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Triglyceride accumulation in the liver can occur due to excessive high-fat diet,
which can induce inflammation and oxidative stress in the liver. Citrus amblycarpa
Hassk as a local plant in South Kalimantan has benefits in inhibiting the formation
of excessive fat accumulation because the skin of Citrus amblycarpa Hass contains
alkaloids, saponins, triterpenoids, tannins, and flavonoids. This study aimed to
analyze the effect of extract Citrus amblycarpa Hassk on fatty liver of rats (Rattus
norvegicus) fed a high-fat diet. The research method is a true experimental design
with a posttest with control group design with 6 groups. The treatment was given
for 6 weeks. The results showed that the mean of fatty liver was KI 38.83 + 35.63,
KII 24.00 + 21.46, KIII 20.40 + 13.90, KIV 42.40 + 11.93, KV 19.60 + 12.50, KVI
30.50 + 14.80, with p = 0.447. The conclusion of this study was that there was no
significant difference in the administration of extract Citrus amblycarpa Hass to
fatty liver of rattus norvegicus which were fed a high fat diet (p > 0.05)
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ABSTRAK

Akumulasi trigliserida di hepar dapat terjadi akibat diet tinggi lemak yang
berlebihan, sehingga dapat menginduksi terjadi inflamasi dan stres
oksidatif di hepar. Tanaman Limau Kuit (Citrus amblycarpa Hassk) sebagai
tanaman lokal Kalimantan Selatan memiliki manfaat dalam menghambat
pembentukan akumulasi lemak berlebihan. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit Limau Kuit (Citrus
amblycarpa Hassk) terhadap perlemakan hepar tikus (Rattus norvegicus)
yang diberi diet tinggi lemak. Metode penelitian adalah true experimental
design dengan posttest with control group design dengan 6 kelompok.
Perlakuan diberikan selama 6 minggu. Hasil penelitian menunjukkan rerata
perlemakan hepar KI 38,83 + 35,63, KII 24,00 + 21,46, KIII 20,40 + 13,90, KIV
42,40 + 11,93, KV 19,60 + 12,50, KVI 30,50 + 14,80, dengan p = 0,447.
Kesimpulan penelitian ini adalah tidak ada perbedaan yang bermakna dari
pemberian ekstrak kulit Limau Kuit terhadap perlemakan tikus (Rattus
norvegicus) yang diberi pakan tinggi lemak (p > 0,05).
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PENDAHULUAN

Indonesia menghadapi masalah gizi ganda
yaitu masalah gizi kurang dan gizi lebih. Gizi lebih
disebabkan adanya perubahan pola makan yang
bergeser menjadi tinggi karbohidrat, tinggi lemak
dan rendah serat, ditambah dengan berkurangnya
aktivitas fisik. Kelebihan energi yang dikonsumsi
akan disimpan di dalam tubuh dalam bentuk
lemak sehingga terjadilah kegemukan atau obesitas
(1,2).

Obesitas
masyarakat karena dapat meningkatkan prevalensi

menjadi  masalah  kesehatan
berbagai penyakit seperti diabetes, dislipidemia,
hipertensi dan penyakit kardiovaskuler (3,4,5). Hal
ini terjadi karena akumulasi lemak pada obesitas
bersifat “proinflamasi” dan terjadi resistensi
hormon insulin sehingga menyebabkan gangguan
metabolisme (6,7,8). Akumulasi lemak juga dapat
menyebabkan peningkatan pelepasan asam lemak
bebas (ALB) sehingga terjadi peningkatan hidrolisis
trigliserida (9). Trigliserida dapat terakumulasi di
hepar jika

terjadi peningkatan pembentukan

dibanding yang dirubah (4). Keadaan ini
menginduksi adhesi molekul kemoatraktan yang
merekrut monosit sehingga terjadi inflamasi dan
stres oksidatif. Semakin tinggi akumulasi lemak,
maka akan semakin tinggi stres oksidatif pada
hepar. Keadaan ini dapat menyebabkan terjadinya
perlemakan hepar(10).

adalah

patologis yang ditandai oleh akumulasi trigliserida

Perlemakan hepar suatu kondisi

di dalam hepatosit pada parenkim hepar.
Perlemakan hepar mencakup spektrum penyakit
hepar mulai dari steatosis sederhana hingga
steatohepatitis nonalkohol dengan atau tanpa
(11).

histopatologis ditandai oleh adanya steatosis (12).

fibrosis Perlemakan  hepar  secara
Perlemakan hepar dapat mengganggu fungsi hepar
yang dapat dilihat dengan pengukuran SGOT dan
SGPT.

Angka kejadian obesitas di Kalimantan Selatan
pada tahun 2018 sebesar 19,52% pada golongan
dewasa usia > 18 tahun (13). Hal ini dikarenakan
pola hidup masyarakat Kalimantan Selatan,
khususnya di kota besar seperti Banjarmasin yang
menyukai makan di luar rumah atau istilah
adalah

masyarakat ini

lokalnya “mewarung”.  Kebiasaan

menjadi salah satu pemicu
tingginya angka kejadian penyakit tidak menular di

Kalimantan Selatan.
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Obesitas upaya
penghambatan akumulasi lemak. Penghambatan

dapat dicegah dengan
ini dapat memanfaatkan tanaman herbal sebagai
upaya alternatif karena mudah ditemukan, murah
dan mengangkat kearifan lokal. Kalimantan Selatan
memiliki tanaman jeruk yang khas dan tidak
ditemukan di daerah lain yaitu tanaman Limau
Kuit (Citrus amblycarpa Hassk). Jeruk ini memiliki
kemiripan dengan jeruk purut. Permukaan buah
berkerut-kerut tetapi tidak kasar seperti buah limau
purut. Tanaman jeruk memiliki bahan aktif yang
penting bagi kesehatan antara lain yaitu vitamin C,
flavonoid, karotenoid, limonoid, dan mineral (14).
Uji fitokimia Limau Kuit yang dilakukan oleh
Irwan dkk menemukan bahwa ekstrak etanol dan
n-heksana dari kulit Limau Kuit mengandung
alkaloid, saponin, steroid, triterpedoid, tannin, dan
flavonoid (15).

Flavonoid utama dalam jeruk ialah naringin,
narirutin, dan hesperidin yang terdapat pada kulit
buah, biji, dan pulp (14). Beberapa penelitian baik
in vivo dan in vitro membuktikan bahwa di dalam
kandungan sari jeruk terdapat multipel komponen
yang dapat
akumulasi lemak, seperti penelitian Montalbano et.

berperan dalam penghambatan

al. tahun 2019 yang membuktikan kandungan
ekstrak flavonoid pada sari jeruk dapat berperan
sebagai antiobesitas dan memiliki aktivitas lipolitik
(16). Flavonoid dapat menghambat peroksidasi
lipid dan fragilitas sel (17,18). Terjadi penurunan
kadar COX-2, ICAM-1 dan TNF-a pada jaringan
tikus
menggunakan ekstrak kulit jeruk tinggi flavonoid
(19).

Penelitian ini merupakan langkah awal untuk

adiposa model obesitas yang diterapi

meneliti potensi Limau Kuit sebagai jeruk khas
Kalimantan Selatan untuk menjadi kandidat obat
yang
pengembangan riset ULM. Telah ada penelitian

antiobesitas, sejalan dengan peta jalan
sebelumnya yang menyatakan bahwa kandungan
flavonoid dan minyak atsiri cukup tinggi pada kulit
buah Limau Kuit sehingga berpotensi sebagai
pengontrol nafsu makan dan melunturkan lemak.
Namun, belum ada penelitian yang membuktikan
pengaruhnya pada perlemakan dan fungsi hepar
pada tikus model obesitas setelah diberikan ekstrak
kulit Limau Kuit. Oleh karena itu, diperlukan studi
terhadap perlemakan pada tikus yang diberi pakan
tinggi lemak setelah pemberian ekstrak Limau Kuit.
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BAHAN DAN METODE

Metode penelitian adalah true experimental
design dengan posttest with control group design
menggunakan sampel tikus (Rattus norvegicus)
strain Wistar jantan yang dipilih dengan simple
random  sampling.  Besar  sampel dihitung
berdasarkan rumus Federer. Tikus dibagi menjadi 6
kelompok, yaitu KI (diet standar + akuades), KII
(diet tinggi lemak + akuades), KIII (diet tinggi
lemak + orlistat), KIV (diet tinggi lemak + ekstrak
kulit Limau Kuit 200 mg/KgBB), KV (diet tinggi
lemak + ekstrak kulit Limau Kuit 300 mg/KgBB),
dan KVI (diet tinggi lemak + ekstrak kulit Limau
Kuit 400 mg/KgBB). Perlakuan diberikan selama 6
minggu. Perlemakan hepar dinilai dari jumlah sel
hepar
lapangan pandang pada preparat histologis dan

perbesaran 400 x. Penelitian ini telah lulus uji etik

yang mengalami perlemakan pada 5

penelitian oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan-

Fakultas Kedokteran  Universitas Lambung
Mangkurat  dengan  nomor  No.10/KEPK-
FKULM/EC/11/2022.

Persiapan dan Pengelompokkan Hewan Coba
Tikus putih jantan (200-300 g) dipelihara di
bawah suhu terkontrol (21-230C), dalam kandang
individual dan kelembaban rata-rata pada 50+5%,
serta kondisi gelap terang masing-masing 12 jam.
Semua tikus diadaptasi dengan pemberian pakan
normal selama satu minggu, selanjutnya tikus
dikelompokkan menjadi 6 kelompok secara acak.
Pemberian Diet Tinggi Lemak dan Perlakuan
Pembuatan ekstrak kulit Limau Kuit dibuat
dengan metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 70%. Pakan diet tinggi lemak terdiri dari
campuran jagung giling, krosvet, pakan Hi Pro-vite,
kuning telur itik, dan tepung terigu. Pemberian diet
tinggi lemak dilakukan selama 6 minggu sampai
berat badan tikus mencapai = 20% BB tikus normal.
Kemudian, dilanjutkan dengan  perlakuan
pemberian ekstrak kulit Limau Kuit selama 6

minggu dengan cara disonde. Berat badan tikus
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ditimbang setiap satu minggu sekali. Pada akhir
perlakuan, tikus akan dipuasakan selama 12 jam,
kemudian dianestesi menggunakan ketamin (0,2 cc)
untuk selanjutnya dideterminasi dan diambil organ
hepar.

Sampel hepar yang telah diperoleh segera
dimasukkan ke dalam pot yang berisi formalin 10%
kemudian dilakukan proses pembuatan preparat
histologi yang diwarnai dengan HE. Perlemakan
hepar dinilai dari jumlah sel hepar yang mengalami
perlemakan pada 5 lapangan pandang dengan
perbesaran 400 x di Laboratorium Histologi FK
ULM.

Analisis Data

Uji normalitas data dengan menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan uji homogenitas dengan Levene’s
test. Karena data terdistribusi normal dan tidak
homogen, maka data dianalisis dengan uji Kruskal-
Wallis test.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil perhitungan rerata perlemakan hepar
masing-masing kelompok dapat dilihat pada tabel
1. Hasil penelitian ini dilanjutkan dengan uji
analisis statistik menggunakan metode uji beda
rerata dari masing-masing kelompok dengan
didahului ~ uji  normalitas  data  dengan
menggunakan  uji ~ Shapiro-Wilk  dan  uji
homogenitas ragam antar kelompok dengan
Levene’s test. Gambaran histologi pada masing-
masing kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.
Table 1. Rerata Perlemakan Hepar pada Masing-

Masing Perlakuan Tikus (Rattus
norvegicus) Jantan
Kelompok Rerata + SD p

I 38,83 + 35,63 0,447

11 24,00 + 21,46

11 20,40 + 13,90

v 42,40 + 11,93

14 19,60 + 12,50

VI 30,50 + 14,80
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Gambar 1. Gambaran Histologi Hepar Masing-Masing Kelompok Perlakuan Tikus

Berdasarkan tabel 1. tampak bahwa rerata sel
hepar yang mengalami perlemakan pada kelompok
II yang diberi diet tinggi lemak lebih rendah dari
kelompok I yang diberi diet standar. Di antara
kelompok tikus yang diberi diet tinggi lemak,
terlihat bahwa rerata sel hepar yang mengalami
perlemakan paling tinggi adalah pada kelompok IV
(42,40 = 11,93), yaitu kelompok tikus yang diberi
ekstrak kulit Limau Kuit 200 mg/kgBB. Sedangkan
rerata sel hepar yang mengalami perlemakan
paling rendah adalah pada kelompok V (19,60 +
12,50), yaitu kelompok yang diberi ekstrak kulit
Limau Kuit 300 mg/kgBB. Perbedaan rerata sel
hepar yang mengalami perlemakan pada semua
kelompok tikus (Rattus norvegicus) secara statistik
tidak bermakna (p = 0,447 atau dengan kata lain
pemberian ekstrak kulit Limau Kuit secara statistik
tidak mempengaruhi perlemakan hepar.

PEMBAHASAN

Perlemakan hepar atau steatosis terjadi jika
hepar mengandung berat lipid lebih dari 5%,
sehingga terjadi lesi yang bersifat akut maupun
kronis (20). Hasil penelitian ini menunjukkan nilai
rerata perlemakan hepar kelompok tikus KII yang
diberi perlakuan diet tinggi lemak dan aquades
lebih rendah dibanding kelompok tikus yang diberi
diet standar (KI), walaupun secara statistik tidak
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bermakna. Hal ini sejalan dengan pemeriksaan
kadar SGOT dan SGPT yang lebih rendah pada
kelompok II (SGOT 137,50 + 41,29 ul, SGPT 57,00 +
12,03 pl) dibandingkan dengan kelompok I (SGOT
206,50 + 70,37 pl dan SGPT 65,17 + 14,78 pl) (21).
Adanya rerata perlemakan yang lebih tinggi
pada kelompok I ini perlu diteliti lebih jauh lagi
apakah faktor-faktor yang tidak bisa
dikendalikan dan mampu menyebabkan kerusakan
pada hepar. penelitian ini
kemungkinan adanya lokasi pengambilan sampel

ada
Perbedaan hasil

hepar yang berbeda, karena menurut Kaban tahun
2019 biopsi hepar dengan penilaian histologi
adalah

perbaikan steatosis, namun, biopsy hepar tidak

standar emas untuk memperkirakan
dapat mengambil sampel anatomi yang persis sama
lokasinya pada awal dan setelah pengobatan, serta
antar setiap tikus sehingga pengamatan tingkat
steatosis dapat bervariasi karena distribusi lemak
hepar yang berbeda pengamatan ahli patologinya
(12).

Rerata sel hepar yang mengalami perlemakan
paling rendah adalah pada kelompok V (19,60 +
12,50), yaitu kelompok yang diberi ekstrak kulit
Limau Kuit 300 mg/kgBB, hal ini menunjukan
lebih rendah daripada kelompok yang diberikan
orlistat (kelompok III), yang mana bisa berarti lebih
baik karena perlemakkan sel heparnya lebih
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sedikit.
karena pemberian orlisatat yang kurang lama

Kondisi ini kemungkinan disebabkan
waktunya, sehingga efek penurunan deposit lemak
belum terlihat dan pada pemberian orlisatat
umumnya lebih jelas terlihat bila disertai dengan
diet rendah lemak, namun pada penelitian ini tidak
diikuti dengan diet rendah lemak. Ekstrak kulit
Limau Kuit mengandung flavonoid yang memiliki
mekanisme kerja yang sama seperti orlistat yaitu
sebagai lipase inhibitor dalam mencegah terjadinya
juga kadar
antioksidan tinggi yang berguna untuk mencegah

obesitas.  Flavonoid memiliki
pembentukan radikal bebas.
Hasil

penelitian Zhu et. al

penelitian ini berbeda dengan
tahun 2017. yang
membandingkan skor histopatologi lemak hepar
yang hasil
peningkatan perlemakan hepar pada kelompok

mendapatkan bahwa  terjadi
hewan yang diinduksi diet tinggi lemak. Skor ini
berkurang secara nyata pada kelompok hewan
yang diinduksi diet tinggi lemak dengan perlakuan
vitamin D (22).

Meningkatnya perlemakan hepar pada tikus
yang diberi diet tinggi lemak didasari oleh teori
perlemakan hepar, yaitu jalur utama yang terlibat
dalam perlemakan hepar adalah masuknya free
fatty acid (FFA) dan akumulasi trigliserida (TG)
dalam  hepatosit, menciptakan  lingkungan
lipotoksik di dalam sel hepar yang mengganggu
homeostasis lipid normal. Gangguan multi-
mekanistik dari fungsi tubuh normal yang berbeda,
seperti faktor metabolik, lingkungan, dan genetik,
diyakini dapat menjadi penyebab atas perlemakan
hepar (23).

Mekanisme patofisiologis dasar yang terlibat
adalah ketidakseimbangan antara impor dan
ekspor lemak ke dan dari hepar (24). Apabila
terjadi ketidakseimbangan antara sintesa FFA
dibanding mengeluarkannya sebagai VLDL, maka
akan terjadi steatosis hepar. Akumulasi lemak di
hepar juga akan meningkatan senyawa radikal
bebas berupa reactive oxygen species (ROS) yang
akan menginduksi stres oksidatif dan memicu
kerusakan mitokondria dan inflamasi kronik low-
grade pada hepar sehingga mengakibatkan
kerusakan sel mitokondria hepar. Selain itu, stress
oksidatif

lipotoksisitas pada hepar yang kemudian akan

jika berlanjut dapat menimbulkan

mengaktifkan sel-sel stelata penyebab

steatohepatitis dan fibrogenesis yang dapat
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berkembang menjadi Non Alcoholic Steata Hepatitis
(NASH) dan sirosis hepar (25).

Mekanisme patofisiologis yang menopang
fenotipe individu normal dengan distribusi lemak
tubuh bisa
perbedaan diferensiasi adiposit, dan pergantian

saja terganggu (obesitas viseral,

lipid yang berubah), tubuh yang
berubah (penurunan massa otot), genetik latar

komposisi

belakang dan perubahan epigenetik (26). Di antara
berbagai jalur inflamasi yang dilaporkan, JNK-
activator protein (AP-1) dan (IKK)-nuclear (NF-kB)

diyakini menjadi kontributor utama dalam
perkembangan  peradangan  kronis  selama
perlemakan hepar (27). Hormon tiroid juga

diketahui mengatur berbagai proses metabolisme
yang mempengaruhi metabolisme karbohidrat,
protein, lipid, glukosa, dan kolesterol sehingga
berhubungan dengan perlemakan hepar.28 Sistem
regulasi juga dapat bergantung pada vitamin D
dari respons inflamasi hepar yang menunjukkan
peran patogen langsung vitamin D dalam
pengembangan dan keparahan perlemakan hepar
kontribusi genetik dan epigenetik dinamis (29).
Penelitian ini juga untuk mengetahui efek
sebagai  obat
membandingkan rerata sel hepar yang mengalami

orlistat antiobesitas  dengan
perlemakan antara KIII dengan KII. Rerata sel
hepar yang mengalami perlemakan pada kelompok
tikus yang diberi orlistat (KIII) lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok tikus yang tidak
diberi orlistat (KII), walaupun secara statistik tidak
bermakna. Hal ini sesuai dengan teori yang
mengatakan bahwa Orlistat (Xenical®) merupakan
obat yang bekerja sebagai inhibitor lipase dengan
(30).
pemberian orlistat diharapkan penyerapan lemak

mengurangi penyerapan lemak Dengan
berkurang dan akan mengurangi FFA di hepar,
seperti penelitian yang dilakukan Ye et al tahun
2019 yang meneliti pengaruh orlistat terhadap
pasien penderita NAFLD dengan obesitas dengan
MRI. Setelah intervensi selama 6 bulan, secara
signifikan penurunan yang lebih besar terhadap
pada

perlakuan orlistat dibandingkan dengan kelompok

perlemakan hepar terjadi kelompok
pengobatan rutin dilihat menurut MRI (-5.45%
versus —1.96%, p<0.001) (31).

Akumulasi lemak hepar yang berlebihan
disebabkan oleh kelebihan penyerapan lipid dan
novo  digabungkan

lipogenesis  de dengan

penurunan ekspor lipid atau oksidasi di hepar.
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Pemberian diet tinggi lemak dengan FFA jenuh
meningkatkan tingkat keparahan steatosis hepar
pada manusia. Lipid yang meluap ke hepar berasal
dari pelepasan asam lemak bebas (FFA) oleh
jaringan adiposa perifer, terutama didorong oleh
total adipositas  tubuh
peningkatan laju pelepasan FFA. Pengobatan

peningkatan dan
Orlistat secara signifikan mengurangi BMI (berbeda
rata-rata = 1,97; p = 0,02) dan area lemak visceral di
pasien dengan obesitas, oleh karena itu efektif
Orlistat
menghambat absorpsi lemak sebanyak 30 persen.

menurunkan massa jaringan adiposa.

Bukti ini mendukung gagasan bahwa orlistat,
sebagai penghambat pengambilan lemak dari usus,
juga akan bermanfaat dalam mencegah steatosis.26

Namun, ada juga penelitian yang tidak sejalan
dengan teori, yaitu studi klinis oleh Harrison et al
yang mendapatkan hasil bahwa orlistat tidak
ditemukan efektif dalam pengobatan
steatohepatitis nonalkohol (NASA) pasien NAFLD
obesitas di India. Pada bagian negara lain yang
menilai orlistat dengan histopatologi menunjukkan
bahwa terapi orlistat untuk 36 minggu tidak lebih
unggul daripada modifikasi gaya hidup dalam
mendorong perbaikan steatosis hepar pada pasien
kulit putih. Hal ini didukung oleh temuan Harrison
et al. yang telah mengetahui bahwa perkembangan
efek
pengobatan orlistat tergantung pada sifat diet

obesitas serta anti-obesitas di bawah
pasien (32).

Tabel 1 juga memperlihatkan bahwa rerata
perlemakan hepar pada kelompok tikus yang
diberi ekstrak kulit Limau Kuit 300 mg/KgBB (KV)
lebih rendah dibanding kelompok tikus yang diberi
ekstrak 200 mg/KgBB (KIV) dan 400 mg/KgBB
(KVI), serta mendekati angka pada kelompok tikus
yang diberi orlistat (KIII), namun secara statistik
tidak bermakna. Hal ini dikarenakan flavonoid
pada kulit Limau Kuit memiliki mekanisme kerja
yang sama seperti orlistat yaitu sebagai lipase
inhibitor dalam mencegah terjadinya obesitas.
Flavonoid juga memiliki kadar antioksidan tinggi
yang berguna untuk mencegah pembentukan
radikal bebas (33).

penelitian oleh Hidayat, (2019) yang meneliti

Hal ini berbeda dengan

histopatologis hepar pada tikus yang diinduksi diet
tinggi lemak untuk melihat efek ekstrak kelopak
bunga Rossella yang menunjukkan penurunan
paling besar skor bengkak keruh pada efek ekstrak
etanol kelopak rosella dosis 200 mg/KgBB/hr ( 34).
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Dari penelitian ini dapat dikatakan bahwa
ekstrak 200 mg/KgBB tidak efektif dan belum
mencapai dosis optimal, sedangkan dosis 400 mg
merupakan dosis yang toksik sehingga terdapat
kenaikan pada rerata jumlah sel lemak hepar (34).
yang
komprehensif tentang pengaruh pemberian ekstrak

Untuk mendapatkan pemahaman
kulit Limau Kuit terhadap hepar, maka perlu
diteliti lebih lanjut tentang toksisitas terhadap
hepar, dengan melihat struktur parenkim hepar,
sinusoid, kongesti vena sentralis, sel radang, dan
sel nekrosis. Selain itu, perlu juga diteliti tentang
mediator-mediator inflamasi seperti TNF-alfa, dan
IL-6, serta profil lipid dan kadar gula darah.

KESIMPULAN

Simpulan penelitian ini adalah pemberian
ekstrak kulit Limau Kuit (Citrus amblycarpa Hassk)
pada tikus (Rattus norvegicus) jantan dengan diet
tinggi tidak
perbedaan yang bermakna antar kelompok (p >
0,05).

lemak menunjukkan terdapat
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