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ABSTRACT 

ORAL ACUTE TOXICITY TEST OF ETHANOL EXTRACT OF OIL 
MANGROVE (Rhizophora apiculatea) BARK TOWARDS KIDNEY 

HISTOPATHOLOGY OF MALE WHITE RATS (Rattus  
norvegicus) Sparague-Dawley STRAIN WITH  

FIXED DOSE METHOD 

By  

ILMA PUTERI HUTAMI 

Background: Rhiziphora apiculata is a type of mangrove plant that was previously 
identified to contain active components such as steroids, triterpenes, saponins, 
flavonoids, alkaloids, and tannins. The source of the active ingredients in mangrove 
plant extracts has been used as a traditional medicine in anticancer, antitumor, 
antidiabetic, and antimicrobial healing. 
Methods: This study was designed to determine the acute toxicity effect of ethanol 
extract of mangrove oil bark against the kidneys of male white rats (Rattus 
norvegicus) Sprague Dawley strain using a fixed-dose method through preliminary 
and main tests. Ethanol extract from Mangrove oil bark was given to 4 treatment 
groups at doses of 5, 50, 300, and 2000 mg/kg BW (body weight) compared to the 
control group. These animals were observed continuously for 14 days to see 
whether there were signs of acute toxicity. On the 15th day, they were terminated 
for kidney organ harvesting. Data were analyzed using Kruskal-Wallis and 
continued with the Mann Whitney Post Hoc test. 
Results: The results of this study suggested that there were no toxic symptoms such 
as seizures and death. The results of the average damage assessment of the 
microscopic appearance of the kidney, at doses of 5,50,300 and 2000 mg/kg BW, 
were 0.4; 0.6; 1.4; 2.4 and in the control group, the average damage was 0. The 
results of the Kruskal-Wallis test found P <0.05, namely, there was a difference in 
the level of kidney damage between groups, while the results of the Mann Whitney 
Post Hoc test showed a significant difference between the control group and the 
treatment group 3 and 4. 
Conclusion: In conclusion, administration of Rhizophora apiculata extract did not 
cause symptoms of acute toxicity clinically in white rats, however, 
histopathological examination of the kidneys at a dose of 300 mg/kg BW found 
inflammatory cells and a dose of 2000 mg/kg BW resulted in significant damage in 
the form of tubular thyroidization and inflammatory cells. 

 
Keywords: Kidney histology, Rhizophora apiculate, Fixed dose method, Acute 
toxicity. 



 

ABSTRAK 

UJI TOKSISITAS AKUT ORAL EKSTRAK ETANOL KULIT BATANG 
BAKAU MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP  

HISTOPATOLOGI GINJAL TIKUS PUTIH (Rattus 
 norvegicus) JANTAN GALUR Sprague-Dawley  

DENGAN METODE FIXED DOSE 

Oleh  

ILMA PUTERI HUTAMI 

Latar Belakang: Rhiziphora apiculata merupakan salah satu jenis tanaman bakau 
yang sebelumnya teridentifikasi mengandung komponen aktif seperti steroid, 
triterpene, saponin, flavonoid, alkaloid, dan tannin. Sumber bahan aktif dalam 
ekstrak tanaman bakau telah dimanfaatkan sebagai obat tradisional dalam 
penyembuhan antikanker, antitumor, antidiabetes, dan antimikroba.  
Metode: Penelitian ini dirancang untuk menentukan efek toksisitas akut  ekstrak 
etanol kulit batang tanaman bakau terhadap ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) 
jantan Sprague Dawley degan metode dosis tetap melalui uji pendahuluan dan uji 
utama.  Ekstrak kulit batang bakau diberikan ke 4 kelompok perlakuan dengan dosis 
bertingkat 5, 50, 300, dan 2000 mg/kgBB yang dibandingkan dengan kelompok 
kontrol. Hewan-hewan tersebut diamati selama 14 hari terus menerus untuk melihat 
ada atau tidaknya tanda-tanda toksisitas akut dan pada hari ke 15 di terminasi untuk 
pengambilan organ ginjal. Data di analisis menggunakan Kruskal-Wallis dan 
dilanjutkan uji Post Hoc Mann Whitney. 
Hasil: Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa tidak ada gejala toksik seperti 
kejang hingga kematian. Hasil penilaian rata-rata kerusakan gambaran mikroskopis 
ginjal, pada dosis 5,50,300, dan 2000 mg/kgBB yaitu 0,4; 0,6; 1,4; 2,4 dan pada 
kelompok kontrol rerata kerusakan 0. Hasil dari uji Kruskal-Wallis didapatkan 
P<0,05 yaitu terdapat perbedaan tingkatan kerusakan ginjal antar kelompok, 
sedangkan hasil uji Post Hoc Mann Whitney terdapat perbedaan yang bermakna 
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan 3 dan 4.  
Kesimpulan: Pemberian ekstrak Rhizophora apiculata tidak menyebabkan gejala 
toksisitas akut secara klinis pada tikus putih, namun pada pemeriksaan histopatologi 
ginjal dengan dosis 300mg/kgBB ditemukan sel radang dan dosis 2000 mg/kgBB 
mengakibatkan rusak secara signifikan berupa tiroidisasi tubulus, dan sel radang. 

Kata kunci: Histologi ginjal, Rhizophora apiculata, Metode fixed dose, Toksisitas 

akut.  
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Hutan bakau (mangrove) adalah sekumpulan pohon dan semak-semak 

yang tumbuh di perairan laut dan dimuara sungai yang membentuk 

estuary namun sebagian kecil saja dapat tumbuh di perairan tawar. 

Indonesia adalah salah satu negara tropis yang memiliki luasan hutan 

bakau terluas di dunia sekitar 45 spesies tanaman bakau. Tanaman bakau 

dapat hidup subur seperti di tempat-tempat dimana model topografi 

kepulauannya yang tidak terlalu lebar dan memiliki banyak sungai 

sehingga memudahkan sebaran dan ketersediaan nutrisi bagi 

kelangsungan hidupnya. Lingkungan alami tanaman mangrove terdiri dari 

kumpulan kompleks abiotik dan biotik yang diantaranya 

memanifestasikan kondisi buruk/stres oleh beberapa faktor diantaranya 

salinitas, logam berat, oksigen rendah, banjir, UV-B, patogen mikroba 

(virus, bakteri dan jamur), nematoda, serangga dan lain-lain, Namun, 

tanaman mangrove dapat menahan kondisi stres ini melalui adaptasi 

morfologi dan fisiologis dan pengembangan sistem pertahanan 

antioksidan yang efisien (Das et al., 2016). Di alam diketahui bakau 

terdiri dari 16 keluarga, 24 genus, dan 84 spesies. Rhizophora apiculata, 

Rhizophora mucronate, dan Rhizophora stylosa adalah tiga jenis yang 

paling banyak ditemukan di Indonesia  (Firdaus et al., 2013). 

 

Tanaman mangrove Rhizophora apiculata memiliki potensi yang besar 

sebagai tanaman obat (Rupidara et al., 2020). Studi etnobotonik 

mengungkapkan salah satu potensi terapeutik dari spesies tanaman ini 

adalah untuk menyembuhkan gigitan ular, cacar, maag, detoksifikasi, 

pengendalian kelahiran, gangguan saluran kemih, gangguan lambung, 
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penghambat tumor, penyakit kuning, malaria, sakit gigi, penyakit kulit, 

diare, mual, muntah, kolera, dan lain-lain (Ratnasari et al., 2017). 

 

Kandungan herbal dari tanaman bakau adalah sumber dari berbagai 

bioaktivitas komponen aktif seperti steroid,  triterpene, saponin, 

flavonoid, alkaloid, dan tanin yang telah terdeteksi sebagai antikanker 

(Rahmania et al., 2018) antitumor, antidiabetes, antimikroba (Laith, 

2021) dan antioksidan (Haryoto dan Frista, 2019). 

 

Rhizophora apiculata mengandung senyawa dichloromethane dari 

ekstrak pyroligneous acid. Pyroligneous acid adalah senyawa polipenol 

yang mengandung antioksidan. Pyroligneous acid disebut juga cuka kayu 

sebagai hasil kondensasasi penguapan (distilasi) asap dalam proses 

pembuatan arang (Pimenta et al., 2018). Asam pyroligneous pertama kali 

dikembangkan di Jepang yaitu pada saat para ilmuwan dan peneliti 

menemukan bahwa cuka kayu dari beberapa pohon memiliki kemampuan 

detoksifikasi yang kuat, dan telah dikonfirmasi melalui ratusan 

percobaan. Hasil penelitian sebelumnya menunjukan bahwa bakau 

memiliki aktifitas sebagai antioksidan (Mohan et.al., 2021). Sedangkan  

hasil dari penelitian  lainnya menunjukan bahwa ekstrak daun bakau 

dengan pelarut etil asetat dapat menghasilkan aktivitas antioksidan 

terbaik, sehingga pemberian ekstrak ini dapat menormalkan berbagai 

parameter biokimia (Hardiningtyas et al., 2014).  

 

Pada penelitian sebelumnya, dosis 56,55 mg/KgBB dari ekstrak kulit 

batang bakau (Rhizophora apiculata) dapat melindungi kerusakan paru 

(Mutia, 2018), mampu memperbaiki motilitas, morfologi dan jumlah 

spermatozoa (Marini, 2018), dan mencegah penebalan arteri koronaria 

tikus putih (Rattus norvegicus) yang disebabkan paparan asap rokok 

(Mustofa et al. 2019). Ekstrak kulit batang mangrove dapat melindungi 

pankreas tikus putih dari kerusakan akibat asap rokok (Mustofa et al. 

2018). Temuan penelitian lainnya ditemukan bahwa ada efek 
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perlindungan dari ekstrak etanol kulit batang R. apiculate terhadap 

kerusakan testis yang disebabkan oleh asap rokok pada tikus. Dosis 

terbaik dari ekstrak tersebut yang berpengaruh dalam mengantisipasi efek 

samping asap rokok adalah 113,10 mg/KgBB (Mustofa dan Hanif, 2019).  

 

Pemberian dosis dari ekstrak bakau harus tepat agar tidak mengakibatkan 

toksik pada tubuh. Dosis kurang dari 700ppm, ekstrak kulit batang 

mangrove tidak membahayakan ikan, namun pada dosis lebih dari 

750ppm, kematian ikan sebesar 50 persen selama 24 jam. Hal ini 

menunjukan bahwa ikan lebih sering mati pada dosis ekstrak yang lebih 

tinggi (Jampil et al., 2017). Uji toksisitas subakut Rhizophora apiculata 

pada dosis ekstrak 114 mg/kg menunjukan tanda-tanda toksisitas pada 

hati tikus, sedangkan pada dosis 228 mg/kg ditemukan efek muncul di 

pancreas (Mustofa et al. 2020). 

 

Ginjal berperan penting dalam menjaga kesehatan tubuh, mulai dari 

aktivitas hormon hingga mempertahankan kadar molekul yang stabil 

dalam darah hingga ekskresi racun. Sebagian besar menganggap ginjal 

merupakan organ nomor dua setelah hati untuk menghilangkan racun. 

Namun , sekitar 20% hingga 25% curah jantung melewati organ-organ 

kecil ini, memungkinkan ginjal menyaring darah sebanyak 60 kali per 

hari, sehingga dapat dikatakan bahwa ginjal sebenarnya lebih penting 

untuk menghilangkan racun dibandingkan organ hati. Ginjal 

membersihkan tubuh dari produk metabolisme seperti amonia, asam urat, 

kreatinin, urea, produk akhir metabolisme hemoglobin, dan metabolit 

hormone (Pizzorno, 2015). 

 

Oleh karena itu setelah mempertimbangkan beberapa hasil penelitian-

penelitian sebelumnya, anais tertarik untuk mengarahkan penelitian 

tentang efek toksisitas akut dari ekstrak kulit batang bakau pada ginjal 

tikus putih (Rattus norvegicus) jantan Sprague Dawley, dengan adanya 
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penelitian ini diharapkan dapat memperhitungkan kadar dosis yang 

mengakibatkan toksik pada tubuhnya. 

 

1.2 Perumusan Masalah 

1. Apakah terdapat tanda-tanda toksisitas akut pada tikus putih (Rattus 

norvegicus) yang diberikan ekstrak kulit batang bakau minyak 

(Rhizophora apiculta)? 

2. Berapakah dosis toksik akut ekstrak kulit batang bakau minyak 

(Rhizophora apiculta) yang dapat merubah gambaran hitologi pada 

ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague Dawley? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian yang berdasarkan rumusan masalah, yaitu  

1. Mengetahui apakah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan Sprague 

Dawley mengalami gejala toksik setelah pemberian ekstrak kulit 

batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) dengan pemberian dosis 

toksik secara akut. 

2. Mengetahui dosis toksik akut ekstrak kulit batang bakau minyak 

(Rhizophora apiculata) terhadap gambaran histologi ginjal tikus 

putih. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Ilmu Pengetahuan 

Hasil dari penelitian, diharapkan dapat memberi sebuah informasi 

mengenai uji toksisitas akut oral ekstrak kulit batang bakau 

minyak (Rhizophora apiculata) terhadap histopatologi ginjal tikus 

putih (Rattus norvegicus) menggunakan metode fixed dose.  

 

1.4.2 Bagi Institusi Pendidikan 

Diharapkan temuan dari penelitian ini dapat dibaca oleh banyak 

orang sehingga dapat memberikan sedikit informasi bagi ilmu 
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kesehatan serta berkontribusi mengembangkan pengetahuan di 

bidang tanaman obat. 

 

1.4.3 Bagi Mahasiswa Kedokteran dan Kesehatan 

Diharapkan penelitian ini memberikan wawasan, informasi serta 

menginspirasi untuk melanjutkan penelitian.   



 

 

II. TINJUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Bakau Minyak (Rhizophora apiculate) 

2.1.1 Deskripsi Rhizophora apiculate 

Indonesia merupakan negara yang memiliki berbagai jenis 

tanaman bakau. Sekitar 45 spesies tanaman bakau tersebar di 

seluruh Indonesia seperti Rhizophora apiculata, Rhizophora 

mucronate, dan Rhizophora stylosa (Firdaus, 2013). 

 

  
Sumber: Tan, 2007 

Gambar 1. Rhizophora apiculata 

 

Rhizophora apiculata (Gambar 1) memiliki ketinggian mencapai 

30 m dengan diameter mencapai 50 cm. Tanaman ini banyak 

ditemukan pada daerah pesisir pantai, dan dapat tumbuh pada 

tanah  berpasir, tergenang maupun berlumpur (Hadi et al., 2016). 
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2.1.2 Taksonomi  

Rhizophora apiculate di klasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom  : Plantae 

Devisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Myrtales 

Famili : Rhizophoraceae 

Genus  : Rhizophora 

Jenis  : Rhizophora apiculata ( Hadi et al., 2016) 

 

2.2 Kandungan Zat Aktif   

Tanaman bakau (Rhizophora sp.) mengandung zat aktif seperti steroid,  

triterpene, saponin, flavonoid, alkaloid, dan tannin ( Hadi et al., 2016). 

Tanaman bakau minyak (Rhizophora apiculata) memiliki kandungan 

antioksidan alami yang dapat ditemukan pada bagian batang, buah dan 

daun. Kandungan zat aktif bagian batang kayu minyak (Rhizophora 

apiculata seperti fenolik, alkaloid, glikosida, minyak esensial, dan 

senyawa organik lainnya. Senyawa tanin pada kulit batang Rhizophora 

apiculata memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dapat menangkap 

radikal bebas (Berawi dan Marini, 2018).   

 
2.2.1 Peranan Antioksidan bagi Tubuh 

Antioksidan adalah molekul yang berfungsi menghambat atau 

mencegah proses oksidasi molekul lain. Antioksidan juga 

didefinisikan sebagai  senyawa yang dapat melindungi sel dari 

efek berbahaya radikal bebas oksigen reaktif berkaitan dengan 

beberapa penyakit degeneratif yang berkontribusi terhadap risiko 

penuaan, kanker dan aterosklerosis. Komponen kimia yang 

berperan sebagai antioksidan adalah senyawa dari golongan 

fenolik dan polifenolik. Upaya pengembangan mencari sumber 

antioksidan alami lebih tinggi jika dibandingkan antioksidan 

sintetik agar lebih aman digunakan sebagai bahan tambahan 

makanan atau bahan medis. Antioksidan memiliki peranan penting 

https://id.wikipedia.org/wiki/Sel_(biologi)
https://id.wikipedia.org/wiki/Radikal_bebas
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bagi tubuh karena antioksidan bermanfaat sebagai antibakteri 

(Rahayu, 2019), antikanker (Faoziyah dan Kurniawan, 2017) dan 

anti inflamasi (Cendekia, 2015). 

 

2.2.1.1 Antibakteri 

Potensi bioaktif  dari ekstrak bagian akar, batang dan 

daun Rhizophora apiculata  mampu menghambat 

pertumbuhan dari koloni bakteri untuk E. coli lebih luas 

(23,9 mm diameter cakram) dari pada S. aureus (14 mm) 

(Rahayu, 2019). Isolasi jamur endofit bewarna putih 

gading dan jamur bewarna putih serabut dari bagian daun 

Rhizophora apiculata juga memberikan daya hambat 

pertumbuhan terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa 

(gram negatif) dan Staphylococcus aureus (gram positif) 

(Santoso et al., 2015). 

 

2.2.1.2 Antikanker 

Daun mangrove (Rhizophora mucronate) memiliki 

potensi sebagia zat aktif pembuatan nano emulsi terapi 

anti kanker (Faoziyah dan Kurniawan, 2017).  

 

2.2.1.3 Anti inflamasi 

Kayu batang bakau minyak (Rhizopora mucronate) 

terindentifikasi mengandung senyawa sterol (β-

sitosterol). Konsentrasi 0,6 mg/mL memiliki aktifitas 

anti inflamasi lebih efektif dari pada konsentrasi 1,4 

mg/mL (Cendekia, 2015). 

 

2.3 Uji Toksisitas 

Uji toksiistas merupakan suatu proses uji untuk mendeteksi efek toksik 

dari suatu zat pada system biologi disertai dosis respon, sehingga dapat 

memberikan informasi tentang derajat bahaya paparan atau pemakaian 
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terlalu lama suatu zat. Pengembangan obat baru dan konsmetik, dilakukan 

uji toksisitas mengunakan pedoman uji toksisitas praklinik secara in vivo 

pedoman untuk menjaga keamanan (BPOM, 2022).  

 

Uji toksisitas tersedia dalam berbagai bentuk, yaitu: uji toksisitas akut 

oral, subkronik oral, kronik oral, akut dermal, subkronik dermal, uji iritasi 

mata, uji iritasi mukosa vagina, uji iritasi akut dermal (BPOM, 2022). 

 

2.3.1 Uji Toksisitas Akut Oral 

Uji toksisitas akut oral bertujuan untuk mendeteksi hasil toksik 

dengan cepat setelah pemberiaan sediaan secara oral. dosis yang 

diberikan adalah dosis tunggal maupun berulang dalam waktu 24 

jam. Pengujian ini dilakukan secara bertingkat pada beberapa 

kelompok hewan uji dengan dosis perkelompok, pengamatan 

dilakukan pada hewan yang terdapat tanda-tanda toksik, dan 

hewan yang bertahan hidup maupun mati hingga akhir penelitian 

akan dilakukan otopsi untuk mengevaluasi adanya gejala toksisitas 

pada organ. Tujuan dari penelitian ini untuk mendeteksi 

kandungan yang bersifat toksik pada saat penggunaan zat secara 

akut. Tidak hanya memperoleh informasi tersebut, melakukan uji 

toksisitas akut dapat menentukan tingkatan dosis, merancang uji 

toksisitas selanjutanya, memperoleh nilai LD50 (BPOM, 2022).  

 

2.3.2 Metode Uji Toksisitas Akut 

Metode konvesional dapat digunakan untuk melakukan uji 

toksiistas akut, namun pendekatan ini memiliki kekurangan karena 

mengharuskan sejumlah besar hewan uji untuk menetapkan 

parameter akhir, yang bertentangan dengan kesejahteraan hewan 

(animal welfare). Tahun 1984 dibuat metode alternatif yang 

merupakan revisi metode OECD dimana hewan yang digunakan 

lebih sedikit jumlahnya. Metode alternatif yang dapat digunakan 
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yaitu metode Up dan Down Procedure, metode Fixed Dose, dan 

metode Toxic Class (BPOM, 2022).  

 

2.3.3 Metode Fixed Dose 

Metode Fixed Dose dapat digunakan pada uji tosisitas sedang 

dengan dosis yang dipilih tidak menimbulkan kematian, nyeri 

hebat maupun iritatif/ korosif. Sekelompok hewan uji dengan jenis 

kelamin yang sama akan dirawat dan mereka akan menerima dosis 

yang bervariasi dari 5, 50, 300, dan 2000 mg/kgBB (dosisi 

maksimum adalah 5000 mg/kgBB). Uji utama dilakukan setelah 

uji pendahuluan yang berguna untuk menentukan dosis awalan 

yang tidak menimbulkan gejala toksisitas berat atau kematian 

(BPOM, 2022). 

 

2.3.4 Uji Pendahuluan 

Dosis awala yang tepat untuk uji utama ditentukan oleh uji 

pendahuluan. Gambar 2 dan Gambar 3 merupakan uji 

pendahuluan yang dapat dipilih dari tingkatan fixed dose yaitu 5, 

50, 300, 2000 mg/kgBB. Dosis tersebut diharapkan memiliki efek 

toksik. Pengamatan 24 jam dilakukan untuk setiap dosis, dan 

semua hewan harus diamati setidaknya selama 14 hari (BPOM, 

2022). 
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Sumber : BPOM, 2022 

Gambar 2. Uji Pendahuluan Dosis 5, dan 50 mg/kg BB 

 

Penelitian harus dihentikan tanpa uji utama bila terjadi kematian 

pada dosis 5mg/kgBB yang termasuk kategori 1 GHS. Nilai 

batasan LD50 adalah 5 mg/kgBB, namun jika nilai LD50 perlu 

diverifikasi maka Langkah yang dapat diambil yaitu hewan uji 

kedua diberikan dosis 5mg/kgBB. GHS kategori 1 terkonfirmasi, 

dan eksperimen diakhiri jika hewan kedua ini mati. Tiga ekor 

hewan uji lainnya diberikan zat uji dengan dosis 5mg/kgBB jika 

hewan tersebut masih hidup. Untuk menentukan apakah seekor 

hewan akan bertahan hidup atau tidak, periode waktu anata 

masing-masing hewan uji harus cukup. Pemberian zat uji 

dihentikan pemberiannya kepada hewan keempat dan kelima 

apabila hewan uji ketiga meninggal dunia. (BPOM, 2022). 
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Sumber : BPOM, 2022 

Gambar 3. Uji pendahuluan dosis 300 dan 2000 mg/kg BB  

 

2.3.5 Uji Utama 

Tingkatan dosis dimana uji pendahuluan mengakibatkan kematian 

berfungsi sebagai dasar untuk uji utama (Gambar 4 dan Gambar 

5). Waktu munculnya gejala toksik digunakan untuk menentukan 

dosis yang berda diantara setiap level, sampai ditentukan apakah 

hewan tersebut masih hidup atau mati, pengujian pada dosisi 

selanjutnya dihentikan. Secara umum terdapat tiga pilihan yaitu 

menghentikan uji, melanjutkan dengan dosis yang lebih rendah 

atau melanjutkan dengan dosis yang lebih tinggi  (BPOM, 2022). 
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Sumber : BPOM, 2022 

Gambar 4. Uji utama dosis 5 dan 50 mg/kg BB 

 

Setiap kelompok membutuhkan lima ekor hewan uji untuk uji 

utama: satu ekor hewan uji pendahuluan dan empat ekor hewan 

tambahan. Penundaan pemberian zat uji diperlukan sampai bukti 

kelangsungan hidup hewan uji diperoleh. Masa transisi deperlukan 

selama 3 sampai empat hari , namun dapat diperpanjang jika 

hasilnya tidak pasti (BPOM, 2022). 
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Sumber : BPOM, 2022 

Gambar 5. Uji utama dosis 300 dan 2000 mg/kg BB  
 

 

2.3.6 Uji Batasan 

Pemberian dosis lebih besar dari 2000mg/kgBB tidak diperlukan 

jika pada uji pendahuluan tidak ada hewan yang mati, dan pada uji 

utama hanya satu atau tidak ada hewan uji yang mati pada dosis 

tersebut (BPOM, 2022).  

 

2.3.7 Pengamatan  

Setelah penerimaan sediaan uji, hewan diamati secara individual 

minimal 30 menit pertama, kemudian diamati setiap 4 jam selama 

24 jam pertama dan sekali sehari selama 14 hari, namun 

tergantung pada reaksi toksik, serta waktu onset dan lama 

pemulihan, durasi pengamatan dapat bervariasi dan diperpanjang. 

Penting untuk menyimpan catatan terperinci tentang permulaan 

dan hilangnya gejala toksisk setiap hewan, terutama jika tranda-

tanda toksik lebih mungkin muncul lebih lama. Observasi 

tambahan perlu dilakukan jika hewan menunjukkan gejala 
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toksisitas secara terus-menerus. Pengamatan yang dilakukan 

termasuk pada: kulit, bulu, mata, membran mukosa dan juga 

sistem pernafasan, sistem syaraf otonom, sistem syaraf pusat, 

aktivitas somatomotor serta tingkah laku. Selain itu, perlu juga 

pengamatan pada kondisi: gemetar, kejang, hipersalivasi, diare, 

lemas, tidur dan koma. Hewan dalam kondisi sekarat dan hewan 

yang menunjukkan gejala nyeri yang berat atau tampak menderita 

harus dikorbankan. Hewan uji yang dikorbankan atau ditemukan 

mati, waktu kematiannya harus dicatat (BPOM, 2022).  

 

2.4 Ginjal 

2.4.1 Anatomi Ginjal  

Ginjal merupakan sepasang organ yang terletak retroperitoneal 

pada dinding abdomen posterior setinggi T12-L3. Ginjal (Gambar 

6) menyerupai kacang, bagian ginjal yang menghadap medial 

berbentuk cekungan disebut sebagai hilus renalis. Bagian dalam 

hilus renalis terdapat apeks pelvis renalis dan struktur lain seperti 

pembuluh darah, sistem limfatik, dan sistem saraf (Purnomo, 

2016).  

 

 
Sumber : Moore dan dalley, 2013 

Gambar 6. Anatomi ginjal 
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Melalui penyaringan darah, ginjal bertugas menjaga kestabilan 

tubuh, seperti keseimbangan cairan, elektrolit, dan asam basa 

(Rivandi dan Yonata, 2015). Salah satu peranan penting organ 

ginjal yaitu penyerapan zat toksik dan berusaha untuk 

mengeliminasi zat-zat toksik yang masuk kedalam tubuh (Jannah 

dan Budijastuti, 2022).  

 

2.4.2 Fisiologi ginjal  

Ginjal memiliki beragam fungsi, seperti : 

1. Mempertahankan keseimbangan air (H2O) dalam tubuh.  

2. Mempertahankan osmolaritas cairan tubuh yang sesuai, 

terutama melalui regulasi keseimbangan H2O. 

3. Meregulasi jumlah dan konsentrasi Sebagian besar ion CES, 

termasuk natrium (Na+), klorida (Cl-), kalium (K+), kalsium 

(Ca2+), ion hidrogen (H+), bikarbonat (HCO3
-), fosfat (PO4

2-), 

dan magnesium (Mg2+).  

4. Mempertahankan volum plasma yang tepat 

5. Membantu mempertahankan keseimbangan asam-basa tubuh 

yang tepat 

6. Ekskresi produk-produk akhir (limbah)  metabolisme tubuh, 

misalnya urea (dari protein), asam urat (dari asam nukleat), 

kreatinin (dari kreatin otot), bilirubin (dari hemoglobin), dan 

metabolit hormone. Penumpukan limbah ini bersifat toksik 

7. Ekskersi banyak senyawa asing seperti obat-obatan, aditif 

makanan, pestisida, dan bahan oksogen takbernutrisi lain 

yang masuk ke dalam tubuh 

8. Menghasilkan renin (Sherwood, 2018) 
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2.4.3 Histologi Ginjal 

Ginjal memiliki bagian luar yang disebut korteks dan bagian 

dalam yang disebut medulla. Medulla terdiri dari 8-15 piramida 

ginjal yang dipisahkan oleh columna renalis. Ginjal kaya akan 

nefron, cabang utamanya yaitu korpus ginjal yang merupakan 

pelebaran awal korteks, tubulus proksimal yang berada di korteks, 

ansa henle yang menurun  kedalam medulla dan menanjak ke 

korteks, tubulus distal dan tubulus collingens (Mescher, 2016).  

 

 
Sumber : Jayapandian et al., 2021 

Gambar 7. Glomerolus 

 

Glomerulus (Gambar 7) merupakan massa kapiler yang dapat 

ditemukan disepanjang arteriol. Gambaran histologi dari tubulus 

proksimal dan distal (Gambar 8) terletak didalam korteks. 

Perbedaan dari tubulus proksimal dan distal adalah sel tubulus 

proksimal lebih besar, terdapat brush border, mengandung 

mitokondria yang banyak sehingga asidofil lebih banyak, 

sedangkan lumen tubulus distal lebih besar, pada potongan yang 

sama terlihat lebih banyak sel dan inti karna bentuk tubulus distal 

lebih pendek dan lebih kecil dibangkan dengan tubulus proksimal. 

Tidak ada brush border dan asidofil lebih kurang dari tubulus 

proksimal (Mescher, 2016) 
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Sumber : Jayapandian et al., 2021 

Gambar 8. 1. Tubulus Proksimal dan 2. Tubulus Distal 
 

 

2.4.4 Kerusakan Pada Ginjal 

Salah satu penyebab kerusakan pada ginjal adalah konsumsi obat-

obatan yang digunakan secara berlebihan dan konsumsi pangan 

yang memiliki suatu kandungan zat kimia yang berlebihan dan 

dapat menyebabkan kerusakan pada ginjal. Konsumsi obat-obatan 

yang dapat menyebabkan kerusakan pada ginjal harus dilakukan 

secara hati-hati dengan dosis yang tepat dan dilakukan monitoring 

dan evaluasi tehadap fungsi ginjal. Obat-obatan golongan 

aminoglikosida  seperti Streptomisin, Gentamisin, merupakan 

obat-obatan yang dapat mempengaruhi fungsi ginjal (Purnasari et 

al., 2018).  

 

2.4.5 Histopatologi Ginjal  

Kerusakan akibat zat toksik pada ginjal dapat dilihat dari 

perubahan histologi ginjal yaitu terdapat nekrosis sel radang, sel 

mengalami degenerasi, dekstruksi epitel tubulus proksimal. 

Tubulus proksimal memiliki epitel yang tipis dan mudah pecah. 

 

1 2 
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Sumber : Jannah dan Budijastuti, 2022 

Keterangan :  
TKD : Tubulus Dontortus Distal 
HM  : Hemoragi 
RK : Ruang Kapiler 
Glom  : Glomerolus 
TKP  : Tubulus Kontortus Proksimal 

Gambar 9. Gambaran Histopatologi Ginjal A 
 

 

Gambaran ginjal (Gambar 9) terdapat gambaran sel radang. 

Glomerulonephritis akut merupakan peradangan pada glomerulus 

yang diakibatkan oleh zat toksik dan kompleks antigen antibodi 

yang mengganggu kapiler glomerulus. Edema glomerulus 

merupaka tanda pertama pada toksik glomerulonephritis dan 

peradangan merupakan respon kerusakan sel yang disebebkan 

oleh pembuluh darah dan jairingan ikat, yang dapat membantu 

menyeimbangkan pertahanan dan memperbaiki masalah struktur 

dan fungsi jaringan yang disebabkan oleh bahaya. 

 

 



 20 

 
Sumber : Jannah dan Budijastuti, 2022 

Keterangan :  
Deg. Hid : Degenerasi Hidrofilik 
HM   : Hemoragi   
TKD   : Tubulus Kontortus Distal 
Glom   : Glomerolus 
RK  : Ruang Kapiler 
TKP   : Tubulus Kontortus Proksimal 
Deg. Hy : Degenerasi Hyalin 
NS   : Nekrosis Sel 

Gambar 10. Gambar Histopatologi Ginjal B 
 

Pada gambaran histopatologi ginjal (Gambar 10) yang 

menggambarkan terdapat hemoragik pada ginjal. Hemoragik 

digambarkan dengan keluarnya darah dalam vascular akibat 

adanya kerusakan dinding vaskular. Salah satu penyebab 

terjadinya hemoragik yaitu adanya paparan dari zat toksik (Armita 

et al., 2021). 
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Sumber : Jannah dan Budijastuti, 2022 

Keterangan :  
HM   : Hemoragi   
Glom   : Glomerolus 
RK  : Ruang Kapiler 
TKP   : Tubulus Kontortus Proksimal 
TKD   : Tubulus Kontortus Distal 
Deg. Hy : Degenerasi Hyalin 
Deg. Hid  : Degenerasi Hidrofilik 
NS   : Nekrosis Sel 

Gambar 11. Gambar Histopatologi Ginjal C.  

 

Kerusakan ginjal akibat zat toksik dapat dikenali  dari perubahan 

struktur histologi seperti pada Gambar 11 ditemukan gambaran 

nekrosis (Jannah dan Budijastuti, 2022). 

 

2.4.5.1 Skoring  

Penilaiaan preparate ginjal mengunakan mikroskop 

cahaya dengan perbesaran 400x. Pengamatan jaringan 

ginjal menggunakan metode Mitchel, untuk menentukan 

tingkatan kerusakan tubulus ginjal,  dibagi menjadi 4 

tingkatan yaitu normal bila tidak ada kerusakan pada 

tubulus, (+) merupakan kerusakan ringan bila ditemukan 

kerusakan sel sebnayk 25% dalam 8 lapang pandang, 
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(++) yaitu kerusakan sedang yang ditemukan kerusakan 

sebesar 50% dan  (+++) merupakan kerusakan berat bila 

ada ditemukan kerusakan 75%. Kerusakan pada tubulus 

ditandai dengan adanya nekrosis, sel radang, vakuolisasi 

tubulus (Gufron, 2001).  Sistem klasifikasi skor Arshad 

digunakan untuk menilai sel yang rusak setelah 

menentukan presentasinya (Jannah dan Budijastuti, 

2022) yaitu:  

x 0 : tidak menunjukan perubahan  

x 1 : kerusakan ringan (perubahan kurang dari 30%) 

x 2 : kerusakan sedang (perubahan kurang dari 50%) 

x 3 : keruskana berat (perubahan lebih dari 50%)  

 

2.5 Tikus Putih (Rattus norvegicus ) Galur Sprague Dawley 

Tikus putih (Rattus norvegicus) terbagi menjadi beberapa Galur dengan 

kekhususan untuk digunakan sebagi penelitian. Hewan percobaan yang 

dapat digunakan seperti Sprague dawley, Wistar, Long evans dan 

Holdzman (Fitria dan Sarto, 2014). 

 

2.5.1 Taksonomi  

Kingdom : Animalia 

Filum  : Chordata 

Subfilum : Craniata 

Kelas  : Mamalia 

Subkelas  : Theria 

Intrakelas : Eutharia 

Ordo  : Rodentia 

Subordo  : Myomorpha 

superfamili : Muroidea 

Famili  : Muridae 

Subfamili  : Murinae 

Genus : Rattus 



 23 

Spesies  : Rattus norvegicus (Sharp dan Villano, 2013). 

 

 
Sumber : Estina, 2016 
Gambar 12. Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague Dawley. 
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2.6 Kerangka Teori 

Kerangka teori (Gambar. 13) menjelaskan mengenai organ ginjal yang 

dapat mengalami kerusakan akibat zat kimia alami pada saat 

mengkonsumsi berlebihan (Armita et al., 2021, Verdiansah, 2016, Jannah 

dan Budijastuti, 2022, Purnasari et al., 2018). 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Keterangan :  

 : Diteliti 

 : Tidak diteliti 

 
Gambar 13. Kerangka Teori Uji Toksisitas Akut Oral Ekstrak Etanol Kulit 

Batang Bakau Rhizophora apiculata Terhadap Histopatologi 
Ginjal Tikus Putih. 

 

Penyebab kerusakan ginjal oleh zat 
kimia alami  

Ekstrak kulit bakau Rhizophora 
apiculata 

Antioksidan : tanin, flavonoid, 
alkaloid, saponin 

Stres oksidatif terjadi akibat pemberian antioksidan 
yang berlebih yang akan berubah menjadi 

prooksidan. 

Efek 
toksik  

Perubahan 
histopatologi ginjal: 
1. Vakuolisasi tubulus 
2. Degenersi hialin 
3. Nekrosis 

Penyebab 
perubahan 

fungsi ginjal 
akibat obat-

obatan: 
Gol. 

Aminoglikosi
da 

(Streptomisin
, Gentamisin)  

Ginjal  

Penurunan fungsi ginjal 

Pemeriksaan fungsi 
ginjal sejak dini 

x Pemeriksaan kadar 
ureum 

x Pemeriksaan kadar 
kreatinin 

x GFR 
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2.7 Kerangka Konsep 

Kerangka konsep pada penelitian ini tertera pada Gambar 14.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Gambar 14. Kerangka Konsep 
 

 

2.8 Hipotesis 

Ho : Ekstrak kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) tidak 

memberikan efek toksik akut pada tikus putih (Rattus norvegicus). 

H1: 

1. Tidak ada tanda-tanda toksisitas akut pada tikus putih (Rattus 

norvegicus).  

2. Terdapat efek toksisitas ekstrak kulit batang bakau minyak (Rhizophora 

apiculta) terhadap gambaran histologi ginjal tikus putih galur  (Rattus 

norvegicus ) 

 
 

 

 

Variabel 

independen 

  

Ekstrak etanol 

kulit batang bakau 

minyak 

(Rhizopora 

apiculata) 

Variabel dependen 

  

Terdapat perubahan pada 

gambaran histologi ginjal tikus 

putih (Rattus norvegicus) jantan 

galur (Sparague dawley ) 

setelah dilakukan pemberian 

ekstrak secara akut dengan 

metode fixed dose. 
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III.  METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian  

Penelitian eksperimental laboratorium merupakan metode yang akan 

digunakan. Desain kelompok kontrol post test only digunakan untuk 

desain penelitian. Informasi berupa data yang diambil pada akhir 

penelitian setelah hewan uji diberikan perlakuan dengan membandingkan 

hasil dari kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan 1, 2, 3, 4.  

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian  

Universitas Lampung, termasuk Fakultas Kedokteran dan 

Fakultas MIPA, menjadi lokasi penelitian. Laboratorium Kimia 

Organik Fakultas MIPA menjadi tempat pembuatan ekstrak bakau. 

Animal house Fakultas Kedokteran digunakan untuk memelihara 

tikus, dan gambar histopatologi ginjal dibaca dan disiapkan di 

laboratorium Histologi dan Patologi Anatomi Fakultas 

Kedokteran. 

 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan dari bulan Januari hingga Mei 2023 

 

3.3 Populasi dan Sampel 

3.3.1 Populasi  

Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) dari Galur Sprague Dawley 

dengan umur rata-rata delapan hingga sepuluh minggu dan berat 

badan 200 sampai 250 gram, digunakan sebagai populasi hewan 

uji. Hewan uji didapatkan dari IPB. 
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3.3.2 Sampel 

30 ekor tikus Sprague Dawley (Rattus norvegicus) jantan 

digunakan sebagai sampel penelitian, yang dibagi menjadi lima 

kelompok (Tabel 1): Kelompok perlakuan 1,2,3,4, dan kelompok 

kontrol. Rumus Federer digunakan untuk mengetahui sampel ini.  

 

 

 

 

Keterangan:  

(n)  : Besar sampel yang dibutuhkan 

(t) : Banyak kelompok perlakuan 

 

Berikut perhitungan berdasarkan rumus Federer : 

 

(t-1)(n-1)15  

(5-1)(n-1)15 

4(n-115) 

4n-415 

4n19 

n4,97 

n5 (dibulatkan) 

 

Penggunaan rumus dibawah ini, diharapkan untuk pencegahan 

drop out sehingga jumlah hewan uji akan ditambah : 

 

N = 
ଵି

 

 

Keterangan: 

N  : Besar sampel setelah penambahan  

N  : Jumlah sampel awal 

F  : Perkiraan jumlah drop out sebesar 10% 

(t-1) (n-1) ≥ 15 
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Berikut adalah perhitungan yang dilakukan dengan menggunakan 

rumus referensi: 

 

N =  

N = 
%

 

N = 
,

 

N = 
,

 

N = 5,55 

N = 6 (dibulatkan) 

 

Penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus putih (Rattus 

norvegicus) jantan Galur Sprague Dawley sebagai ukuran sampel 

akhir setelah dilakukan perhitungan menggunakan kedua rumus 

tersebut.  
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Tabel 1. Kelompok Perlakuan 

NO KELOMPOK PERLAKUAN 

1 

Kelompok 

perlakuan 1 

(P1) 

5mg/kgBB ekstrak etanol kulit batang bakau 

minyak (Rhizophora apiculata) diberikan pada 

kelompok P1 

2 

Kelompok 

perlakuan 2 

(P2) 

50mg/kgBB ekstrak etano kulit batang bakau 

minyak (Rhizophora apiculata) diberikan pada 

kelompok P2 

3 

Kelompok 

perlakuan 3 

(P3) 

300mg/kgBB ekstrak kulit batang bakau minyak 

(Rhizophora apiculata) diberikan pada kelompok 

P3 

4 

Kelompok 

perlakuan 4 

(P4) 

2000mg/kgBB ekstrak kulit batang bakau minyak 

(Rhizophora apiculata) diberikan pada kelompok 

P4 

5 
Kelompok 

kontrol (KK) 
Kelompok yang tidak diberikan perlakuan 

 

3.4 Kriteria Penelitian 

3.4.1 Kriteria Inklusi 

Berikut ini adalah kriteria inklusi penelitian: 

1. Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) Galur Sprague Dawley  

2. Sehat tidak tampak sakit maupun tidak memiliki kelainan 

anatomis 

3. Usia delapan hingga sepuluh minggu 

4. Berat badan 200 hingga 250 gram 

5. Tempat pembiakan yang sama 

6. Pemeliharaan waktu yang sama  

7. Pemberian pakan yang sama 

 

3.4.2 Eksklusi 

Berikut ini adalah kriteria eksklusi untuk penelitian: 

1. Hewan uji tampak sakit 

2. Hewan uji mati saat pelaksaan penelitian 
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3. Penurunan berat badan >10% setelah masa adaptasi (satu 

minggu) 

 

3.5 Alat dan Bahan 

3.5.1 Alat-Alat  

3.5.1.1 Alat-Alat yang Dibutuhkan Selama Pembuatan 

Ekstrak   

Alat- alat yang dibutuhkan selama pembuatan ekstrak 

yaitu:  

1. Kertas saring  

2. Mesin penggiling  

3. Gelas ukur 

4. Labu erlemeyer 

5. Pipet ukur 

6. Rotatory evaporator 

 

3.5.1.2 Alat-Alat yang Dibutuhkan Selama Perlakuan  

Selama penelitian, alat-alat yang dibutuhkan, yaitu: 

1. Handscoon, masker 

2. Kandang hewan uji 

3. Tempat makan dan minum  

4. Neraca elektronik 

5. Sonde tikus 

6. Spuit oral 1cc 

7. Spuit oral 10cc 

8. Alat bedah minor 

9. Kamera digital 

10. Gelas ukur dam pengaduk 

11. Mikroskop cahaya 
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3.5.1.3 Alat-Alat yang dibutuhkan Selama Pembuatan 

Preparat Histopatologi 

1. Object glass 

2. Cover glass 

3. Rotary microtome  

4. Tissue cassete 

5. Platening table  

6. Autotechnicome processor   

7. Staining jar  

8. Staining jack  

9. Kertas saring  

10. Histoplast  

11. Waterbath 

12. Paraffin dispenser 

 

3.5.2 Bahan 

3.5.2.1 Bahan Dalam Pembuatan Ekstrak 

1. Kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) 

2. Etanol 80% 

 

3.5.2.2 Bahan Selama Perlakuan 

1. Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) Galur 

Sprague Dawley 

2. Air minum untuk hewan uji 

3. Pakan hewan uji 

4. Sekam  

 

3.5.2.3 Bahan Dalam Pembuatan Preparat Histopatologi  

1. Fiksasi : larutan formalin 10%  

2. Alkohol 70% dan alkohol absolut  

3. Xylol 

4. Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (HE) 
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3.6 Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional Variabel 

3.6.1 Identifikasi Variabel 

1. Variabel independen (bebas) 

Ekstrak kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) 

merupakan variabel bebas penelitian. 

2. Variabel dependen (terikat) 

Gambaran histologi ginjal tikus putih jantan (Rattus 

norvegicus) Galur Sprague Dawley  

 

3.6.2 Definisi Operasional Variabel 

Table 2 merupakan definisi operasional dari penelitian ini. 

 

Tabel 2. Definisi Operasional Variabel 

Variabel 
Definisi 

Operasional 
Alat Ukur Hasil Ukur 

Skala 

Ukur 

Ekstrak kulit 

batang bakau 

minyak 

(Rhizophora 

apiculata) 

Ekstrak kulit 

batang bakau 

minyak dari proses 

ekstraksi dengan 

pelarut secara 

kimiawi dan 

mekanik 

Spuit, sonde 

dan gelas ukur 

KK : Kelompok 

Kontrol 

KP1 : Dosis 5mg/kgBB 

KP2 : Dosis 

50mg/kgBB 

KP3 : Dosis 

300mg/kgBB 

KP4 : Dosis 

2000mg/kgBB 

Ordinal 

Histopatologi 

ginjal tikus 

putih jantan 

(Rattus 

norvegicus) 

Galur Sprague 

Dawley 

Gambaran 

histopatologi 

ginjal, dilihat 

dengan 

mikroskopik 

cahaya pada 

perbesaran 100x 

dan 400x 

Mikroskop 

cahaya 

Kerusakan Tubulus  : 

0 : Normal 

1 : Ringan 

2 :  Sedang 

3 : Berat 

 

Ordinal 
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3.7 Prosedur dan Alur Penelitian 

3.7.1 Alur Penelitian 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 15. Alur Penelitian 

  

Adaptasi hewan coba  

Penimbangan dan pengelompokan hewan uji 

Uji toksisitas akut oral  

Fixed dose method 

Uji pendahuluan  
Untuk menentukan dosis awalan pada uji utama (5mg, 50mg, 

300mg, 2000mg) 

Uji utama 
Untuk menentukan dosis toksik (5mg, 50mg, 300mg, 2000mg) 

Pengamatan, Terminasi, Pengambilan organ ginjal 

Pembuatan dan Pembacaan preparat 

Analis data 
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Penelitian ini murni eksperimental dan dilakukan di Universitas 

Lampung. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah 

pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau minyak (Rhizophora 

apiculata) kepada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) memiliki 

efek berbahaya pada histopatologi ginjal. Tikus putih (Rattus 

norvegicus) jantan Galur Sprague Dawley dibagi kedalam lima 

kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari lima tikus dan 

satu tikus tambahan.  

 

Sebelum mendapatkan perlakuan, hewan uji harus dipuaskan 

selama kurang lebih 14 sampai 18 jam.  Hewan uji ditimbang dan 

diberikan sediaan uji. Setelah diberikan perlakuan, hewan uji 

dapat diberikan pangan setelah 3-4 jam. Masing-masing kelompok 

diambil 1 ekor tikus untuk dilakukan uji pendahuluan dan di 

observasi selama 24 jam dan lihat apakah ada tanda-tanda toksik 

berat maupun kematian. Uji utama dilakukan setelah uji 

pendahuluan, apabila uji pendahuluan tidak ditemukan tanda-

tanda toksik berat atau kematian, maka dosis awal pada uji utama 

mulai dari dosis 5mg/kgBB. Hewan uji diamati selama 30 menit 

pertama setelah sediaan diberikan, setiap 4 jam selama 24 jam 

pertama, dan sekali sehari selama 14 hari setelahnya.  

 

Setelah 14 hari perlakuan, setiap lima ekor tikus dari masing-

masing kelompok akan diberikan ketamin-xylazine dengan dosis 

75 hingga 100mg/kg : 510 mg/Kg (10:1) secara intraperitoneal 

sehingga hewan uji tidak sadar dan mengurangi rasa kecemasan 

maupun nyeri, selanjutnya dilakukan cervical dislocation yaitu 

meletakan ibu jari dan telunjuk pada dasr tengkorak untuk 

memberikan tekanan ke-posterior tengkorak dan sumsum tulang 

belakang, sementara tangan lainnya menarik ekor dengan cepat 

mengakibatkan pemisahan servikal dari tengkorak dan sumsum 

tulang belakang dari otak. 
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Setelah tikus dipastikan mati, dilakukan pembedahan untuk 

mengambil organ ginjal yang nantinya akan dibuat menjadi 

preparat. Metode paraffin dan pewarnaan HE digunakan untuk 

menyiapkan preparate mikroskopis, selanjutnya dilakukan 

pembacaan preparate menggunakan mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 400x. 

 

3.7.2 Prosedur Pembuatan Preparat 

Tata cara pembuata preparat ginjal adalah sebagai berikut: 

1. Fiksasi 

Jaringan yang akan dibuat sediaan histopatologinya akan 

difiksasi didalam larutan Buffer Neutral Formalin (BNF) 10% 

selama minimal 48 jam hingga mengeras (matang). Sampel 

organ yang sudah terfiksasi dengan sempurna akan dilakukan 

trimming setebal ± 0,5 cm. Potongan jaringan tersebut 

kemudian dimasukkan dalam tissue cassette untuk 

dimasukkan dalam automatic tissue processor 

2. Dehidrasi 

Proses dehidrasi dimasukkan untuk menarik air dari jaringan 

dan mencegah terjadinya pengerutan sampel yag diuji. 

Dehidrasi dilakukan dengan cara merendam sampel dalam 

larutan alkohol dengan konsentrasi bertingkat (75%, 95% dan 

alkohol absolut). Proses perendaman pada masing- masing 

konsentrasi alkohol dilakukan selama 2 jam. Mesin otomatis 

yaitu automatic tissue processor, digunakan untuk melakukan 

proses dehidrasi.  

3. Clearing Process 

Penggunaan xylol I dan xylol II pada dua tahap penjernihan. 

Xylol digunakan untuk melarutkan parafin dan alkohol 

4. Infiltrasi 

pengisian poro-pori jaringan dikenal dengan infiltrasi atau 

impregnasi. Tujuan mengisi pori-pori jaringan yaitu untuk 
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mengeraskan jaringan sehingga pisau mikrotom dapat dengan 

mudah memotongnya. Parafin yang digunakan adalah parafin 

histoplast. 

5. Embedding dan Blocking Embedding 

Embedding atau Blocking merupakan proses penanaman 

jaringan dalam blok. Prosesnya dilakukan menggunakan alat 

tissue embedding console. 

6. Sectioning 

Proses pemotongan jaringan menggunakan mikrotom dengan 

ketebalan empat hingga lima μm. Pemotongan dilakukan 

menggunakan alat rotary microtome spencer. Sediaan 

diletakan pada gelas objek dan disimpan selama 24 jam pada 

suhu 37oC. 

 

3.7.3 Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)  

Sebelum dilakukan pewarnaan, menggunakan larutan xylol I dan 

II selama dua menit untuk proses penjernihan, selanjutnya 

dilakukan proses dehidrasi, dengan cara mencelupkan sediaan 

kedalam alkohol secara bertingkat. Perendaman alkohol 95% dan 

80% dilakukan selama satu menit, selanjutnya sediaan dicuci 

menggunakan air mengalir, selanjutnya sediaan dapat diwarnai 

menggunakan pewarna Mayer’s Hematoxyllin. 

1. Selama delapamn menit, preparate direndam dalam larutan 

Mayer’s Hematoxyllin 

2. Setelah direndam selama delapan menit, cuci preparate 

menggunakan air mengalir  

3. Selama 15 hingga 30 detik celupkan kedalam larutan lithium 

karbonat 

4. Cuci preparate selama dua menit 

5. Selama dua hingga tiga menit, preparate direndam dalam 

larutan eosin 

6. Cuci dengan air 
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7. Preparate dicelupkan kedalam larutan alkohol 95% dan 

alkohol absolut sebanyak 10 kali, ansolut II selama dua menit, 

xylol I selama satu menit dan xylol II selama dua menit.  

8. Mounting, setelah proses pewarnaan, preparate ditetesi oleh 

perekat permount dan ditutup dengan cover glass. 

 

3.8 Rencana Pengolahan dan Analisis Data 

3.8.1 Pengolahan Data 

Data hasil penelitian akan disusun menjadi table-tabel, kemudian 

data dimasukkan menggunakan perangkat lunak pengolahan data. 

Proses ini melibatkan beberapa langkah, antara lain: 

1. Editting 

Pemeriksaan kelengkapan data, kebenaran pengisian, 

keseragaman ukuran, keterbacaan tulisan dan konsistensi data. 

2. Coding 

Pemberian kode berupa angka kepada setiap respon dari setiap 

pertanyaan. 

3. Entry 

Memasukan data yang telah dikodingkan kedalam program 

komputer. 

4. Cleaning 

Proses pembersihan data sebelum diolah secara statistic yang 

mencangkup pemeriksaan konsistensi dan perlakuan respon 

yang hilang. 

 

3.8.2 Analisis Data 

Program perangkat lunak pengolahan data statistic akan 

digunakan untuk analisis statistic untuk memproses data yang 

diperoleh dan menentukan apakah data yang diperoleh 

terdistribusi normal atau tidak. Uji Shapiro-Wilk dan Kolmogrof-

Smirnov adalah dua opsi untuk pengujian. Uji Shapiro-Wilk 
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digunakan bila sampel berjumlah <50, sedangkan Kolmogrof-

Smirnov digunakan pada sampel berjumlah >50. 

 

Uji parametrik One Way Anova dilakukan bila data yang diperoleh 

seragam dan normal. Uji Kruskal-Wallis non parametrik dapat 

digunakan dalam pengujian jika data yang diperoleh tidak normal 

atau homogen. Jika nilai p<0,05 maka hipotesis valid. Uji Post 

Hoc Mann-Whitney digunakan setelah uji parametrik Kruskal-

Wallis untuk menentukan perbedaan antara kelompok perlakuan. 

 

3.9 Etik Penelitian  

Penelitian ini telah disetuji oleh komisi Etik  Penelitian Kesehatan 

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor surat 

1346/UN26.18/ PP.05.02.00/2023. 

 



 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

1. Pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau minyak (Rhizophora 

apiculata) secara akut dengan dosis 5, 50, 300 2000mg/kgBB tidak 

mengakibatkan adanya  gejala toksik akut secara klinis pada tikus putih 

(Rattus norvegicus) seperti gemetar, tingkah laku yang berbeda, jalan 

mundur, kejang, koma, termor, hipersaliva, menyakiti diri sendiri dan 

mati, sehingga aman secara klinis. 

2. Pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau minyak (Rhizophora 

apiculata)dengan dosis akut 300 mg/kgBB menyebabkan  peradangan, 

dan pada organ ginjal dengan dosis akut 2000 mg/kgBB mengakibatkan 

perubahan gambaran mikroskopis ginjal  yang signifikan berupa 

tiroidisasi tubulus, dan sel radang. 

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan beragam organ seperti 

jantung, testis, paru-paru. 

2. Perlu dilakukan uji toksisitas mengenai Rhizophora apiculata 

menggunakan beragam jenis uji toksisitas seperti uji toksisitas kronis 

oral.   

3. Pada penelitian lebih lanjut dapat dilakukan pemeriksaan fungsi ginjal 

seperti pemeriksaan ureum, kreatinin, sebagai indikator fungsi ginjal. 

4. Bagi mahasiswa kedokteran maupun Kesehatan, terutama untuk 

mahasiswa kedokteran Universitas Lampung, diharapkan untuk 

melanjutkan penelitian yang terfokus pada tanaman bakau. 
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