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ABSTRACT

THE EFFECT OF ORAL REUSED COOKING OIL TO KIDNEY
HISTHOPATHOLOGY IN MALE RATS (Rattus norvegicus)
Sprague dawley STRAIN

by
WULAN NOVENTI

Background: Reused cooking oil is cooking oil that has been heated
repeatedly. Heating oil will lead to the formation of free radicals. Free
radicals can cause oxidative stress reaction in various cells in the body.
Kidney is one organ that is prone to oxidative stress caused by free
radicals.

Objective: To determine whether the waste cooking oil can affect
kidney histopatology of rat (Rattus norvegicus) male Sprague Dawley.
Method: The study used 30 rats Sprague Dawley were divided into 5
groups: control (K) mice that were not given the treatment, in treatment
1 (P1), treatment 2 (P2), treatment 3 (P3) and treatment 4 ( P4) each
given cooking oil 1x, 4x, 8x and 12x heated with a dose of 1.5 ml / day
orally within 28 days. Overview damage to the kidney consists of
inflammatory cell infiltration, edema tubules, bowman spatium edema,
and necrosis. Data were analyzed using statistical test of Kruskal-Wallis
followed by Mann-Whitney.

Result: Based on the statistical test results obtained are significant
differences, but P1 with P2 (p = 0.228) not gained significant difference.
Conclusion: Reused cooking oil can cause kidney histopathology
damage in rats.

Keywords: Reused cooking oil, free radicals, kidney histopatology,
oxidative stress
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Oleh
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Latar belakang: Minyak jelantah adalah minyak goreng yang telah
dipanaskan berulang kali. Pemanasan minyak goreng akan menyebabkan
pembentukan senyawa radikal bebas. Radikal bebas dapat menyebabkan
terjadinya reaksi stres oksidatif pada berbagai sel dalam tubuh. Ginjal
merupakan salah satu organ yang mudah mengalami stres oksidatif akibat
radikal bebas.

Tujuan: Untuk mengetahui apakah minyak jelantah dapat mempengaruhi
gambaran histopatologi ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur
Sprague dawley.

Metode: Penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus putih galur Sprague
dawley yang dibagi ke dalam 5 kelompok, yaitu kontrol (K) tikus yang
tidak diberikan perlakuan, pada perlakuan 1 (P1), perlakuan 2 (P2),
perlakuan 3 (P3) dan perlakuan 4 (P4) masing-masing diberikan minyak
jelantah 1x, 4x, 8x dan 12x penggorengan dengan dosis 1,5 ml/hari secara
oral dalam waktu 28 hari. Gambaran kerusakan pada ginjal terdiri dari
infiltrasi sel radang, edema tubulus, edema spatium bowman, dan nekrosis.
Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji statistik
Kruska/-Wallis yang dilanjutkan dengan Uji Statistik Mann—Whitney.

Hasil: Berdasarkan uji statistik diperolen hasil terdapat perbedaan
bermakna, kecuali antara P1 dengan P2 (p=0,228) tidak didapatkan
perbedaan bermakna.

Kesimpulan: Minyak jelantah dapat menyebabkan kerusakan gambaran
histopatologi pada ginjal tikus.

Kata kunci : ginjal, minyak jelantah, radikal bebas, stres oksidatif
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Minyak goreng adalah minyak nabati yang telah dimurnikan dan dapat
digunakan sebagai bahan pangan. Minyak goreng yang telah digunakan
berulang kali disebut minyak jelantah. Beberapa penyakit seperti PJK
(penyakit jantung koroner), rasa gatal pada tenggorokan, dislipidemia,
obesitas, atheroskerosis, disebabkan oleh penggunaan minyak goreng bekas

(Widayat, 2007).

Stres oksidatif memperantarai kerusakan ginjal, mulai dari gagal ginjal akut,
nefropati obstruksi, hiperlipidemia dan kerusakan glomerulus, sampai gagal
ginjal kronis. Glomerulus lebih sensitif terhadap stres oksidatif dibandingkan
dengan bagian nefron lainnya. Stres oksidatif merubah struktur dan fungsi dari
glomerulus karena pengaruh radikal bebas terhadap sel-sel mesangial dan
endotel (Dafriani, 2012). Sel epitel tubulus ginjal terutama TKP, sangat peka
terhadap suatu iskemia. Salah satu gangguan pada ginjal akibat produksi
radikal bebas yang berlebih salah satunya adalah Acute Tubular Necrosis
(ANT) secara patologis ditandai dengan kerusakan dan kematian sel tubulus

ginjal akibat iskemia atau nefrotoksik (Rinawati & Aulia, 2011).



Minyak goreng merupakan salah satu kebutuhan penting yang diperlukan oleh
masyarakat Indonesia. Penduduk Indonesia mengkonsumsi minyak goreng
perkapita sebesar 8,24 liter/kapita/tahun pada tahun 2011 dan meningkat
menjadi sebesar 9,33 liter/kapita/tahun pada tahun 2012 (kemendeg, 2013).
Kebutuhan minyak goreng dalam negeri meningkat setiap tahunnya. Minyak
Goreng juga menyumbang 1,3% dari angka inflasi nasional. (Kementrian
Perindustrian, 2013). Minyak goreng dapat memberikan rasa gurih, tekstur dan
penampakan bahan pangan menjadi lebih menarik sehingga minyak
merupakan medium penggoreng bahan pangan yang banyak dikonsumsi
masyarakat luas (Fauziah et al., 2013). Masih cukup tingginya harga minyak
goreng bagi sebagian masyarakat serta kurangnya pengetahuan membuat
masyarakat sering kali menggunakan minyak goreng yang telah dipakai
hingga berulang kali. Kebiasaan tersebut juga dikarenakan adanya pendapat

bahwa makanan yang dicampur dengan jelantah lebih sedap (Amalia, 2010).

Minyak yang digunakan untuk proses penggorengan akan mengalami 4
perubahan besar yang terjadi, yaitu perubahan warna, oksidasi, polimerisasi
dan hidrolisis. Pembentukan flavor yang menyimpang juga sering terjadi pada
minyak yang telah digunakan selama proses penggorengan. Kondisi ini
menyebabkan terjadinya dekomposisi komponen penyusun minyak. Hasil
dekomposisi tersebut mempunyai pengaruh negatif terhadap kualitas minyak
maupun rasa dan nilai gizi hasil gorengannya (Rukmini, 2007). Proses

pemanasan juga akan menyebabkan lepasnya asam lemak dari trigliserida

sehingga asam lemak bebas mudah sekali teroksidasi menjadi aldehid, keton,



asam-asam dan alkohol yang menyebabkan bau tengik (Mualifah, 2009).
Pemanasan minyak goreng yang berulang kali (lebih dari 2 kali) pada suhu
tinggi (>160°C) menyebabkan kerusakan minyak. Ironisnya, masyarakat
Indonesia saat ini cenderung menitikberatkan nilai ekonomis daripada nilai

kesehatan yang saat ini lebih cenderung diabaikan (Widayat, 2007).

Minyak penggorengan pertama memiliki kandungan lemak tak jenuh yang
tinggi, sehingga memiliki nilai tambah. Sementara pada penggorengan
selanjutnya minyak tersebut akan memiliki kandungan asam lemak jenuh yang
semakin tinggi, sehingga pada akhirnya akan rusak. Asam lemak jenuh
berpotensi meningkatkan kolestrol darah, sedangkan asam lemak tak jenuh
dapat menurunkan kolestrol darah (Khomsan, 2010). Proses oksidasi dalam
pemanasan minyak goreng akan menyebabkan pembentukan senyawa
peroksida dan hidroperoksida yang merupakan radikal bebas. Penggunaan
minyak goreng berulang dapat menyebabkan deposisi sel lemak diberbagai
organ tubuh. Hal ini akan menyebabkan kerusakan pada berbagai organ tubuh

salah satunya ginjal (Susianti, 2014).

Penelitian Aisyah (2010) membuktikan bahwa pemberian minyak jelantah
terhadap tikus meningkatkan kadar kolesterol darah lebih tinggi daripada
minyak baru dan minyak hasil pemurnian. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Siswanto (2015) mengenai bilangan peroksida minyak goreng
disimpulkan bahwa terdapat pengaruh frekuensi penggorengan terhadap

bilangan peroksida pada minyak goreng curah maupun minyak goreng



forifikasi vitamin A. Rata-rata bilangan peroksida terendah terdapat pada
penggorengan ke nol dan terus meningkat hingga penggorengan keempat.
Penelitian yang dilakukan oleh Shasty et al. (2011) selama 8 minggu
menunjukkan hasil tikus yang diberikan minyak kelapa sawit yang telah
digunakan berulang mengalami peningkatan berat badan yang signifikan,
peningkatan parameter biokimiawi (SGOT, SGPT dan ALT), serta secara
histopatologi menunjukkan perubahan ukuran sel hati, jantung, ginjal dan
testis. Namun penelitian minyak jelantah dengan frekuensi penggorengan
yang berbeda-beda dan pengaruhnya terhadap organ ginjal belum pernah

dilakukan khususnya di Universitas Lampung.

Dengan melihat banyaknya masalah kesehatan akibat penggunaan minyak
jelantah, maka peneliti tertarik untuk meneliti secara langsung perubahan
histopatologi pada ginjal tikus jantan galur Sprague dawley akibat

mengkonsumsi minyak jelantah.

1.2 Rumusan Masalah
1.2.1 Apakah terdapat pengaruh pemberian minyak jelantah per-oral
terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague dawley?
1.2.2 Apakah frekuensi penggorengan minyak jelantah berpengaruh
terhadap derajat kerusakan ginjal tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague dawley?



1.3 Tujuan Penelitian

13.1

1.3.2

1.4 Manfaat

141

1.4.2

143

Untuk mengetahui pengaruh pemberian minyak jelantah per-oral
terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague dawley.

Untuk mengetahui pengaruh frekuensi penggorengan minyak
jelantah terhadap derajat kerusakan ginjal tikus putih (Rattus

norvegicus) jantan galur Sprague dawley.

Bagi Peneliti

Penelitian ini sebagai wujud pengaplikasian disiplin ilmu yang
telah dipelajari sehingga dapat mengembangkan wawasan
keilmuan peneliti

Bagi Masyarakat

Memberikan gambaran kepada masyarakat mengenai bahaya dan
efek buruk dari penggunaan minyak jelantah.

Bagi peneliti lain

Memberikan gambaran dan referensi dalam melakukan penelitian
terkait pengaruh konsumsi minyak jelantah terhadap ginjal yang

akan dilakukan selanjutnya.



1.4.4  Bagi llmu kedokteran

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan masukan bagi
institusi pendidikan, guna menambah dan memperkaya

pengetahuan mengenai bahaya mengkonsumsi minyak jelantah

terhadap ginjal.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Minyak Goreng
2.1.1 Gambaran Umum
Minyak digolongkan dalam kelompok lipida. Salah satu sifat
yang khas dan mencirikan golongan lipida adalah daya larutnya
dalam pelarut organik (misalnya ether, benzene, khloroform)
atau sebaliknya ketidak-larutannya dalam pelarut air. Minyak

goreng biasa dipergunakan untuk menggoreng makanan karena

memiliki titik didih yang tinggi (sekitar ZOOOC) sehingga bahan
yang digoreng akan menjadi kering akibat kehilangan sebagian

besar air yang dikandungnya (Ramdja et al., 2010).

Produksi minyak goreng kelapa sawit digolongkan menjadi dua
jenis, yaitu minyak goreng curah dan minyak goreng kemasan.
Minyak goreng yang dijual ke pasar tanpa merek dan label
produk disebut minyak goreng curah. Sementara itu, Minyak
goreng kemasan (bermerek) merupakan minyak goreng yang

dengan menggunakan kemasan khusus dan mempunyai merek



perusahaan produsen serta label produk (Siswanto & Mulasari,
2015).

Minyak kelapa sawit mengandung beberapa jenis senyawa
karoten, yaitu B-karoten, tokoferol, dan a-tokoferol. B-karoten
adalah provitamin A yang larut dalam lemak. Karena terdapat
dalam bentuk transisomer, karoten tersebut lebih mudah
dikonversikan menjadi vitamin A. Namun proses penggorengan
pada suhu tinggi akan menyebabkan degradasi B-karoten dan
provitamin A yang terkandung dalam minyak kelapa sawit
tersebut akan hilang. Pada dasarnya kualitas minyak goreng
akan menurun akibat proses penggorengan berulang dan suhu
yang tinggi (Budiyanto et al., 2010). Berikut adalah standar
mutu minyak goreng menurut SNI 3741-2013 (Muslimah,

2014).



Tabel 1. Standar Mutu Minyak Goreng

Kriteria Uji Satuan Persyaratan
Keadaan

-Bau - Normal
-Warna - Normal

Kadar air dan bahan menguap % (b/b) Maksimal 0,15
Bilangan asam Mg KOH/g Maksimal 0,15
Bilangan peroksida Mek O,/kg Maksimal 10
Minyak pelican - Negatif

Asam  linoleat (C18:3) dalam % Maksimal 2

komposisi asam lemak minyak

Cemaran logam

- Kadnium (Cd) Ma/kg Maksimal 0,2

- Timbal (Pb) Mag/kg Maksimal 0,1

- Timah (Sn) Mg/kg Maksimal 40,0/250,0*

- Merkuri (Hg) Ma/kg Maksimal 0,05
Cemara arsen (As) Mg/kg Maksimal 0,1

Catatan : *dalam kaleng kemasan

2.1.2 Minyak jelantah
Minyak jelantah adalah minyak yang telah mengalami
pemanasan atau penggorengan berulang kali. Proses
menggoreng digolongkan menjadi 2 (dua) cara, yaitu pan frying
dan deep frying. Pan frying merupakan proses menggoreng
dengan minyak yang minimal. Sebaliknya, menggoreng cara
deep frying membutuhkan minyak dalam jumlah banyak
sehingga bahan makanan dapat terendam seluruhnya di dalam
minyak. Tingginya kandungan asam lemak tak jenuh
menyebabkan minyak mudah rusak oleh proses penggorengan

(deep frying), karena selama proses menggoreng minyak akan
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dipanaskan secara terus menerus pada suhu tinggi serta
terjadinya kontak dengan oksigen dari udara luar yang
memudahkan terjadinya reaksi oksidasi pada minyak (Ayu &

Sartika, 2009).

Selama proses penggorengan minyak dapat mengalami reaksi

oksidasi, polimerisasi dan hidrolisis (Haryani, 2008) :

a. Reaksi Oksidasi
Perubahan warna minyak goreng disebabkan karena reaksi-
reaksi yang terjadi selama penggorengan. Oksidasi minyak
terjadi karena beberapa faktor, seperti paparan oksigen,
cahaya, dan suhu tinggi. Oksidasi minyak terdiri atas tiga
tahap yaitu, inisiasi, propagasi dan terminasi. Oksidasi
biasanya dimulai dengan pembentukan peroksida dan
hiperoksida. Selanjutnya terjadi penguraian asam-asam
lemak disertai dengan konversi hiperoksida menjadi aldehid
dan keton serta asam-asam lemak bebas. Karbonil volatil,
asam-asam hidroksi, asam-asam keto dan asam-asam epoksi
yang juga merupakan hasil oksidasi akan memunculkan
aroma yang tidak diharapkan dan warna minyak menjadi

gelap (Aminah, 2010).
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b. Reaksi hidrolisis
Dalam reaksi hidrolisis minyak atau lemak akan diubah
menjadi asam lemak dan gliserol. Reaksi hidrolisa yang
dapat mengakibatkan kerusakan minyak atau lemak terjadi
karena terdapatnya sejumlah air dalam minyak atau lemak
sehingga menghasilkan flavor dan bau tengik (Budiyanto et
al., 2010). Kerusakan minyak juga bisa terjadi selama
penyimpanan. Kesalahan penyimpanan dalam jangka waktu
tertentu mengakibatkan pecahnya ikatan trigliserida pada
minyak dan selanjutnya membentuk gliserol dan asam lemak
bebas (Fauziah, et al., 2013).

c. Reaksi Polimerisasi
Pembentukan senyawa polimer selama proses menggoreng
terjadi karena reaksi polimerisasi adisi dari asam lemak tidak
jenuh. Hal ini terbukti dengan terbentuknya bahan
menyerupai gum Yyang mengendap di dasar tempat

penggorengan (Haryani, 2008).

Ditinjau secara kimiawi, minyak jelantah mengandung senyawa
karsinogenik yaitu asam lemak bebas, bilangan peroksida,
bilangan iod, bilangan penyabunan dan kadar air yang nilainya
melebihi SNI. Kadar asam lemak bebas dalam minyak jelantah

akan semakin tinggi seiring dengan lamanya waktu
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penggorengan begitu juga pada bilangan peroksida atau radikal

bebas (Mochtadi, 2009).

2.2 Radikal Bebas
Radikal bebas adalah spesies kimiawi dengan satu elektron tak
berpasangan di orbital terluar (Kumar et al., 2013). Pada dasarnya
elektron yang tidak berpasangan akan berusaha kuat untuk dapat
berpasangan dengan elektron lain guna memperoleh stabilitas, baik
dengan proses reduksi maupun oksidasi. Reduksi adalah proses
menerima elektron dari sumber lain. Sebaliknya, oksidasi adalah
menghibahkan elektron yang tak berpasangan tersebut ke sumber lain.
Oleh karena itu, radikal bebas sangat tidak stabil dan bereaksi cepat

dengan senyawa lain (Mallick et al., 2010).

Radikal bebas terpenting dalam tubuh adalah radikal derivat dari
oksigen yang disebut kelompok oksigen reaktif (reactive oxygen
species/ROS) (Arief, 2012). ROS dapat berasal dari dalam maupun
luar tubuh. ROS yang berasal dari dalam tubuh, misalnya akibat proses
respirasi sel, proses metabolisme aerob (autooksidasi), oksidasi enzim,
dan proses inflamasi, sedangkan yang berasal dari luar tubuh dapat
disebabkan karena polutan, seperti asap rokok, asap kendaraan
bermotor, radiasi sinar matahari, makanan berlemak, kopi, alkohol,

obat, minyak goreng jelantah, bahan racun pestisida, dan lain
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sebagainya. Selain itu, ROS juga dapat dipicu oleh stres atau olahraga

yang berlebihan (Pham-Huy & He, 2008)

ROS secara konstan diproduksi dan dieliminasi di dalam tubuh, selama
sel masih memiliki pertahanan endogen melawan zat tersebut. Kadar
ROS yang rendah diduga berperan dalam homeostatis tetapi apabila
kadar ROS berlebihan akan menyebabkan stres oksidatif sehingga
muncul berbagai kelainan patologis (Albike et al., 2016).
Ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan dalam
tubuh menyebabkan terjadinya stres oksidatif, yaitu peristiwa dimana
radikal bebas yang berupa molekul reaktif, yang muncul melalui suatu
reaksi Dbiokimiawi dari sel normal merusak membran sel dan
menyebabkan berbagai gangguan fungsi tubuh (Adji, 2008). Radikal
bebas dalam tubuh akan menyebabkan kerusakan DNA, karbohidrat,

protein dan lipid (Hanachi et al., 2009).

Menurut Kumar dan Robbins (2007), terdapat tiga reaksi yang paling

relevan dengan jejas sel yang diperantarai radikal bebas, yaitu:

a. Peroksidasi lipid membran. lkatan ganda pada lemak tak jenuh
membran mudah terkena serangan radikal bebas berasal dari
oksigen. Interaksi radikal lemak menghasilkan peroksida, yang
tidak stabil dan reaktif, dan terjadi reaksi autokatalitik.

b. Fragmentasi DNA. Reaksi radikal bebas dengan timin pada DNA

mitokondria dan nuklear menimbulkan rusaknya untai tunggal.
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c. lkatan silang protein. Radikal bebas mencetuskan ikatan silang
protein yang diperantarai sulfhidril, menyebabkan peningkatan
kecepatan degradasi atau hilangnya aktivitas enzimatik. Reaksi
bebas juga bisa secara langsung menyebabkan fragmentasi

polipeptida.

Reaksi antara oksigen dan radikal bebas akan menyebabkan
peroksidasi lemak dalam selaput organel sampai merusak retikulum
endoplasma, mitokondria dan komponen mikrosom lain. Lemak yang
terdapat dalam membran mempunyai ikatan rangkap antara beberapa
atom karbon. Ikatan ini mudah diserang radikal bebas yang berasal dari
oksigen. Interaksi antara lemak-radikal menghasilkan peroksidase yang
keadaannya tidak menetap dan reaktif, dan timbul reaksi autokatalisis,
mengakibatkan kerusakan parah selaput organel dan sel (Underwood

dan Cross, 2009).

Radikal yang masuk kedalam tubuh akan mengalami tiga tahap yaitu
tahap inisiasi merupakan tahapan yang menyebabkan terbentuknya
radikal bebas, tahap propagasi merupakan tahap di mana radikal bebas
cenderung bertambah banyak dengan membuat reaksi rantai dengan
molekul lain dan tahap terminasi apabila terjadi reaksi antara radikal
bebas dengan suatu senyawa pembasmi radikal (scavenger). Nilai
peroksida pada minyak jelantah menyebabkan terbentuknya radikal
bebas baru dan bertambahnya reaksi berantai yang dapat menyebabkan

radikal babas menjadi lebih reaktif (Aisyah et al., 2015). Radikal bebas



15

masuk ke dalam tubuh dan dapat menyebabkan kerusakan pada

berbagai organ, salah satunya ginjal (Susianti, 2014).

2.3 Ginjal
2.3.1 Anatomi
Ginjal terletak retroperitoneal pada dinding abdomen posterior,
satu pada setiap sisi columna vertebralis setinggi vertebra T12-
13. Selama hidup, ginjal berwarna coklat kemerahan dan
memiliki ukuran panjang sekitar 10 cm, lebar 5 cm, dan tebal
2,5 cm. Ginjal diperdarahi oleh arteri dan vena renalis. Saraf
simpatis postganglionik yang menuju ginjal berasal dari
Ganglion corticorenalis. KGB regional ginjal adalah Nodi

lymphoidei lumbales di sekitar Aorta dan IVC (Paulsen &

Waschke, 2010).

Gambar 1. Anatomi ginjal secara umum (Sumber: Tank & Gest, 2010)
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2.3.2 Histologi
Ginjal bagian luar disebut korteks dan ginjal bagian dalam
disebut medula. Medula ginjal pada manusia terdiri atas 8-
15 piramida ginjal dan dipisahkan oleh columna renalis.
Piramida ginjal disertai jaringan korteks didasarnya dan
disepanjang sisinya membentuk lobus ginjal (Mescher,

2011).

Setiap ginjal terdiri atas 1-1,4 juta nefron yang merupakan
unit fungsional ginjal. Setiap nefron muncul di korteks, di
corpusculum renale yang berhubungan dengan kapiler
glomerulus. Dari corpusculum renale ini terjulur tubulus
kontortus proksimal dan ansa henle, lalu tubulus kontortus
distal dan tubulus colligens yang bergabung menjadi ductus

colligens (Mescher, 2011).

Gambar 2. Nefron ginjal (Sumber: Mescher, 2011)
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a. Korpuskel Ginjal
Setiap korpuskel ginjal terdiri atas glomerulus dan kapsula
bowman. Glomerulus adalah seberkas kapiler yang dikelilingi
oleh simpai epitel berdinding ganda disebut kapsula bowman.
Kapsula bowman memiliki dua lapisan, yaitu lapisan viseral
yang menyelubungi kapiler ginjal, dan lapisan parietal yang
membentuk permukaan luar simpai tersebut. Diantara kedua
lapis simpai bowman terdapat ruang kapsular atau perkemihan
yang menampung cairan yang disaring melalui dinding kapiler

dan lapisan viseral (Mescher, 2011).

Gambar 3. Glomerulus (Sumber: Geneser, 2007)

Lapisan viseral simpai terdiri atas sel epitel khusus bercabang,
yaitu podosit. Setiap podosit menjulurkan banyak pedikel
sehingga membungkus kapiler glomerulus. Lapisan parietal

kapsul glomerulus terdiri atas epitel selapis gepeng. Namun, di
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kutub tubular berubah menjadi epitel selapis kuboid yang
menjadi ciri khas tubulus proksimal. Selain podosit, terdapat sel
khusus lainnya yang mengelilingi kapiler glomerulus, yaitu sel
mesangial. Sel ini berfungsi sebagai makrofag di daerah
intraglomerular serta mengatur aliran darah glomerulus

(Eroschenko, 2010).

. Tubulus Kontortus Proksimal (TKP)

Tubulus kontortus proksimal terdapat banyak pada korteks
ginjal dengan diameter sekitar 60 um dan panjang sekitar 14
mm. TKP terdiri dari 2 (dua) pars, yakni di dekat korpuskulus
ginjal terdapat pars konvulata dan di medulla dan korteks
terdapat pars rekta yang berjalan turun, lalu bergabung menjadi
ansa Henle. Tubulus berlekuk ini lebih panjang dari TKD
sehingga lebih sering tampak pada potongan korteks ginjal. Sel-
sel TKP memiliki sitoplasma asidofilik karena terdapat banyak
mitokondria. Apeks sel membentuk suatu brush border yang
merupakan kumpulan mikrovili panjang untuk reabsorbsi

(Mescher, 2011).

Pada orang sehat TKP menyerap kembali 80% air, natrium dan
Klorida dari ultrafiltrat. Selain itu, TKP menyerap kembali
semua protein, asam-asam amino dan glukosa dari ultrafiltrat.

Bahan-bahan tersebut dikembalikan ke dalam jala-jala kapiler
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peritubular dari labirin kortikal untuk didistribusikan ke bagian
tubuh lain. Perpindahan natrium melalui meknisme transport
aktif mempergunakan suatu pompa natrium-kalium-ATPase
dalam plasmalema basal, klorida dan air juga ikut serta secara

pasif. TKP juga mensekresi asam-asam organik, basa dan zat-

zat lain ke utrafiltrat (Gartner & Hiatt, 2012)

- : ¥ : £

DC - distal convoluted tubule PC - proximal convoluted tubule BB - brush border

Gambar 4. Tubulus ginjal (Sumber: Eroschenko, 2010)

Ansa Henle (Gelung Nefron)

Ansa henle adalah kelanjutan dari TKP, bentuknya lebih lurus
dan pendek yang memasuki medula membentuk struktur U
dengan segmen descendens dan asendens. Keduanya terdiri atas
selapis epitel kuboid didekat korteks, tetapi berubah menjadi
epitel skuamosa di dalam medula. Ansa henle memiliki
diameter lebih sempit dari pada tubulus proksimal, yaitu 12um

(Mescher, 2012).Segmen tipis ansa henle dilapisi oleh epitel
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selapis gepeng dan menyerupai kapiler. Yang membedakan
adalah pada ansa henle tipis epitelnya lebih tebal dan tidak

terdapat sel darah dilumennya (Eroschenko, 2010).

. Tubulus Kontortus Distal (TKD)

Tubulus kontortus distal terdiri dari selapis sel kuboid yang
berbeda dari sel kuboid TKP karena lebih kecil, tidak memiliki
brush border, serta ditemukan lebih banyak nukleus. TKD
memiliki fungsi utama untuk mereabsorbsi secara aktif ion
natrium dari filtrat tubulus. Selain itu, TKD juga menyekresi
H+ dan NH+ kedalam urin tubulus, suatu aktivitas yang penting
untuk pemeliharaan keseimbangan asam-basa di darah

(Eroschenko, 2010).

Aparatus Jukstaglomerus

Sel jukstaglomerular di arteriol glomerulus aferen dan sel
makula densa di tubulus kontortus distal membentuk Aparatus
Jugstaglomerular (JGA). Sitoplasma sel jukstaglomerular
mengandung granula sekretorik terbungkus membran yang
berisi enzim renin. Fungsi dasar JGA adalah autoregulasi laju
filtrasi glomerulus (GFR) dan pengaturan tekanan darah. Sel di
aparatus ini bekerja sebagai baroreseptor dan kemoreseptor

(Mescher, 2012).
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Tubulus Colligens

Tebulus colligens merupakan bagian terakhir setiap nefron yang
saling bergabung membentuk ductus colligens, kemudian
berjalan di tepi piramida ginjal dan bermuara ke dalam calix.
Epitel yang melapisi tubulus ini adalah epitel kuboid. Tubuluts
colligens memiliki diameter 40um, sementara diameter
duktusnya mencapai 200um. Di medula, ductus colligens
merupakan komponen utama mekanisme pemekatan urine. Sel-
sel ductus colligens banyak mengandung aquaporin yaitu
protein integral yang ditemukan pada sebagian besar membran
sel yang berfungsi sebagai pori selektif untuk pasase molekul

air (Eroschenko, 2010).

Fisiologi Ginjal

Ginjal berfungsi vital sebagai pengatur komposisi kimia dan
volume darah serta lingkungan dalam tubuh dengan
mengekresikan zat terlarut dan air secara selektif. Fungsi vital
ginjal dicapai dengan filtrasi plasma darah melalui glomerulus
dengan reabsorpsi sejumlah zat terlarut dan air dalam jumlah
yang sesuai di sepanjang tubulus ginjal. Kelebihan zat terlarut
dan air di eksresikan keluar tubuh dalam urin melalui sistem

pengumpulan urin (Price & Wilson, 2006).
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Menurut Sherwood (2012), fungsi ginjal antara lain:

a. Mempertahankan keseimbangan H,O di tubuh

b. Mempertahankan osmolaritas cairan tubuh yang sesuai,
terutama melalui regulasi keseimbangan H,O

c. Mengatur jJumlah dan konsentrasi sebagian besar ion CES

d. Mempertahankan volume plasma yang tepat, yang penting
dalam pengaturan jangka panjang tekanan darah arteri

e. Membantu mempertahankan keseimbangan asam-basa
tubuh yang tepat dengan menyesuaikan pengeluaran H*
dan HCO3 di urin

f. Mengekskresikan produk-produk sisa metabolisme

g. Menghasilkan hormon eritropoietin untuk merangsang
produksi sel darah merah

h. Menghasilkan hormon renin untuk memicu suatu reaksi
berantai yang penting dalam penghematan garam oleh
ginjal

i. Mengubah vitamin D menjadi bentuk aktifnya.

Ginjal Tikus

Anatomi ginjal tikus mirip dengan ginjal manusia, terdiri dari
sepasang organ yang berbentuk seperti kacang yang terletak
retroperitoneal. Namun, keduanya dilapisi oleh lemak
sehingga tidak melekat langsung pada dinding tubuh. Ginjal

ini berada dalam posisi mendatar dorsoventral dan memiliki
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luas cembung ke arah lateral. Terdapat dua lapisan ginjal yaitu

korteks dan medulla (Cook, 2007).

Kerusakan pada ginjal tikus akibat pemberian minyak jelantah
(minyak bekas penggorengan berulang) adalah akibat
kandungan Reactive oxygen species (ROS) dalam minyak
tersebut yang dapat merusak membran sel dan merusak
komponen intrasel termasuk asam nukleat, protein, dan lipid

(Panjaitan, 2007).

2.4 Proses Kerusakan Ginjal Akibat Minyak Jelantah
Minyak goreng yang dilakukan pemanasan berulang akan membentuk
radikal alkoksi, peroksi, hidroksi yang merupakan radikal bebas
golongan reactive oxygen spesies (ROS) yang dapat terserap dalam
makanan (E. Choe & Min, 2015). Bila makanan yang digoreng dengan
menggunakan minyak jelantah tersebut dimakan, maka dapat
menyebabkan kerusakan pada berbagai organ seperti hati, ginjal,

jantung dan arteri (Susianti, 2014).

Ginjal berfungsi untuk  mengeliminasi substansi asing dan sisa
metabolisme sehingga meningkatkan kemungkinan terpapar oleh zat-
zat yang beredar dalam aliran darah. Tubulus proksimal menjadi
tempat akumulasi awal zat kimia yang disekresi secara aktif dari darah

ke urin. Selain itu, jika substansi kimia ini direabsorbsi dari urin maka
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akan melalui sel epitel tubulus dengan konsentrasi tinggi. Hal ini
menyebabkan zat-zat toksik ini akan terakumulasi dan menyebabkan
kerusakan pada ginjal (Zulfiani et al., 2013). Stres oksidatif
mengakibatkan kelebihan radikal bebas yang akan bereaksi dengan
lemak, protein, dan asam nukleat seluler sehingga terjadi kerusakan
lokal dan disfungsi ginjal. Terdapat tiga reaksi yang paling relevan
dengan jejas sel yang diperantarai radikal bebas, yaitu peroksidasi
lipid, fragmentasi DNA dan ikatan silang protein. Radikal bebas
bersama dengan unsur lipid dapat menyebabkan reaksi peroksidasi
lipid sehingga dapat menyebabkan kerusakan membran sel dan
kematian sel akibat nekrosis (Kumar & Robbins, 2007). Membran sel
membantu pengaturan keluar masuk berbagai zat melalui proses
transport pasif dan aktif, dan juga sebagai tempat melekatnya berbagai
enzim. Hilangnya integritas membran sel menyebabkan penumpukan
kelebihan cairan jaringan dalam sel sehingga terjadi pembengkakan sel

yang merupakan fase menuju kematian sel (Latumahina, 2011).

Fragmentasi DNA yang dipicu oleh enzim endonuklease menyebabkan
perubahan morfologi nukleus diantaranya piknosis, karioreksis, dan
kariolisis. Piknosis adalah keadaan dimana ukuran inti sel mengecil,
kromatin memadat, dan warna tampak lebih basofil. Karioreksis adalah
terjadinya fragmentasi inti sel dan terdapat fragmen-fragmen materi
kromatin yang tersebar di dalam sel. Kariolisis adalah kondisi di mana

sifat basofilia kromatin inti sel memudar oleh karena aktivitas enzim
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DNAase dan dalam waktu 1 — 2 hari inti sel menghilang (Kumar &

Robbins, 2013).

Radikal bebas yang bereaksi dengan timin dapat menyebabkan
kerusakan DNA sehingga menimbulkan kerusakan pada untaian
tunggal DNA dan menyebabkan sel mengalami deplesi cadangan
energi sehingga sel dapat mengalami nekrosis. Radikal bebas yang
berinteraksi dengan unsur protein menginisiasi ikatan silang yang
diperantarai sulfihidril yang menyebabkan peningkatan kecepatan
degradasi atau hilangnya aktivitas enzimatik. Reaksi radikal bebas
secara langsung dapat menyebabkan fragmentasi polipeptida (Kumar

& Robbins, 2013).

2.5 Kerangka Teori
Berdasarkan tinjauan pustaka diatas, minyak jelantah dapat merusak
organ ginjal melalui berbagai mekanisme. Dengan demikian, dapat

dibentuk kerangka teori sebagai berikut :
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Gambar 5. Kerangka teori kerusakan histopatologi ginjal karena minyak

jelantah.
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2.6 Kerangka Konsep

Variabel independen Variabel dependen

Minyak jelantah Perubahan

v

gambaran
histopatologi ginjal

Gambar 6. Kerangka Konsep pengaruh minyak jelantah terhadap

histopatologi ginjal.

2.7 Hipotesis

1. Terdapat pengaruh pemberian minyak jelantah per-oral terhadap
gambaran histopatologi ginjal tikus putih (Rattus norvegicus)
jantan galur Sprague dawley.

2. Terdapat pengaruh frekuensi penggorengan minyak jelantah
terhadap derajat kerusakan ginjal tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague dawley.




3.1.

3.2.

BAB Il1
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan metode
rancangan acak lengkap dengan pola post test control group design.
Penelitian dilakukan dengan cara membandingkan hasil observasi pada
kelompok eksperimental dan kelompok kontrol. Digunakan 30 ekor tikus
putih (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley jantan dewasa (berumur

8-10 minggu) yang dipilih secara random dan dibagi menjadi 5 kelompok.

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan selama empat bulan. Pemberian Intervensi kepada
hewan coba dilakukan di Pethouse Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung. Tempat pembedahan hewan coba dan pembuatan preparat
histopatologi di Balai Veteriner Lampung. Sedangkan, pengamatan secara
mikroskopis dan pengambilan data dilakukan di Laboratorium Patologi

Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
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3.3. Populasi dan Sampel
Populasi penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur
Sprague dawley berumur 8—10 minggu (dewasa) yang diperoleh dari
Palembang Tikus Centre (PTC). Sampel penelitian sebanyak 30 ekor yang
dipilih secara acak yang dibagi dalam 5 kelompok, sesuai dengan rumus

Frederer.

Rumus Frederer, rumus yang digunakan dalam penentuan besar sampel
untuk uji eksperimental yakni (t-1)(n-1)>15. Dimana t merupakan
kelompok perlakuan dan n adalah besar sampel setiap kelompok.
Penelitian ini menggunakan 5 kelompok perlakuan sehingga perhitungan
sampel menjadi:
(5-1)(n-1)>15
4(n-1) >15
4n-4>15
4n>19
n>4,75
Jadi, sampel yang digunakan pada setiap kelompok percobaan sebanyak 5
ekor (pembulatan) dan jumlah kelompok yang digunakan adalah 5
kelompok sehingga penelitian ini menggunakan 25 ekor tikus putih. Untuk
mengantisipasi hilangnya eksperimen maka dilakukan koreksi dengan

rumus:
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Keterangan:
N= besar sampel koreksi
n = besar sampel awal

f = perkiraan proporsi drop out sebesar 10% (Sastroasmoro & Ismael,

2010).
sehingga,
_ 5
N— ﬁ
N= —
1-10%
N= >
0,9
N=5,55

N= 6 (pembulatan)
Jadi, keseluruhan sampel yang digunakan pada penelitian kali ini adalah

30 ekor tikus putih yang dibagi ke dalam 5 kelompok.

Adapun keempat kelompok tikus ini terdiri dari:

1. Kelompok 1 merupakan kelompok tikus putih diberi aquades.
Kelompok ini digunakan sebagai kelompok kontrol.

2. Kelompok 2 merupakan kelompok tikus putih yang diberi minyak
jelantah 1x penggorengan secara per-oral dengan dosis 1,5mL/hari
selama 28 hari.

3. Kelompok 3 merupakan kelompok tikus putih yang diberi minyak
jelantah 4x penggorengan secara per-oral dengan dosis 1,5mL/hari

selama 28 hari.
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4. Kelompok 4 merupakan kelompok tikus putih yang diberi minyak
jelantah 8x penggorengan secara per-oral dengan dosis 1,5mL/hari
selama 28 hari.

5. Kelompok 5 merupakan kelompok tikus putih yang diberi minyak
jelantah 12x penggorengan secara per-oral dengan dosis 1,5mL/hari

selama 28 hari.

3.3.1 Kriteria Inklusi
a. Tikus putih jantan Rattus norvegicus galur Sprague dawley
b. Sehat (rambut tidak kusam, rontok, botak, dan aktif)
c. Berat badan 200-250 gram
d. Usia 8-10 minggu (dewasa)
e. Tingkah laku dan aktivitas normal

f. Tidak ada kelainan anatomi yang tampak

3.3.2 Kriteria Eksklusi
a. Keluarnya eksudat yang tidak normal dari mata, mulut, anus,
genital setelah masa adaptasi
b. Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah masa
adaptasi di laboraturium

c. Tikus mati selama waktu penelitian dilakukan
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3.4. Alat dan Bahan Penelitian

34.1

3.4.2

3.4.3

Bahan penelitian

Bahan penelitian yang digunakan yaitu :

1) Tikus putih

2) Air/aquades

3) Minyak jelantah dari minyak kemasan dengan 1x,4x,8x,12x
penggorengan

4) Pakan dan minum tikus

5) Ketamine-xylazine

Bahan dalam Pembuatan Preparat Histologi

Bahan yang digunakan untuk pembuatan preparat histolohi yaitu
larutan formalin 10% untuk fiksasi, alkohol 70%, alkohol 96%,
alkohol absolut, etanol, xylol, pewarna Hematoksisilin dan Eosin

(H & E) dan entelan.

Alat penelitian

Peralatan yang dibutuhkan untuk penelitian yaitu:

1) Spuit3cc

2) Neraca analitik Metler Toledo

3) Kompor dan penggorengan

4) Sonde

5) Minor set, untuk membedah perut tikus (laparotomy)

6) Kapas alkohol
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7) Kandang dan botol minum tikus

8) Mikroskop cahaya

Alat dalam Pembuatan Preparat Histologi

Alat yang digunakan untuk pembuatan preparat histologi adalah
object glass, deck glass, tissue cassette, rotary microtome, oven,
waterbath, platening table, autotechnicome processor, staining

jar, staining rack, kertas saring, histoplast dan paraffin

dispenser.

3.5. Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional Variabel

3.5.1

3.5.2

Identifikasi VVariabel

Pada penelitian ini terdapat 2 variabel yakni variabel bebas
(variabel independen) dan variabel terikat (variabel dependen).
Adapun variabel penelitian pada penelitian ini adalah :

1. Variabel Bebas adalah pemberian minyak jelantah peroral

2. Variabel Terikat adalah perubahan histopatoogi ginjal

Definisi Operasional Variabel

Definisi operasional variabel penelitian ini yaitu:
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Variabel Definisi Alat ukur Hasil ukur Skala
Pemberian Frekuensi Spuit3cc  Pemberian minyak Kategorik
minyak penggorengan tahu  dan sonde jelantah yang telah ordinal
jelantah yang dengan minyak dipakai sebanyak 1x, 4x,
berasal dari ~ goreng kemasan 8x, dan 12x
minyak pada suhu 150- penggorengan ke tikus
goreng 165°C dan durasi putih jantan galur
kemasan 10 menit setiap Sprague dawley dengan

siklus (IImi et al, dosis 1,5 mL

2015). K = diberi

aquades, P1=1x,

P2=4x, P3= 8,

P4=12x.
Perubahan Skor penilaian Mikroskop Kerusakan glomerulus Numerik
gambaran gambaran cahaya 0= gambaran normal
histopatologi  kerusakan ginjal dengan 1= infiltrasi sel radang
ginjal tikus dilihat dengan  perbesaran 2= edema spatium

melakukan 400x bowman

pengamatan 3= nekrosis

sediaan

histopatologi pada
5 lapang pandang.

Kerusakan tubulus

0= gambaran normal
1= infiltrasi sel radang
2= pembengkakan sel
epitel tubulus

3= nekrosis

Kriteria Penialaian
derajat kerusakan ginjal
diambil dari kerusakan
tertinggi kemudian
dihitung dari skor
kerusakan tubulus ginjal
dan skor kerusakan
glomerulus dengan total
skor kerusakan yaitu 0-6
(Muhartono et al, 2016).
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3.6. Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh minyak jelantah

terhadap histopatologi ginjal pada hewan coba.

3.6.1 Pemilihan hewan coba

Hewan coba sebagai model dipilih Tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Sprague dawley. Tikus ini dipilih sebagai model hewan coba
karena merupakan mamalia yang mempunyai tipe metabolisme
sama dengan manusia sehingga hasilnya dapat digeneralisasi pada
manusia serta pengaruh diet dapat benar-benar dikendalikan dan
terkontrol. Keuntungan menggunakan tikus putih adalah lebih

tenang dan lebih mudah ditangani (Isroi, 2010).

Kriteria tikus pada percobaan yakni memiliki usia 8-10 minggu dan
berjenis kelamin jantan. Hal ini dikarenakan berdasarkan penelitian
sebelumnya umur tesebut sudah digolongkan dewasa dan sudah
terbentuk organ tubuh yang matur. Golongan ini memiliki rata-rata
berat badan 200-250 gram. Alasan dipilih tikus jantan karena tidak
terpengaruh hormonal dan kehamilan sehingga tidak berpengaruh
pada hasil penelitian. Berikut adalah taksonomi dari spesies Rattus

norvegicus (Akhtar, 2012).

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mammalia
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Subkelas : Theria

Ordo : Rodentia
Subordo : Myomorpha
Famili : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
Galur : Sprague dawley

3.6.2 Adaptasi Tikus
Tikus sebanyak 30 ekor dibagi ke dalam 5 kandang dan
diadaptasi selama 1 minggu sebelum perlakuan dimulai. Selama
masa adaptasi tikus diberi makan berupa pelet dan air. Pengukuran

berat badan tikus sebelum perlakuan.

3.6.3 Pemilihan minyak goreng dan penentuan dosis
a. Pemilihan minyak goreng
Kadar asam lemak bebas dalam minyak jelantah akan semakin
tinggi seiring dengan frekuensi dan lama waktu penggorengan
begitu juga pada bilangan peroksida atau radikal bebas
(Muchtadi, 2009). Minyak goreng yang telah digunakan untuk
menggoreng sebanyak 4 sampai 8 kali dapat merusak organ tikus
(Shastry et al., 2011). Penelitian lain yang pernah dilakukan yaitu
menggunakan minyak goreng dengan frekuensi pemakaian 5 dan

10 kali dapat merusak aorta tikus (Xian et al., 2012). Oleh karena
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itu pada penelitian ini dipilih minyak goreng dengan 1x, 4x, 8x
dan 12x penggorengan. Peneliti menggunakan minyak goreng
kemasan, yaitu minyak goreng yang melalui 2x penyaringan.
Proses penyaringan minyak goreng sebanyak 2 Kali
menyebabkan kandungan asam lemak tak jenuh menjadi lebih
tinggi. Tingginya asam lemak tak jenuh menyebabkan minyak
mudah rusak oleh proses penggorengan (deep frying), karena
selama proses menggoreng minyak akan dipanaskan secara terus
menerus pada suhu tinggi serta terjadinya kontak dengan
oksigen dari udara luar yang memudahkan terjadinya reaksi

oksidasi pada minyak (Sartika, 2009).

b. Perhitungan dosis
Pemberian minyak goreng bekas kepada hewan percobaan
dilakukan berdasarkan penelitian sebelumnya. Dosis yang
dipakai untuk menginduksi tikus dengan minyak goreng ialah
1,5mL/hari. Dimana pada dosis tersebut mengakibatkan

kerusakan histopatologi pada usus tikus (Zhou et al., 2016).

3.6.4 Prosedur Pemberian Intervensi
Untuk pemberian intervensi dilakukan berdasarkan kelompok
perlakuan. Kelompok 1 (K-) sebagai kontrol negatif, dimana
hanya diberi aquades. Kelompok 2 (P1) sebagai kelompok

perlakuan, dimana tikus diberikan minyak jelantah 1x
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penggorengan dengan dosis 1,5mL/hari. Kelompok 3 (P2) sebagai
kelompok perlakuan, dimana tikus diberikan minyak jelantah 4x
penggorengan dengan dosis 1,5mL/hari. Kelompok 4 (P3) sebagai
kelompok perlakuan, dimana tikus diberikan minyak jelantah 8x
penggorengan dengan dosis 1,5mL/hari. Kelompok 5 (P4) sebagai
kelompok perlakuan, dimana tikus diberikan minyak jelantah 12x

penggorengan dengan dosis 1,5mL/hari.

Prosedur Pengelolaan Hewan Coba Pasca Penelitian

Sebelum dilakukan pembedahan untuk mengambil organ ginjal
pada tikus, di akhir perlakuan terlebih dahulu tikus akan dianastesi
dengan menggunakan ketamine—xylazine dengan dosis 75-100
mg/kg ditambah 5—10 mg/kg secara intraperitoneal dengan selama
10—-30 menit. Setelah dianastesi, tikus diterminasi dengan cara
melakukan dislokasi servikal (AVMA, 2013). Selanjutnya
dilakukan laparotomi untuk mengambil organ ginjal. Bangkai tikus

dimusnahkan dengan cara pembakaran ditempat khusus.

Prosedur Operasional Pembuatan Slide
Metode teknik pembuatan preparat histopatologi antara lain

sebagai berikut:



39

a). Fixation

1. Spesimen berupa potongan organ telah dipotong
secara representatif kemudian segera difiksasi dengan
formalin 10% selama 3 jam.

2. Dicuci dengan air mengalir sebanyak 3—5 kali.

b). Trimming

1. Organ dikecilkan hingga ukuran £ 3 mm.
2. Potongan organ tersebut dimasukkan kedalam tissue

casette.

c). Dehidrasi

1. Mengeringkan air dengan meletakkan tissue cassette
pada kertas tisu.
2. Dehidrasi dengan:
= Alkohol 70% selama 0,5 jam.
= Alkohol 96% selama 0,5 jam.
= Alkohol 96% selama 0,5 jam
= Alkohol 96% selama 0,5 jam
= Alkohol absolut selama 1 jam.
= Alkohol absolut selama 1 jam.
= Alkohol absolut selama 1 jam.

= Alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam



40

d). Clearing

f).

Untuk membersihkan sisa alkohol, dilakukan clearing dengan

xylol I dan Il, masing—masing selama 1 jam.

Impregnasi

Impregnasi dilakukan dengan menggunakan paraffin selama

1 jam dalam oven suhu 65° C.

Embedding

1. Sisa paraffin yang ada pada pan dibersihkan
dengan memanaskan beberapa saat di atas api dan diusap
dengan kapas.

2. Paraffin cair disiapkan dengan memasukkan paraffin ke

dalam cangkir logam dan dimasukkan dalam oven

dengan suhu diatas 58° C.

3. Paraffin cair dituangkan ke dalam pan.

4. Dipindahkan satu persatu dari tissue cassette ke
dasar pan dengan mengatur jarak yang satu dengan yang
lainnya.

5. Pan dimasukkan ke dalam air.

6. Paraffin yang berisi potongan mata dilepaskan dari pan
dengan dimasukkan ke dalam suhu 4—6° C beberapa saat.

7. Paraffin dipotong sesuai dengan letak jaringan yang ada
dengan menggunakan skalpel/pisau hangat.

8. Siap dipotong dengan mikrotom
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g). Cutting

1. Pemotongan dilakukan pada ruangan dingin.

2. Sebelum memotong, blok didinginkan terlebih dahulu di
lemari es.

3. Dilakukan pemotongan kasar, lalu dilanjutkan dengan
pemotongan halus dengan ketebalan 4—5 mikron.
Pemotongan dilakukan menggunakan rotary microtome
dengan disposable knife.

4. Dipilih lembaran potongan yang paling baik,
diapungkan pada air, dan dihilangkan kerutannya dengan
cara menekan salah satu sisi lembaran jaringan tersebut
dengan ujung jarum dan sisi yang lain ditarik
menggunakan kuas runcing.

5. Lembaran jaringan dipindahkan ke dalam water bath
suhu 60°C selama beberapa detik sampai mengembang
sempurna.

6. Dengan gerakan menyendok, lembaran jaringan tersebut
diambil dengan slide bersih dan ditempatkan di tengah
atau pada sepertiga atas atau bawah.

7. Slide yang berisi jaringan ditempatkan pada inkubator
(suhu 37°C) selama 24 jam sampai jaringan melekat

sempurna.



h). Staining (pewarnaan) dengan Harris Hematoksilin—Eosin.

Setelah jaringan melekat sempurna pada slide, dipilih slide
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yang terbaik, selanjutnya secara berurutan memasukkan ke

dalam zat kimia dibawah ini dengan waktu sebagai berikut.

1)

2)

3)

4)

5)

Dilakukan deparaffinisasi dalam:

a) Larutan xylol I selama 5 menit

b) Larutan xylol 1l selama 5 menit

c) Ethanol absolut selama 1 jam

Hydrasi dalam:

a) Alkohol 96% selama 2 menit

b) Alkohol 70% selama 2 menit

c) Air selama 10 menit

Pulasan inti dibuat dengan menggunakan:
a) Haris hematoksilin selama 15 menit
b) Air mengalir

c) Eosin selama maksimal 1 menit
Lanjutkan dehidrasi dengan menggunakan:
a) Alkohol 70% selama 2 menit

b) Alkohol 96% selama 2 menit

c) Alkohol absolut 2 menit

Penjernihan:
a) Xylol I selama 2 menit

b) Xylol 1l selama 2 menit



43

J)- Mounting dengan entelan lalu tutup dengan deck glass

Setelah pewarnaan selesai, slide ditempatkan di atas kertas tisu
pada tempat datar, ditetesi dengan bahan mounting yaitu
entelan dan ditutup dengan deck glass, cegah jangan sampai
terbentuk gelembung udara.

k). Slide dibaca dengan mikroskop

Slide dikirim ke Laboratorium Patologi Anatomi, diperiksa
dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x.

Pengamatan dilakukan oleh peneliti dan pembimbing ahli.

Adapun alur penelitian yang dilakukan pada penelitian kali

ini adalah sebagai berikut:
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Tikus diadaptasikan selama 7 hari

y
Mengelompokkan sampel berdasarkan kriteria
inklusi dan ekslusi

K (-) P1 P1 P2 P3

v
Pemberian Pemberian Pemberian Pemberian
minyak minyak minyak minyak
jelantah 1x jelantah 4x jelantah 8x jelantah 12x
penggorenga penggorengan penggorengan penggorengan

!

!

!

\ 4

Pembedahan organ ginjal tikus

'

Pembuatan sediaan dengan pewarnaan HE

A 4

Pengamatan sediaan dengan mikroskop

'

Analisis

Gambar 7. Diagram Alur Penelitian
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Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan histopatologi di bawah
mikroskop diuji analisis statistik. Hasil penelitian dianalisis apakah
memiliki distribusi normal atau tidak secara statistik dengan uji
normalitas Shapiro-Wilk karena jumlah sampel <50. Hasil analisis
Shapiro-Wilk didapatkan bahwa data tidak terdistribusi normal.
sehingga dilakukan normalitas data tetapi data tetap tidak terdistribusi
normal. Oleh karena itu, digunakan uji nonparametrik KruskalWallis.
Hipotesis dianggap bermakna bila p<0,050. Pada uji Kruskal-Wallis
menghasilkan nilai p<0,050, sehingga dilanjutkan dengan melakukan
analisis Post-Hoc Mann Whitney untuk melihat perbedaan antar

kelompok perlakuan.

Ethical Clearance

Penggunaan hewan coba dalam penelitian harus mementingkan aspek
kesejahteraan hewan coba dan perlakuan secara manusiawi. Dalam
penelitian kesehatan yang memanfaatkan hewan coba, juga harus
diterapkan prisip 3R data protokol penelitian, yaitu replacement,
reduction dan refinement. Replacement adalah keperluan memanfaatkan
hewan percobaan sudah diperhitungkan secara seksama, baik dari
pengalaman terdahulu maupun literatur untuk menjawab pertanyaan
penelitian dan tidak dapat digantikan oleh makhluk hidup lain seperti
sel atau biakan jaringan. Reduction adalah pemanfaatan hewan dalam

penelitian sesedikit mungkin, tetapi tetap mendapatkan hasil yang
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optimal. Dalam penelitian ini sampel dihitung berdasarkan rumus
Frederer yaitu (t-1)(n-1)>15, dimana t merupakan jumlah kelompok
percobaan dan n merupakan jumlah pengulangan atau jumlah sampel
tiap kelompok. Refinemenet adalah memperlakukan hewan percobaan
secara manusiawi, dengan prinsip dasar membebaskan hewan coba
dalam beberapa kondisi yaitu bebas dari rasa lapar dan haus, bebas dari
ketidaknyamanan dan bebas dari nyeri. Untuk itu penelitian ini telah
diajukan ke Komisi Etik Penelitian Kesehatan FK Unila dengan nomor
surat N0:102/UN26.8/2017 karena penelitian ini memanfaatkan hewan

percobaan dalam pelaksanaannya.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Terdapat pengaruh pemberian minyak jelantah per-oral terhadap gambaran histopatologi
ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley.
2. Terdapat pengaruh frekuensi penggorengan minyak jelantah terhadap derajat kerusakan

ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley.

5.2 Saran

1. Peneliti lain disarankan menguji lebih lanjut untuk membandingkan tingkat kerusakan
organ ginjal akibat minyak jelantah dengan bahan penggorengan lain.

2. Peneliti lain disarankan untuk meneliti potensi zat-zat yang dapat mencegah kerusakan
organ ginjal dari pengaruh minyak jelantah.

3. Peneliti lain disarankan untuk meneliti urin tikus secara mikroskopik untuk mengetahui
ada atau tidak zat yang terekskresi bersama urin akibat kerusakan ginjal akibat minyak

jelantah.
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