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ABSTRAK

Latar  belakang:  Indonesia  memiliki  sumber  daya  laut  yang  besar.  Pigmen 
karotenoid  yang  banyak  ditemukan  pada  organisme  laut  merupakan  senyawa 
provitamin  A yang  berperan  penting  dalam  fungsi  faali  tubuh.  Peneliti  ingin 
mengetahui  uji  toksisitas  akut  biopigmen  karotenoid  simbion  bakteri 
(Virgibacillus salarius) dengan invertebrata laut (Jorunna funebris) sebagai salah 
satu sumber alternative biopigmen karotenoid.
Metode:  Penelitian eksperimental dengan rancangan  Post Test-Controlled Only  
Group Design  ini  menggunakan 25 ekor mencit  Balb/c  jantan,  dibagi  menjadi 
lima  kelompok  secara  random,  yaitu  satu  kelompok  kontrol  (K)  diberi  pakan 
standar, dan empat kelompok perlakuan (P1, P2, P3, P4) masing-masing diberi 
biopigmen karotenoid simbion bakteri  dengan invertebrata  laut dengan dosis 5 
mg/kg BB, 50 mg/kg BB, 500 mg/kg BB, dan 2000 mg/kg BB melalui sonde 
lambung satu kali, dan diamati seminggu. Pada hari ke-8 mencit diterminasi untuk 
diamati gambaran makroskopis dan gambaran mikroskopisnya. Data mikroskopis 
dianalisis dengan uji Oneway-Anova dilanjutkan uji Post-Hoc.
Hasil:  Tidak terdapat  perbedaan bermakna pada gambaran makroskopis antara 
kelompok  kontrol  dan  perlakuan  (p=1.00),  sedangkan  terdapat  perbedaan 
bermakna pada gambaran mikroskopis ginjal antar kelompok yaitu: K-P2, K-P3, 
K-P4, P1-P3, P1-P4, P2-P4 (p=0.001), P2-P3 (p=0.029), dan P3-P4 (p=0.002).
Simpulan: Pemberian biopigmen karotenoid simbion bakteri dengan invertebrata 
laut secara akut tidak menimbulkan perbedaan terhadap gambaran makroskopis 
ginjal  antara  kelompok  control  dan  kelompok  perlakuan  dan  antar  kelompok 
perlakuan, akan tetapi pemberian ini menimbulkan perbedaan terhadap gambaran 
mikroskopis ginjal antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dan antar 
kelompok perlakuan.

Kata  kunci:  biopigmen  karotenoid,  gambaran  makroskopis  ginjal,  gambaran 
mikroskopis ginjal
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Acute Toxicity Test Of Biopigment Carotenoid Symbionts Marine Invertebrate  
With Bacteria

(Study In Kidney Of Balb/C Mice)
Maria Elvira Santoso1, Noor Wijayahadi2

ABSTRACT

Background: Indonesia has a huge marine resources. Caroteoid pigment found in  
many marine organisms is a provitamin A compound that plays an important role  
in the physiologic function of the body. Researcher want to know whether any  
acute  effect  of  biopigment  carotenoid  symbionts  marine  invertebrate  (Jorunna  
funebris)  with  bacteria  (Virgibacillus  salaries)  as  one  alternative  source  of  
carotenoid biopigmen.
Method:  This experimental Post Test-Controlled Only Group Design study was  
using 25 male Balb/c mices that were divided into five groups, one control group  
(K) that had been given standard food, and four treatment group (P1, P2, P3, P4)  
that had been given biopigment carotenoid symbionts marine invertebrate with  
bacteria treatment in 5 mg/kg BW, 50 mg/kg BW, 500 mg/kg BW, and 2000 mg/kg  
BW dosages via gastric sonde once, and being observed for a week. On 8 th  day,  
those mices were terminated to be observed the macroscopic appearance and the  
histopatological appearance. Microscopic data was analyzed by Oneway-Anova  
test and continued by Post-Hoc test.
Result:  There was no significant difference in kidney’s macroscopic appearance  
among groups, whereas there were significant differences in kidney’s microscopic  
appearance, there were: K-P2, K-P3, K-P4, P1-P3, P1-P4, P2-P4 (p=0.001), P2-
P3 (p=0.029), and P3-P4 (p=0.002).
Conclusion: Acute treatment of biopigment carotenoid has not make significant  
difference  on  the  macroscopic  appearance  of  kidney  between  control  and  
treatment  group  and  within  each  treatment  group,  but  the  treatment  makes  
differences  on  the  microscopic  appearance  of  kidney  between  control  and  
treatment group and within each treatment group.

Keywords:  Biopigment  Carotenoid,  kidney’s  macroscopic  appearance,  kidney’s  
microscopic appearance
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1. PENDAHULUAN

Pigmen karotenoid banyak ditemukan pada organisme laut seperti rumput 

laut, alga, dan bakteri. Pada penelitian ini, biopigmen karotenoid dihasilkan oleh 

bakteri  (Virgibacillus  salarius)  yang  bersimbion  dengan  invertebrata  laut 

(Jorunna funebris).  Fungsi karotenoid pada tumbuhan adalah sebagai pelengkap 

pigmen  klorofil  untuk  membantu  proses  fotosintesis.1-5 Karotenoid  merupakan 

bahan yang essensial pada manusia, karotenoid dapat membantu sistem kekebalan 

tubuh  dengan  cara  melindungi  reseptor  sel-sel  fagosit/pemakan  (sel-sel  darah 

putih  yang  mampu  menelan  kuman)  dari  kerusakan  auto-oksidasi  akibat 

terbentuknya radikal oksigen. 4-9

Secara farmakologik setiap bahan obat yang masuk ke dalam tubuh akan 

mengalami  proses  farmakokinetik  dan  farmakodinamik.  Begitu  pula  dengan 

karotenoid,  setelah  mengalami  absorbsi,  bahan  terebut  akan  mengalami 

metabolisme  di  hepar  dan  selanjutnya  elemen  yang  larut  dalam  air  akan 

diekskresikan melalui ginjal.10 Hal ini memungkinkan terjadinya suatu efek medik 

maupun efek  toksik  yang disebabkan oleh  karotenoid  terhadap organ-organ di 

atas, termasuk ginjal.

Penelitian  ini  pada  dasarnya  ditujukan untuk  mencari  alternatif  sumber 

biopigmen karotenoid dari simbion bakteri dengan invertebrata laut. Penelitian ini 

bekerja  sama  dengan  Fakultas  Perikanan  dan  Ilmu  Kelautan  Undip  untuk 

menyeleksi jenis invertebrata laut yang paling banyak menghasilkan karotenoid. 

Alasan digunakan mencit  Balb/c  adalah  karena selain lebih efektif  dalam segi 



biaya,  juga  mencit  ini  sering  dipakai  sebagai  hewan  coba  pada  penelitian 

eksperimental uji toksisitas karotenoid dari sumber hayati lainnya.

2. METODE

Penelitian ini meliputi bidang histologi, farmakologi, dan patologi anatomi 

dan dilaksanakan di  Laboratorium Farmakologi dan Terapi Fakultas Kedokteran 

Universitas Diponegoro pada bulan Maret-Juni 2011.

Penelitian  ini  adalah  penelitian  eksperimental  laboratorik  dengan 

menggunakan  rancangan  Post  Test  Only  Kontrol  Group  Design.  Penelitian 

menggunakan 25 mencit yang dirandomisasi ke dalam lima kelompok, yaitu satu 

kelompok  kontrol  dan  empat  kelompok  perlakuan.  Penelitian  hanya  dilakukan 

saat post test, dengan membandingkan hasil observasi pada kelompok perlakuan 

dan kontrol.

Sampel  penelitian  ini  adalah  mencit  Balb/c  jantan  berumur  2-3  bulan, 

berat badan 20-25 gram, sehat, tidak ada kelainan anatomis, yang diperoleh dari 

Institut Obat Bahan Alam Universitas Diponegoro, Semarang.

Mencit  sebelum  perlakuan  akan  mengalami  masa  adaptasi  dengan 

dikandangkan dan diberikan pakan standar selama seminggu. Mencit tersebut lalu 

dibagi  menjadi  lima  kelompok  yang  ditentukan  secara  acak,  yaitu  kelompok 

kontrol (K) yang diberi air saja, kelompok P1 diberi simbion invertebrata laut dan 

bakteri dengan dosis 5 mg/kg BB, kelompok P2 diberi simbion invertebrata laut 

dan bakteri dengan dosis 50 mg/kg BB, kelompok P3 diberi simbion invertebrata 



laut  dan  bakteri  dengan  dosis  500  mg/kg  BB,  kelompok  P4  diberi  simbion 

invertebrata laut dan bakteri dengan dosis 2000 mg/kg BB.

Biopigmen  karotenoid  diberikan  dengan  sonde  lambung  pada  awal 

perlakuan. Pengamatan dilakukan selama 7 hari, kemudian pada hari ke-8 mencit 

dibunuh  (dekapitasi)  untuk  dilakukan  pengambilan  ginjal  lalu  diamati  kondisi 

makroskopisnya,  dan  selanjutnya  diproses  dengan  metode  baku  histologi, 

kemudian  dilakukan  pemeriksaan  mikroskopis  setelah  dilakukan  pembuatan 

preparat sesuai prosedur.

 Setiap mencit dibuat preparat ginjal, dan tiap preparat dibaca dalam lima 

lapangan  pandang  yaitu  keempat  sudut  dan  bagian  tengah  preparat  dengan 

perbesaran 400x. Sasaran yang dibaca adalah struktur histologis tubulus kontortus 

proksimal  ginjal,  dinyatakan  dalam  persentase  tubulus  yang  mengalami 

penyumbatan pada setiap lapangan pandang.

3. HASIL

Data  yang  diperoleh  dari  pengamatan  makroskopis  adalah  morfologi 

makroskopis  hepar  yang merupakan skala  ordinal,  dengan seluruh sampel  dari 

tiap kelompok memperoleh skor 0 (morfologi normal), maka dilanjutkan dengan 

uji Kruskal-Walls (p=1.00).

Data yang diperoleh dari pengamatan mikroskopis adalah data numeric, 

dengan distrinusi  normal  dan homogen.  Deskripsi  data  yang digunakan adalah 

persentase jumlah tubulus yang rusak pada lima lapangan pandang, seperti yang 

tercantum pada tabel di bawah ini.



Tabel 1. Rerata persentase perubahan gambaran histopatologi sel ginjal

Kelompok 
Perlakuan

Jumlah Sel 
Normal

Jumlah Sel 
Abnormal Total

Persenta
se

K 834 159 993 15.77
P1 817 185 1002 18.47
P2 900 243 1143 21.27
P3 923 299 1222 24.47
P4 902 375 1277 29.43
Uji Oneway Anova p=0.001 

Uji  Post-Hoc  dari  hasil  pengamatan  mikroskopis  menunjukkan  adanya 

perbedaan  bermakna  antar  kelompok  kecuali  pada  kelompok  kontrol 

dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1.

Tabel 2. Hasil analisis uji Post Hoc

Kelompok Kontrol P1 P2 P3 P4

Kontrol   0.061 0.001* 0.001*
0.00

1*

P1   0.061   0.053 0.001*
0.00

1*

P2 0.001*   0.053 0.029*
0.00

1*

P3 0.001* 0.001* 0.029*
0.00

2*
P4 0.001* 0.001* 0.001* 0.002*  
*ada perbedaan bermakna (p<0.05)

4. PEMBAHASAN

Hasil  pengamatan pada kondisi  makroskopis  ginjal  hewan coba setelah 

pemberian biopigmen karotenoid simbion bakteri (Virgibacillus salarius) dengan 

invertebrata laut (Jorunna funebris) dengan dosis bertingkat menunjukkan bahwa 



tidak  terdapat  perbedaan  morfologi  makroskopis  ginjal  yang  bermakna  antar 

kelompok (p=1.00).

Hasil pengamatan makroskopis yang didapatkan pada penelitian ini sesuai 

dengan  tahapan  terjadinya  gangguan  fungsi  organ.  Dimulai  dari  gangguan 

keadaan biokimianya, dilanjutkan dengan gangguan anatomis yang akan nampak 

pada tahap berikutnya yang didahului dengan gangguan secara histologis dan pada 

akhirnya  akan  bermanistestasi  pada  tampakan  makroskopisnya.11 Perubahan 

makrokopis diawali dengan kematian kematian nefron dalam jumlah besar yang 

digantikan oleh jaringan parut nampak sebagai fibrosis yang kasat mata.12 Tidak 

adanya  perubahan  bermakna  dari  gambaran  makroskopis  tadi  dapat  dijelaskan 

dengan beberapa kemungkinan, yaitu:  1) jangka waktu penelitian yang singkat 

(lamanya paparan zat tersebut), dan 2) perlakuan yang diberikan hanya 1 kali di 

awal penelitian sehingga belum dapat menimbulkan perubahan makroskopis.

Hasil  pengamatan  mikroskopis  ginjal  yang  dihitung  adalah  penutupan 

pada tubulus kontortus proksimal karena kerusakan yang didapat adalah minimal. 

Dalam  proses  pengambilan  data,  kerusakan  dalam  tubulus  ginjal  dinyatakan 

dalam  persentase  tubulus  yang  mengalami  penutupan  pada  lima  lapangan 

pandang.  Hasil  pengamatan  menunjukkan  terdapat  perbedaan  bermakna  antar 

kelompok  kecuali  antara  kelompok  kontrol  dengan  kelompok  perlakuan  1 

(p=0.061) dan antara kelompok perlakuan 1 dengan perlakuan 2 (p= 0.053).

 Perubahan  mikroskopis  berupa  adanya  pembengkakan  epitel  tubulus 

proksimal sehingga terjadi penyempitan tubulus, dimana perubahan mikroskopis 

ginjal cenderung meningkat sesuai dengan kenaikan dosis biopigmen karotenoid 



yang diberikan.10,12 Perubahan bermakna secara mikroskopis pada penelitian ini 

disebabkan oleh karena 1) setiap zat larut dalam air diekskresikan melalui ginjal 

memiliki potensi untuk mengganggu kenormalan epitel  tubulus, 2) terdapat zat 

yang  bersifat  toksik  dalam  biopigmen  karotenoid  simbion  bakteri  dengan 

invertebrata laut sehingga menyebabkan kerusakan pada tubulus.

Hal  ini  juga  dipengaruhi  oleh  faktor-faktor  lain  seperti  komponen  lain 

dalam  ekstrak  yang  mungkin  menyebabkan  terjadinya  kerusakan  pada  ginjal. 

Biopigmen karotenoid yang diberikan pada mencit berasal dari bakteri yang hanya 

disonifikasi (dihancurkan dindingnya) tanpa diperiksa apakah ada kontaminan lain 

pada  ekstrak  yang  diberikan  pada  mencit.  Sedangkan  untuk  dosis  toksik 

karotenoid sendiri,  tidak dapat dilihat hanya dari gambaran histopatologi ginjal 

saja,  melainkan juga  harus  dilihat  secara enzimatik  atau normalitas  fungsional 

ginjal.  LD50  memegang  peranan  yang  sangat  penting  untuk  menentukan 

ketoksikan suatu  bahan pada tubuh.

Dalam penelitian ini terdapat keterbatasan yang dipengaruhi oleh adanya 

faktor-faktor seperti jumlah sampel yang terbztas, adanya kemungkinan bias pada 

pembacaan preparat histologist karena tudak dilakukan second observer oleh ahli 

patologi anatomi. Selain itu, mengingat penelitian ini menggunakan metode Post  

Test-Controlled  Only  Group  Design,  sehingga  pada  pengambilan  sampel  tidak 

dilakukan pemeriksaan terhadap ginjal  mencit,  sehingga terdapat  kemungkinan 

ketika mencit  diambil  sebagai  sampel  telah mengalami kerusakan sebelumnya. 

Faktor-faktor  lain  yang dapat  mempengaruhi  hasil  penelitian  meliputi keadaan 

kandang yang kurang higienis, faktor stress mencit, hewan coba yang mungkin 



mengidap  penyakit  lain,  serta  faktor  internal  lain  seperti  daya  tahan  dan 

kerentanan mencit.

Hasil  pengamatan  pada  kondisi  makroskopis  ginjal  hewan  coba, 

pemberian biopigmen karotenoid simbion bakteri dengan invertebrata laut dosis 

bertingkat 5mg/kg BB, 50mg/kg BB, 500mg/kg BB, dan 2000mg/kg BB tidak 

menimbulkan perbedaan terhadap gambaran makroskopis ginjal antara kelompok 

kontrol  dengan  kelompok  perlakuan  dan  antar  kelompok  perlakuan  yang  satu 

dengan  yang  lain.  Akan  tetapi,  rerata  persentase  kerusakan  tubulus  proksimal 

semakin  meningkat  secara  bermakna  sesuai  dengan  kenaikan  dosis  biopigmen 

karotenoid  yang  diberikan,  dengan  kerusakan  tubulus  terbanyak  pada  dosis 

2000mg/kg  BB,  kecuali  antara  dosis  5mg/kg  BB dengan  dosis  50mg/kg  BB 

perbedaannya tidak bermakna. Tidak adanya mencit yang mati dalam penelitian 

ini  menunjukkan  bahwa  dosis  toksik  biopigmen  karotenoid  simbion  bakteri 

dengan invertebrata laut yang dapat ditunjukkan dengan LD50 belum diketahui.

Dari  hasil  penelitian  ini,  peneliti  menyarankan  bahwa  perlu  dilakukan 

penelitian serupa dengan pengamatan mikroskopis menggunakan second observer 

untuk  menghindari  adanya  bias,  perlu  dilakukan  penelitian  dengan  pewarnaan 

khusus  histokimia  agar  gambaran  mikroskopis  terlihat  lebih  jelas,  perlu  juga 

dilakukan  penelitian  serupa  dengan  rentang  dosis  yang  lebih  bervariasi  untuk 

mengetahui LD50 pada pemberian biopigmen karotenoid simbion bakteri dengan 

invertebrata  laut,  dan  hendaknya  dilakukan  penelitian  lanjutan  dengan  waktu 

paparan  lebih  lama dan rentang dosis  yang lebih  bervariasi  untuk mengetahui 

potensi toksisitas subkronik dan kronik.
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