BAB I11
METODE PENELITIAN

A. JenisPendlitian
Jenis penelitian yang dilakukan adalah eksperika@ana pada penelitian

ini objek yang diteliti diberi perlakuan dan adarkgatrol sebagai pembanding.

B. Desain Penélitian

Desain yang digunakan pada penelitian ini adalamcBngan Acak
Lengkap (RAL). Desain ini sering digunakan jika qudyaan bersifat homogen,
seperti percobaan dalam laboratorium atau rumah @éazir, 2003). Secara acak,
mencit-mencit dikelompokkan pada 1 kelompok kontd#@n 4 kelompok
perlakuan. Banyaknya pengulangan (replikasi) yaiakukan (Gomez, 1995)
yaitu :

T (r-1) = 20

5((-1) > 20 Keterangan : T = jumlah perlakuan

r >5 r = jumlah replikasi

Hasil perhitungan diatas menunjukkan bahwa pengalan yang
dibutuhkan pada setiap kelompok sebanyak 5 kali &t@kor mencit sehingga
jumlah total mencit yang digunakan sebanyak 25.eketiap mencit diberi nomor
(1-25) dan setiap kandang diberi tanda-EA untuk menunjukkan kelompok

yang berbeda. Setelah itu, randomisasi dilakukaokumengelompokkan setiap
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mencit sehingga didapatkan kelompok mencit yangn akenempati setiap

kandang.

Tabd 3.1. Pengaturan Randomisasi M encit

1C | 2A | 3C

4A | 5B

6C | 7B | 8C

9E| 10B

11D | 12A | 13E

14B| 15E

16D | 17D | 18A

19E | 20B

21C| 22D | 23D

24E | 25A

Tabe 3.2. Penempatan Mencit pada Setiap Kelompok

Kandang (kons;e:rlzziuk?gkatul) No. Mencit
0% 2 4 12 18 25
B 3,3% S 7 10 14 20
C 6,6% 1 3 6 8 21
D 10% 11 16 17 22 23
E 13,3% 9 13 15 19 24

C. Populas dan Sampel

Populasi pada penelitian adalah seluruh orgamteticit (Mius musculus

L.) jantan galur Swiss Webster, sedangkan sampeldgiah gambaran histologi

organ hati mencit.

D. Waktu dan Lokas Pendlitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari satmgan Agustus 2010.

Pembuatan pakan berlemak dan pakan dengan tambahkatul dilakukan di
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Laboratorium Ekologi FPMIPA UPI. Pemeliharaan méndan pemberian
perlakuan dilakukan di rumah kaca Kebun Botani HPMUPI. Pembedahan dan
pengambilan organ hati dilakukan di Laboratoriunsidtogi FPMIPA UPI.
Pembuatan preparat histologi hati dilakukan di katmyium Struktur Tumbuhan

FPMIPA UPI.

E. Prosedur Kerja
1. Tahap Persiapan

a. Aklimas Mencit

Mencit diaklimasi di rumah kaca Kebun Botani JarusPendidikan
Biologi UPI selama tujuh hari dengan suhu ruangda-rata 23-26°C. Tahap ini
bertujuan untuk membuat hewan uji beradaptasi dekgadisi lingkungan saat
percobaan.

Mencit dimasukkan kedalam kandang berukurarx 20 x 12 cm. Setiap
kandang berisi satu mencit. Selama aklimasi, méwitya diberi pakan standar
dan air minum secaraad libitum. Pakan yang diberikan sebanyak 6
gram/hari/ekor. Botol minuman diisi ulang apabila&r sudah habis dan
dibersihkan tiga hari sekali. Kandang dibersihkan diganti serbuk gergajinya

seminggu sekali.

b. Pembuatan Pakan Berlemak
Pembuatan pakan berlemak diawali dengan mengek&bak) lemak sapi

dengan cara memanaskannya di dalam air. Cairark lgamg terbentuk kemudian
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dicampur dengan 1 kg pakan standar laboratoriurng @nasal dari PT. Charoen
Pokphand Indonesia (no.cp551). Setelah homogemaaditibentuk menjadi pelet
menggunakan penggilingan daging. Pelet kemudiaeridigkan menggunakan

oven.

c. Penentuan Konsentrasi dan Pembuatan Pakan dengan Tambahan

Bekatul

Pada penelitian ini, bahan yang diuji adalah hék#tonsentrasi bekatul
yang digunakan adalah 0%, 3,3%, 6,6%, 10%, dar?d8i&i banyaknya pakan
yang diberikan (6 gram/ekor/hari). Penentuan kanasn ini berdasarkan
penelitian sebelumnya dimana pemberian serat bes@banyak 10% dari jumlah

pakan yang diberikan (Kahlaal., 1992).

Tabd 3.3. Penentuan K onsentrasi

. Keompok Konsentras Jumlah Bekatul
Perlakuan Bekatul (o/6g/ekor/hari)
1 Kontrol 0% 0
2 I 3,3% 0,2
3 I 6,6% 0,4
4 1 10% 0,6
5 v 13,3% 0,8

Bekatul disaring kemudian ditimbang sesuai perig&amdiatas. Bekatul
dan pakan standar dicampur dengan air hingga meagahan. Adonan ini
kemudian digiling menggunakan penggilingan dagimgdéa membentuk pelet.

Pelet kemudian dikeringkan menggunakan oven.
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2. Tahap Perlakuan

a. Pemberian Pakan Berlemak

Setelah diaklimasi, mencit diberi pakan berlemakarsa tujuh hari
(Pradestiawan, 2008). Banyaknya pakan yang dibertka/hari/ekor. Tahap ini
bertujuan untuk meningkatkan kolesterol mencit rsgga mencit mengalami
hiperkolesterolemia. Penambahan kolesterol sebesar 200 mg tiap 108kanp
dapat meningkatkan kadar kolesterol serum tikugglgwari 1995). Pada tahap

ini mencit diberi air minum biasa.

b. Pemberian Pakan dengan Tambahan Bekatul

Setelah mengalamhiperkolesterolemia, mencit diberi pakan dengan
tambahan bekatul sesuai konsentrasi yang telahtdi@n selama 14 hari. Pakan
ini_diberikan sebanyak 6 g/hari/ekor. Selama peidak ini mencit diberi air

minum biasa.

3. Tahap Pengambilan Organ

Setelah melewati tahap perlakuan, mencit dibedd@bkudiambil organ
hatinya. Pembedahan dan pengambilan organ dilakol@mgunakan alat-alat
bedah dan dilakukan dengan hati-hati agar orgag g&an diambil tidak rusak.
Organ hati kemudian dicuci dengan larutan garaildigis. Setelah dicuci, organ
hati dimasukkan ke dalam botol yang berisi larutamalin 4% untuk proses

pengawetan dan fiksasi.
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4. Tahap Pembuatan Preparat Histologi Hati

Organ hati yang telah difiksasi kemudian dibuatpprat histologinya.
Terdapat dua metode pembuatan preparat yang dignnp#tida penelitian ini
yaitu metode bekufreezing microtome) dengan pewarnaa8culthz-Smith dan
metode parafin dengan pewarn&ematoxylin Erlich-Eosin.

Metode beku fteezing microtome) adalah salah satu cara membuat
preparat irisan dengan cara membekukan jaringamggh keras dan mudah
diiris. Kelebihan dari metode ini adalah prosesogpat, jaringan hanya sedikit
mengerut dibandingkan dengan metode parafin, danpinasetiap metode
pewarnaan dapat dikerjakan bila menggunakan métadéetapi kekurangannya
adalah sulit untuk mendapatkan irisan yang tipia dari, juga hampir tidak
mungkin untuk dapat melihat elemen-elemen struktdedam kedudukannya
yang asli. Prosesnya diawali dengan mencelupkanggm yang telah difiksasi
kedalam larutan garam fisiologis kemudian jaringaibekukan dengan
menuangkan N (nitrogen cair) keatas jaringan. Setelah bekungan diiris
menggunakan mikrotom dengan ketebalarun20 Irisan kemudian diambil
menggunakan kuas halus lalu dimasukkan kedalantatargaram fisiologis.
Setelah proses pengirisan, selanjutnya dilakukamsgsr pewarnaan dengan
metodeSchultz-Smith. Metode pewarnaan ini merupakan metode untuk nrewar
kolesterol atau ester-esternya yang terpapar @adayan. Terdapat dua reagent
yang dibutuhkan pada metode ini yaitu hidrogen kmda 3% dan asam asetat
glasial. Prosesnya diawali dengan memasukkan iksalalam larutan hidrogen

peroksida selama 3 menit, kemudian irisan dicucigda akuades. Setelah itu,
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irisan diletakkan diatas gelas objek hingga mengeririsan kemudian ditetesi
asam asetat glasial lalu ditutup dengan kaca oBjedparat kemudian diamati dan
diambil gambarnya. Hasil dari metode pewarn&amltz-Smith adalah kolesterol
atau ester-esternya berwarna hijau untuk bebei@gialemudian menjadi coklat
setelah 30 menit (Suntoro, 1983).

Metode selanjutnya adalah metode parafin dengaano@arHematoxylin
Erlich-Eosin. Metode ini digunakan untuk melihat keadaan stnuktati yang
lebih jelas karena dengan metode beku hal ini tidagat dilakukan. Dengan
metode parafin, hampir semua macam jaringan dapatothg dengan baik. Hasil
irisannya pun dapat jauh lebih tipis daripada metdoeku. Tetapi, bila
menggunakan metode ini jaringan akan menjadi keraengerut, dan mudah
patah. Tahapan kerja dari metode parafin adalatagseébberikut : fiksasi,
pencucian Washing), dehidrasi, penjernihancléaring), infiltrasi, penanaman
(embedding), penyayatan sgctioning), penempelan affixing), deparafinisasi,
pewarnaangaining), penutupannfounting), dan pelabelangbelling).

Organ hati yang telah difiksasi dengan larutan ®imm4% kemudian
dicuci dengan akuades. Tahap berikutnya adalalldetiyang dilakukan dengan
merendam organ dalam larutan alkohol bertingkahgkatrasi 30%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 96%, dan alkohol absolut) masingimgasarutan diganti
sebanyak tiga kali setiap 30 menit. Setelah desiddidakukan tahap penjernihan
dengan larutan toluol sampai organ tampak jerngtu @atansparan. Organ yang
tidak jernih menunjukkan dehidrasi kurang baik sghga organ harus didehidrasi

kembali. Setelah tampak jernih, organ dapat memasiap infiltrasi parafin.
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Tahap ini dilakukan didalam oven yaitu dengan mdaem organ dalam cairan
parafin dengan titik leleh 482°C, 52-54°C, dan 5456°C selama masing-
masing *2 jam. Setelah diinfiltrasi, organ ditanam dalamrafia keras
menggunakan cetakan logam hingga terbentuk blokafipardengan organ
ditengahnya. Tahap penyayatan dilakukan menggunakdmotom dengan
ketebalan irisan |4m. Irisan yang terbentuk ditempel pada gelas olyahkg
sebelumnya telah diolesi haupt atau albumin. Agarab-benar menempel, irisan
kemudian ditetesi akuades lalu diletakkan diatats glate dengan suhu 20
hingga mengering. Tahap selanjutnya adalah depaas$i yaitu menghilangkan
parafin yang terdapat didalam jaringan dengan pseendam jaringan didalam
larutan xilol selama 15 menit. Setelah itu, jaringaemasuki tahap pewarnaan.
Langkahnya yaitu mencelupkan jaringan kedalam alk86%, 90%, 80%, 70%,
60%, 50%, 30%, dan akuades. Setelah itu, jaringegluppkan kedalam larutan
pewarna Hematoxylin Erlich selama73detik lalu dicuci dengan air. Jaringan
kemudian dicelupkan kedalam alkohol 30%, 50%, 60%,) 70%. Setelah itu,
jaringan direndam dalam larutan pewarna yang kgdia Eosin Y 0,5% (dalam
alkohol 70%) selama-B menit. Setelah terwarnai, jaringan dicelupkanakau
alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, dan alkohol absolu ldirendam dalam xilol
selama 10 menit. Tahap berikutnya adalah penutwsargan cara menetesi
jaringan dengan entelan kemudian ditutup dengaa ganutup. Terakhir preparat
diberi label dengan keterangan yang jelas. Denganikilan jaringan siap diamati

dan diambil gambarnya (Suntoro, 1983).
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F. AnalissData

Data yang diperoleh dianalisis secara kualitatiituyalengan melihat,
membandingkan, dan mendeskripsikan gambaran hgssobogan hati dari setiap
kelompok perlakuan dengan kontrol. Analisis dilakulpada gambaran histologi
yang didapat dari kedua metode pembuatan prepatatdyi yaitu metode beku
dengan pewarnaarschultz-Smith dan metode parafin dengan pewarnaan
Hematoxylin Erlich-Eosin. Parameter pada metode pertama adalah banyaknya
bagian yang berwarna hijau gelap. Warna tersebaunjekkan ester kolesterol
yang terpapar pada jaringan hati. Parameter padadméedua adalah ukuran
hepatosit dan kerapatan antar hepatosit. Pararegtsbut dapat menunjukkan

banyaknya kolesterol yang terdapat dalam sitopldspatosit.
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G. Alur Penditian

" Pembuatan proposal ||

4" Tahap ‘p')ersiapz "7

v \4

Pembuatan pakan berlemak da Aklimasi mencit selama
pakan dengan tambahan bekat tujuh hari

Pemberian pakan berlemak
selama 7 hari

H

v

Pemberian pakan dengan tambahan bekatul
(0%, 3,3%, 6,6%, 10%, dan 13,3%) selama 14 hdri

Y

|| Pembedahan dan pengambilan organ Fﬂati

A\ 4

Pembuatan dan pewarnaan prepara
histologi organ hati

\ 4

|| Analisis data ||

A 4

|| Kesimpulan ||

Gambar 3.5. Diagram Alur Pendlitian



