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Abstract

Mangosteen peel extract is now widely used as an alternative treatment by society as an
anti-oxidant without knowing the side effects. Consumption Monosodium glutamate (MSG) is
used as a flavor enhancer in the food can cause various side effects due to formation of free
radicals in the body such as liver dysfunction. The research method using true experimental
designs aimed at comparing the effect of ethanol extract of mangosteen peel (EEKM) on liver
damage caused by MSG administration to vitamin E. Of 15 fish samples DDW strain male mice,
which were divided into three treatment groups, namely control group / distilled water (P0),
MSG administration group (P2), group administration MSG and EEKM(P3). Then assessed liver
function as well as evaluating the level of immunohistochemical staining of liver damage with
TNF-a (NBP1-67 821, pAb, 1:50 dilution). Ethanol extract of mangosteen peel and are able to
improve the look of immunohistochemical expression of TNF-o inflammatory process caused
by MSG administration(p>0,05).

Kata kunci : Monosodium glutamate(MSG), Ekstrak etanol kulit manggis (EEKM), TNF-a.

Pendahuluan
Monosodium  glutamate ~ (MSG)
sudah lama digunakan di seluruh dunia
sebagai penambah rasa makanan dengan L-
glutamic acid sebagai komponen asam
amino (Geha et al.,, 2000) disebabkan
penambahan MSG akan membuat rasa
makanan menjadi lebih lezat. Konsumsi
MSG terbanyak dijumpai pada masyarakat
Korea yang mencapai 1,6 g/hari, sedangkan
di Indonesia sekitar 0,6 g/hari. Taiwan
adalah negara yang paling tinggi konsumsi
MSG per kapita, mencapai 3 g/hari,

sedangkan Amerika adalah negara yang

paling rendah konsumsi MSG per Kapita,
hanya 0,5 g/hari (Prawirohardjo, 2000).
Konsumsi tersebut bisa tergantung pada isi
kandungan MSG dalam makanan dan pilihan
rasa seseorang (Geha et al., 2000), berkisar
antara 0,1 % dan 0,8 % dari makanan yang
disajikan.

Glutamate yang dikomsumsi secara
oral direabsorbsi di rongga usus dan masuk
secara langsung melalui vena portal ke
dalam hati, di dalam hati plasma amino yang
direabsorbsi itu, konsentrasinya diubah
sesuai kebutuhan. Dalam keadaan normal

konsentrasi glutamate relatif rendah 5-10



um/100 ml dalam darah. Sehingga pada
konsentrasi 50-70 um/100 ml dalam darah,
glutamate dianggap tinggi (Levi, 2000).

Fungsi hati yang merupakan tempat
utama untuk memetabolisme obat dan zat
toksik, dikenal sebagai proses
biotransformasi. Hasil akhir dari reaksi ini
berupa bahan yang tidak aktif dan lebih larut
dalam air, sehingga secara cepat dapat
diekskresi melalui empedu atau urin.
(Malarkey, 2005). Gejala awal hepatotoksik
ditandai dengan peningkatan enzim-enzim
transaminase dalam serum. Ada dua jenis
aminotransferase yang sering diukur yaitu
SGPT (glutamate pyruvate transaminase)/
ALT (alanin transaminase) dan SGOT
(glutamate oksaloasetat transaminase)/AST
(aspartate transaminase) (Morgan, 1996;
Huriawati, 2002; Siti, 1995). Adanya enzim
di dalam sel, menyebabkan peningkatan
jumlah enzim yang merupakan konsekuensi
dari jejas sel sehingga molekul-molekul
intrasel dapat lolos keluar. (Huriawati,
2002).

Tumor Necrosis Factor merupakan
faktor pertama dalam peningkatan inflamasi
dan berguna dalam mengaktifkan makrofag
pada pertahanan host terhadap mikroba yang
menginvasi  selama terjadinya infeksi.
Sehingga TNF dapat memediasi efek

menguntungkan dan efek  merugikan

tergantung pada keadaan proses
penyakitnya. Tumor Necrosis Factor Kini
diketahui  terlibat dalam  merangsang
produksi sitokin, meningkatkan ekspresi
molekul adhesi dan aktivasi netrofil, juga
merupakan stimulator tambahan untuk
aktivasi sel T dan produksi antibodi oleh sel
B. Meskipun tingkat sirkulasi level TNF
sangat bervariasi, upregulasi dari ekspresi
gen telah dilibatkan dalam patogenesis
berbagai jenis penyakit dengan komponen
inflamasi, autoimun, proses infeksi akut dan
kronis (Jimena Cuenca, 2001).
Metode
1. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan: Kandang
mencit dan perlengkapannya, jarum gavage
untuk cekok tikus, timbangan, sekam padi.
Seperangkat alat pemeriksaan dengan
tekhnik imunohistokomia. Timbangan tikus,
gelas arloji, spuit 1 ml, bak bedah dan
dissecting set, cawan petri, batang
pengaduk, handscoen, masker, kertas milli.
Mikroskop
Olympus CX21

Bahan yang digunakan : (a)Pericarp

binokuler ~ dengan  merek

(bagian dalam  kulit manggis) telah
dideterminasi di Herbarium Medanense
(MEDA)  jurusan  biologi Fakultas
Matematika dan Ilmu pengetahuan Alam

(MIPA) Universitas Sumatera Utara, dan



diekstrakkan di

Universitas Sumatera Utara. Hewan coba

Fakultas Farmasi
mencit jantan strain DDW umur 8-12
minggu dan berat badan 25-30gr, berasal
dari Fakultas Matematika dan Ilimu
pengetahuan Alam (MIPA) Universitas
Sumatera Utara. (b) Pakan standar mencit
berupa pellet produksi PT. Chaevron
Pokphan Medan dicampur jagung halus
dengan perbandingan 2 : 1.(c)

2.Prosedur kerja

Persiapan dan pemeliharaan hewan mencit:
Mencit dipelihara dalam kandang plastik
(ukuran 30 x 20 x 10cm) dengan anyaman
kawat sebagai penutup, dasar kandang
dilapisi sekam padi setebal 0,5-1cm dan
diganti setiap tiga hari, ditempatkan dalam
ruangan yang memiliki ventilasi dan
mendapat cahaya matahari secara tidak
langsung. Kandang tempat makan dan
minum mencit dibersihkan setidaknya tiga
kali dalam seminggu. Sebelum perlakuan,
mencit diaklimatisasi selama seminggu.
Pemberian makan dan minum dilakukan
setiap hari secara ad libitum. Pakan yang
diberikan berupa pellet ¢-0,5 produksi
PT.Chaevron Pokphan Medan dan aquades.
Cahaya ruangan, kelembaban ruangan dan
suhu berada pada kisaran alamiah. Sampel
yang terdiri dari 15 ekor mencit dibagi

secara acak dalam 3 kelompok, masing-

masing kelompok 5 ekor. Tiap kelompok
diberi kode kelompok I, 11, dan I11.

Perlakuan diberikan sesuai dengan
kelompok. Pakan diberikan  setelah
perlakuan dilakukan berupa pellet yang
dicampur jagung halus dengan perbandingan
2 : 1 diberikan secara ad libitum setiap pagi
hari jam = 10.00-11.00 WIB sebanyak 0,5-
0,7 gr/hari/mencit serta air minum dari
ledeng (PAM, Perusahaan Air Minum).
Prosedur pembedahan hewan mencit

Prosedur pembedahan dilakukan
melalui tahap persiapan, pembedahan dan
sanitasi. Pada tahap persiapan, disiapkan pot
yang sudah diberi label sesuai dengan nomor
perlakuan mencit yang akan dilakukan
pembedahan. Pot organ diisi dengan
formalin buffer 10% untuk menyimpan
organ. Disiapkan spuit insulin 1 ml yang
sudah diberi label. Disiapkan peralatan
bedah seperti gunting bedah, pinset, gelas
arloji, cawan petri, papan bedah, pins, beker
glas. Tahap pembedahan, mencit dibunuh
secara neck dislocation.

Mencit diposisikan pada papan
bedah menggunakan pins. Dibedah mulai
dari bagian perut menggunakan gunting
bengkok. Darah langsung diambil dari
jantung, masukkan  kedalam  tempat
penyimpanan berisikan es sebelum dibawa

ke laboratorium dan organ hati diambil,



dibersihkan dari kotoran yang menempel,
dicuci dengan menggunakan NaCl 0,9%
sampai  bersih. Secara  makroskopik,
ditimbang berat dan ukuran hati mencit dan
selanjutnya diamati perubahan warna,
konsistensi dan permukaan pada hati,
dimasukkan kedalam pot berisi formalin
buffer 10%. Tahap sanitasi dilakukan
dengan cara memasukkan sisa organ mencit
yang tidak terpakai dalam kantong plastik
yang akan dibuang. Tempat Kkerja sisa
melakukan pembedahan dibersihkan dan
semua peralatan bedah yang terpakai
dibersihkan.
Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Buah
Manggis

Sampel yang digunakan pada
penelitian ini adalah kulit buah manggis,
yang diperoleh dari desa pantai Gemi,
Stabat, dari kebun penduduk desa. Kulit
buah dibersihkan dari pengotor lalu dicuci
hingga bersih, dikupas kulit buah terluar dan
ditimbang. Diperoleh berat basah sebesar 10
kg. Selanjutnya kulit  buah  tersebut
dikeringkan selama 7 hari dalam lemari
pengering dengan temperatur = 40 °C
sampai kulit buah kering, didapat berat
kering 2454,7 gr. Simplisia yang telah
kering di blender menjadi serbuk lalu
dimasukkan ke dalam wadah plastik
bertutup dan di simpan pada suhu kamar.

Kemudian  serbuk  ditimbang, = maka
diperoleh berat kering sebesar 2262,8 gr.
Serbuk simplisia yang telah kering
tadi kemudian dimasukkan ke dalam bejana
tertutup sebanyak 2262,8 gr dan kemudian
dibasahi dengan etanol 96%, sampai semua
serbuk terendam, biarkan selama lima hari
sambil diaduk 3-4 kali sehari. Setelah itu
massa dipindahkan ke dalam corong dan
disaring dengan menggunakan Kertas
penyaring.  Hasil  penyaringan  yang
diperoleh dipekatkan dengan alat rotary
evaporator. Kemudian dikeringkan selama
lebih kurang 24 jam dan diperoleh ekstrak
kental sebanyak 700 gr yang telah siap
digunakan.
Prosedur pewarnaan Imunohistokimia
Dilakukan

memakai 3 larutan Xylol 1,2 dan 3 masing-

deparafinisasi  slide

masing selama 5 menit, kemudian dilakukan
proses rehidrasi untuk menghilangkan sisa
xylol dengan menggunakan larutan alkohol
absolut, alkohol 96%, alkohol 80%, dan
alkohol 70% masing-masing selama 4 menit,
kemudian dicuci dibawah air mengalir
selama 5 menit. Masukkan slide ke dalam
mesin pengering merk PT. Link Dako
Epitope Retrieval, kemudian diatur set up
Preheat 65°C, running time 98°C selama 15
menit, tunggu sampai + 1 jam, setelah slide

kering, dengan menggunakan spidol pap



pen, preparat yang ada di slide dilingkari
agar pada saat penetesan antibody atau
cairan lainnya tidak keluar melewati batas
lingkaran pap pen tadi.

Slide dimasukkan kedalam larutan
Tris Buffered Saline (TBS) pH 7,4 selama 5
menit, kemudian dilakukan blocking dengan
peroxidase, selama 5-10 menit, kemudian
kembali dicuci dalam larutan Tris Buffered
Saline (TBS) pH 74

blocking kembali dengan Normal horse

selama 5 menit

serum (NSH) 3%, selama 15 menit, cuci
dalam larutan Tris Buffered Saline (TBS) pH
7,4 selama 5 menit. Setelah itu barulah
diinkubasi dengan antibodi TNF-a NBPI-
67821) pAb, dengan besar unit 0.05 mg,
masing-masing selama 1 jam. Cuci kembali
kedalam larutan Tris Buffered Saline (TBS)
pH 7,4 atau Tween 20 selama 5 menit,
kemudian simpan kedalam rak slide dengan
merk Dako Real Envision Rabbit/Mouse
selama 30 menit. Setelah itu slide kembali
dicuci dalam larutan Tris Buffered Saline
(TBS) pH 7,4 atau Tween 20 selama 5-10
menit. Kemudian slide ditetesi dengan
kromogen Diamino Benzidin (DAB) +
Substrat  Chromogen solution  dengan
pengenceran 20puL DAB : 1000 pL substrat
(dapat bertahan 5 hari di suhu 2-8°C setelah
di-mix) selama 5 menit, di cuci kembali

dengan air mengalir dan dilakukan

pewarnaan dengan Hematoxylin masing-
masing selama 10 menit.

Sediaan tersenut dicuci dibawah air
mengalir selama 5 menit, celupkan slide
preparat kedalam lithium carbonat (5%
dalam aqua) selama 2 menit, cuci dengan air
mengalir dan kembali dilakukan proses
pengeringan cairan sebelumnya dengan
proses dehidrasi menggunakan alkohol 80%,
alkohol 96%, alkohol Absolut masing-
masing selama 5 menit, kemudian clearing
dengan larutan Xylol 1, Xylol 2, Xylol 3
masing-masing selama 5 menit, kemudian
mounting dan tutup slide preparat dengan
cover glass, dan preparat siap dilihat atau
dinilai.

Hasil dan pembahasan

Prosedur pengamatan Imunohistokimia
antioksidan TNF-a pada hati mencit
Pengamatan dilakukan oleh peneliti dan dua
ahli patologi anatomi tanpa mengetahui
kelompok perlakuan. Jaringan hati yang
telah dibuat menjadi preparat blok parafin,
dan diwarnai dengan pewarnaan
imunohistokimia akan diamati di bawah
mikroskop cahaya, dengan pembesaran 40X,
100x dan 400x dan dinilai tampilan
pewarnaan berupa:

a. Positif : tertampil warna kecoklatan
pada inti sel dari jaringan hati



b. Negatif: tidak tertampilnya warna
kecoklatan pada inti sel jaringan hati.
Kontrol yang digunakan adalah:
- Kontrol positif, digunakan jaringan
yang berasal dari ca colon.

Dinilai kekuatan tampilan warna
kecoklatan yang dibandingkan dengan
warna coklat yang tertampil pada kontrol

positif dan diberi kategori sebagai berikut:

- 0 = Tidak tertampil / negatif
- 1 = Tertampil lemah

- 2 = Tertampil sedang

- 3 = Tertampil kuat

Selain itu juga dinilai luas tampilan hasil
pewarnaan dan diberi skor sebagai berikut.:

- 0 = Tidak tertampil

- 1 = <25% yang terwarnai positif

pada membran sitoplasma

- 2 =25-50% yang terwarnai positif
pada membran sitoplasma
- 3 =>50% vyang terwarnai

positif pada membran sitoplasma
- Hasil penilaian  imunohistokimia
merupakan hasil perkalian antara intensitas
tampilan cokelat dengan luas tampilan,
didapatkan penilaian skor sebagai berikut.:
- 0 =negatif
- 1 - 3 =tampilan lemah
- 4 - 6 = tampilan sedang
- 7 - 9 = tampilan kuat

Hasil pengamatan terhadap tampilan
pewarnaan imuhistokimia TNF-a pada sel
hati setelah diberikan perlakuan dengan
pemberian MSG dan ekstrak etanol kulit
manggis dapat dilihat pada table berikut

Intensitas

Jumlah
(L Warnax Kategori

Kelompok Wi
P0 = Kontrol negatif 2
P1=MSG 3
P2 = MSG+EEKM 2

L. Tampilan)
2 2
6 4
4 3

Keterangan: MSG =Monosodium glutamate, EEKM = Ekstrak etanol kulit

manggis

Uji Kruskal Wallis menunjukkan bahwa
derajat  kerusakan hati yang dinilai
berdasarkan

tampilan pewarnaan

imunohistokimia ~ TNF-a.  menunjukkan

perbedaan yang bermakna di antara
kelompok perlakuan (p<0,05). Tampilan
imunohistokimia TNF-a yang tertampil
paling kuat adalah pada kelompok perlakuan



P1 yang mendapat MSG selama 21 hari.
Pada kelompok perlakuan P2 yang
mendapat ekstrak etanol kulit manggis
selama 14 hari. Hasil uji Mann-Whitney
menunjukkan adanya perbedaan yang
bermakna antara kelompok perlakuan P1
dengan kelompok perlakuan P2 dan
kelompok perlakuan P3 (p < 0,05), namun
tidak ada perbedaan yang bermakna antara
kelompok perlakuan P2 dengan kelompok
perlakuan P3 (p>0,05).

Gambaran histopatologi hati yang
dinilai  dengan  tampilan  pewarnaan
imunohistokimia TNF-a yang terberat
adalah terdapat pada kelompok mencit yang
hanya mendapatkan MSG selama 21 hari
(kelompok  perlakuan ~ P1).  Dimana
kelompok P1 ini menunjukkan tampilan
imunohistokimia TNF-a pada hati yang
paling kuat dibandingkan dengan kelompok
perlakuan lainnya (kelompok perlakuan P2,
dan kelompok perlakuan P3). Perbaikan
gambaran histopatologi hati yang dinilai
berdasarkan tampilan pewarnaan
imunohistokimia TNF-« terdapat pada
kelompok yang mendapat ekstrak etanol
kulit manggis selama 14 hari setelah
pemberian MSG 21 hari (kelompok

perlakuan P2.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan
yang telah dikemukakan, maka dapat
dinyatakan bahwa ekspresi proses inflamasi
TNF-o  akibat pemberian MSG, dapat

diperbaiki masing-masing dengan

pemberian ekstrak etanol kulit manggis dan
vitamin E (p<0,05).
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