 2480| 3713
2 4(332,722| 101,4844 | 50,7422 171,238 494,207 264,7| 4836
3 4| 282,167 40,3317 | 20,1658 217,990 346,343 | 2469 3391
4 4| 265,222 16,7406 | 8,3703 238,584 291,860 244,7| 2847
5 4 296,333 19,6783| 9,8392 265,021 327,646 | 2747 3136
Total 20 [ 292,222 55,3653 | 12,3801 266,310 318,134 | 244,7| 483,6

b. Uji Normalitas

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

p Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mda 1 .355 4 751 4 .040

2 ,384 4 ,754 4 ,042

3 .384 4 754 4 .042

4 .158 4 .998 4 .994

5 .270 4 .865 4 .279
c. Uji Homogenitas
Levene Statistic dfl df2 Sig.

3,035 4 15 ,051
d. ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 10177,520 4 2544,380 , 7194 547
Within Groups 48063,574 15 3204,238
Total 58241,095 19

é
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Lampiran 10. Perhitungan Presentase Kadar MDA
Presentase kadar MDA sebagai berikut :

o Kelompok K+ (Tikus yang diberi induksi indometasin)
Peningkatan kadar MDA = Rataan Kontrol (+) — rataan kontrol (-) x 100%

Rataan kontrol (-)

= 332.722 — 284.667 x 100%
284.667
= 017%

o Kelompok P1 (Tikus terapi dengan sediaan pemberian 1,8 mg/kgBB)
Peningkatan kadar MDA = Rataan P2 — rataan kontrol (-) x 100%

Rataan kontrol (-)
= 296.333 — 284.667 x 100%
284.667

= 0.04%
o Kelompok P2 (Tikus terapi dengan sediaan pemberian 0,9 mg/kgBB)
Penurunan kadar MDA = Rataan Kontrol (-) — P1 x 100%
Rataan P1
= 284.667 — 282.167 x 100%
282.167
=  0.01%

o Kelompok P3 (Tikus terapi dengan sediaan pemberian 3,6 mg/kgBB)
Penurunan kadar MDA = Rataan Kontrol (-) — rataan P3 x 100%
Rataan P3
284.667 — 265.222 x 100%
265.222

0.07%
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Lampiran 11. Komposisi Pakan Standar (BR1)

53

Protein Kasar (%) 20,0-22,0
Lemak Kasar (%) 5,0-7,0
Serat Kasar (%) 3,0-5,0
Abu (%) 5,0-7,0
Ca (%) 0,9-11
Fosfor (%) 0,6-0,8
ME (kkal) 2900-3100
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Lampiran 12. Dokumentasi Selama Penelitian

54

Foto

Keterangan

Kandang hewan coba

Pembuatan stok indometasin

Sonde lambung pada tikus

Larutan tepung tapioka

Dislokasi cervikalis
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Nekropsi hewan coba

Preparasi Organ

Pencucian Organ
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