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ABSTRAK

Daun pare (Momordica charantia L.) memiliki kandungan senyawa flavonoid,
tanin, dan saponin yang berperan dalam penyembuhan luka. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun pare
(M. charantia L.) terhadap penyembuhan luka yang meliputi pengamatan panjang
penutupan luka selama 9 hari dan pengamatan histopatologi dengan melihat
tingkat epitelisasi, jumlah pembuluh darah baru, dan jumlah sel inflamasi.
Ekstrak daun pare diperoleh dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol
95%. Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan acak lengkap
dengan pola post test only controlled group design yaitu menggunakan 20 ekor
mencit jantan (Mus musculus L.) yang dibagi dalam 5 kelompok yaitu kelompok
[K(+)], [K(-)], [P1], [P2], [P3]. Setiap kelompok terdiri dari 4 ekor mencit jantan.
Pada semua kelompok dibuat luka sayat pada bagian punggungnya berukuran
1,5 cm.  Setiap 2 kali sehari pada pagi dan sore hari, luka pada kelompok K(+)
dioleskan povidone iodine sebagai kontrol positif, luka pada kelompok K(-)
dioleskan etanol 95% sebagai plasebo, luka pada kelompok P1 dioleskan ekstrak
daun pare 50 %, kelompok P2 dioleskan ekstrak daun pare 75 %, kelompok P3
dioleskan ekstrak daun pare 100 % selama 9 hari. Pada hari ke-10 dilakukan
pengambilan sampel masing-masing 1 setiap kelompok untuk dilihat gambaran
histopatologinya. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun pare
berperan dalam mempercepat proses penyembuhan luka dilihat dari rerata
penutupan luka dan gambaran histopatologi paling baik selama 9 hari
dibandingkan kontrol.

.
Kata kunci : Pare (Momordica charantia L.), Mencit Jantan (Mus musculus L.),
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I.  PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Setiap aktivitas yang dilakukan sehari-hari dapat menimbulkan resiko

timbulnya luka pada tubuh. Luka menjadi salah satu penghambat makhluk

hidup dalam menjalankan aktivitas sehari-hari. Luka dapat diartikan sebagai

cedera pada bagian tubuh, yaitu ketika kulit dan jaringan dibawahnya

kehilangan kontinuitas atau hubungan. Luka dapat dialami oleh semua orang

tanpa memandang usia, ras, ataupun jenis kelamin. Aktivitas sehari-hari

dapat menimbulkan resiko timbulnya luka pada tubuh, baik luka sayat, luka

bakar, atau luka sobek (Franz dkk., 2008).

Luka memiliki macam-macam jenis luka, salah satu diantaranya yaitu luka

sayat. Luka sayat (vulnus scissum) merupakan luka yang berupa garis lurus

beraturan yang ditandai dengan tepi luka. Umumnya luka sayat terjadi ketika

adanya trauma atau kontak langsung dengan benda-benda tajam yang

mengenai tubuh (Orsted dkk., 2010). Luka sayat sering terjadi dalam

aktivitas manusia sehari-hari. Kurangnya kehati-hatian manusia terhadap

benda-benda tajam di sekitarnya menjadi faktor terjadinya luka sayat.
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Pengobatan luka menjadi hal yang cukup penting. Seseorang yang terkena

luka akan terhambat dalam aktivitasnya karena terganggunya fungsi kulit dan

jaringan. Kita ketahui bahwa kulit merupakan organ terbesar dari tubuh, luas

permukaan kulit adalah sekitar 15 % dari total berat badan orang dewasa.

Kulit juga memiliki berbagai fungsi vital, termasuk perlindungan terhadap

lingkungan eksternal baik lingkungan fisik, kimia, dan biologis. Kulit juga

mencegah kehilangan air yang berlebihan dari tubuh serta berperan dalam

termoregulasi. Ketika kulit kehilangan kontinuitasnya, maka fungsi-fungsi

tersebut tidak dapat berjalan normal sebagaimana seharusnya. Pengobatan

luka yang tidak tepat dapat menghambat proses penyembuhan luka, ataupun

menyebabkan area luka menjadi terinfeksi dan pada akhirnya menimbulkan

luka kronik (Calais, 2014).

Salah satu cara mengobati luka yaitu dengan menggunakan sediaan

antimikroba. Sediaan antimikroba berguna untuk mengurangi resiko infeksi

pada luka ringan yang disebabkan oleh mikroba. Antimikroba yang umum

digunakan dalam penanganan luka adalah povidone iodine. Povidone iodine

merupakan sediaan antimikroba yang umumnya digunakan di seluruh dunia

karena bersifat bakterisida, serta memiliki tingkat toksisitas yang rendah dan

harganya relatif murah (Sammartino dkk., 2012). Namun saat ini, banyak

dilaporkan bahwa penggunaan povidone iodine pada luka menimbulkan

banyak efek samping diantaranya pioderma (Aliagaoglu dkk., 2013), luka

bakar kimiawi (Rees dkk., 2011) hingga reaksi anafilaksis
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(Gray dkk., 2013). Oleh karena itu, perlunya dilakukan penelitian untuk

mencari obat alternatif lain dalam pengobatan luka.

Tujuan pengobatan luka adalah mengembalikan bentuk dan fungsi jaringan

kulit, sehingga kembali normal dengan mengurangi komplikasi lokal.

Jaringan yang terkena luka akan mengalami proses penyembuhan berupa

fenomena yang kompleks dan melibatkan beberapa proses. Selama tahap

penyembuhan luka, angiogenesis berperan dalam penyediaan zat makanan

dan oksigen pada daerah luka serta meningkatkan pembentukan jaringan

granulasi (Masir dkk., 2012).

Pengembangan obat atau agen alternatif untuk mengobati luka telah

dilakukan selama bertahun-tahun. Pengobatan luka secara alami dengan

menggunakan tanaman-tanaman obat sudah dilakukan sejak zaman dahulu

kala. Saat ini, beberapa tanaman obat telah digunakan untuk mengobati luka

(Meir dan Nanney, 2006). Indonesia terkenal dengan negara yang memiliki

keanekaragaman hayati yang sangat tinggi, sehingga dijuluki sebagai negara

megabiodiversity. Keanekaragaman hayati yang tinggi ini membuat alam

Indonesia telah menyediakan berbagai tanaman obat yang dapat dimanfaatkan

untuk mengobati luka.

Daun Pare (M. charantia L.) diduga memiliki kemampuan untuk

menyembuhkan luka karena mengandung senyawa-senyawa metabolit

sekunder seperti flavonoid, tanin, dan saponin yang dapat menstimulasi
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pembentukan kolagen (MacKay and Miller, 2003), serta untuk revitalisasi sel,

agar mempercepat penyembuhan luka (Permadi, 2008).

Khasiat daun pare dalam membantu proses penyembuhan luka belum banyak

diketahui. Sedikitnya penelitian tentang penggunaan daun pare terhadap

penyembuhan luka, menjadi salah satu faktor belum diketahuinya efektivitas

daun pare dalam proses penyembuhan luka. Sampai saat ini, penelitian

mengenai momordisin, senyawa tanin, flavonoid, dan saponin pada pare

dalam kaitannya sebagai senyawa untuk mengobati luka belum pernah

dilakukan dan jika melihat kegunaan dari senyawa-senyawa tersebut salah

satunya adalah untuk penyembuhan luka.  Oleh karena itu, perlu dilakukan

penelitian tentang pengujian ekstrak daun pare (M. charantia L.) terhadap

penyembuhan luka pada mencit jantan (Mus musculus L.).

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini antara lain :

1. Mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun pare (M. charantia L.) terhadap

penyembuhan luka melalui pengamatan klinis panjang penutupan luka

selama 9 hari.

2. Mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun pare (M. charantia L.) terhadap

penyembuhan luka melalui pengamatan histopatologi dengan melihat

tingkat epitelisasi, jumlah pembentukan pembuluh darah baru, dan jumlah

sel inflamasi.
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C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dikembangkan menjadi obat alternatif

yang terbuat dari ekstrak daun pare (M. charantia L.) untuk  menyembuhkan

luka. Selain itu diharapkan dapat menjadi acuan bagi masyarakat luas

mengenai pengobatan luka menggunakan daun pare (M. charantia L.).

D.  Kerangka Pemikiran

Bahaya luka dapat menimpa siapa saja, terlebih pada anak-anak, yang

disebabkan karena terkena pisau, sumber panas seperti kobaran api di tubuh,

sambaran api ketubuh, tersentuh benda panas, akibat sengatan listrik, akibat

bahan-bahan kimia, tertusuk benda tajam atau benda tumpul. Luka menjadi

masalah yang cukup serius jika tidak ditangani dengan pemberian obat yang

efektif dan aman. Penanganan dan pemberian obat yang salah dapat

memperparah luka yang diderita. Proses penyembuhan yang lama akan

mengganggu aktivitas sehari-hari dan meninggalkan bekas luka.

Berbagai upaya telah dilakukan untuk membuat obat yang dapat

mempercepat penyembuhan luka. Salah satu upaya untuk menangani

penyembuhan luka adalah dengan mempercepat proses penyembuhannya.

Pemanfaatan tumbuhan yang memiliki senyawa-senyawa aktif maupun

metabolit sekunder yang dibutuhkan tubuh dilakukan guna mempercepat

proses penyembuhan. Untuk itu, pemanfaatan ekstrak tumbuhan baik pada

bagian daun, biji, kulit, buah, dan batangnya diperlukan guna mencari

kandungan yang baik dalam mempercepat penyembuhan luka.
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Tanaman pare (M. charantia L.) merupakan tanaman yang tersebar luas di

Indonesia. Beberapa penelitian terdahulu menyatakan bahwa senyawa-

senyawa bioaktif berupa tanin, flavonoid, saponin, alkaloid diinformasikan

dapat menyembuhkan luka. Senyawa-senyawa tersebut banyak terkandung di

dalam tanaman pare (M. charantia L.), sehingga perlu dilakukan penelitian

pada tanaman pare ini dalam mempercepat proses penyembuhan luka.

Berdasarkan uraian di atas, daun pare yang mengandung flavonoid, tanin, dan

saponin diharapkan mempunyai peran dalam mempercepat penyembuhan

luka. Untuk itu, perlu dilakukan penelitian ini guna mengetahui potensi

ekstrak daun pare (M. charantia L.) terhadap penyembuhan luka pada

punggung mencit jantan (M. musculus L.).

E. Hipotesis

1. Ekstrak etanol daun pare (Momordica charantia L.) menyembuhkan luka

lebih cepat dibandingkan dengan pemberian povidone iodine dan etanol

95 % dalam perawatan luka sayat pada mencit jantan (Mus musculus L.)

dilihat dari panjang penutupan luka selama 9 hari.

2.  Ekstrak etanol daun pare (Momordica charantia L.) menghasilkan

gambaran histopatologi lebih baik dibandingkan dengan pemberian

povidone iodine dan etanol 95 % dalam perawatan luka sayat pada mencit

jantan (Mus musculus L.).
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II.  TINJAUAN PUSTAKA

A.  Luka

1. Definisi Luka (Vulnus)

Luka menjadi hal yang mengganggu dalam aktivitas manusia ataupun

makhluk hidup lain. Luka adalah kerusakan kontinuitas jaringan kulit,

membran mukosa dan tulang atau organ tubuh lain. Luka disebabkan oleh

beberapa faktor dan proses patologis, baik secara internal maupun

eksternal dari organ terlibat (Franz dkk., 2008). Kurangnya kehati-hatian

terhadap benda-benda tajam, tumpul atau benda yang dapat menghasilkan

panas menjadi penyebab timbulnya luka.

2. Jenis – jenis Luka

Ada berbagai macam jenis luka, diantaranya luka akut dan kronik. Luka

akut biasanya akan melalui proses penyembuhan yang teratur dan tepat

waktu, sehingga menghasilkan integritas anatomi dan fungsional seperti

semula. Luka kronik adalah luka yang proses penyembuhannya

berlangsung lama, sehingga proses perbaikan luka tidak menghasilkan

integritas anatomi dan fungsional seperti semula (Orsted dkk., 2010).
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Adapun berbagai jenis luka yang diklasifikasikan berdasarkan kondisi

bagian tubuh yang terluka, yaitu luka tertutup dan luka terbuka. Luka

tertutup adalah luka pada tubuh di mana kulit tetap utuh dan tidak ada

hubungan antara jaringan di bawah kulit dengan dunia luar. Luka ini

disebabkan karena adanya kontak dengan benda tumpul. Luka tertutup

yang dikenal umumnya adalah luka memar yang dapat digolongkan dalam

2 jenis yakni Kontusio dan Hematosoma. Kontusio adalah kerusakan

jaringan di bawah kulit yang mana dari luar hanya tampak berupa

benjolan. Hematoma adalah rusaknya jaringan di bawah kulit, sehingga

menyebabkan perdarahan dan tampak kebiruan dari luar. Luka terbuka

adalah luka dimana kulit atau jaringan di bawah kulit mengalami

kerusakan. Penyebab luka ini adalah karena terkena benda tajam,

tembakan, atau benturan keras dari benda tumpul pada kecelakaan lalu

lintas (Sutawijaya, 2009). Macam-macam luka terbuka, antara lain :

1.) Luka Sayat (Vulnus scisum)

Luka sayat (Vulnus scisum) merupakan luka yang disebabkan adanya

kontak antara tubuh dengan benda-benda tajam pisau, silet, parang,

dan sejenisnya. Luka sayat ini menimbulkan luka yang biasanya akan

berbentuk lurus memanjang, akan tetapi jaringan kulit di sekitar luka

tidak mengalami kerusakan (Sutawijaya, 2009). Luka sayat juga

merupakan jenis luka yang paling sering dilakukan dalam prosedur

pembedahan di dunia medis. Luka sayat yang ditandai dengan tepi

luka berupa garis lurus dan beraturan, dimana bentuk luka teratur,

lebar namun dangkal (Ziemba, 2012).
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2.) Luka Robek (Vulnus traumaticus)

Luka robek adalah luka yang disebabkan oleh benda berujung

runcing, dimana tepi luka biasanya ikut terdorong masuk ke dalam

luka, misalnya tusukan pisau, menginjak paku, dan lain sebagainya

(Sutawijaya, 2009).

3.) Luka Lecet (Ekskoriasi)

Luka lecet adalah luka yang terbentuk apabila permukaan kulit

terkelupas akibat pergeseran dengan benda yang keras dan kasar

(Sutawijaya, 2009).

4.) Luka Gigitan (Vulnus marsum)

Luka gigitan merupakan luka yang disebabkan oleh gigitan hewan

seperti kucing anjing, beruang, harimau, dan lain-lain sehingga

menyebabkan luka (Sutawijaya, 2009)

5.) Luka Bacok (Vulnus caesum)

Luka bacok adalah luka berupa garis yang tidak teratur dan jaringan

kulit di sekitar luka ikut mengalami kerusakan yang pada umumnya

diakibatkan kecelakaan lalu lintas atau kecelakaan lain

(Sutawijaya, 2009).
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6.) Luka Tembak (Vulnus sclopetinus)

Luka tembak merupakan luka yang timbul akibat terkena tembakan

peluru (timah panas). Kulit yang terkena luka tembak akan terasa

terbakar.

7.) Luka Bakar

Luka bakar adalah rusak atau hilangnya jaringan yang disebabkan

kontak dengan sumber panas seperti kobaran api di tubuh (flame),

jilatan api ketubuh (flash), terkena air panas (scald), tersentuh benda

panas (kontak panas), akibat sengatan listrik, akibat bahan-bahan

kimia, serta sengatan matahari (sunburn) (Moenajat, 2001).

8.) Luka Hancur (Vulnus lacerum)

Luka yang biasanya disebabkan oleh kecelakaan yang berat. Bentuk

luka ini tidak teratur dan mengenai permukaan yang luas

(Sutawijaya, 2009).

B.  Tanaman Uji

Pada penelitian ini digunakan satu jenis tanaman uji adalah pare

(M. charantia L.) yang diekstrak daunnya untuk dijadikan obat penyembuh

luka.
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1. Klasifikasi Pare (Momordica charantia L.)

Klasifikasi ilmiah menurut Subahar (2004) yaitu :

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Cucurbitales

Suku : Cucurbitaceae

Marga : Momordica

Jenis : Momordica charantia L.

2. Penamaan Tanaman Pare

Indonesia adalah negara yang sangat luas dan memiliki banyak perbedaan

dalam setiap daerahnya, sehingga membuat Indonesia terkenal dengan

keragamannya, baik bahasa, budaya, adat istiadat, maupun dalam sistem

penamaan. Adapun perbedaan nama daerah untuk tanaman pare yaitu di

Sumatera disebut prieu, peria, foria, pepare, atau kambeh, sedangkan di

daerah Jawa pare disebut paria,pare, pare pahit, pepareh. Pada daerah

Nusa Tenggara, pare disebut dengan paya, paria, truwuk, paita, paliak,

pariak, pania, atau pepule. Sulawesi : poya, pudu, pentu, paria,

belenggede, palia. Maluku : papariane, pariane, papari, kakariano,

taparipong, papariano, popare, dan pepare (Dalimartha,2008).
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Tanaman pare di berbagai negara memiliki penamaan yang berbeda - beda

pula antara lain : Bitter melon, bitter gourd, bitter cucumber, Spring

komkommer, Ku gua, African cucumber,balsam pear, maiden blush,

karela, dan karvel (Dalimartha, 2008).

3. Morfologi Tanaman Pare

Pare memiliki perawakan semak, termasuk tumbuhan annual-perennial,

liana (menjalar atau memanjat), dan berbau tidak enak. Batang pare

berusuk 5, tinggi pohon sekitar 2-5 m, dan pare yang muda berambut

cukup rapat. Ciri dari daun pare antara lain daunnya tunggal, bertangkai,

helaian bentuk membulat dengan pangkal bentuk jantung, panjang garis

tengah 4-7 cm, tepi berbagi 5-9 lobus.

Perawakan morfologi dari buah pare yaitu buah tipe peppo (ketimun)

memanjang, berjerawat tidak beraturan. Biji dari pare ini berwarna coklat

kekuningan pucat memanjang. Pada bagian bunga, perawakan

morfologinya yaitu bunga tunggal dengan panjang tangkai bunga 5-15 cm,

memiliki 5 buah kelopak berbentuk lonceng dengan banyak rusuk.

Mahkota bunga pare berjumlah 5 buah yang saling berdekatan dengan

penampang bentuk roda (Sudarsono dkk., 2002).
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Gambar 1. Daun Pare (Momordica charantia L.) (Anto, 2014).

4. Distribusi dan Habitat Tanaman Pare

Pare banyak terdapat di daerah tropis, berupa tumbuhan liar atau sengaja

ditanam. Sering dijumpai pada halaman rumah, kebun-kebun, dan pagar-

pagar. Tumbuhan ini di Jawa dapat tumbuh pada tempat buangan, di tepi

jalan, di alam membentuk penutupan karpet, ditanam sebagai buah sayuran

(Sudarsono dkk., 2002).

5. Kandungan Kimia

Pare (M. charantia L.) merupakan tanaman yang banyak dibudidayakan

oleh masyarakat Indonesia. Umumnya pare dijadikan sebagai bahan

makanan pada masakan. Disisi lain, pare memiliki kandungan senyawa

kimia yang baik untuk tubuh manusia yang mengkonsumsinya. Senyawa-

senyawa aktif dan metabolit sekunder banyak terkandung dalam daun, buah,

dan biji dari pare. Pada bagian daun pare banyak mengandung senyawa
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kimia seperti vitamin A, vitamin B, vitamin C, saponin, flavonoid,

steroid/triterpenoid, asam fenolat, alkaloid, dan karotenoid. Pada buah pare

diketahui bahwa terdapat berbagai senyawa kimia seperti momordisin,

karantin, saponin, flavonoid, steroid/triterpenoid, karbohidrat, alkaloid,

vitamin A, vitamin B, dan vitamin C. Pada biji mengandung senyawa asam

lemak, asam butirat, asam palmitat, asam linoleat, dan asam stearat

(Subahar, 2004).

Hasil uji penapisan kandungan kimia didapatkan bahwa fraksi n-heksana

daun pare mengandung senyawa terpen.  Pada fraksi kloroform dan metanol

didapatkan alkaloid.  Kandungan senyawa saponin, gula, dan tanin

teridentifikasi dalam fraksi metanol dan air (Rachmawati dkk., 2001).

6. Kegunaan Pare dalam Penyembuhan Beberapa Penyakit

Tanaman pare memiliki sifat kimiawi dan efek farmakologis yang baik

untuk kesehatan tubuh manusia. Sifat kimiawi pare adalah rasanya yang

pahit dan sifatnya yang dingin. Adapun efek farmakologis pare dapat

mempengaruhi hati, jantung, dan paru-paru. Tanaman pare juga bersifat

sebagai antiradang (Dalimartha, 2008).

Daun pare (M. charantia L.) mempunyai efek antipiretik yang lebih rendah

dibanding parasetamol (Ermawati, 2010). Tanaman pare juga memiliki

kandungan alpha-momorchorin, betamomorchorin, dan MAP30
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(momordica antiviral protein 30) yang bermanfaat sebagai anti HIV/AIDS

(Zheng dkk., 1999 ; Grover dan Yadav, 2004).

7.  Kegunaan  Pare dalam Penyembuhan Luka

Daun pare mengandung banyak senyawa aktif dan metabolit sekunder yang

baik untuk kesehatan tubuh dan mengobati berbagai penyakit. Dari hasil uji

kandungan fitokimia menunjukkan bahwa adanya kandungan flavonoid,

tanin, saponin, steroid, alkaloid, dan terpenoid mampu untuk

menyembuhkan luka (Wijaya, 2014).

Tanaman pare memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder salah

satunya adalah flavonoid. Flavonoid bersifat antibakterial

(Juliantina dkk., 2008). Menurut Atmaja (2007), adanya senyawa flavonoid

juga dapat menghambat zat yang bersifat racun. Adanya penambahan

flavonoid pada luka akan mempercepat proses penyembuhannya.

Salah satu senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam tanaman

pare adalah tanin. Tanin merupakan salah satu jenis senyawa yang

termasuk ke dalam golongan polifenol. Tanin memiliki aktivitas

antibakterial (Ajizah, 2004).

Saponin bersifat fungisida (Faure, 2002). Saponin dan flavonoid mampu

mempercepat proses re-epitalisasi jaringan epidermis dan infiltrasi sel-sel

radang pada daerah luka (Pongsipulung, 2012).
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C. Hewan Percobaan

Pada percobaan ini digunakan mencit jantan sebagai binatang percobaan

karena mencit jantan dapat memberikan hasil penelitian yang lebih stabil

karena tidak dipengaruhi oleh adanya siklus menstruasi dan kehamilan seperti

pada mencit betina. Kecepatan metabolisme obat yang lebih cepat dan

memiliki kondisi biologis tubuh yang stabil menjadikan mencit jantan banyak

dipilih dalam penelitian (Sugiyanto, 1995).

1. Klasifikasi Mencit Jantan (Mus musculus L.)

Menurut Mangkoewidjojo dan Smith (1988) klasifikasi mencit sebagai

berikut :

Kerajaan : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae

Marga : Mus

Jenis : Mus musculus L.

2. Karakteristik Utama Mencit (Mus musculus L.)

Mencit berwarna putih yang biasa digunakan dalam penelitian awalnya

berasal dari mencit liar yang memiliki warna rambut abu-abu. Persebaran
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populasi mencit sangat luas, mulai dari iklim sedang, dingin, maupun

panas, dan dapat hidup dalam kandang atau secara bebas sebagai hewan

liar (Malole dan Pramono, 1989). Mencit laboratorium mempunyai berat

badan yang hampir sama dengan mencit liar. Saat ini terdapat berbagai

warna bulu, galur, dan berat badan yang berbeda-beda setelah diternakkan

secara selektif selama 80 tahun yang lalu (Mangkoewidjojo dan Smith,

1988).

Mencit bersifat omnivora, artinya mencit dapat memakan semua jenis

makanan. Mencit juga termasuk ke dalam hewan nokturnal, yaitu hewan

yang aktivitas hidupnya (seperti aktivitas makan dan minum) lebih banyak

dilakukan pada sore dan malam hari (Inglis, 1980).

Gambar 2. Mencit (Mus musculus L.) (Ferdiansyah, 2013)

Menurut Falconer (1981), mencit sebagai hewan percobaan sangat praktis

untuk penelitian kuantitatif, karena sifatnya yang mudah berkembangbiak,

selain itu mencit juga dapat digunakan sebagai hewan model untuk

mempelajari seleksi terhadap sifat-sifat kuantitatif.
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D. Pengertian Simplisia dan Ekstraksi

Simplisia adalah bahan-bahan dari alam yang belum mengalami pengolahan

yang digunakan sebagai obat yang berkhasiat (Ditjen POM, 2000). Ekstrak

adalah sediaan yang diperoleh dengan mengekstraksi senyawa kimia dari

simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian

semua atau hampir semua pelarut diuapkan (Ditjen POM, 2000).

Ekstraksi dapat dilakukan dengan bermacam-macam metode tergantung dari

tujuan ekstraksi, jenis pelarut, dan senyawa yang diinginkan. Salah satu

metode ekstraksi adalah metode maserasi. Maserasi merupakan metode

ekstraksi yang paling sederhana dengan merendam bahan dalam suatu

pelarut. Metode maserasi memiliki beberapa kelebihan, diantaranya

perlakuan relatif mudah dan menghasilkan ekstrak dalam jumlah banyak

tanpa merubah susunan kimia senyawa-senyawa di dalamnya karena

pemanasan (Pratiwi, 2009).

Metode maserasi dipilih juga karena senyawa yang terkandung di dalam daun

pare dapat larut dalam etanol. Selain itu maserasi dilakukan tanpa adanya

tahap pemanasan langsung sehingga dapat menghindari terjadinya kerusakan

komponen senyawa-senyawa daun pare yang tidak tahan pemanasan

(Parmadi dan Ubaidillah, 2016).
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III.  METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi FMIPA

Universitas Lampung, Laboratorium Kimia Analitik dan Instrumentasi

Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung, Laboratorium Patologi Balai

Besar Penyidikan dan Pengujian Veteriner Regional III Provinsi Lampung,

dan Laboratorium Patologi Anatomi dan Histologi FK Universitas Lampung

pada bulan Oktober – Desember 2016.

B.  Alat dan Bahan

1. Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :

a. Rotary evaporator digunakan untuk menguapkan pelarut etanol

b. Mesin penggiling digunakan untuk menghaluskan daun pare

c.  Gelas ukur dan pipet tetes digunakan untuk membantu mengukur

volume aquades dalam proses pengenceran

d. Kandang mencit digunakan sebagai tempat tinggal mencit jantan

e. Jaring kawat digunakan untuk melindungi bagian atas kandang agar

mencit tidak terpengaruh lingkungan diluar kandang.

f. Botol minum mencit sebagai alat pembantu minum pada mencit
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g. Mangkuk pakan mencit sebagai tempat pakan mencit

h. Kapas digunakan untuk meresesapkan kloroform saat pembiusan dan

untuk membersihkan sisa ekstrak atau povidone iodine yang  mengalir.

i. Gunting, untuk mencukur rambut mencit jantan.

j. Pisau bedah, untuk membuat luka sayatan pada mencit jantan.

k. Jarum suntik, untuk menginjeksi lidokain 2 % ke mencit.

l. Plester digunakan untuk menutupi luka agar steril.

m. Jangka sorong digunakan untuk mengukur panjang luka pada

punggung mencit jantan.

n. Timbangan analitik digunakan untuk menimbang daun pare dan bahan

lainnya.

o. Sarung tangan dan masker digunakan agar pelaksanaan penelitian

berjalan steril dan melindungi wajah terutama mulut dan hidung dari

zat-zat tertentu.

2. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :

a. Daun pare digunakan sebagai bahan ekstrak yang diujikan pada luka di

punggung mencit jantan.

b.  Etanol 95% digunakan sebagai pelarut pada proses maserasi dan sebagai

plasebo.

c.  Lidokain 2 % dan kloroform digunakan untuk membius mencit jantan.

d. Povidone iodine digunakan sebagai bahan kontrol positif K(+).

e.  Mencit jantan digunakan sebagai objek penelitian.
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f.  Pelet digunakan sebagai pakan mencit jantan.

g.  Air PAM sebagai minum mencit jantan.

C. Teknik Sampling

Sampel adalah objek yang diteliti dan dianggap mewakili seluruh populasi

(Notoatmodjo, 2010). Teknik pemilihan sampel pada penelitian ini adalah

simple random sampling.

D. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental untuk membandingkan

kecepatan penyembuhan luka antara pemberian povidone iodine, etanol 95 %,

ekstrak daun pare konsentrasi 50 %, 75 %, dan 100 % berdasarkan

pengamatan panjang penutupan luka selama 9 hari dan pengamatan

histopatologi untuk melihat tingkat epitelisasi, jumlah pembentukan

pembuluh darah baru, dan jumlah sel inflamasi dalam penyembuhan luka

sayat pada mencit jantan (Mus musculus L.). Rancangan penelitian yang

digunakan adalah rancangan acak lengkap dengan pola post test only

controlled group design.
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Gambar 3. Diagram Alir Potensi Ekstrak Etanol Daun Pare (M. charantia L.)
Sebagai Alternatif Obat Penyembuh Luka Pada Punggung Mencit
Jantan (Mus musculus L.)

Keterangan :

K (+) = Kontrol Positif, rambut bagian punggung mencit dicukur, lalu diolesi

alkohol 95 %, dilukai memanjang berukuran 1,5 cm, kemudian diolesi

povidone iodine pada luka dan ditutup dengan plester.

K (-) = Plasebo, rambut bagian punggung mencit dicukur, lalu diolesi

alkohol 95 %, dilukai memanjang berukuran 1,5 cm, kemudian diolesi

etanol 95 %.

P 1 = Perlakuan 1, rambut bagian punggung mencit dicukur, lalu diolesi

alkohol 95 %, dilukai memanjang berukuran 1,5 cm, kemudian diolesi

ekstrak etanol daun pare konsentrasi 50 % pada luka dan ditutup

dengan plester.

P 2 = Perlakuan 2, rambut bagian punggung mencit dicukur, lalu diolesi

alkohol 95 %, dilukai memanjang berukuran 1,5 cm, kemudian diolesi

ekstrak etanol daun pare konsentrasi 75 % pada luka dan ditutup

dengan plester.
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P 3 = Perlakuan 3, rambut bagian punggung mencit dicukur, lalu diolesi

alkohol 70%, dilukai memanjang berukuran 1,5 cm, kemudian diolesi

ekstrak etanol daun pare konsentrasi 100 % pada luka dan ditutup

dengan plester.

HK (+) = Pengamatan hasil penyembuhan luka pada kelompok K (+)

HK (-) = Pengamatan hasil penyembuhan luka pada kelompok K (-)

HP 1 = Pengamatan hasil penyembuhan luka pada kelompok P 1

HP 2 = Pengamatan hasil penyembuhan luka pada kelompok P 2

HP 3 = Pengamatan hasil penyembuhan luka pada kelompok P 3

E. Cara Kerja

1. Penyediaan Bahan Uji

Daun pare (M. charantia L.) segar diperoleh dari perkebunan pare di desa

Sumberejo, kabupaten Tanggamus. Kriteria daun pare yang dipilih yaitu

daun yang masih muda dan segar, terletak di pucuk pohon dan diambil 5-6

lembar tiap pucuk pohonnya. Mencit jantan (Mus musculus L.) diperoleh

dari Balai Besar Penyidikan dan Pengujian Veteriner Regional III Provinsi

Lampung. Besar sampel pada penelitian ini dihitung dengan menggunakan

rumus Federer agar data homogen, sebagai berikut

(Sastroasmoro dan Ismael, 2008) :

t (n -1) ≥ 15

5 (n -1) ≥  15

5n – 5 ≥  15

5n ≥  20
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n ≥  4

Keterangan :

n = besar sampel

t = jumlah perlakuan

Berdasarkan rumus di atas, maka jumlah mencit jantan yang diuji sebanyak

20 ekor mencit, dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan.

2.  Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Pare

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah metode

maserasi (Pratiwi, 2009). Daun pare yang diperoleh dari perkebunan pare

di desa Sumberejo, Tanggamus dicuci dengan air guna menghilangkan

kotoran-kotoran dan mikroba yang menempel pada daun. Kemudian, daun

pare dikeringkan di bawah sinar matahari selama 3 hari. Selanjutnya, daun

yang telah kering, dijadikan serbuk dengan menggunakan mesin penggiling.

Daun pare yang telah menjadi serbuk ditimbang dengan menggunakan

timbangan analitik. Serbuk yang telah ditimbang, dimaserasi menggunakan

pelarut etanol 95% dengan perbandingan 348 gr serbuk daun pare : 8500 ml

etanol 95%. Selanjutnya larutan tersebut didiamkan selama 3 hari,

dibiarkan di tempat sejuk terlindung dari cahaya sambil diaduk sesekali.

Hasil maserasi ini selanjutnya disaring dengan menggunakan kertas saring

dan diambil filtratnya. Filtrat yang didapat dipekatkan dengan rotary

evaporator pada suhu 40°C di Laboratorium Kimia Analitik dan

Instrumentasi, Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas Lampung hingga didapat
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ekstrak daun pare. Ekstrak daun pare ditempatkan pada botol berukuran

300 ml.

3. Pemeliharaan Mencit Jantan

Mencit jantan dipelihara dalam kandang berukuran 40 cm x 25 cm yang

diletakkan pada Laboratorium Zoologi, FMIPA, Universitas Lampung.

Kandang mencit tersebut di dalamnya terdapat mangkok berisi pakan dan

botol minum khusus mencit. Mencit jantan ini diberi pakan dan minum

berupa pelet dan air PAM setiap harinya.

4. Pengelompokan Mencit Jantan

Mencit jantan aklimatisasi pada kandang berukuran 40 cm x 25 cm di

Laboratorium Zoologi, FMIPA, Universitas Lampung selama 3 hari. Pada

sampel mencit jantan tersebut dilakukan pengelompokan dengan teknik

randomisasi menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok mencit kontrol positif

[K(+)], kelompok mencit plasebo [K(-)], kelompok mencit percobaan 1

(P1), kelompok mencit percobaan 2 (P2), dan kelompok mencit percobaan 3

(P3), dimana masing-masing kelompok terdiri dari 4 ekor mencit jantan.

Selama percobaan, kelima kelompok mencit diberi makan pelet dan minum

dari air PAM setiap harinya.

5. Pemberian Luka Pada Punggung Mencit Jantan

Rambut pada bagian punggung mencit dicukur bersih dengan menggunakan

gunting kira-kira seluas 4 cm2 (2 cm x 2 cm). Punggung mencit jantan yang
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telah dicukur, dilakukan sterilisasi dengan mengoleskan alkohol 95 %.

Pembiusan dilakukan  dengan menyiapkan terlebih dahulu lidokain 2 %

dengan dosis 0,2 cc lidokain dalam 2 cc aquades dan juga kloroform.

Kemudian diinjeksikan pada area yang akan diberi luka pada setiap sampel

mencit jantan untuk penggunaan lidokain 2 %, sedangkan pembiusan

dengan menggunakan kloroform dengan cara meresapkan sedikit kloroform

pada kapas, kemudian ditempelkan beberapa detik pada hidung mencit

hingga pingsan. Semua mencit diletakkan kembali ke kandang dengan hati-

hati agar tidak mengalami stress dan ditunggu kira-kira 5-10 menit agar efek

anastesi bekerja. Selanjutnya dibuat luka sayatan menggunakan pisau bedah

steril dengan panjang 1,5 cm dan kedalaman hingga mencapai dermis, yang

ditandai dengan keluarnya darah.

6. Pemberian Ekstrak Etanol Daun Pare Pada Luka di Punggung Mencit
Jantan

Pada kelompok mencit K(+), luka diolesi povidone iodine menggunakan

cotton bud dan ditutup dengan plester luka.  Kelompok K(-), diolesi etanol

95 % menggunakan cotton bud dan ditutup dengan plester luka. Pada

kelompok P1, luka diolesi ekstrak daun pare konsentrasi 50 %

menggunakan cotton bud dan ditutup dengan plester luka.  Kelompok P2,

luka diolesi ekstrak daun pare konsentrasi 75 % menggunakan cotton bud

dan ditutup dengan plester luka. Kelompok P3, luka diolesi ekstrak daun

pare konsentrasi 100 %  menggunakan cotton bud dan ditutup dengan

plester luka.  Kemudian kelima kelompok mencit dimasukkan kembali ke
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kandang masing-masing. Setiap hari plester luka diganti dan dioleskan 2

kali sehari pagi dan sore selama 9 hari.  Pengamatan dilakukan setiap 2 hari

sekali selama 9 hari.

7.  Pembuatan Preparat Histopatologi

Satu ekor mencit dari masing-masing kelompok perlakuan dibuat preparat

histopatologi, sehingga 5 sampel dibuat preparat histopatologi. Preparat

histopatologi ini dibuat berdasarkan metode pembuatan preparat

histopatologi dari Balai Besar Penyidikan dan Pengujian Veteriner Regional

III Provinsi Lampung. Berikut langkah-langkahnya :

a. Trimming

1.  Spesimen berupa potongan organ atau jaringan tubuh yang telah

dipilih, kemudian dilakukan fiksasi dengan larutan pengawet berupa :

Buffer formalin atau 10 % formalin.  Perbandingan antara volume

spesimen dengan larutan 1:10 guna mendapatkan hasil yang baik.

2. Sampel organ atau jaringan dicuci dengan air mengalr.

3.  Sampel organ atau jaringan yang telah dicuci, kemudian dipotong

dengan ketebalan 2-4 mm.

4.  Potongan jaringan tersebut dimasukkan ke dalam “embedding

cassete”.  Dalam satu “embedding cassete” dapat diisi 1-5 buah

potongan jaringan disesuaikan dengan  ukuran dari besar kecilnya

potongan.
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5. Potongan jaringan dicuci dengan air mengalir.

b.  Dehidrasi

1.  Air dituntaskan dengan meletakkan “embedding cassete” pada kertas

tisu.

2.  Berturut-urut dilakukan perlakuan sebagai berikut :

Tabel 1.  Proses Dehidrasi Sampel Jaringan

Tahap Waktu Zat Kimia

Dehidration 2 Jam Alkohol 8 %
2 Jam Alkohol 95 %
1 Jam Alkohol 95 %
1 Jam Alkohol Absolut I
1 Jam Alkohol Absolut 1I
1 Jam Alkohol Absolut 1II

Clearing 1 Jam Xylol I
1 Jam Xylol II
1 Jam Xylol III

Impregnasi 2 Jam Paraffin I
2 Jam Paraffin II
2 Jam Paraffin III

c. Embedding

1. Sisa-sisa paraffin yang terdapat pada “pan” dibersihkan dengan

memanaskan beberapa saat di atas api dan diusap dengan kapas.

2.  Paraffin cair disiapkan dengan memasukkannya ke dalam cangkir

logam, kemudian dimasukkan dalam oven dengan suhu diatas 58oC.

3.  Paraffin cair dituangkan ke dalam “pan”.
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4. Satu persatu jaringan dipindahkan dari “embedding casette” ke dasar

“pan” dengan mengatur jarak satu dengan yang lainnya.

5 “Pan” dimasukkan atau diapungkan ke dalam air.

6.  Paraffin yang berisi jaringan tersebut dilepaskan dari “pan” dengan

mengkondisikan suhu 4-6oC selama beberapa saat.

7.  Paraffin dipotong-potong sesuai dengan letak jaringan yang ada

dengan menggunakan skalpel / pisau hangat.

8.  Diletakkan pada balok kayu dan diratakan pinggirnya, serta dibuat

ujungnya sedikit meruncing

9.  Blok paraffin siap dipotong dengan menggunakan mikrotom.

d. Cutting

1.  Dilakukan pemotongan pada ruangan dingin.

2.  Sebelum dipotong, blok terlebih dulu didinginkan.

3. Dilakukan pemotongan kasar dan dilanjutkan pemotongan halus

dengan ketebalan 4-5 mikron.

4.  Setelah pemotongan, lembaran jaringan yang paling baik dipilih untuk

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.
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5. Lembaran jaringan tersebut dipindahkan ke dalam waterbath selama

beberapa detik hingga mengembang sempurna.

6. Dengan gerakan menyendok, lembaran jaringan diambil

menggunakan slide bersih dan ditempatkan di tengah atau sampai

pada sepertiga atas atau bawah, dicegah jangan sampai ada gelembung

udara di bawah jaringan.

7. Slide yang berisi jaringan ditempatkan pada inkubator (suhu 37oC)

selama 24 jam sampai jaringan melekat sempurna.

e. Staining (Pewarnaan) dengan Harris Hematoxylin Eosin

Setelah jaringan melekat sempurna pada slide terbaik, dipilih yang terbaik.

Selanjutnya, dilakukan pewarnaan HE.  Pewarnaan HE dipilih karena

pewarnaan ini umum dilakukan dalam proses pewarnaan preparat jaringan

dan memberikan warna yang baik pada preparat.  Langkah-langkahnya

yaitu secara berurutan preparat dimasukkan ke dalam zat kimia di bawah

ini dengan waktu sebagai berikut :

Tabel 2.  Proses Pewarnaan Dengan Harris Hematoxylin Eosin

Zat Kimia Waktu

Xylol I 5 menit
Xylol II 5 menit
Xylol III 5 menit
Alkohol Absolut I 5 menit
Alkohol Absolut II 5 menit
Aquadest 1 menit
Harris Hematoxylin 20 menit
Aquadest 1 menit
Acid Alkohol 2-3 celupan
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Aquadest 1 menit
Aquadest 15 menit
Eosin 2 menit
Alkohol 96 % I 2 menit
Alkohol 96 % II 3 menit
Alkohol Absolut III 3 menit
Alkohol Absolut IV 3 menit
Xylol IV 3 menit
Xylol V 3 menit

f. Mounting

Setelah pewarnaan selesai, menempatkan slide di atas kertas tisu pada

tempat datar, kemudian ditetesi dengan bahan mounting yaitu kanada

balsam dan ditutup dengan cover glass. Slide dicegah jangan sampai

terbentuk gelembung udara.

g.  Pembacaan Slide Dengan Mikroskop

Slide diperiksa di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 100 kali, 200

kali, atau 400 kali.

F. Cara Pengumpulan Data

1. Klinis

Pengamatan klinis dilakukan dengan cara mengukur perkembangan

penutupan luka setiap hari selama 9 hari dengan menggunakan jangka

sorong. Hal ini dilakukan untuk melihat perbandingan antara pemberian
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povidone iodine, etanol 95%, dan ekstrak etanol daun pare konsentrasi

50 %, 75% dan 100 %.

2. Histopatologi

Pengamatan histopatologi merupakan salah satu cara untuk melihat

perkembangan kesembuhan secara mikroskopis yang dilakukan dengan

cara membuat preparat awetan, lalu dilakukan pengamatan dengan

mikroskop pada perbesaran 100 kali, 200 kali, atau 400 kali. Bagian yang

diamati meliputi tingkat epitelisasi, jumlah pembentukan pembuluh darah

baru, dan jumlah sel inflamasi (Nagaoka dkk., 2000).

Tabel 3.  Parameter dan Deskripsi Pengamatan Histopatologi Luka
(Nagaoka dkk., 2000)

Parameter dan Deskripsi Skor

Derajat terjadinya epitelisasi

●  Epitelisasi normal/lapang pandang kecil mikroskop

● Epitelisasi sedikit/lapang pandang kecil mikroskop

●  Tidak ada epitelisasi/lapang pandang kecil mikroskop

3

2

1

Jumlah pembentukan pembuluh darah baru

●  Lebih dari 2 pembuluh darah baru/lapang pandang kecil

mikroskop

●  1-2 pembuluh darah baru/lapang pandang kecil mikroskop

●  Tidak ada pembuluh darah baru/lapang pandang kecil

mikroskop

3

2

1
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Jumlah sel inflamasi/ lapang pandang

●  Sel berjumlah 1-5

● Sel berjumlah 6-10

● Sel berjumlah 11-15

3

2

1

G.  Analisis Data

Data hasil pengamatan yang diperoleh, kemudian dianalisis dengan metode

ANOVA. Jika hasil ANOVA signifikan, maka dilakukan uji lanjut dengan

metode LSD menggunakan program SPSS 16, sehingga dapat diketahui

adanya perbedaan nyata perbandingan antara pemberian povidone iodine

pada kontrol positif K(+), pemberian etanol 95 % sebagai plasebo K(-),

pemberian ekstrak daun pare 50 % pada kelompok P1, pemberian ekstrak

daun pare 75 % pada kelompok P2, dan pemberian ekstrak daun pare 100 %

pada kelompok P3



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan :

1. Ekstrak etanol daun pare berpotensi sebagai alternatif obat luka karena

menunjukkan rerata penutupan panjang luka paling tinggi yaitu pada

perlakuan ekstrak etanol daun pare 75 % sebesar 1,47 cm, sedangkan

perlakuan kontrol positif sebesar 1,38 cm dan perlakuan plasebo sebesar

1,14 cm.

2. Ekstrak etanol daun pare berpotensi sebagai alternatif obat luka

karena menunjukkan gambaran histopatologi meliputi tingkat epitelisasi,

jumlah pembuluh darah, dan jumlah sel inflamasi yang paling baik, yaitu

pada perlakuan ekstrak etanol daun pare 75 % sebesar 2,66 sedangkan

perlakuan kontrol positif sebesar 1,66 dan perlakuan plasebo sebesar 1,33.

B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian, saran yang diberikan adalah perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut dengan mencari senyawa aktif pada daun pare yang

dapat membantu dalam kesembuhan luka.
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