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PETUNJUK UMUM

1. Tujuan Melakukan Praktikum
Melihat sendiri hasil praktikum.
Membandingkan hasil percobaan dengan pendapat-pendapat/teori-teori yang
ada dan kemudian mengambil kesimpulan akhir.
Membantu dalam mempelajari efek yang ditimbulkan / diharapkan.
2. Cara Pelaksanaan
Modul Praktikum digunakan sebagai pegangan dalam pelaksaan praktikum
secara mandiri.
Pada setiap kegiatan selalu dilakukan pencatatan pada buku catatan harian (log
book).
Pada setiap pelaksanaan praktikum, selalu didampingi oleh dosen dan analis
laboratorium.
3. Penilaian/Evaluasi
Penilaian dilakukan terhadap proses dan hasil akhir praktikum yang dilakukan.
Pada akhir pelaksanaan praktikum dilakukan pembuatan laporan praktikum.
4. Aturan Pelaksanaan
Lakukan praktikum sebaik-baiknya dan dengan tertib.
Adakan persiapan secukupnya tiap kali akan melakukan praktikum, agar
percobaan-percobaan yang dilakukan dapat bermanfaat.
Ambillah pelajaran sebanyak mungkin dari percobaan yang dilakukan.
Perlakukan binatang percobaan sebaik-baiknya sesuai prinsip-prinsip etika
penelitian pada hewan coba.

Berhati-hatilah menggunakan alat-alat dan bahan-bahan praktikum.




PRAKTIKUM
UJI AKTIVITAS HEPATOPROTEKTOR
EKSTRAK UBI JALAR UNGU

PENGANTAR

Berbagai bahan herbal telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang berpotensi
untuk mencegah ataupun mengobati berbagai penyakit. Salah satunya adalah ekstrak ubi jalar
ungu. Ekstrak etanol ubi jalar ungu telah terbukti mengandung senyawa aktif antosianin yang
memiliki aktivitas antioksidan. Terkait aktivitas antioksidannya, ekstrak ubi jalar ungu
berpotensi menurunkan tekanan darah, menurunkan gula darah, menurunkan kolesterol darah,
mengurangi inflamasi dan berpotensi melindungi hepar dari kerusakan.

Induksi kerusakan hepar dapat dilakukan menggunakan beberapa jenis obat atau
bahan, vyaitu karbontetraklorida, asetaminofen, etanol, ataupun kombinasi isoniazid-
rifampisin (INH-RIF). Induksi INH-RIF akan menimbulkan kerusakan hepar melalui stres
oksidatif dan inflamasi setelah diinduksi selama 28 hari. Kerusakan hepar akibat INH-RIF
menyebabkan peningkatan kadar enzim transaminase serum dan kerusakan histopatologis
hepar. Kerusakan histopatologis yang terjadi meliputi degenerasi, nekrosis dan infiltrasi sel
radang.

Aktivitas hepatoprotektor ekstrak ubi jalar ungu dapat dinilai dari aktivitasnya
menurunkan kadar enzim transaminase baik aspartate aminotransferase (AST) maupun
alanine aminotransferase (ALT) serta dalam memperbaiki gambaran histopatologi kerusakan

hepar.

TUJUAN PRAKTIKUM
e Mahasiswa mengenal jenis hewan coba
e Mahasiswa mampu menentukan dosis dan lama induksi pada hewan coba
e Mahasiswa mampu melakukan induksi pada hewan coba secara intragastrik
e Mahasiswa mampu menentukan dosis dan lama pemberian ekstrak
e Mahasiswa mampu melakukan uji aktivitas hepatoprotektor pada hewan coba
e Mahasiswa mampu menentukan parameter hepatotoksik pada hewan coba

e Mahasiswa mengenal macam-macam sampel untuk uji vivo
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Mahasiswa mampu menentukan sampel untuk uji aktivitas hepatoprotektor ekstrak

Mahasiswa mampu melakukan pengambilan sampel untuk uji in vivo

ALAT DAN BAHAN

1.
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Tikus (Rattus norvegicus) strain Wistar, jantan, usia 8-12 minggu, berat 180-220 gram
sebanyak 8 ekor (dibagi dua kelompok: kelompok kontrol dan kelompok perlakuan).
Tablet kombinasi Isoniazid dan rifampisin (mengandung isoniazid 150 mg dan
rifampisin 150 mg).

Ekstrak etanol ubi jalar ungu.

Akuadest.

Pakan tikus.

Timbangan.

Sonde lambung.

Obyek glass dan cover glass

Hematoksilin eosin

. Xylol
11.
12.
13.
14.
15.

Parafin

Etanol konsentrasi bertingkat
Mikroskop

Formalin 10%

Mikrotom

PROSEDUR KERJA

1.

Hewan coba diaklimatisasi terlebih dahulu selama satu minggu pada tempat
penelitian, ditempatkan pada kandang yang nyaman, diberi pakan standard dan
minum ad libitum. Kandang disesuaikan dengan kondisi alami, dengan
memperhatikan cahaya dan suhu yang sesuai. Pemberian pakan dilakukan tiap hari
pukul 08.00-09.00.

Hewan coba dibagi menjadi dua kelompok yaitu kelompok kontrol (mendapat induksi
INH-RIF saja) dan kelompok perlakuan (mendapat induksi INH-RIF dan ekstrak
etanol ubi jalar ungu).




Kelompok perlakuan diberikan ekstrak etanol ubi jalar ungu mulai hari 1-7 (7 hari
sebelum induksi dengan INH-RIF) hingga hari ke-35 dengan dosis 200 mg/200 gram
tikus/hari (dalam volume 1,5 mL) menggunakan sonde. Pemberian ekstrak diberi
jarak satu jam sebelum induksi INH-RIF. Kelompok yang tidak mendapat ekstrak ubi
jalar ungu diberi plasebo berupa akuades dengan volume yang sama.

Induksi terhadap hewan coba dilakukan terhadap kelompok induksi dan perlakuan
mulai hari ke-8 hingga hari ke-35 dengan memberikan isoniazid dan rifampisin
masing-masing sebesar 100 mg/200 gram tikus/hari (dilarutkan dalam volume 1,5 mL
akuadest) dengan sonde. Makan dan minum tetap diberikan ad libitum setiap hari.

. Hari ke-36 dilakukan pengambilan sampel darah dan organ hepar. Tikus dikorbankan
dengan pemberian anestesi ketamin HCI 40 mg/kgBB secara intramuskuler.

. Sampel darah diambil dari medial cantus sinus orbitalis menggunakan kapiler
hematokrit dan langsung ditampung pada tabung vacculab.

. Sampel hepar dicuci dengan phosphat buffer saline (PBS), ditiriskan dan ditimbang.
Selanjutnya disimpan dalam pot plastik dan disimpan dalam freezer suhu -20°C
sebelum dianalisis lebih lanjut. Sebagian hati ditempatkan dalam wadah yang berisi
formalin 10% untuk pembuatan preparat histopatologis.

. Untuk menilai aktivitas hepatoprotektor ekstrak etanol ubi jalar ungu, dilakukan

pemeriksaan ALT serum dan histopatologis hepar (pewarnaan HE).

Prosedur Pewarnaan HE

. Sampel jaringan yang telah difiksasi kemudian direndam dalam cairan etanol dengan
konsentrasi bertingkat untuk menghilangkan air dalam jaringan (proses dehidrasi).

. Sampel dipindahkan ke dalam xylol untuk menghilangkan alkohol (dealkoholisasi).

. Selanjutnya sampel jaringan dimasukkan ke dalam parafin panas untuk menginfiltrasi
jaringan. Proses berlangsung selama 12-16 jam. Jaringan yang awalnya lembek akan
menjadi keras sehingga lebih mudah dipotong menggunakan mikrotom.

. Pemotongan dengan mikrotom akan menghasilkan lapisan dengan ketebalan 5 pm.
Lapisan ini kemudian diletakkan di atas object glass untuk diwarnai dengan
pewarnaan hematoksilin-eosin.

. Hematoksilin akan memberi warna biru pada nukleus sedangkan eosin akan

memberikan warna merah muda pada sitoplasma.




6. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali.
Pengamatan dilakukan pada lima lapang pandang untuk masing-masing sampel, yaitu
bagian kiri, kanan, atas, bawah dan tengah.

7. Diamati dan dibandingkan degenerasi, nekrosis dan infiltrasi sel radang antara

kelompok kontrol dan perlakuan.
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