BAB 1 PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penyakit kardiovaskuler adalah penyebab kematian nomor satu di dunia.
World Health Organization (WHQO) melaporkan 30% dari total kematian dunia
disebabkan karena penyakit jantung koroner atau sekitar 17,3 juta orang
meninggal karena penyakit kardiovaskuler pada tahun 2008. Jumlah angka
tersebut diperkirakan 7,3 juta orang meninggal karena jantung koroner, dan 6,2
juta orang karena stroke, jika tidak diantisipasi dengan baik diperkirakan 23,3 juta
orang akan meninggal karena penyakit jantung koroner pada tahun 2030 (WHO,
2013).

Salah satu faktor penyebab penyakit jantung koroner adalah
hiperkolesterolemia. Hiperkolesterolemia adalah suatu keadaan dimana terdapat
peningkatan kadar kolesterol dalam darah diatas 200mg/dl setelah 9-12 jam puasa
pada manusia, diatas 300mg/dl pada anjing, dan diatas 200mg/dl pada kucing
(Kreisberg and Reusch, 2005). Hiperkolesterolemia dapat menyerang anjing dan
kucing, hiperkolesterolemia sering menyerang ras anjing Schnauzer, German
Shepherd, Cocker Spaniel, Bichon Frise, dan cross-breed (Barriga, 2011).

Hiperkolesterolemia sangat berkaitan dengan sistem peredaran darah
karena kolesterol akan beredar keseluruh tubuh melewati jantung sebagai
regulator darah dari dan ke seluruh tubuh, LDL teroksidasi akan mengendap pada
endotel jantung dan mempengaruhi Kinerja jantung. Kadar kolesterol yang
mengalami peningkatan akan memacu peningkatan LDL teroksidasi didalam

tubuh. LDL teroksidasi akan melekat pada endotel, selanjutnya terjadi adhesi



leukosit pada endotel, leukosit akan terdifrensiasi menjadi makrofag, LDL yang
teroksidasi ditangkap oleh makrofag melalui reseptor LDL scavenger sehingga
makrofag dipenuhi oleh lemak, yang dinamakan foam cell (Kontush, et al., 2006).
Foam cell yang teraktifasi akan mensekresi sitokin proimflammantory yaitu TNF-
a serta IL-1.

Kolesterol akan diubah menjadi asam empedu sebelum dikeluarkan dari
tubuh. Sintesis asam empedu melibatkan asam kolat dan asam kenodoksilat
dikatalis dengan 7a-hidroxsilase melibatkan NADPH, sitokrom p-450 oksidase
dan oksigen. Oksigen ini mudah tereduksi menjadi radikal bebas (O,), yang
mampu berikatan dengan PUFA (Polyunsaturated Faty Acid) menjadi peroksida
lipid. Peroksida lipid akan terbentuk dalam rantai panjang yang akan merusak
organisasi sel, terutama membran sel. Pengukuran tingkat peroksidase lipid
tersebut diukur dengan mengukur produk akhirnya yaitu malondialdehyde (MDA)

Usaha penanganan pasien hiperkolesterolemia harus terus ditingkatkan
diantaranya, melalui terapi medis, mengubah kebiasaan, dan mengkonsumsi
makanan yang dapat menurunkan kolesterol. Yogurt diduga dapat menurunkan
kolesterol dalam darah karena yogurt susu kambing mengandung biopeptida-
biopeptida seperti alfa lactalbumin, immunoglobulin, dan lactoferin. Peptida
tersebut diduga memiliki sifat yang dapat menurunkan kadar kolesterol dalam
darah dengan mekanisme antioksidan yang nantinya akan menurunkan lipid
peroksidase dan menurunkan LDL yang teroksidasi, sehingga kadar kolesterol
didalam darah akan berkurang. Yogurt mengandung probiotik yang mampu

manghasilkan enzim BSH yang membantu mengidrolisis garam empedu sehingga



kolesterol yang dibuang dari tubuh semakin tinggi, yogurt juga mengandung
vitamin E dan biopeptida yang diduga dapat menurunkan radikal bebas dalam
tubuh melalui mekanismenya sebagai antioksidan (Voet et al,.1999). Berdasarkan
latar belakang belakang di atas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek
terapi yogurt susu kambing terhadap tikus model hiperkolesterolemia dengan
pengamatan ekspresi TNF-a dan kadar MDA organ jantung.
1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah terdapat pengaruh kadar Malondialdehyde (MDA) pada organ
jantung tikus model hiperkolesterolemia dari pemberian yogurt susu
kambing?
2. Apakah terdapat pengaruh ekspresi TNF-a pada organ jantung tikus model
hiperkolesterolemia dari pemberian yogurt susu kambing?
1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini
dibatasi pada :
1. Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) yang
diperoleh dari UPHP Universitas Gadjah Mada Y ogyakarta dengan umur
8-12 minggu dan berat badan antara 130-180 gram. Penggunaan hewan
model telah mendapatkan sertifikat Laik Etik No: 217-KEP-UB.
2. Pembuatan keadaan hiperkolesterolemia pada hewan model tikus
dilakukan dengan cara induksi diet hiperkolesterolemia yang dilakukan

selama 14 hari (Gani, 2013).



3. Yogurt susu kambing dibuat menggunakan starter Yogourtmet dengan
No. Seri (Lyo-SAN INC:500 Aeroparc, C. P. 598 Lachute, QC. Canada)
dengan kandungan starter Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, dan Lactobacillus bulgaricus, komposisi 10° CFU/ml
dalam bentuk freeze dried. Terapi yogurt diberikan selama 28 hari
dengan dosis 300mg/BB, 600mg/BB, dan 900 mg/BB.

4. Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekspresi TNF-a
dengan metode imunohistokimia dan kadar MDA dengan menggunakan
uji TBA (Tiobarbituric Acid).

1.4 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui kemampuan yogurt susu kambing dalam mempengaruhi
kadar MDA pada jantung tikus model hiperkolesterolemia.

2. Mengetahui kemampuan yogurt susu kambing dalam mempengaruhi
ekspresi TNF-a pada jantung tikus model hiperkolesterolemia.

1.5 Manfaat Penelitian

Melalui penelitian ini diharapakan memberi informasi pemanfaatan yogurt
susu kambing dapat digunakan sebagai bahan alternatif terapi hiperkolesterolemia
serta memberikan referensi untuk penelitian yogurt susu kambing terhadap

perkembangan penyakit hiperkolesterolemia.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Hewan Model Tikus Hiperkolesterolemia

Tikus putih adalah hewan model yang paling sering digunakan sebagai
hewan coba karena memiliki beberapa kelebihan diantaranya, mudah
mendapatkan kelompok dengan ukuran yang seragam, mudah untuk melakukan
sonde lambung karena tidak akan terjadi respon muntah. Tikus putih juga
memiliki fisiologi dan respon endokrin yang mirip dengan manusia sehingga
cocok untuk hewan coba (Zidni, 2010).

Rattus norvegicus adalah golongan tikus putih yang sering digunakan
sebagai hewan coba karena telah diketahui sifat-sifatnya secara lebih lengkap,
mudah dipelihara, kemudian memiliki kesehatan yang relatif stabil, dan ukuran
tubuhnya tidak terlalu besar ataupun kecil. Morfologi dari Rattus norvegicus
antara lain memiliki berat 150-600 gram, panjang badan sekitar 18-25 cm, hidung
tumpul, kepala dan badan lebih pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil dan
tidak lebih dari 20-23mm (Depkes 2011).

Berikut ini klasifikasi tikus putih menurut Myres & Armitage (2004).

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Mamalia
Subkelas : Theria
Ordo : Rodensia

Subordo : Sciurognathi



Famili : Muridae
Subfamili : Murinae

Genus : Rattus

Species : Rattus norvegicus

Tikus putih jantan galur wistar sering digunakan sebagai hewan coba
karena hormonalnya lebih stabil dibandingkan dengan tikus betina yang
cenderung berfluktuasi sehingga akan mempengaruhi hasil penelitian. Persiapan
hewan coba (Rattus norvegicus) sebagai hewan model hiperkolesterolemia
melalui pemberian diet hiperkolesterol. Diet hiperkolesterol terdiri dari kuning
telur puyuh yang telah direbus, minyak babi serta asam kholat. Diet ini akan
mendorong peningkatan kadar Trigliserida (TG) dan kolesterol dalam tubuh tikus,
yang akan menyebabkan aktivitas enzim lipoprotein lipase menurun sehingga
terjadi keadaan hiperkolesterolemia (Gani et al., 2013). Kadar normal kolesterol
total dari tikus adalah 10-54mg/dl (Kusumawati, 2004). Kadar normal LDL tikus
17-22 mg/dl, HDL 77-84 mg/dl, dan kadar normal trigliserida tikus adalah 26-145
mg/dl (Ratnayanti, 2011).

2.2 Hiperkolesterolemia

Kolesterol disintesis di banyak jaringan di seluruh tubuh dari asetil KoA dan
prekusor lain berupa steroid, diantaranya asam empedu, hormon seks,
kortikosteroid, dan vitamin D. Tubuh dapat mensintesis kolesterol sendiri
setengah dari kebutuhannya dan sisanya dipenuhi dari asupan makanan. Jaringan
yang memiliki sel bernukleus juga melakukan sintesis kolesterol, sintesisnya

berada di reticulum endoplasma dan sitosol (Murray et al., 2003).



Kolesterol disintesis di dalam tubuh melalui beberapa tahapan diantaranya,
Asetil-CoA disintesis menjadi mevalonat, mevalonat di bentuk menjadi unit-unit
isoprenoid dengan disertai kehilangan CO,. Enam unit isoprenoid terkondensasi
membentuk lanosterol, lanosterol membentuk kolesterol. Sintesis kolesterol
melibatkan kondensasi dua molekul asetil-KoA menjadi asetoasetil-KoA,
kemudian dikatalis oleh tiolase. Asetoasetil-KoA terkondensasi kembali dengan
asetil-KoA yang lain dan akhirnya membentuk 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-KoA), selanjutnya dikatalis oleh HMG-KoA sintase. HMG-KoA yang
terbentuk kemudian direduksi oleh NADPH menjadi mevaloat, lalu dikatalis oleh
HMG-KoA reduktase. Proses ini adalah proses regulasi dari sintesis kolesterol
dan merupakan tahapan yang digunakan kebanyakan obat penurun kolesterol
untuk menghambat pembentukan kolesterol (Murray et al., 2003)

Proses terjadinya hiperkolesterolemia berasal dari lemak berlebih dari
makanan yang mengalami proses pencernaan melewati usus yang disebut sebagai
asam lemak bebas, trigleserida, phosfolipid dan kolesterol yang akan diserap
usus dalam bentuk kilomikron selanjutnya dipecah dan beredar ke hati dan
mengalami proses seleksi menjadi kolesterol. Sebagian kolesterol akan dialirkan
ke empedu sebagai asam empedu dan bagian lainnya bersamaan dengan
trigliserida berikatan dengan protein tertentu (apoprotein) lalu membentuk Very
Low Lipoprotein (VLDL), kemudian oleh enzim lipoprotein memecah VLDL
menjadi Intermediet Density Lipoprotein (IDL). IDL ini tidak akan bisa bertahan
selama 2-6 jam karena akan diubah menjadi Low Desinty Lipoprotein (LDL)

(Soeharto, 2004).



2.3 Efek Hiperkolesterol Terhadap Kadar MDA pada Jantung

Radikal bebas didefinisikan sebagai suatu atom, gugus, atau molekul yang
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak memiliki pasangan pada orbital
terluarnya, termasuk atom hidrogen, logam-logam transisi dan molekul oksigen.
Radikal bebas dapat bermuatan positif (kation), negatif (anion), atau tidak
bermuatan (Halliwell and Gutteridge, 1999).

Radikal bebas dapat bersumber dari dalam tubuh (endogen) dan luar
tubuh (eksogen), dari dalam tubuh contohnya berasal dari proses metabolisme
tubuh seperti superoksida (O;), hidrogen peroksida (H,O,), dan oksida nitrit
(NO"). Radikal bebas dari luar tubuh meliputi asap rokok, polusi udara, sinar UV,
pestida, makanan yang tidak sehat (Halliwell and Gutteridge, 2000).

Normalnya radikal bebas berdiri sendiri hanya dalam waktu yang singkat
sebelum menyatu dengan atom lainnya. Radikal bebas dapat bereaksi secara cepat
dengan atom lain untuk mengisi orbital yang tidak memiliki pasangan. ROS
(Reactive Oxygen Species) adalah turunan oksigen yang bersifat sangat reaktif dan
merupakan senyawa pengoksidasi terdiri atas kelompok radikal bebas dan non
radikal. Berikut ini beberapa kelompok radikal bebas antara lain Superoxide
Anion (O,), Hydroxyl Radicals (OH"), dan Peroxyl Radicals (RO>), non radikal
misalnya Hydrogen Peroxide (H,O;), dan Organic Peroxides (ROOH) (Halliwell
and Whiteman, 2004).

Tubuh dalam keadaan normal memproduksi radikal bebas dan senyawa
oksigen reaktif lainnya jumlah tertentu sebagai bentuk pertahanan tubuh, misalnya

sel darah putih menghasilkan H,O, untuk membunuh beberapa jenis bakteri dan



jamur serta pertumbuhan sel, namun mekanisme ini sasarannya tidak spesifik,
akibatnya selain menyerang target juga akan menyerang asam lemak tidak jenuh
ganda dari membran sel, organel sel, atau DNA, sehingga berdampak pada
kerusakan struktur dan fungsi sel (Winarsi, 2007). Tubuh dilengkapi perangkat
pertahanan antioksidan antara lain Superoxidase Dismutase (SOD) pada
mitokondria dan sitosol, Glutathione Peroxidase (GPX), Glutathione reductase,
dan kalatase untuk mencegah kerusakan akibat radikal bebas(Jackson, 2005).
Stres oksidatif terjadi apabila produksi radikal bebas melebihi sistem pertahanan
tubuh (Agarwal et al.,2005).

Stres oksidatif merupakan keadaan ketika jumlah antioksidan tubuh tidak
mencukupi untuk meredam efek buruk radikal bebas yang merusak membran sel
dan protein DNA, dalam waktu berkepanjangan maka akan mengakibatkan
penumpukan hasil kerusakan oksidatif di dalam sel atau jaringan yang
menyebabkan kehilangan fungsi normalnya dapat berujung kematian sel (Bagiada,
2001).

Hubungan kolesterol dan radikal bebas terletak pada sintesis asam empedu,
karena kolesterol dieliminasi dari tubuh harus terlebih dahulu menjadi asam
empedu. Sintesis asam empedu melibatkan dua komponen yaitu asam kolat dan
asam kenodoksilat yang dikatalis dengan 7a-hidroksilase. Reaksi 7a-hidroksilase
melibatkan NADPH, sitokrom p-450 dan oksigen, oksigen ini sangat mudah
tereduksi menjadi O," atau sering disebut Reactive Oxigen Spesies (ROS). Radikal
bebas akan berikatan dengan Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) menjadi lipid

peroksidase. O,  yang terikat dengan sitokrom p-450 merupakan intermediet
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dalam pengaktifan oksigen pada berbagai reaksi hidroksilasi, dengan demikian
peningkatan aktifitas sitokrom p-450 dalam memperantarai reaksi hidroksilase
membuat radikal bebas yang terbentuk semakin banyak (Mayes, 2012).
Peningkatan produksi ROS akan diikuti dengan meningkatnya kadar MDA dalam
sel sebagai produk akhir dari lipid peroksidase (Winarsih, 2007).
2.4 Efek Hiperkolesterol Terhadap Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-

a) pada Jantung

Kolesterol memiliki peranan penting pada kerusakan sel-sel endotel, LDL
yang teroksidasi akan merusak endotel. Endotel akan lebih permeable terhadap
lipoprotein, sehingga LDL dapat melakukan penetrasi ke dinding vascular menuju
tunika intima dan kemudian terjadi oksidasi LDL. Oksidasi LDL akan
merangsang ekspresi dari VCAM-1(Vascular Cell Adhesion Molecule-1) dan
MCP-1(Monocyte Chemotactic Protein-1). VCAM-1 dan MCP-1 akan menarik
monosit ke dinding arteri, akibat adanya respon atas diproduksinya agen lokal
Monocyte Colony Stimulating Factor (MCSF) monosit akan terdifrensiasi menjadi
makrofag. Makrofag akan mengalami immobilisasi pada subendotel. LDL yang
teroksidasi ditangkap oleh makrofag melalui reseptor LDL scavenger sehingga
makrofag dipenuhi oleh lemak, ini yang dinamakan foam cell (Kentush, et al.,
2006). Peranan HDL disini adalah penghambatan proses ateroseklerosis dengan
mempertahankan intergritas endotel, relaksasi pembuluh darah,menghambat adesi
sel pada endotel, menurunkan platelet dan sistem koagulasi, (Martens, et
al.,2001). Foam cell mensekresi sitokin-sitokin diantara TNF-o. maupun IL-1 serta

Matrix Metalloproteinase (MMP), sitokin ini berperan dalam pecahnya plaque
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dan aterogenesis. Peningkatan Kadar TNF-a dan IL-1 akan meningkatkan
ekspresi molekul-molekul adhesi dan perekrutan monosit dalam perkembangan
lesi (Hartanto, 2009).

Tumor Nekrosis Factor-alpha atau sering dikenal TNF-o adalah molekul
pleitropik yang disekresikan terutama oleh makrofag yang teraktivasi dan sel T,
molekul ini juga dapat dihasilkan oleh sel-sel lain seperti sel mast, sel NK,
neutrofil, sel endotel, sel otot jantung, sel otot polos, fibroblast, dan osteoklas
(Fiers, 1991). TNF-a bermanfaat bagi organisme, diantaranya untuk kekebalan
bawaan dan respon awal terhadap patogen, tetapi juga membantu untuk
mempromosikan Thl kekebalan (Palladino, 2003). TNF-a juga memiliki efek
biologis sebagai protein immunomodulator (memodulasi pertumbuhan dan
difrensiasi sel B dalam produksi antibodi), mengaktifkan makrofag dan monosit,
merangsang hemapoitis, sitotoksik dan sitostatik langsung terhadap berbagai
tahap pertumbuhan sel tumor. TNF-a juga  memiliki kemampuan untuk
menginduksi sitokin lain seperti IL-1, IL-6, IL-8 dan IFN-B. Sitokin-sitokin
proinflammantory yang memiliki peran yang paling penting adalah TNF-a,
sehingga kehadiran TNF-a dapat digunakan sebagai indikator bahwa sel
mengalami stres oksidatif, apoptosis, atau nekrosis (Park, et al., 1994)

2.5 Susu Kambing

Susu kambing memiliki kelebihan pada komposisinya yang mendekati air
susu ibu (ASI), yang mengandung fluorine kadarnya 10-100 kali lebih tinggi
daripada susu sapi, susu kambing bersifat basa sehingga aman bagi tubuh,

memiliki protein yang lembut, tidak mudah menyebabkan diare karena efek
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laksatifnya rendah. Lemak susu kambing juga mudah dicerna karena memiliki
tekstur yang lembut dan halus, lebih kecil dibandingkan dengan butiran lemak
susu sapi atau susu lainnya, dan bersifat homogen alami. Butiran lemak susu sapi
sebesar 4,55 um, sedangkan susu kambing hanya 3,49 um, ini mempermudah hati
dalam pencernaannya sehingga menekan timbulnya reaksi alergi. Susu kambing
mengandung vitamin A, B1,B2 B3, B4, C, dan E (Park, et al.,2007).

Susu kambing berbeda dengan susu lainnya, susu kambing dapat digunakan
sebagai pengganti susu sapi pada bayi yang mengalami Hypo-Allergenic Infant
Food. Susu kambing tidak mengandung aglutinin, akibatnya globula lemak susu
kambing tidak mengalami klasterisasi sehingga lebih mudah dicerna, susu
kambing mengandung kadar laktosa yang lebih rendah (4,5%) sedangkan susu
sapi (4,7%). Kondisi ini sangat baik bagi orang mengalami intoleransi laktosa
(Setiawan dan Tanius, 2002). Susu kambing juga mengandung MCT (medium-
chain triglycerides) sehingga mudah dicerna (Lopez, et al.,2005).  ag-casein
dan B-lactoglobulin pada susu kambing relatif lebih sedikit dibandingkan dengan
susu sapi, sehingga susu kambing cenderung tidak menyebabkan alergi. Kedua
peptida tersebut yang biasanya dapat menyebabkan alergi, namun B-lactoglobulin
mudah rusak jika dipanaskan sehingga yang paling berpengaruh terhadap alergi
adalah a-casein (Tomotake, et al.,2006).

Pengkonsumsian susu kambing yang telah diasamkan atau disebut juga
yogurt, akan mempurmudah tubuh untuk mencerna susu tersebut, ini dikarenakan
saluran pencernaan lebih mudah mencerna bahan makanan yang melewati saluran

pencernaan jika sifatnya sama. Yogurt berkhasiat untuk mengaktifkan bakteri baik
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di dalam usus sehingga dapat memperbaiki dan menyempurnakan fungsi
pencernaan makanan dalam usus (Damayanti, et al,. 2002)

Yogurt susu kambing mengandung peptida yang bermanfaat bagi tubuh
diantaranya lactoferin, alfa lactalbumin, beta lactoglobulin dan alfa casein. Susu
kambing diduga terdapat beta lactoglobulin dalam jumlah yang besar, beta
lactoglobulin ini adalah bagian molekul hidropobik yang dapat mengikat vitamin
A, vitamin D, calcium dan FAs. Beta lactoglobulin ini memiliki sifat
antihipersensitif, antitrombotik, opioid, antimikroba, immunomodulator, dan
hipokolesterolemik (Bealieu, 2006). Dilaporkan pula diduga beta lactoglobulin ini
juga memiliki sifat mencegah aktifitas radikal bebas (Hernandez, et al., 2007).
Peptida ini juga dapat menstimulasi kontraksi otot polos (Yoshida and Owen,
2005) dan dapat digunakan sebagai pencegahan bagi penderita alergi terhadap
susu. Karena peptide ini mengurangi produksi IgE yang berperan sebagai alergi
terhadap beberapa protein tertentu (Pecquet, et al., 2000). Lactoferin juga
memiliki kemampuan untuk menurunkan tingkat strees oksidatif dengan mengikat
besi (Fe*?) dan membawanya keluar tubuh, besi berfungsi sebagai katalisator

dalam mempercepat terjadinya stres oksidatif (Rousseou, et al., 2013).

2.6 Bakteri Asam Laktat
Bakteri asam laktat memiliki potensi menguntungkan bagi inangnya apabila
dikonsumsi dalam keadaan hidup dan akan tetap hidup dalam saluran pencernaan

(Gunawan, 2003). Keuntungan mengkonsumsi probiotik lainya adalah untuk
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menstabilkan mikroflora usus, mereduksi konsentrasi kolesterol pada serum,
mencegah terjadinya diare, dan sembelit (Kartini, 2002).

Bakteri asam laktat dapat mengurangi kolesterol dengan jalan mengikat
kolesterol di aliran darah kemudian dibawa menuju usus halus untuk dibuang
melalui feses (Usman dan Hasono, 2000). Menurut Voet, et al.,(1999), penurunan
kolesterol terjadi dikarenakan mikroba menghasilkan senyawa yang akan
berkompetisi dengan HMG KoA untuk berikatan dengan enzim HMG KoA
reduktase.

Menurut Shrivastava, et al.,(2013) pemberian bakteri asam laktat
Lactobacillus acidophilus terhadap hewan coba berpengaruh signifikan terhadap
penurunan kolesterol di dalam plasma darah. Lactobacillus acidophilus memiliki
potensi antioksidan yang tinggi sehingga dapat mengurangi lipid peroksida dan

dapat menormalkan aktifitas enzim antioksidan.
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BAB 3. KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
3.1 Kerangka Konseptual

Induksi Diet
Hiperkolesterolemia
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Gambar 3.1. Kerangka Konseptual Penelitian
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Pemberian diet hiperkolesterol berupa rebusan kuning telur puyuh, minyak
babi, dan asam kolat seperti pada Lampiran 4 akan mengakibatkan suatu
gangguan metabolik kolesterol yang menyebabkan terjadinya penyakit
hiperkolesterolemia, mekanismenya adalah feed intake diet kolesterol maupun
pakannya akan diserap usus. Kolesterol yang terserap akan dibawa kejaringan
ekstra hepatik untuk dihidrolisis yang selanjutnya dilakukan proses sintesa
empedu. Dalam proses ini kolesterol akan diubah menjadi asam empedu untuk
dapat dikeluarkan oleh tubuh sebagaian lain akan diedarkan keseluruh tubuh
dalam bentuk LDL. Semakin banyak kolesterol yang disintesa menjadi asam
empedu maka semakin banyak pula radikal bebas yang terbentuk. Radikal bebas
berupa O,  (Reactive Oxygen Spesies) akan beredar mengikuti aliran darah
bersama LDL yang akan teroksidasi dan menempel pada sel otot jantung. Pada
keadaan normal mitokondria akan merespon radikal bebas dengan menghasilkan
anti oksidan tubuh berupa Super Oxidase Dismutase (SOD) yang akan berikatan
dengan ion (Cu*™®) dan ROS menghasilkan H,O, yang berikatan dengan enzim
katalase dan Glutation Peroxidase (GPX) menjadi senyawa tidak reaktif berupa
H,0 dan O, Namun dalam keadaan hiperkolesteolemia jumlah ROS berlebih yang
menyebabkan antioksidan dalam tubuh tidak mencukupi, akibatnya H,O, yang
terbentuk akan berikatan dengan Fe*? membentuk radikal hidroksil (OH’). Radikal
hidroksil ini sangat reaktif terhadap membran sel yang terdiri dari Poly
Unsaturated Faty Acid (PUFA) membentuk peroksida lipid yang akan

menghasilkan produk berupa MDA.
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Terjadinya stress oksidatif akibat oksidasi LDL pada membran sel akan
merangsang ikatan Inhibitor Kappa Beta (Ikp) dengan Nuclear Factor Kappa
Beta (NF-kP) terlepas dan mengaktifkan NF-kB pada sitosol untuk melakukan
translokasi ke inti dan menempel pada gen inflamasi. Selanjutnya terjadi
transkripsi mMRNA, dan translasi yang akan berakhir dengan disintesisnya berbagai
protein pada sistem imun seperti protein sitokin proinflamasi (TNF-a, IL-1 ) yang

berperan mengendalikan respon imun inflamasi.

Bakteri asam laktat dapat menempati fili-fili usus kemudian menyerap
sebagian kolesterol untuk perkembangannya, bakteri asam laktat juga dapat
mengkonjugasi asam empedu dan menghasilkan enzim BSH. Mekanisme-
mekanisme itulah yang dapat mengurangi level kolesterol. Di dalam yogurt susu
kambing terdapat pula vitamin E, dan peptida yang diduga memiliki mekanisme
dalam menurunkan inflamasi dengan mengurangi keadaan stress oksidatif.

Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, maka hipotesis yang dapat diajukan
adalah sebagai berikut :
1.  Pemberian terapi yogurt susu kambing pada hewan model tikus
(Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia dapat menurunkan kadar
MDA organ jantung.
2.  Pemberian terapi yogurt susu kambing pada hewan model tikus
(Rattus norvegicus) hiperkolesterolemia dapat menurunkan ekspresi

TNF-a pada organ jantung.
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BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kesehatan Masyarakat Veteriner
Program Studi Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya, Laboratorium Fisiologi
Hewan dan Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (MIPA),
Gedung FAAL Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Laboratorium
Farmasi Universitas Airlangga, dan Laboratorium Patologi Klinik Rumah Sakit
dr. Soetomo Surabaya. Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus 2013-
Juli 2014.
4.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat pendukung yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain: kandang
tikus, botol minum tikus, animal restrain, alat sonde lambung, timbangan, gelas
ukur, labu ukur, corong kaca, tabung erlenmeyer, spuit, tabung polypropilen, pipet
ukur, bulb, aluminium foil, scalpel, pinset, cawan petri, bunsen, spatula, auto
mikro pipet, gunting, alat sentrifuge. Alat Utama yang digunakan antara lain pH
meter (Eutech Instrument Cyberscan pH 310), pH indicator, objek glass, bekker
glass,mesin freeze dry (Christ Beta 1-8 K), thermometer,spektofotometer
(Genesys 20), mikroskop cahaya (Olympus BX51) dan kamera (Olympus DP71).

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah tikus (Rattus norvegicus)
strain wistar jantan (usia 8-12 minggu berat 130-180 gram) diperoleh dari Unit
Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) UGM Yogyakarta, susu kambing yang
diperoleh dari Balai Besar Pelatihan Peternakan (BBPP), kuning telur puyuh,

asam kholat, minyak babi, PBS, PFA, starter yogurt (Yogourmet Yogurt Starter
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LYO-SAN.INC 500 Aeroparc.C.P.598, Lachute, QC. CANADA, J8H 4G4),
alkohol, spirtus, water steril, akuades dan NaCl fisiologis 0,9%, PFA, xylol,
paraffin,etanol 70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol 95% dan pakan SP(standar)
4.3 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian sebagai berikut:
1. Rancangan percobaan dan preparasi hewan coba tikus.
2. Preparasi Yogurt

- Starter

- Yogurt

- Freeze dried
3. Pemberian pakan standart, diet kolesterol dan terapi hiperkolesterolemia
4. Preparasi hewan model hiperkolesterolemia hasil diet hiperkolesterol.
5. Pengukuran kadar MDA organ jantung
6. Pengukuran ekspresi TNF-a organ jantung hewan model hiperkolesterolemia
4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Rancangan Percobaan dan Preparasi Hewan Coba Tikus

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik dengan menggunakan
rancangan penelitian Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hewan coba dibagi
menjadi lima kelompok perlakuan meliputi kelompok kontrol sehat, kontrol
hiperkolesterolemia, terapi dosis 300 mg/kg BB, 600 mg/kg BB, dan terapi 900
mg/kg BB. Jumlah sampel yang digunakan berdasarkan rumus perhitungan

menurut Montgomery and Kowalsky (2011) sebagai berikut:



20

P(n-1)>15
5(n-1)>15
on-5 >15
5n >20

n >4

Keterangan
P = jumlah kelompok (terdiri dari empat macam perlakuan)

n = jumlah ulangan yang diperlukan
Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk sampel menjadi 5 kelompok
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok sehingga
dibutuhkan 20 ekor hewan coba.

Tabel 4.1 Rancangan penelitian

Variabel yang Diamati

Ekspresi TNF-a dan Kadar Perlakuan
MDA Jantung
Kelompok A Kontrol sehat
Kelompok B Kontrol hiperkolesterol
Kelompok C Terapi yogurt dengan dosis 300 mg/kg/BB
Kelompok D Terapi yogurt dengan dosis 600 mg/kg/BB
Kelompok E Terapi yogurt dengan dosis 900 mg/kg/BB

Untuk diagram alir kerangka operasional dapat dilihat pada Lampiran 2.
Berikut adalah variabel yang diamati dalam penelitian ini:

e Variabel bebas : Dosis yogurt susu kambing 300 mg/kg BB, 600 mg/kg
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BB, dan 900 mg/kg BB.
e Variabel terikat : Ekspresi TNF-o dan kadar MDA organ jantung
e Variabel kontrol: Umur, berat badan, jenis kelamin, tikus jenis wistar
Saat pertama tikus datang, tikus ditimbang kemudian diberi pakan dan air
minum ad libitum, ditempatkan dalam kandang dengan ukuran 17,5 cm x 23,75
cm x 17,5 cm berbahan plastik dilengkapi penutup berupa anyaman kawat besi.
Kandang diletakkan di tempat yang tidak terpapar matahari secara langsung,
memiliki suplai udara yang cukup. Sebelum diberikan perlakuan, semua tikus
diaklimatisasi selama 7 hari.
4.4.2 Preparasi Yogurt
4.4.2.1 Starter
Susu kambing sebanyak 50ml dimasukkan erlenmeyer dan ditutup
alumunium foil kemudian dipasteurisasi pada suhu 72°C selama +5 menit, suhu
susu ditunggu turun hingga menjadi 45°C.  Sebanyak 0,25 gram starter
ditambahkan 50 ml susu kemudian dihomogenkan, selanjutnya diinkubasi pada
suhu 45°C selama + 4 jam. Tahap selanjutnya mother culture didiamkan selama 4-

5 menit, kemudian diukur pH hingga mencapai 4,5-5.

4.4.2.2 Yogurt

Pembuatan yogurt dimulai dengan melakukan persiapan alat dan bahan, 1,4
liter susu kambing yang telah dipasteurisasi kedalam tabung penyimpan dan
ditutup menggunakan alumunium foil. Starter sebanyak 50 ml dari sediaan mother
culture ditambahkan ke dalam susu kambing, dosis starter yang diberikan adalah

3% dari volume susu kambing, starter yang telah dicampur ke dalam susu
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kambing diinkubasi ke dalam inkubator dengan suhu 45°C selama 4 jam.
Ditunggu 4 sampai 5 menit dilanjutkan pengukuran pH yogurt dengan

menggunakan pH meter hingga mencapai pH 4,5 sampai 5.

4.4.2.3 Freeze dried Yogurt

Pembuatan freeze dried dilakukan di laboratorium Farmakognosi dan
Fitokimia UNAIR menggunakan alat dengan merek Christ. Langkahnya adalah
yogurt dimasukan kedalam beker glass sebanyak 250 ml. Botol dipasang pada
alat pemutar, botol harus menyentuh permukaan etanol. Botol diputar selama 5-7
menit pada suhu -33°C sampai yogurt berbentuk es. Botol dilepas kemudian
dipasangkan pada selang penyublim vakum. Proses berikutnya dilakukan
penyubliman dimana udara hangat dialirkan ke dalam tabung yang berisi yogurt
beku sampai menimbulkan uap. Uap yang dihasilkan ditangkap oleh mesin spiral
sehingga air pada yogurt akan terserap keluar dan yang tertinggal sari-sari dari
yogurt. Yogurt akan berubah menjadi serbuk dalam waktu 14 jam. Penguapan
diatur oleh sensor di alat, dan proses pembuatan yogurt freeze dried selesai freeze
dried disimpan di dalam refrigerator dengan suhu sekitar 4°C sampai dibutuhkan

kembuali.

4.4.3 Pemberian Diet Kolesterol dan Terapi Hiperkolesterolemia
4.4.3.1 Diet Kolesterol

Metode pakan diet kolesterol yang digunakan berdasarkan Gani, et
al.,(2013), pakan diet hiperkolesterol dibuat dari asam kholat 0,02 gram, minyak
babi 2 gram, dan kuning telur puyuh rebus 1 gram yang dicampurkan. Pakan diet

hiperkolesterol diberikan setiap hari dengan metode force feeding dengan sonde
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lambung per tikus sebesar 3,02g yang diencerkan dengan air 2ml, kemudian
setelah = 1 jam dilakukan pemberian pakan standart SP sejumlah 20 gram per
ekor. Diagram alir pembuatan pakan diet hiperkolesterol dapat dilihat pada
Lampiran 4. Pemberian diet hiperkolesterol dilakukan selama 14 hari pada
kelompok tikus Kontrol hiperkolesterolemia, tikus terapi dosis 300, 600, dan 900
mg/kg BB.
4.4.3.2 Terapi Hiperkolesterolemia

Metode pemberian yogurt force feeding dengan sonde lambung tikus
setiap ekor tikus dengan dosis 300 mg/kg BB digunakan untuk kelompok C, dosis
600 mg/kg BB untuk tikus kelompok D, dan dosis 900 mg/kg BB untuk tikus
kelompok E.Masing-masing kelompok terdapat 4 ekor tikus. Tikus diberi yogurt
pada hari ke-15 sampai hari ke-42 dengan dicampur 1,5 ml air atau akuades.
Perhitungan dosis yang diberikan dapat dilihat pada Lampiran 3.

4.4.3.3 Pakan Standar

Tikus diberikan pakan SP (pakan standar) sebanyak 20 gram per ekor
diletakkan di cup dan ditempatkan di dalam kandang. Setiap box dengan jumlah
tikus 4 ekor, pakan yang diberikan sebesar 80 gram setiap harinya dan diberikan

setelah pemberian diet kolesterol dan terapi hiperkolesterol disetiap pagi.

444 Preparasi Hewan Model Hiperkolesterolemia Hasil Diet
Hiperkolesterolemia

Tikus terlebih dahulu diletakkan di alat restrain tikus, darah diambil melalui
vena coccygealis di ekor,pengambilan sampel dengan cara memotong sedikit

ujung ekor tikus. Pemeriksaan serum dilakukan pada hari ke-1 , hari ke-14 dan
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hari ke-28 tiap kelompok diambil satu sampel. Darah yang diambil ditampung ke
dalam tabung polypropilen dan diletakkan dengan posisi miring 45°C agar serum
dan darah bisa terpisah dengan sempurna dan dibiarkan mengendap pada suhu
kamar 27°C selama + 3-4 jam kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 3000
rpm selama 15 menit untuk mendapatkan serum +500ul. Serum tersebut diambil,
dimasukkan dalam tabung polypropilen yang lain dan masih bersih lalu disimpan
pada refrigerator dengan suhu 4°C. Pengambilan organ jantung tikus dilakukan
pada hari ke-14 untuk kelompok (B) kontrol sehat dan hari ke-42 untuk kelompok
(A), (C), (D), dan (E) seperti pada Lampiran 2.

Prosedur koleksi organ jantung dapat dilihat pada Lampiran 5. Tikus
dilakukan dislokasi leher terlebih dahulu, selanjutnya dilakukan pembedahan.
Tikus diposisikan rebah dorsal, pembedahan dilakukan pada rongga abdomen
sampai thorax, dilakukan pemisahan isi abdomen, setelah terlihat paru-paru
dipotong bagian trachea dan aorta abdominalis sehingga paru-paru, dan jantung
dapat diangkat, pisahkan jantung dan paru-paru. Jantung dicuci dengan NacCl
fisiologis 0.9% kemudian dibagi menjadi 2 bagian, sebagian dari potongan
jantung direndam pada larutan Paraformaldehid (PFA) 4% untuk dilanjutkan uji
ekspresi TNF-a dan sebagian dari potongan jantung direndam pada Phospat
Buffer Saline (PBS) untuk dilanjutkan uji kadar MDA.

4.4.5 Pengukuran Kadar MDA Organ Jantung

Pengukuran kurva standar MDA dilakukan menggunakan metode yang

digunakan Aulanni’am, et al.,(2012). Larutan kit MDA dengan kosentrasi 1,2, 3,

4, 5, 6, 7, dan 8mg/ml, diambil masing-masing 100 pL, ditambahkan 550 pL
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aquades dan 100 pL TCA 100%, selanjutnya di homogenkan. 250 pL HCL 1N
dan 100 pL Na-Thio 1% ditambahkan kedalam tabung dan dihomogenkan
menggunakan vortex, dilakukan perebusan selama 20 menit dalam suhu 100
derajat celcius, setelah dingin dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 500 rpm
selama 10 menit. Supernatan diambil kemudian dibaca pada panjang gelombang
maksimum (A maks =532 nm) menggunakan spektofotometer. Absorbansi larutan
diperoleh dan dibuat kurva standar MDA (Lampiran 8)

Organ jantung yang akan dilihat kadar MDA digerus sampai lembut,
kemudian memasukannya kedalam tabung yang berisi EDTA. MDA diukur
menggunakan metode Thiobarbituric Acid Reactive Substances. Sebanyak 750 pl
asam fosfat dimasukan dengan pipet kedalam tabung polypropilen 13 ml.
Sebanyak 50 ul TEP standar/pengontrol kualitas /sampel plasma/ aquades
ditambahkan ke dalam tabung. Campuran dikocok sampai homogen, kemudian
ditambahkan 250 ul larutan TBA 40 mM, lalu ditambahkan aquades sebanyak 450
ul ke dalam tabung dan tabung ditutup rapat. Campuran tersebut kemudian
dipanaskan selama 1 jam, lalu tabung ditempatkan dalam ice bath untuk
mendinginkan sampel. Sampel yang telah dingin selanjutnya di masukan kedalan
Set Pack C 18-column. Diukur absorbansinya dengan menggunakan alat
spectofotometri dengan panjang gelombang 532 nm (Aulani’am, et al.,2012).
4.4.6 Pengukuran Ekspresi TNF-a Organ Jantung

Langkah pertama diawali dengan persiapan alat dan bahan serta
mempersiapkan organ yang akan diamati, direndam dalam xylol I, xylol 11 lalu di

alkhohol bertingkat 100%, 90%, 80%,70%, selanjutnya direndam dalam akuades
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selama 1x5 menit, Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Ditambahkan
3% hidrogen peroksida (dalam dionize water) selama 20 menit, dicuci dengan
PBS pH 7,4 selama 3x5 menit dan diblok dengan menggunakan BSA 1% dalam
PBS pH 7,4 selama 30 menit dengan suhu ruang. Proses selanjutnya dicuci
dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Ditambahkan antibodi primer (Rat Anti
TNF-a) perbandingan 1:100, selama 24 jam dengan suhu 4°C dan dilakukan
pencucian kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Berikutnya
ditambahkan Antibodi sekunder berlabel biotin (goat anti rat biotin labeled)
dengan perbandingan 2497,5: 2,5 selama 1 jam suhu ruang, dicuci dengan PBS
pH 7,4 selama 3x5 menit.

Preparat kemudian ditambahkan SA-HRP (Strepta avidin-Horseradish
Peroxidase) selama 40 menit suhu ruang lalu dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit, selanjutnya counterstaning menggunakan Hematoxylen selama 5 menit
dalam suhu ruang, selanjutnya dicuci dengan air mengalir,dibilas dengan aquades
dan dikeringkan. Tahapan terakhir dimounting dengan entellan, dilanjutkan
pengamatan dengan mikroskop pembersaran 400 kali (Calnek, 1997).

4.5 Analisis data

Data yang diperoleh dari metode post examination dari hasil pengukuran
ekspresi TNF-o dan kadar MDA organ jantung ditabulasi menggunakan
Microsoft Office Excel. Data dianalisis menggunakan SPSS rev.20,0 dengan
analisis ragam ANOVA (Analysis of Variance). Apabila terdapat perbedaan nyata
dilanjutkan uji Tukey a = 5%. Selain itu, ekspresi TNF- a juga dianalisisa secara

deskriptif.
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh pemberian yogurt susu kambing terhadap kadar
Malondialdehida (MDA) jantung tikus (Rattus norvegicus) model
hiperkolesterolemia

Pemberian yogurt susu kambing memberikan pengaruh yang berbeda

nyata (p<0,05) terhadap kadar Malondialdehyde (MDA) jantung tikus
hiperkolesterolemia dengan berbagai perlakuan (Tabel 5.1). Hasil perhitungan
statistik dianalisis menggunakan One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji
Tukey dengan tingkat kepercayaan 95%, lebih lengkapnya dapat dilihat pada
Lampiran 12.

Tabel 5 Kadar MDA jantung tikus pada setiap perlakuan.

Kelompok Rata-rata kadar Peningkatan Penurunan
Perlakuan MDA terhadap Terhadap
pg/ml kelompok kelompok
kontrol sehat  hiperkolesterolemia
(%) (%)
Tikus kontrol Sehat 0,144 +0,040° 0 -
Tikus 0,581 +0,413° 303 -
Hiperkolesterolemia
Terapi yogurt dosis 0,368 +0,0361 ° - 36,69
300 mg/kg
Terapi yogurt dosis 0,230 0,023 ° - 60
600 mg/kg
Terapi yogurt dosis 0,152 +0,028 * - 73,75
900 mg/kg

Keterangan : Notasi yang berbeda menunjukan perbedaan nyata antar perlakuan
(p<0,05).

Berdasarkan Tabel 5.1 Kadar MDA tikus kontrol sehat digunakan sebagai
acuan standar kadar MDA tikus dalam keadaan normal. Kadar MDA tikus sehat

sebesar 0,144pg/ml, ini membuktikan pada keadaan normal juga terdapat stress
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oksidatif namun dalam jumlah kecil. Stres oksidatif dalam jumlah kecil dapat
bersumber dari lingkungan seperti makanan, asap rokok atau zat radikal lainnya,
juga dapat bersumber dari respirasi sel yang menghasilkan produk superoksida
(O2) dan hidrogen peroksida (H,O;) sebagai pertahanan sel contohnya
pertahanan terhadap bakteri patogen,hal ini sesuai dengan pendapat Jackson
(2005) yang menyatakan tubuh dalam keadaan normal didalam tubuh terdapat
radikal bebas yang menyebabkan terjadinya stress oksidatif dalam jumlah kecil
yang pada akhirnya akan memunculkan MDA.

Hasil analisa statistika menunjukkan kadar MDA kelompok tikus
hiperkolesterolemia (0,581 +0,413) pg/m! berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan
kelompok kontrol sehat (0,144 +0,040) ug/ml dan terdapatnya peningkatan kadar
MDA kelompok hiperkolesterolemia sebesar 303%. Hal ini menunjukan bahwa
diet hiperkolesterolemia menyebabkan jumlah kolesterol dalam tubuh meningkat
serta diikuti peningkatan sintesa asam empedu yang menghasilkan produk
samping berupa radikal bebas (O;). Pada kondisi hiperkolesterolemia jumlah
radikal bebas melebihi antioksidan endogen maka terjadi kondisi stress oksidatif
pada miosit jantung. Radikal bebas akan menyebabkan kerusakan mitokondria
pada miosit jantung karena 40% sitoplasma miosit jantung dipenuhi oleh
mitokondria (Nicholas, 2012). Radikal hidroksil yang terbentuk akan berikatan
dengan Poly Unsaturated Faty Acid (PUFA) kemudian akan terjadi peroksidasi
lipid, produk akhir peroksida lipid berupa MDA (Repetto et al,.2012), sehingga
MDA dapat digunakan sebagai marker adanya stress oksidatif. Sesuai dengan

Muller, et al.,(2006) yang menyatakan MDA adalah senyawa aldehid yang
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digunakan sebagai indikator atau marker pengukuran aktifitas senyawa radikal
bebas dalam tubuh. Mekanisme tersebut yang menyebabkan pada kelompok tikus
kontrol hiperkolesterolemia terjadi peningkatan kadar MDA, ini sesuai dengan
Gani, et al.(2013) yang menyatakan pemberian pakan hiperkolesterolemia yang
meliputi asam kolat 0,02 gram, telur puyuh 2 gram, dan minyak babi 1 gram yang
disonde lambung pada tikus selama 4 minggu akan menyebabkan kadar kolesterol
meningkat yang memicu meningkatnya kadar MDA kelompok tikus
hiperkolesterolemia.

Hasil analisis statistika menunjukan kadar MDA tikus kelompok
hiperkolesterolemia (0,581 +0,413) pg/ml berbeda nyata (p<0,05) jika
dibandingkan dengan kelompok dosis 300mg/kg BB (0,368 +0,0361) ug/ml,
600mg/kg BB (0,230 +0,023) pg/ml, dan 900mg/kg BB (0,152 +0,028) ug/ml.
Penurunan terjadi masing-masing sebesar 36%, 60%, dan 73,7%, yang artinya
terdapat pengaruh yang signifikan masing-masing dosis terhadap penurunan kadar
MDA kelompok tikus hiperkolesterolemia. Penurunan kadar MDA kelompok
hiperkolesterolemia diakibatkan pengaruh beberapa kandungan didalam yogurt
yang diduga dapat menurunkan kolesterol. Yogurt didalamnya terdapat beberapa
bakteri asam laktat diantaranya  Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus, dan Lactobacillus bulgaricus. Lactobacillus acidophilus dapat
menurunkan kolesterol dengan cara mengasimilasi kolesterol didalam
pencernaan, dekonjugasi empedu, hal yang sama ditunjukan oleh Barautkoub, et
al. (2010) melalui penelitian yang menunjukan penurunan kadar LDL dan HDL

dengan pemberian probiotik. Dilaporkan pula oleh penelitian Liong and Shah
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(2005) bahwa Lactobacillus acidophilus memiliki kemampuan paling baik dalam
melakukan dekonjugasi asam empedu, dan aktifitas BSH (Bile Salt Hidrosilase)
dibandingkan 11 strain Lactobacillus lainnya sehingga kadar kolesterol didalam
tubuh dapat diturunkan. Di dalam yogurt juga terdapat biopeptida aktif, dan
vitamin yang berfungsi sebagai antioksidan yang dapat menurunkan radikal bebas
dalam tubuh sehingga menurunkan peroksida lipid.

Kadar MDA terapi yogurt dosis 300mg/kgBB(0,368 +0,0361) pg/ml, dan
600mg/kgBB(0,230 *+0,023) pg/ml berbeda nyata (p<0,05) dengan kelompok
kontrol sehat (0,144 +0,040) pg/ml, ini menunjukan kedua terapi yogurt tersebut
belum mampu menurunkan kadar MDA mendekati kadar MDA normal. Yogurt
susu kambing didalamnya terdapat bakteri probiotik yang mampu menurunkan
kadar kolesterol didalam darah dengan jalan berikatan dengan HMG-CoA
reduktase, dan menghasilkan BSH, didalam yogurt juga terkandung biopeptida
yang diduga dapat menurunkan kadar kolesterol yang berperan sebagai
antioksidan yang akan menekan terjadinya stress oksidatif. Jumlah radikal bebas
didalam tubuh kemungkinan melebihi jumlah antioksidan dari asupan yogurt
dosis 300mg/kgBB dan 600mg/kgBB serta kadar kolesterol dalam tubuh belum
dapat diturunkan dengan kemampuan BAL dari dosis tersebut, sehingga belum
mampu menurunkan MDA mendekati kelompok normal. Hal ini sejalan
peneletian Jafari (2009) yang mengungkapkan bahwa yogurt yang mengandung
probiotik dalam jumlah kecil tidak dapat menurunkan kadar LDL dalam tubuh

namun dalam dosis yang tertentu mampu menurukan kadar LDL.
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Terapi yogurt dengan dosis 900mg/kgBB (0,152 +0,028) pg/ml
menunjukan kadar MDA yang tidak berbeda nyata (p>0,05) dengan kelompok
tikus kontrol sehat (0,144 +0,040) pg/ml, hal ini membuktikan kandungan yogurt
terapi dosis 900mg/kgBB sudah mampu menurunkan kadar MDA mendekati
normal, sehingga dapat digunakan sebagai terapi hiperkolesterolemia yang akan
menurunkan kadar MDA dalam tubuh. Aktifitas antioksidan dari biopeptida di
dalam yogurt dosis 900mg/kgBB sudah mampu mengurangi radikal bebas yang
ada, serta BAL mampu mengurangi kolesterol dengan jalan berikatan dengan
HMG-CoA reduktasi dan menghasilkan enzim BSH. Kesimpulannya dosis terbaik
yang dapat menurunkan kadar MDA tikus model hiperkolesterolemia adalah dosis
900mg/kgBB. Mekanisme ini sesuai dengan Chen et al., (2003) bahwa BAL dapat
menurukan kolesterol dengan meningkatkan aktifitas BSH yang dapat
menurunkan level kolesterol tubuh. Aktivitas BSH pada BAL akan
menghidrolisis garam empedu dan merubahnya menjadi glisin, taurin dan garam
empedu terkonjugasi sehingga garam terkonjugasi ini dapat dikeluarkan melalui
feses. Semakin banyak garam empedu yang dikeluarkan dari tubuh maka akan
merangsang untuk disintesanya garam empedu lebih banyak sehingga kolesterol

dalam tubuh berkurang.

5.2 Pengaruh pemberian yogurt susu kambing terhadap kadar Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) jantung tikus (Rattus norvegicus) model
hiperkolesterolemia

Kerusakan organ jantung tikus dapat dilihat dengan mengamati adanya
ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) pada jaringan organ jantung tikus

dengan menggunakan pewarnaan immunohistokima (IHK). Keberadaan TNF-a
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pada jantung ditandai dengan warna coklat yang menunjukan interaksi antara
TNF-a pada jaringan dengan antibodi yang ditambahkan (antibodi primer rat anti
TNF-o berikatan dengan antibodi sekunder goat anti rat labeled biotin)
ditambahkan enzim SA-HRP dan substrat Diaminobenzidine (DAB) agar tercipta
warna coklat pada sitokin (TNF- o). Hasil ekspresi TNF-a dilihat menggunakan
software Axio vision dengan menggunakan uji ANOVA dilanjutkan dengan uji
Tukey untuk menetukan perlakuan yang memberikan hasil terbaik(Lampiran 13).

Hasil ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-a) jantung pada setiap
kelompok tikus perlakuan dengan perwarnaan imunohistokimia ditandai dengan
warna kecoklatan seperti yang ditunjukan pada Gambar 5.1. Hasil perhitungan
rata-rata setiap kelompok perlakuan selanjutnya diamati dengan menggunakan
program axio vision untuk mengetahui presentasi area dari ekspresi TNF-a yang
dimunculkan oleh kelompok perlakuan dapat dilihat pada Tabel 5.2. Gambar 5.1
A terdapat ekspresi TNF-a sebesar 0,353%, ekspresi TNF-o terdapat didalam
sitoplasma sel otot jantung. Gambar 5.1.B terdapat ekspresi TNF-a sebesar
2,99% seperti yang ditunjukan oleh tanda panah, ekspresi TNF-o mayoritas
terdapat pada sel miosit jantung. Gambar 5.1.C menunjukan ekspresi TNF-a
sebesar 2,27%. Gambar 5.1.D menunjukan ekspresi TNF-o sebesar 1,9% yang
terdapat pada sitoplasma sel otot jantung. Sedangkan Gambar 5.1.E menunjukan

ekspresi TNF-a sebesar 1,44%.
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Gambar 5.1 Gambar pewarnaan IHK organ jantung tikus (400x)

Keterangan: (A)kontrol sehat, (B) kontrol hiperkolesterolemia, (C) terapi dosis
300mg/kg BB, terapi (D)dosis 600mg/kg BB, (E) terapi dosis 900mg/kg
BB, ekspresi TNF-a ditandai dengan tanda panah ( =}).
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Tabel 5.2 Rata-rata ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-o) pada setiap

perlakuan
Kelompok Perlakuan  Rata-rata Ekspresi Peningkatan Penurunan
TNF-a terhadap Terhadap
kelompok kelompok
sehat hiperkolesterol
(%) (%)
Tikus Kontrol sehat 0,355 +0,0452° 0 -
H g
T|_kus _ 2,99+0,0483 742,25 -
Hiperkolesterolemia
Terapi  yogurt dosis 2,27+0,1145° ) 24,08
300 mg/kg
Terapi yogurt dosis 1,935+0,0721° \ 35,38
600 mg/kg
Terapi yogurt dosis  1,435+0,0483" ] 52
900 mg/kg

Keterangan: Perbedaan notasi (a,b,c,d,e) menunjukan adanya perbedaan yang
signifikan antar kelompok terhadap ekspresi TNF-a (p<0,05).

Dari hasil analisis statistika pada Tabel 5.2 menunjukan ekspresi TNF-a
kelompok kontrol sehat sebesar 0,355 +0,0452 yang digunakan sebagai acuan
ekspresi TNF-a tikus sehat. Keadaan normal pada tubuh terdapat pula ekspresi
TNF-o sebagai reaksi imun spesifik, nonspesifik serta pada remodeling
pertumbuhan sel jantung dalam jumlah kecil sesuai pernyataan Sack (1999)
bahwa dalam keadaan normal TNF-a berguna untuk homeostatis tubuh meliputi
pertumbuhan, adaptasi terhadap respon akut dan subakut.

Ekspresi TNF-o kelompok tikus hiperkolesterolemia (2,99+0,0483)
berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok tikus kontrol sehat (0,355
10,0452), dengan peningkatan ekspresi TNF-o sebesar 742% yang artinya

pemberian diet hiperkolesterolemia berpengaruh signifikan terhadap peningkatan
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ekspresi TNF-a kelompok tikus hiperkolesterolemia. Peningkatan ini diakibatkan
adanya asupan diet hiperkolesterol yang diberikan akan menyebabkan terjadi
penyerapan kolesterol pada usus dan terbentuk LDL yang akan bereaksi dengan
radikal bebas, hal ini sesuai dengan Stapleton, et al,.(2010) menyatakan bahwa
selama keadaan hiperkolesterolemia, reaksi antara radikal oksigen atau enzim
oksidasi dan lipoprotein dapat menghasilkan produk berupa LDL oksidasi. LDL
teroksidasi akan menuju endotel jantung Yyang menyebabkan terjadinya stress
oksidatif. Saat terjadi stres oksidatif dapat mengaktifasi NF-kp (nuclear faktor
kappa Beta). NF-kp adalah faktor transkripsi yang menginduksi aktivitas gen
keradangan (Imflamantory gene), saat tidak aktif NF-kp berada pada sitoplasma
dan berikatan dengan IKpB (Inhibitor Kappa Beta). Terputusnya ikatan NF-kf
dengan IKP akan merangsang NF-kB melakukan translokasi menuju inti dan
menempel pada gen target (gen protein radang),selanjutnya terjadi transkripsi
MRNA, dilanjutkan dengan translasi berupa sintesis berbagai protein pada sistem
imun seperti protein sitokin proinflamasi (TNF-a, IL-1 ) yang berperan
mengendalikan respon imun inflamasi sejalan dengan penelitian Lee (2003) dan
Murray (2005) bahwa stress oksidatif akan menginduksi aktifnya NF-k dan
disintesisnya sitokin proinflamasi yang akan mengawali proses inflamasi.
Aktivasi NF-kp juga akan menginduksi molekul adhesi seperti VCAM-1, ICAM-1
dan peningkatan ekspresi gen INOS. Keberadaan nitrooxide synthase (NOS)
dalam sel dan jaringan tubuh yang akan merangsang terbentuknya NO
(nitrooksida) berlebih yang mempercepat proses inflamasi. Monosit akan

terdifrensiasi menjadi makrofag juga akan melepaskan TNF-a.
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Hasil analisa statistika menunjukan kelompok tikus hiperkolesterolemia
(2,99+0,048) berbeda nyata (p<0,05) antar kelompok terapi yogurt dosis
300mg/kgBB  (2,27+0,114), 600mg/kgBB (1,93+0,072), dan 900mg/kgBB
(1,435+0,0483), yang artinya terdapat pengaruh signifikan dosis terapi terhadap
penurunan ekspresi TNF-a tikus hiperkolesterolemia. Penurunan masing-masing
sebesar 24,1%, 35,4%, dan 52%. Penurunan ekspresi TNF-o disebabkan
kandungan yogurt diantaranya vitamin E dan C, sesuai dengan Yamauci (2007)
yang menyatakan vitamin C dan E memiliki kemampuan melindungi sel dari
radikal bebas. Vitamin E dapat menurunkan stres oksidatif dengan cara
menembus sel menuju mitokondria dan memberikan atom hidrogennya untuk
berikatan dengan radikal bebas sehingga atomnya lebih stabil dan mengurangi
stres oksidatif. Di dalam yogurt juga terdapat bakteri asam laktat yang dapat
menurunkan kolesterol yang menjadi sumber radikal bebas dengan cara
mengasimilasi kolesterol yang ada di usus dengan membran BAL yang terdiri dari
polysakarida sehingga kolesterol dapat langsung dikeluarkan dari tubuh melalui
feses. BAL juga dapat menurunkan kolesterol dengan cara menghasilkan senyawa
yang berkompetisi dengan HMG KoA untuk berikatan dengan enzim katalis
HMG KoA reduktase, sehingga sintesis kolesterol di hati dapat dihambat. Yogurt
didalamnya juga terkandung biopeptida yang dapat menurunkan stres oksidatif
tubuh diantaranya adalah laktoferin. Peptida ini memiliki kemampuan mengikat
zat besi (Fe*?) sehingga dapat menurunkan tingkat inflamasi dan stres oksidatif
lebih lanjut, karena zat besi pada keadaan stress oksidatif akan berikatan dengan

H,O, membentuk OH™ yang akan meningkatkan tingkat stres oksidatif, sesuai
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dengan Legrand, et al., (2005) yang menyatakan lactoferin dapat mencegah dan
mengurangi pembentukan inflamasi dan kerusakan jaringan yang disebabkan agen
sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-1p, dan IL-6.

Terapi yogurt dengan dosis 300mg/kgBB, 600mg/kgBB dan 900mg/kgBB
memiliki perberbedaan yang nyata (p<0,05) dengan kelompok tikus kontrol sehat,
ini menunjukan terapi yogurt dosis 300mg/kgBB, 600mg/kgBB, dan 900mg/kgBB
belum mampu menekan ekspresi TNF-o ke dalam kondisi normal, hal ini
didukung dengan dosis 900mg/kgBB menunjukan penurunan ekspresi TNF-a
tertinggi sebesar 52% pada miosit jantung. Sel jantung tidak memiliki
kemampuan perbaikan dan berubah menjadi jaringan parut. Yogurt susu kambing
belum mampu menurunkan kadar TNF-a normal kemungkinan disebabkan
kandungan antioksidan didalam yogurt jumlahnya belum cukup untuk mengurangi
terjadinya stres oksidatif yang pada akhirnya tetap mengaktifasi NF-kB di
sitoplasma dan tidak didukung kemampuan regenerasi sel otot jantung untuk
melakukan regenerasi. Dosis terapi yogurt susu kambing 300mg, 600mg, dan
900mg berpengaruh signifikan terhadap penurunan ekspresi TNF-a kelompok
hiperkolesterolemia, namun belum mampu menurunkan ekspresi TNF-a

mendekati normal.
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BAB 6. PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan data hasil penelitian maka didapat kesimpulan bahwa:

1. Dosis terapi yogurt susu kambing terbaik yang dapat menurunkan kadar
MDA jantung tikus model hiperkolesterolemia pada kondisi normal adalah
dosis 900mg/kgBB, sehingga dosis 900mg/kgBB dapat digunakan sebagai
terapi hiperkolesterolemia.

2. Dosis terapi yogurt susu kambing terbaik dalam menurunkan ekspresi
TNF-a adalah dosis 900mg/kgBB, namun dosis tersebut belum mampu

menurunkan ekspresi TNF-a kembali ke kondisi normal.

6.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian mengenai kandungan peptida aktif pada yogurt
susu kambing secara lebih spesifik yang dapat menurunkan kadar kolesterol

dalam darah.
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Lampiran 2.Kerangka Operasional Rancangan Penelitian
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TIKUS
|
| |
Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kelompok D Kelompok E
Tikus Normal Tikus Diet Tikus Diet Tikus Diet Tikus Diet
(Kontrol Hiperkolesterol Hiperkolesterol Hiperkolesterol Hiperkolesterol
negatif) (Kontrol positif) dan Terapi 1 dan Terapi 2 dan Terapi 3
v
Diet hiperkolesterol 14 |
Diet > Hari )
hiperkolesterol 14
Hari v

Terapi Yogurt
dosis
300mg/Kg BB

Terapi Yogurt

600mg/Kg BB

dosis

Terapi Yogurt

dosis

900mg/Kg BB

w
v

A\ 4

Terapi selama 4
minggu + pakan
standar

Dislokasi leher =>Pembedahan Tikus

v

Organ->jantung

Ekspresi TNF-a dan Kadar

MDA
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Lampiran 3. Yogurt Susu Kambing
2.1 Pembuatan Yogurt Susu Kambing
Pembuatan Mother Culture

Susu kambing 50 ml

» Dimasukan kedalam tabung Erlenmeyer lalu ditutup alumunium foil dan

dimasukan ke panci yang berisi air

A7

Dipanaskan pada suhu 72°C selama * 5 menit

A7

Diangkat dan tabung Erlenmeyer dimasukan kedalam panic yang berisi air
dingin + 3 menit hingga suhu menjadi 45 °C

Diinokulasikan starter yogurtmet 0,25 gram untuk 50 ml susu kambing
Starter dicampurkan kedalam susu kambing

Botol penyimpan digoyang ringan jangan sampai berbuih

Diinkubasi pada suhu 45°C selama + 4 jam

Didiamkan 4-5 menit dalam suhu ruang (27°C)

YV V V V V V

Diukur pH dengan pH meter dan pH indikator

Mother culture
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Pembuatan Yogurt Susu Kambing

Susu kambing

>

YV V V V

Susu kambing dituang kedalam 3 botol penyimpan masing-masing 500
ml

Botol ditutup alumunium foil dan dimasukan ke dalam panci yang berisi
air

Dipanaskan sampai suhu 72°C selama + 5 menit

Botol penyimpan dimasukan kedalam panci yang berisi air dingin sampai
susu kambing mencapai suhu 45°C (+3 menit)

Dilakukan inokulasi starter dari mother culture yang sudah dibuat
sebelumnya sebanyak 15 ml starter untuk 500 ml susu kambing

Botol penyimpan digoyang ringan jangan sampai berbuih

Diinkubasi pada suhu 45°C selama 4 jam

Diletakan pada suhu ruang 27°C selama 4-5 menit

Dilakukan pengujian pH dengan pH meter dan pH indikator

Yogurt susu kambing
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Pembuatan Freeze Dry

Yogurt Susu Kambing

» Dimasukan ke dalam labu penyimpan, per labu penyimpan diisi 250 ml

» Labu penyimpan dipasangkan pada mesin Freeze dry dan ditempelkan
dipermukaan etanol

> Labu penyimpan didinginkan pada suhu -33°C sampai yogurt didalamnya
beku

» Labu penyimpan dipasangkan ke selang penyublim vakum dan dilakukan
proses penyubliman sampai menimbulkan uap

» Uap akan ditangkap mesin spiral pada mesin freeze dry sehingga air

terhisap semua sampai yogurt menjadi serbuk selama 14 jam

Yogurt Freeze Dried
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Lampiran 3. Yogurt Susu Kambing Etawa
3.1 Perhitungan Dosis Yogurt Susu Kambing
Kelompok C ( Dosis terapi = 300 mg/kg BB )

Dengan pemisilaan rata-rata BB tikus 150 g dengan pemberian Yogurt dosis
200mg/kg BB

Jumlah yogurt = Dosis pemberian x Berat badan
= 300 mg/kg x 150 g
= 45 mg/ekor

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis 300 mg/kg adalah 45

mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor.

Diagam :

Yogurt Freeze Dry

» Ditimbang sebanyak dosis yang diukur
» Dimasukkan ke dalam spuit

» Ditambahkan aquades hingga 1,5ml

Siap disondekan

Dosis tambahan untuk mengantisipasi volume yogurt yang berkurang karena

tersisa didalam tabung Polypropilen sehingga ditambahkan aquades 1 ml.

V1.M2=V2.M1
6. M2 =7 .180
M2 =210 mg

Kelompok D ( Dosis terapi = 600 mg/kg BB )
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Dengan pemisilaan rata-rata BB tikus 150 g dengan pemberian Yogurt dosis
200mg/kg BB

jumlah yogurt = Dosis pemberian x Berat badan
=600 mg/kg x 150 g
= 90 mg/ekor

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis 600 mg/kg adalah 90

mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor.

Diagam :

Yogurt Freeze Dry

» Ditimbang sebanyak dosis yang diukur
» Dimasukkan ke dalam spuit

» Ditambahkan aquades hingga 1,5ml

Siap disondekan

Dosis tambahan untuk mengantisipasi volume yogurt yang berkurang karena
tersisa didalam tabung Polypropilen sehingga ditambahkan aquades 1 ml, maka
digunakan permisalan V/M=V,/M, untuk menghitung jumlah yogurt freeze dried
yang dibutuhkan dengan memisalkan V;= volume aquades tanpa penambahan
Vo= volume aquades setelah penambahan, M;= Jumlah yogurt freeze dried

sebelum penambahan dan M,= Jumlah yogurt freeze dried setelah penambahan.

Vl.M2:V2.M1
6. M, =7 .360
M, =420 mg

Kelompok E ( Dosis terapi = 900 mg/kg BB )
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Dengan pemisilaan rata-rata BB tikus 150 g dengan pemberian Yogurt dosis
200mg/kg BB

Jumlah yogurt = Dosis pemberian x Berat badan
=900 mg/kg x 150 g
= 135 mg/ekor

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis 900 mg/kg adalah 135
mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor.

Diagam :

Yogurt Freeze Dry

» Ditimbang sebanyak dosis yang diukur
» Dimasukkan ke dalam spuit

» Ditambahkan aquades hingga 1,5ml

Siap disondekan

Dosis tambahan untuk mengantisipasi volume yogurt yang berkurang karena

tersisa didalam tabung Polypropilen sehingga ditambahkan aquades 1 ml.

V1.M2=V2.M1
6. M2 =7 .540
M2 =630 mg

Lampiran 4. Diet Hiperkolesterol

4.1 Pembuatan pakan diet hiperkolesterol
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Komposisi pakan : asam kholat 0,1 %, minyak babi 10 %, kuning telur puyuh
rebus 5%

Untuk pembuatan pakan per tikus (20 g/hari) - susunan komposisi pakan:

e Asam kholat =0,1 % x 209 =0,02 g

Minyak babi =10% x20g=2g

Kuning telur puyuh rebus =5% x20g=1g

Dilakukan penyondean setiap hari sebesar 3,02 g yang ditambahkan air

sampai volume 2 ml.

Pembuatan pakan diet hiperkolesterol dilakukan setiap hari agar pakan tidak
tengik dan berjamur.

Diagam:

Persiapan Bahan

»—r~samrwroracditimbang 0,02 g, lemak kasar 0,2 g dan minyak babi 2
g, kuning telur puyuh 1 g.

» Dicampur keempat bahan tersebut.
» Aquades ditambahkan sampai volume 2 ml.

» Dosis yang diberikan sebesar 3,02 g/2ml (per tikus)

Pakan Diet
Hiperkolesterol

4.2 Pemberian diet hiperkolesterol

Kelompok C dan D : Diberikan pakan diet hiperkolesterol selama 14 hari

Tikus




—| Diet hiperkolesterol

A 4

A 4

\ 4
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Kelompok B
Pemberian Pakan
selama 14 hari

Kelompok C
Pemberian Pakan
selama 14 hari

Kelompok D
Pemberian Pakan
selama 14 hari

N

Y

Lampiran 5. Koleksi Serum dan Pengambilan Organ Jantung

~

Pemberian setiap hari sekitar 3,02
g/2ml diet hiperkolesterol yang
diberikan dengan metode Force

Feeding dengan sonde

5.1 Koleksi Organ Jantung

Tikus
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Tikus direstrain

Dilakukan dislokasi leher

Dibedah bagian abdomen dan thoraks
Diambil organ jantung,

Organ jantung dicuci dengan NaCl fisiologis 0,9%

YV Vv YV VYV V VY

Dibagi menjadi 2 bagian , satu bagian dimasukan kedalam PFA
4% dan satu bagian dimasukan dalam PBS

Y

Dimasukan kedalam refrigerator untuk organ pada PBS

» Ditempatkan pada suhu ruang untuk organ pada PFA 4%

Organ Jantung

Lampiran 6. Persiapan Larutan Sebelum Bedah
6.1 Pembuatan PBS

Bahan

o KCI e 0,2 gram
e KH,PO; —>» 0,2 gam
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e NaCl — 8 gram
e NaHPO, — 2,16 gram
Prosedur
Bahan
» Dilarutkan dengan aquades steril 500 ml di dalam gelas beker 1000 ml

kemudian kemudian dihomogenkan dengan stirel

» dikondisikan pada pH 7,4 dengan penambahan NaOH atau HCI

> dimasukan kedalam labu ukur 1000 ml

PBS

6.2 Pembuatan PFA 4%

Bahan
e Formalin 4%
e NaCl fisiologis
Rumus
1. Formalin 37% 110 g
2. Aquades steril : 1000 mL

Perhitungan :



M xVi =My XV,

37% x X

Prosedur

= 4% x 1000 mL

Formalin 37%

>

A

dimasukan 110mL kedalam labu ukur 1000 mL

» ditambahkan NaCl fisiologis sampai 1000 mL

PFA 4%

Lampiran 7. Metode Imunohistokimia (TNF- o)(Calnek, 1997)

Preparat Jantung

v
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Preparat direndam kedalam xylol I, xylol 11, alkohol bertingkat
(100%, 90%, 80%, 70%), aquades selama 1x5 menit

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 1 x 5 menit

3% Hidrogen peroksida (dalam Dianize water) 20 menit

l
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e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit

BSA 5% dalam PBS, 30 menit suhu ruang

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit

(1:100) Antibodi primer ( Anti Goat TNF-o), semalam suhu 4° C
(diencerkan dalam 1 % BSA dalam PBS)

e Dicuci PBS pH 7,4 selama3 % 5 menit

v
(2497,5 : 2,5) Antibodi sekunder (anti rabbit) 1 jam suhu ruang

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3% 5 menit

SA-HRP(Strepta Avidin-Horseradish Peroxsidase 30-60 menit suhu ruang

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit

Chromogen DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride)10-20 menit
suhu ruang

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit

Counter stam (Hematoxylen Eosin) 5 menit suhu ruang

l e Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit

Mounting dengan entellan

l

Pengamatan dibawah mikroskop

Lampiran 8. Pembuatan Kurva Standar MDA (Aulanni’am et al,.(2012)

100 pl stok kit standart MDA
Konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, dan 8 mg/ml

- Dimasukkan dalam tabung reaksi yang berbeda

- Ditambahkan aquades 550 pl

- Ditambahkan 100 ul TCA 100%

- Dihomogenkan

- Ditambahkan 250 ul Na-Thio 1%

- Dihomogenkan dengan vortex

- Direndam dalam water bath pada suhu 100°C selama 20 menit
- Disentrifugasi 500 rpm selama 10 menit
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Supernatan

- Diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada Amaks (Amaks = 532
nm)

A 4

Absorbansi larutan standart dan kurva baku MDA

Lampiran 9 Pengukuran Kadar MDA Organ Jantung Dengan Menggunakan Uji
TBA (Wuryastuti, 2000).

0,5 gram Jantung

- Dimasukkan dalam tabung reaksi yang berbeda
- Ditambahkan aquades 550 pl

- Ditambahkan 100 ul TCA 100%

- Dihomogenkan

- Homogenat dipindahkan ke dalam tabung reaksi
- Disentrifugasi 8000 rpm selama 20 menit
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Supernatan

- Dimasukan kedalam tabung berisi EDTA
- Dimasukan 750 ul asam folat

- Ditambahkan 50 pl TEP standar

- Dikocok

- Ditambahkan 250 pl TBA 40 mM

- Ditambahkan 450 ul Aquades

- Dipanaskan 1 jam dengan suhu 100°C

- Didinginkan

- Dimasukan kedalam set pack C 18-column

Supernatan

- Dipindahkan ke tabung reaksi baru

- Diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada Amaks (Amaks
=532 nm)

- Diplotkan pada kurva standart

v

Kadar MDA organ Jantung
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Lampiran 10. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum MDA

Tabel 10.1. Absorbansi larutan standard malondialdehida 4 ppm pada berbagai
panjang gelombang

A (nm) Absorbansi
500 0,286
510 0,3
520 0,371
530 0,453
540 0,385
550 0,26
560 0,203
570 0,181
580 0,172
590 0,165
600 0,159

0.5

0.45
0.4 /&
0.35 \
0.3 —?/
0.25
0.2
0.15

0.1

0.05
o T T T T T T 1

480 500 520 540 560 580 600 620

Absorbansi

Panjang Gelombang (nm)

Gambar L.8.1. Kurva Serapan MDA

Absorbansi larutan standar MDA terbesar didapatkan pada panjang
gelombang 532 nm, pengukuran menggunakan larutan MDA 4 pL/mL dengan
variasi panjang gelombang. Panjang gelombang ini merupakan panjang
gelombang maksimum yang digunakan untuk pengukuran absorbansi larutan

standar MDA dan sampel.



Lampiran 11. Pembuatan Kurva Baku MDA

Tabel L.11.1 Absorbansi Larutan Standard Malodialdehid A maksimal = 532nm
pada berbagai konsentrasi.

Konsentrasi Larutan Standar

(hg/mL)
0 0,000

0.160
0.184
0.350
0.401
0.490
0.600
0.695
0.811

Absorbansi

O N[OOI |IWIN |-

y =0.097x + 0.022
R2=0.9

Absorbansi
o
N

0 2 4 6 8 10
Konsentrasi (ug/mL)

Gambar L.2. Kurva Baku MDA pada A maksimal 532nm.



Lampiran 12.Absorbansi dan Konsentrasi MDA pada Jantung
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Konsentrasi MDA dapat dihitung dengan menggunakan kurva baku MDA

yang sudah ada dan memasukkan data absorbansi yang didapat.

Contoh perhitungan konsentrasi MDA sebagai berikut:

y =0,097x + 0,022
0,03257 =0,097x + 0,022
X = (0,03257-0,022)/ 0,097

= 0,109 (png/mL)
Tabel L.12.1 Absorbansi dan Konsentrasi MDA pada Jantung

Tikus Absorbansi Kadar Malondialdehid

rata-rata (ug/mL)
0.03257 0.109
Kontrol 0.04024 0.188
Negatif 0.0382 0.167
0.03286 0.112
rata 0.144
0.08379 0.637
Kontrol 0.07845 0.582
Positif 0.07428 0.539
0.0769 0.566
rata 0.581
0.0630 0.421
. 0.0570 0.357
VLTI 0.0560 0.352
0.0550 0.341
Rata 0.368
0.0470 0.257
. 0.0420 0.202
UGIETE0E 0.0440 0.229
0.0450 0.232
Rata 0.230
0.0390 0.176
, 0.0364 0.148
JLctarr o0 0.0332 0.115
0.0386 0.171
Rata 0.153
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Perhitungan presentase peningkatan dan penurunan kadar MDA
e Peningkatan kadar MDA kelompok tikus hiperkolesterolemia terhadap

tikus kontrol negatif
kontrol positif — kontrol negatif (sehat) X 100%

Rumus

Kontrol negatif(sehat)

0,581-0,144 x 100% =303,47%
0,144
e Penurunan kadar MDA kelompok tikus terapi 300mg/kgBB,
600mg/kgBB, dan 900mg/kgBB terhadap tikus kontrol positif
(hiperkolesterolemia).

- kontrol positif— Terapi X 100%
Kontrol positif
Dosis 300mg/kgBB
0,581-0,368 x 100% = 36,66%
0,581
Dosis 600mg/kgBB
0,581-0,230 x 100% =60,4%
0,581
Dosis 900mg/kgBB

0,581-0,152 x 100% =73,8%
0,581



Lampiran 13. Uji Statistika

13.1 Kadar MDA
13.1.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

MDA
N 20]
Normal Parameters® Mean 2951
Std. Deviation .17095]
Most Extreme Absolute 194
Differences Positive 194
Negative -.138
Kolmogorov-Smirnov Z .867
Asymp. Sig. (2-tailed) 440

a. Test distribution is Normal.

65

Hasil pengujian normalitas menggunakan One-Sample kolmogorov-

Smirnov Test menunjukan nilai signifikansi sebesar 0,439 atau p>0,05 yang

artinya data terdistribusi normal

13.1.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

MDA

Levene
Statistic

dfl

df2 Sig.

124

4 15
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Hasil pengujian Homogenitas tabel diatas menunjukan nilai 0,724 dengan

nilai signifikan sebesar 0,589 dimana nilai tersebut lebih dari a=0,05, sehingga

diperoleh kesimpulan data mempunyai ragam yang homogen.

13.1.3 Uji ANOVA

ANOVA

MDA

Sum of

Squares Df  [Mean Square F Sig.
Between 538 4 134| 114604  .000|
Groups
Within Groups .018 15 .001
Total 555 19

Tabel ANOVA diatas menunjukan F hitung sebesar 114.604 dan nilai

signifikansi sebesar (p)=0.000, maka Ho ditolak, dan H1 diterima, atau dengan

kata lain terdapat perbedaan signifikan akibat perlakuan terhadap kadar MDA

dengan tingkat kepercayaan 0,05.

13.1.4 Uji Tukey

MDA
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N 1 2 3 4
e

Terapi 300 4 3677

Terapi 600 4 .2300

Terapi 900 4(.1525

Kontrol Positif 4 5810

Sig. .996 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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MDA

Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3 4

Tukey Kontrol
HSD? Negatif

Terapi 300
Terapi 600
Terapi 900
Kontrol Positif .5810
Sig. .996 1.000 1.000 1.000

4{.1440

3677

2300
1525

E N N L

Hasil Uji lanjutan Tukey menunjukan terdapat perbedaan yang nyata dari
setiap perlakuan (terapi 300, terapi 600, terapi 900). Sedangkan kontrol negatif
dan terapi 900 tidak memperlihatkan perbedaan yang nyata.



13.2 Ekpresi TNF-a

13.2.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

TNF

N 20
Normal Parameters®  Mean 1.79700

Std. Deviation 907127
Most Extreme Absolute 137
Differences

Positive 137

Negative -.123
Kolmogorov-Smirnov Z 611
Asymp. Sig. (2-tailed) .850

a. Test distribution is Normal.
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Hasil pengujian normalitas menggunakan One-Sample Kolmogorov-

Smirnov Test menunjukan nilai signifikansi sebesar 0,850 (p>0,05) atau Ho

diterima yang artinya data memiliki sebaran yang normal.

13.2.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

TNF

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

1.304

15

313
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Hasil Uji homogenitas diatas menunjukan bahwa nilai 1,304
dengan nilai signifikansi sebesar 0,313 (0=0,05), sehingga Ho diterima dan dapat
diperoleh kesimpulan bahwa data tersebut mempunyai homogenitas yang sama.

13.2.3 Uji ANOVA

ANOVA
TNF
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 15.506 4 3.876| 450.839 .000
Within Groups 129 15 .009
Total 15.635 19

Tabel ANOVA diatas menunjukan F hitung sebesar 450,839 dan nilai
signifikansi sebesar (p)=0.000, maka Ho ditolak, dan H1 diterima, atau dengan
kata lain terdapat perbedaan signifikan akibat perlakuan dengan tingkat
kepercayaan 0,05.
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13.2.4 Uji Tukey

TNF
Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3 4 5
Egg;{ff' 4| 35500
Terapi 300 4 2.27000
Terapi 600 4 1.93500
Terapi 900 4 1.43500
kontrol positif 4 2.99000|
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Tabel tes Tukey diatas menunjukan adanya perbedaan nilai rata-rata
kelompok perlakuan. Hal tersebut ditunjukan oleh rata-rata yang terdapat pada

kolom yang berbeda.
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Perhitungan presentase peningkatan dan penurunan Ekspresi TNF-a
e Peningkatan Ekspresi TNF-a kelompok tikus hiperkolesterolemia terhadap

tikus kontrol negatif
kontrol positif — kontrol negatif (sehat) X 100%

Rumus

Kontrol negatif(sehat)

2,99-0,355 x 100% =752,8%
0,355
e Penurunan Ekspresi TNF-a kelompok tikus terapi 300mg/kgBB,
600mg/kgBB, dan 900mg/kgBB terhadap tikus kontrol positif
(hiperkolesterolemia).

- kontrol positif— Terapi X 100%
Kontrol positif
Dosis 300mg/kgBB
2,99 -2,27 x 100% = 24,08%
2,99
Dosis 600mg/kgBB
2,99-1,930 x 100% = 35,45%
2,99
Dosis 900mg/kgBB

2,99-1,44 x 100% =51,83%
2,99



