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ABSTRAK
Pendahuluan: Kombucha merupakan minuman probiotik yang diketahui meningkatkan fungsi penyerapan usus. Senyawa
aktif yang ditemukan pada daun sirsak (4dnnona muricata L.) dan bunga telang (Clitoria ternatea) dikenal memiliki berbagai
manfaat, serta kombinasi keduanya memiliki efek sinergis sebagai antibakteri dan antioksidan, namun efeknya terhadap
penyerapan usus belum banyak diketahui. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian kombucha daun
sirsak, bunga telang, dan kombinasi keduanya terhadap perubahan rasio antara tinggi usus dan kedalaman kripta ileum sebagai
indikasi tingkat penyerapan usus.
Metode: Mencit Galur BALB/c berjumlah 24 ekor dirandomisasi menjadi empat kelompok, yaitu KO (aquades), K1 (kombucha
daun sirsak), K2 (kombucha bunga telang), dan K3 (kombucha kombinasi) diberikan kombucha + 0,7 cc/hari per sonde
lambung selama satu bulan. Pada akhir perlakuan, mencit dikorbankan dengan pembedahan untuk diambil sampel usus ileum.
Preparasi histologi ileum dilakukan menggunakan metode parafin dan pewarnaan dengan HE (Hematoxylin Eosin), diukur
rasio villi/kripta dengan melihat panjang villi dan kedalaman kripta menggunakan mikroskop dotSlide pada pembesaran 200x
dan aplikasi Miconos Image Raster 3. Analisis data dilakukan menggunakan One Way Analysis of Variance (ANOVA) dan
uji Post-Hoc Tukey dengan taraf signifikansi p<0,05.
Hasil: Rasio villi/kripta kelompok K1, K2, dan K3 memiliki perbedaan yang signifikan dibanding KO (p<0,05) dalam
meningkatkan rasio villi/kripta ileum. Kelompok K1 dan K2 tidak memilki perbedaan yang signifikan da;am meningkatkan
rasio, namun keduanya memiliki rasio yang signifikan lebih baik dibanding KO dan K3 dalam meningkatkan rasio villi/kripta
ileum (p<0,05).
Kesimpulan: Kombucha daun sirsak, kombucha bunga telang, dan kombucha kombinasi keduanya memiliki pengaruh
terhadap morfologi villi dan kripta ileum. Penggunaan kombucha tunggal memiliki hasil lebih baik dibandingkan kombinasi.
Hasil yang paling baik ditemukan pada perlakuan kombucha daun sirsak dengan rasio villi/kripta tertinggi.
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MORPHOLOGICAL CHANGES RESPONSE OF VILLI AND CRYPTS SMALL
INTESTINE TO ADMINISTRATION KOMBUCHA OF SOURSOP LEAVES, BUTTERFLY
PEA FLOWERS, AND THE COMBINATION OF BOTH
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ABSTRACT
Introduction: Kombucha is a probiotic beverage known to enhance intestinal absorption function. Active compounds found
in soursop leaves (4Annona muricata L.) and butterfly pea flowers (Clitoria ternatea) are known to have various benefits, and
the combination of both has synergistic effects as antibacterial and antioxidants, but their effects on intestinal absorption are
not well-known. This study aimed to determine the influence of administering soursop kombucha, butterfly pea kombucha,
and their combination on the changes in the ratio between intestinal height and ileum crypt depth as an indication of intestinal
absorption level.
Methods: Twenty-four Galur BALB/c mice were randomized into four groups, namely KO (aquadest), K1 (soursop leaf
kombucha), K2 (butterfly pea flower kombucha), and K3 (combination of both). Mice given kombucha + 0.7 cc/day through
the stomach tube for one month. At the end of treatment, the mice were sacrificed by surgery to take ileum samples. Ileum
histology preparations were performed using the paraffin method and staining with HE (Hematoxylin Eosin). The villi/crypt
ratio was measured by observing the villi length and crypt depth using a dotSlide microscope with 200x magnification and
Miconos Image Raster 3 application. Data analysis was performed using One Way Analysis of Variance (ANOVA) and Post-
Hoc Tukey test with a significance level of p<0.05.
Results: The villi/crypt ratio of groups K1, K2, and K3 showed a significant difference compared to KO (p<0.05) in
improving the villi/crypt ratio of the ileum. Groups K1 and K2 did not have a significant difference in improving the ratio,
but both had significantly better ratios compared to KO and K3 in enhancing the villi/crypt ratio of the ileum (p<0.05).
Conclusion: Soursop kombucha, butterfly pea kombucha, and their combination have an influence on the morphology of
ileum villi and crypts. The use of a single kombucha better results compared to a combination. The best results were found in
the treatment with soursop kombucha, which showed the highest villi/crypt ratio.

Keywords: Kombucha, Soursop Leaf, Butterfly Pea Flower, Villi Length, Crypt Depth.

*Correspondence:
Dr.dr. Dini Sri Damayanti, M.Kes
Address: JI. MT Haryono 193 Malang, Jawa Timur, Indonesia, 65145
E-mail: dinisridamayanti@unisma.ac.id


mailto:dinisridamayanti@unisma.ac.id

PENDAHULUAN

Kombucha merupakan produk minuman
hasil fermentasi teh dan sukrosa oleh Symbiotic
Culture Bacteria and Yeast (SCOBY)'.
Kombucha sebagai probiotik diketahui
memiliki berbagai manfaat untuk kesehatan,
seperti produksi zat antimikroba (asam
organik, diasetil, bakteriosin, antibiotik dan
hidrogen peroksida)?, modulasi sistem imun,
menyeimbangkan mikrobiota usus, dan
mempertahankan fungsi penghalang epitel
usus (intestinal barrier)>*. Usus memainkan
peran penting dalan tubuh, seperti penyerapan
nutrisi. Mukosa tempat penyerapan nutrisi
terdiri dari sel-sel lapisan epitel dan struktur
absortif disebut "villi" dan "kripta". Villi
adalah struktur seperti jari yang menonjol ke
dalam lumen usus dan di setiap sisi villi
terdapat kripta, yaitu struktur invaginasi
epitel’. Villi yang panjang dengan kedalaman
kripta yang dangkal menunjukkan kapasitas
absorpsi yang tinggi. Ukuran panjang villi
berkorelasi positif dengan luasnya bidang
penyerapan®® dan kripta yang semakin dangkal
menunjukkan peningkatan aktivitas enzimatik
dari  usus kecil yang mempengaruhi
kemampuan penyerapan’.

Kombucha terdiri dari sejumlah asam
organik, purin, vitamin, gula, , lipid, protein,
etanol, kafein, polifenol, anion, mineral, D-
saccharic acid-1, 4-lactone (DSL), amina
biogenik, asam amino, beberapa enzim
hidrolitik, dan dominasi bakteri metabolit
meliputi bakteri asetat (seperti
Komagataeibacter sp. dan Gluconobacter sp.),
bakteri asam laktat (seperti Lactobacillus sp.,
Lactococcus sp. atau Lecunosctoc sp.)*®.

Bakteri asam laktat dan kandungan asam
amino dapat mempengaruhi perubahan
morfologi dari villi usus. Bakteri asam laktat
menghasilkan SCFA sebagai produk akhir dari
degradasi gula dan non-digestible
carbohydrate sebagai metabolismenya. SCFA
dalam tubuh diproduksi oleh mikrobiota
intestinal terbanyak di terminal ileum dan
descending kolon’. SCFA akan berikatan
dengan reseptor GPCR dan memberikan
respon sekresi GLP-2 yang berperan sebagai
faktor pertumbuhan spesifik sel epitel usus.
Sedangkan, asam amino akan diserap melalui
transporter yang ada di membran epitel usus
dengan ekspresi gen mRNA SLC6A19 yang
mana diketahui berkorelasi positif terhadap
perubahan panjang villi usus'”.

Produk kombucha umumnya berbasis

daun teh (Camellia sinensis). Namun, bahan
tersebut dapat digantikan dengan bahan dasar
lain seperti daun sirsak (Annona muricata
Linn.) dan bunga telang (Clitoria ternatea)
yang sudah banyak digunakan sebagai salah
satu bahan herbal yang aman dikonsumsi.
Senyawa aktif pada bunga telang meliputi
flavonoid, tanin, saponin, antosianin, serta
fenol'®. Senyawa aktif yang dapat ditemukan
pada daun sirsak seperti annonaceous
acetogenin, polifenol, flavonoid, saponin, dan
tanin. Senyawa aktif pada kedua tanaman
tersebut diketahui dapat bermanfaat sebagai
antioksidan, antiinflamasi, antibakteri, dan
antidiabetes®!!. Beberapa uji yang telah
dilakukan membuktikan bahwa penggunaan
kombinasi keduanya memiliki efek sinergis
sebagai antibakteri dan antioksidan'>!3, namun
belum diketahui pengaruhnya terhadap
morfologi villi usus.

Penelitian dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian kombucha
daun sirsak, kombucha bunga telang, dan
kombinasi keduanya terhadap kemampuan
penyerapan usus melalui pengukuran rasio
panjang villi usus dengan kedalaman kripta
ileum.

METODE PENELITIAN

Desain, Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian laboratorium secara in vivo
menggunakan desain post-test control only
group. Penelitian dilakukan di Laboratirum
Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang dan Laboratorium Farmakologi
Universitas Brawijaya pada bulan Desember
2022 hingga Februari 2023.

Pernyataan Etik

Protokol eksperimental telah disetujui
oleh Komite Etik Penelitian Kesehatan
(KEPK) Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Malang (No. 050/LE.001/X/04/2022).

Penentuan Sampel Hewan Coba

Sampel populasi penelitian menggunakan
hewan coba mencit galur BALB/c jantan
berumur 8§ minggu dengan bobot badan 20-25
gr. Jumlah sampel ditentukan dengan rumus
Federer'*:

(n-1)x (t-1)> 15

n = jumlah sampel hewan uji; t =
Jjumlah kelompok



didapatkan jumlah populasi 24 ekor mencit dari
perhitungan untuk empat kelompok perlakuan
yang masing-masing terdiri dari enam ekor per
kelompok.

Pengambilan Bahan Dasar Kombucha
Sampel simplisia daun sirsak (4Annona
muricata Linn) didapatkan dari Unit Pelaksana
Teknis (UPT) Materia Medika Batu, simplisia
bunga telang (Clitoria ternatea) dari
Rosellaku, dan Kultur SCOBY dari natsilver.

Perawatan Hewan Coba

Mencit diaklimatisasi selama 2
minggu, kemudian dirandomisasi menjadi 4
kelompok yaitu KO (kelompok kontrol), K1
(kelompok daun sirsak), K2 (kelompok bunga
telang), dan K3 (kelompok kombinasi).
Pencahayaan diberikan selama 12 jam, dengan
suhu ruangan 18-26°C, dan sirkulasi udara
yang baik. Mencit diberi jenis pakan PARS
15% dari berat badan £3 gr. Pemberian minum
berupa aquadest secara et libitum. Pemberian
kombucha dilakukan secara  personde
lambung selama satu bulan dengan volume +
0,7 cc/hari pada pagi hari.

Pembuatan Kombucha

Kombucha daun sirsak dibuat dengan
langkah awal merebus 1000 mL air. Gula 100g
dan kantong teh berisi 12g simplisia daun
sirsak dimasukkan kedalam air yang mendidih
selama 4 menit, kemudian disaring dan
ditunggu hingga dingin. Air yang sudah dingin
dimasukkan kedalam jar kaca. Setelah itu,
stater kombucha cair 30 ml SCOBY
ditambahkan dan jar ditutup dengan kain katun
serta diikat dengan karet. Hal yang sama
dilakukan pada pembuatan kombucha bunga
telang dan kombucha kombinasi, namun untuk
kombucha kombinasi dibuat dengan
menggunakan satu kantong 6g simplisia daun
sirsak dan satu kantong teh 6g implisia bunga
telang. Fermentasi dilakukan selama 14 hari
pada suhu ruang dan terhindar dari sinar
matahari secara langsung®.

Pengamatan Histologi Ileum

Sampel histologi adalah bagian ileum
mencit yang diambil sepanjang 4 cm sebelum
bagian ileocecal valve's. Preparat histologi
dibuat dengan metode parafin dan staining
menggunakan pewarna H&E (Hematoxylin &
Eosin). Pengamatan preparat histologi meliputi
panjang villi dan kedalaman kripta yang dilihat

menggunakan mikroskop dotSlide pada
pembesaran 200x dengan ketentuan panjang
villi ditentukan dengan mengukur jarak
vertikal dari ujung villi sampai persimpangan
villi dan kedalaman kripta dengan mengukur
jarak vertikal dari persimpangan villi kripta
sampai batas terbawah kripta seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 1'718, Hanya villi
berbentuk jari penuh dan berorientasi baik yang
digunakan. Morfologi usus pada preparat yang
terlihat sesuai kriteia dilakukan pemotretan.
Pengukuran panjang villi dan kedalaman kripta
dilakukan menggunakan mikroskop dotSlide dan
aplikasi Miconos Image Raster 3 dalam
settingan satuan panjang um pada lima lapang
pandang setiap preparat!®-2,

Gambar 1. Morfologi Villi (Daveson et al., 2020)
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Keterangan: Morfologi tinggi villi dan
kedalaman kripta usus.

Teknik Analisis Data

Data yang didapatkan diolah dengan
Statistical Package for the Social Scienes
(SPSS) edisi 22 dengan uji homogenitas serta
normalitas. Setelah data terdistribusi homogen
dan normal (p>0,05), dilakukan uji One Way
Analysis of Variance (ANOVA) dan kemudian
dilanjutkan uji Post-Hoc Tukey dengan
signifikansi p<0,05%!.

HASIL DAN ANALISIS DATA

Pada Tabel 1 disajikan data panjang
villi, kedalaman kripta, dan rasio villi/kripta
mencit kelompok perlakuan kombucha dari
hasil pengukuran yang diperoleh dari Gambar
2. Panjang villi pada kelompok K1 memiliki
perbedaan yang signifikan dengan KO0, K1, dan
K2. Mencit kelompok kombucha sirsak
memiliki villi yang paling tinggi sebesar
518.15+75.78 dibandingkan kelompok lainnya
dengan perbedaan yang signifikan (p<0,05).

Hasil pengukuran kedalaman kripta
menunjukkan kelompok K1 memiliki kripta
yang dangkal sebesar 251.33+33.19. Nilai ini
memiliki perbedaan yang tidak signifkan
dengan kelompok K2 (p 0.251>0,05) dengan
kedalaman kripta sebesar 220.85+£51.13 dan



K3 (p 0.454>0,05) sebesar 275.55+84.40.
Kripta yang paling dalam ditemukan pada
kelompok KO sebesar 339.47+72.69 yang
memiliki perbedaan signifikan dibanding
kelompok perlakuan lainnya.

Rasio villi/kripta kelompok K1

memiliki perbedaan yang tidak signifikan
dengan K2 (p 0.305>0,05), namun keduanya
memiliki perbedaan yang signifikan dengan
kelompok KO dan K3. Rasio villi/kripta
tertinggi ditemukan pada kelompok K1 sebesar
2.09+0.51.

Tabel 1. Data panjang villi, kedalaman kripta, dan rasio villi’kripta mencit (Mean+SD) yang diberikan
kombucha daun sirsak, kombucha bunga telang, dan kombucha kombinasi keduanya.

Ketinggian Villi Kedalaman Rasio panjang
Variabel (pm) Kripta (um) villi/kedalaman Kkripta (um)
(Mean + SD) (Mean + SD) (Mean + SD)
K0 (KONTROL) 361.93+93.87* 339.47+72.69¢ 1.13+0.43°
K1 (SIRSAK) 518.15+75.78° 251.33+33.19% 2.09+0.51°¢
K2 (TELANG) 404.47+51.13° 220.85+51.13* 1.89+0.40°
K3 (KOMBINASI) 402.07£80.60° 275.55+84.40® 1.55+0.46°

Keterangan: KO= Aquades, K1 =kombucha daun sirsak , K2 = kombucha bunga telang, dan K3= Kombucha

kombinasi daun sirsak-bunga telang.

¢ Perbedaan notasi pada nilai di kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan

p<0,05.

Gambar 2. Hasil Pengukuran Morfologi
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Keterangan: Struktur histologi

PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kelompok kombucha memiliki pengaruh
terhadap perubahan morfologi villi dan kripta
mencit perlakuan kombucha daun sirsak,
bunga telang, dan kombinasi keduanya.
Pertumbuhan villi didapatkan pada semua
kelompok kombucha. Mencit kelompok
kombucha sirsak memiliki villi paling tinggi

Panjang villi dan Kedalaman Kripta

T

T I T
n HE dilihat pada
perbesaran 200x. KO (kelompok kontrol), K1 (kelompok daun sirsak), K2
(kelompok bunga telang), dan K3 (kelompok kombinasi).

dibanding kelompok control, kombucha sirsak,
dan kombinasi. Hal ini mungkin disebabkan
karena adanya senyawa aktif, seperti flavonoid
pada daun sirsak (Annona muricata Linn.) dan
bunga telang (Clitoria ternatea). Daun sirsak
(Annona  muricata  Linn.)) mengandung
kaempferol, procyanidins, catechin, serta
quercetin dan bunga telang (Clitoria ternatea)
mengandung fernatin, rutin, quercetin, serta



serta quercetin dan bunga telang (Clitoria
ternatea)  mengandung  fernatin,  rutin,
quercetin, serta myricetin. Hal ini didukung
oleh studi yang dilakukan Prakatur et al,
(2019) dan Prihambodo et al., (2021) bahwa
flavanoid memiliki  pengaruh  terhadap
perubahan morfologi villi dan kripta ileum?>23.

Perubahan morfologi dari villi dan kripta
dapat dipengaruhi oleh bakteri asam laktat
dalam kombucha. Hal ini didukung oleh
penelitian Ariyadi dan Harimurti (2015) bahwa
bakteri asam laktat mampu menstimulasi
proliferasi sel epitel sehingga mempengaruhi
struktur dari villi dan kripta**. Bakteri asam
laktat menghasilkan SCFA sebagai produk
akhir dari degradasi gula dan non-digestible
carbohydrate sebagai metabolismenya. SCFA
akan berikatan dengan reseptor GPCR dan
memberikan respon sekresi GLP-1 dan GLP-2.
GLP-2 inimemiliki peran sebagai faktor
pertumbuhan spesifik sel epitel usus'”.

Perbedaan rasio  villi/kripta  dapat
dipengaruhi dari kandungan asam amino
kombucha. Penelitian Shazali et al., (2019)
mebuktikan  bahwa  terdapat  pengaruh
suplementasi asam amino terhadap perubahan
ratio villi dan kripta®®. Leusin dan isoleusin
merupakan konsentrasi asam amino tertinggi
pada SCOBY dalam kombucha. Asam amino
tersebut akan meningkat seiring waktu
fermentasi. Penyerapan asam amino dalam
tubuh bergantung pada transporter yang ada
pada membran sel epitel usus (enterosit), salah
satunya yang berperan adalah SLC6A19.
SLC6A19 adalah gen yang mengkode protein
B°ATI1 dimana berperan aktif dalam transport
asam amino netral seperti leusin dan isoleusin
ke membran apikal sel epite]l. mRNA SLC6A19
semakin meningkat dari duodenum ke ileum
dan ekspresi mRNA SLC6A19 meningkat
sepanjang sumbu kripta-villus di usus
kecil'?*?’. Hal ini didukung oleh hasil
penelitian Wang et al., (2020) dimana ekspresi
dari mRNA SLC6A19 berkorelasi positif
dengan panjang villi di ileum.

Rasio villi/kripta kelompok kombucha
kombinasi lebih rendah dengan villi yang lebih
pendek dan kripta yang lebih dalam dibanding
kombucha daun sirsak dan bunga telang. Rasio
yang lebih rendah berkorelasi dengan
rendahnya jumlah sel absorbtif dan banyaknya
sel sekretori yang berperan dalam sekresi
musin. Musin merupakan struktur glikoprotein
dan polisakarida yang menjadi garis pertahanan
pertama usus yang disintesis dan disekresikan

oleh sel goblet di kripta!®?®?°.  Aktivitas
percampuran senyawa daun sirsak dan bunga
telang dalam kombucha kombinasi juga
mungkin mempengaruhi perbedaan rasio.
Interaksi dari berbagai senyawa aktif pada
kombinasi dapat menujukkan efek sinergis,
aditif, atau antagonis. Kombinasi efek yang
berbeda dapat menurunkan aktivitas senyawa
aktif 3°. Selain itu, proses pembuatan juga
terlibat dalam mempengaruhi rasio villi/kripta.
Flavanoid diketahui memiliki pengaruh
menstimulasi pertumbuhan villi intestinal,
namun flavonoid memiliki sifat tidak tahan
suhu tinggi diatas 50°C>!. Flavanoid terkandung
dalam daun sirsak dan bunga telang, keduanya
dalam proses pembuatan dimasukkan ke dalam
air yang mendidih sehingga hal ini mungkin
mengurangi efektivitas dari kombucha dalam
memengaruhi tinggi villi.

Rasio villi/kripta pada kelompok mencit
perlakuan kombucha sirsak dengan kombucha
bunga telang memiliki perbedaan yang tidak
signifikan, namun keduanya memiliki
perbedaan yang signifikan dengan kelompok
kombucha kombinasi. Hal ini menunjukkan
bahwa kombucha daun sirsak dan kombucha
bunga telang memiliki efektivitas yang hampir
sama dalam mempengaruhi panjang villi dan
kripta pada usus, tetapi efektivitas keduanya
berbeda jika dibandingkan dengan kombucha
kombinasi. Pada penelitian yang dilakukan
Wang et al., (2020), aktivitas enzim digestif
diantara brush border akan meningkat seiring
dengan semakin memanjangnya villi. Rasio
villi yang tinggi berbanding lurus dengan
tingginya kemampuan usus dalam absorpsi
nutrien®!-32,

KESIMPULAN

Hasil dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa kombucha daun sirsak, kombucha bunga
telang, dan kombucha kombinasi keduanya
memiliki pengaruh terhadap morfologi villi dan
kripta intestinal. Hasil yang paling baik
ditemukan pada perlakuan kombucha daun
sirsak dengan rasio villi/kripta tertinggi.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang
luas permukaan penyerapan usus dengan
mempertimbangkan ukuran dari panjang villi,
kedalaman kripta, lebar basal villi, dan lebar
apical villi.
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