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Efek Preventif Kasein Yoghurt Susu Kambing Terhadap Kadar
Malondialdehida (MDA) dan Gambaran Histopatologi Testis Tikus Putih
(Rattus norvegicus) yang Dipapar 2,3,7,8-Tetrachlorinedibenzo-P-Dioksin

(TCDD)

ABSTRAK

Dioksin merupakan senyawa kimia paling toksik yang dihasilkan oleh
kegiatan manusia dan memiliki salah satu efek sebagai reprotoksik. Jenis dioksin
yang memiliki toksik paling tinggi adalah 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin
(TCDD). Kasein yoghurt susu kambing memiliki potensi sebagai antioksidan.
Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan potensi antioksidan yoghurt susu
kambing pada paparan dioksin yang diamati melalui kadar malondyaldehide
(MDA) dan gambaran histopatologi testis. Penelitian ini dilakukan secara
eksperimental menggunakan RAL. Hewan coba dibagi menjadi 6 kelompok yang
terdiri dari kelompok normal, kelompok kontrol kasein (kasein yogurt susu
kambing 600 mg/kg BB), kelompok positif (TCDD 100 ng/kg BB), kelompok
perlakuan 1 (kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg BB dan TCDD 100 ng/kg
BB), kelompok perlakuan 2 (kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB dan
TCDD 100 ng/kg BB) dan kelompok perlakuan 3 (kasein yoghurt susu kambing
900 mg/kg BB dan TCDD 100 ng/kg BB). Kadar MDA diukur dengan metode
Thiobarbituric Acid (TBA) menggunakan spektrofotometri UV-Vis panjang
gelombang 530 nm secara kuantitatif dengan uji statistik one way Analysis of
Variance (ANOVA) dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ). Gambaran
histopatologi testis menggunakan metode pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE)
diamati secara deskriptif sel sperma dalam tubulus seminiferus. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kasein yoghurt susu kambing dapat mencegah kenaikan
kadar MDA dan pengurangan kepadatan sel spermatozoa akibat paparan TCDD
secara signifikan (p<0,05). Dosis 900 mg/kg BB adalah dosis terbaik dalam
mencegah kenaikan kadar MDA dan pengurangan kepadatan sel spermatozoa.
Kesimpulan penelitian ini adalah pemberian kasein yoghurt susu kambing dapat
mencegah kenaikan kadar MDA dan pengurangan kepadatan spermatozoa akibat
paparan TCDD.

Kata kunci : Dioksin, kasein yoghurt susu kambing, MDA, sel spermatozoa.



Preventive Effect Of Casein Goat Milk Yoghurt on Malondyaldehide (MDA)
Levels And Histopatology Picture Of Testes In (Rattus norvegicus)
Exposed To 2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD)

ABSTRACT

Dioxin is the most toxic chemistry compound produced by human activity
and has one of the effects as the reprotoxic. The type of dioxin that has the highest
toxicity is 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD). Goat milk yoghurt casein
has a potential as antioxidant. The purpose of this study was to prove the
antioxidant potential of goat milk yoghurt on dioxin exposure observed by
malondyaldehide (MDA) levels and histopathological image of testicle. This
study was occurred experimentally using RAL. Model animals were divided into
6 groups consisted of normal group, casein control group (goat milk yoghurt
casein 600 mg/kg BW), positive group (TCDD 100 ng/kg BW), treatment group 1
(goat milk yoghurt casein 300 mg/kg BW and TCDD 100 ng/kg BW), treatment
group 2 (goat milk yoghurt casein 600 mg/kg BW and TCDD 100 ng/kg BW) and
treatment group 3 (goat milk yoghurt casein 900 mg/kg BW and TCDD 100 ng/kg
BW). MDA level was measured by Thiobarbituric Acid (TBA) method using
spectrophotometry UV-Vis with wavelength of 530 nm quantitatively with one
way Analysis of Variance (ANOVA) statistic test method, continued by Honest
Significant Difference test. The histopathological image of testicle was stained by
Hematoxylin-eosin staining method, and sperm cells in seminiferous tubules were
observed descriptively. The result of this study showed that goat milk yoghurt
casein could prevent the increase level of MDA and decrease the density of
spermatozoa cells as the effect of TCDD exposure significantly (p<0,05). The
dose of 900 mg/kg BW was the most best dose to prevent MDA level to increase
and the density of spermatozoa cells to decrease. The conclusion of this study was
the administration of goat milk yoghurt casein could prevent the increase level of
MDA and decrease the density of spermatozoa cells as the effect of TCDD
exposure.

Key word : dioxin, goat milk yoghurt casein, MDA, spermatozoa cell.
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BAB 1. PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD) merupkan salah satu jenis
senyawa organoklorin yang dapat menimbulkan efek racun dan bersifat
karsinogenik. TCDD berasal dari senyawa kimia yang resisten terhadap degradasi
secara fisik dan metabolik. Sumber TCDD berasal dari industri maupun
insenerator, melalui pembakaran yang mengandung klor, contoh limbah organik
produk kertas dan plastik. Selain itu Kklorin dapat ditemukan sebagai sisa
pembakaran sampah seperti plastik maupun kayu, sisa pembakaran tersebut
berupa debu dan butiran-butiran halus menyebar secara efisien melalui udara.
Dioxin yang ada diudara tersebut kembali ke tanah mencakup area yang jauh lebih
luas dari lokasi pembakaran dimana banyak binatang seperti sapi yang memakan
rumput yang telah terkontam inasi dari dioxin (Wakiefield, 2008 dan Warlina et
al., 2008).

Sumber-sumber kontaminasi dioksin pada produk ternak umumnya berasal
dari pakan ternak, rumput, tanah dan air (Kijlstra, 2004). Pakan dianggap sebagai
sumber utama kontaminasi dioksin pada pangan asal hewan dan produk hewan,
meskipun hewan tersebut juga dapat terpapar secara langsung melalui tanah,
udara dan air yang tercemar. Susu sebagai sumber nutrisi kaya gizi dapat
membawa senyawa beracun menjadi faktor risiko tertinggi dalam kesehatan
masyarakat (Licata et al., 2004). Dioksin dapat masuk ke dalam susu sapi perah
melalui pakan ternak yang tercemar (Durand et al., 2000). Kandungan dioksin di

dalam susu bergantung pada konsentrasinya di dalam hijauan pakan ternak atau



konsentrat yang dikonsumsi oleh sapi laktasi (van Larebeke et al., 2001; Schmid
et al., 2003).

TCDD juga merupakan bahan toksik terhadap sistem reproduksi dan dapat
mengurangi fertilitas, menekan pertumbuhan dan maturasi spermatozoa, serta
menurunkan kadar testosteron, GnRH, FSH, dan LH. Efek toksik TCDD dalam
sistem reproduksi laki-laki menyebabkan ukuran testis, kelenjar prostat, vesikula
seminalis, dan jumlah sperma berkurang, serta peningkatan jumlah sperma
abnormal (Latchoumycandane et al., 2003). Menurut Kim et al. (1999), TCDD
menyebabkan atrofi dan kerusakan testis. Beberapa studi menyatakan bahwa sel-
sel Sertoli mungkin target TCDD di testis marmut, yang menyebabkan perubahan
dalam sel germinal.

TCDD masuk kedalam tubuh melalui ingesti, inhalasi, maupun kontak kulit.
Pada saat terjadinya paparan TCDD di dalam tubuh akan terbentuk kompleks
senyawa TCDD-AhR-Arnt yang akan berinteraksi dengan DRE (Dioxin
Responsive Enhancer Elements). Ikatan tersebut akan meningkatkan ekspresi
sitokrom P450 yang mengakibatkan stres oksidatif dan peningkatan aktivitas
sitokrom P450 akan menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS) (Doi et al.,
2003). lkatan CYP450 dengan AR (Androgen Receptor), yang berakibat pada
penurunan peran AR pada sel Leydig dan peningkatan ROS dalam sel sehingga
terjadilah kematian pada sel Leydig (Wati, 2013).

Stres oksidatif yang diakibatkan TCDD dapat ditentukan dengan mengukur
salah satu parameter berupa malondyaldehide (MDA) sel (Brunner et al., 2004).

Malondyaldehide (MDA) merupakan senyawa toksik yang dapat merusak sel-sel



pada tubuh. Malondyaldehide (MDA) dihasilkan karena adanya peningkatan ROS
yang menyebabkan peroksidasi lipid, akibat dari reaksi tersebut adalah
terputusnya rantai asam lemak dan menghasilkan senyawa toksik bagi sel
(Brunner et al., 2004).

Kasein adalah 80% dari protein total yang terkandung dalam susu, merupakan
sumber bioaktif peptida dan memiliki pengaruh kesehatan yaitu sebagai
antioksidan jika dikelola dengan tepat, salah satunya dengan fermentasi (Aliaga et
al., 2003). Bakteri Asam Laktat (BAL) memiliki enzim proteolitik yang mampu
menghidrolisa bioaktif peptida yang terikat dalam protein prekusor, sehingga
lepas dan menghasilkan produk olahan susu dengan kandungan bioaktif peptida
yang cukup tinggi (Awemu et al., 2009; Exposito et al., 2007). Biopeptida hasil
fermentasi yoghurt mampu menginduksi sistem imun seluler dan berperan sebagai
antioksidan (Levings et al., 2002). Derivat bioaktif antioksidan peptida memiliki
kemampuan mencegah pembentukan radikal dan memiliki efek scavenging
radicals (Mohanty et al., 2015).

Penggunaan kasein yoghurt susu kambing diharapkan mampu menjadi
alternatif untuk mencegah peningkatan stres oksidatif dan kerusakan sel testis
akibat induksi TCDD. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui apakah kasein yoghurt susu kambing dapat memiliki
efek antioksidan terhadap induksi TCDD yang ditinjau dari kadar MDA testis dan

gambaran histologi berupa kepadatan sperma dalam tubulus seminiferus.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah disampaikan, maka dapat
dirumuskan beberapa permasalahan sebagai berikut:

1) Bagaimanakah pengaruh preventif kasein yoghurt susu kambing dalam
mencegah kenaikan kadar MDA testis tikus putih (Rattus norvegicus)
yang dipapar TCDD?

2) Bagaimanakah pengaruh preventif kasein yoghurt susu kambing dalam
mencegah peningkatan kerusakan histologi testis tikus putih (Rattus

norvegicus) yang dipapar TCDD?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini dibatasi pada:

1) Hewan model yang digunakan adalah tikus putih (Ratus norvegicus)
strain Wistar, jantan, berumur 8-12 minggu, dengan berat 150-250 gram
sebanyak 24 ekor yang didapat dari Penyedia Hewan Laboratorium
D’wistar, Jalan Deme Nomor 66 Gatot Subroto Bandung dan telah
mendapat keterangan kelaikan etik dengan nomor: 710-KEP-UB dari
Komisi Etik Penelitian (Animal Care and Use Commite) Universitas
Brawijaya, Malang (Lampiran 1).

2) Induksi TCDD Sebagai induktor toksik organ reproduksi digunakan
2,3,7,8-TCDD Sigma 48599 per-oral dengan sonde lambung selama 21
hari. Penelitian ini menggunakan dosis tunggal TCDD, yaitu 100

ng/kgBB/hari. Dosis TCDD ditentukan berdasarkan penelitian yang telah



dilakukan oleh Fujimaki et al., (2002) dan Yin et al., (2012). 2,3,7,8-
tetrachlorinedibenzo-p-dioksin  (TCDD) dilarutkan dengan minyak
jagung setiap 100 ng/ml TCDD dalam 100 ml minyak jagung.

3) Kasein yoghurt susu kambing dibuat dari susu kambing Peranakan Etawa
(PE) segar dari Surabaya Valenta Goat Milk dan starter yogurt
(Yogourmet Yoghurt Starter, LYO-SAN. INC 500 Aeéroparc, C. P. 598,
Lachute, QC. Canada, J8H 4G4) yang mengandung bakteri Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus acidophilus.

4) Kadar MDA testis yang diukur dengan menggunakan metode TBA
dengan pengukuran kadar menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang 530 nm (Aulanni’am et al., 2013), dan gambaran
histopatologi testis menggunakan metode pewarnaan HE dan diamati sel
spermatozoa dalam tubulus seminiferus dengan mikroskop cahaya

perbesaran 100x dan 400x.

1.4 Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang, adapun tujuan penelitian ini adalah:

1) Untuk mengetahui pengaruh pemberian kasein yoghurt susu kambing
dalam mencegah kenaikan kadar MDA testis tikus putih (Rattus
norvegicus) yang dipapar TCDD.

2) Untuk mengetahui pengaruh pemberian kasein yoghurt susu kambing

dalam mencegah peningkatan kerusakan histologi testis tikus putih



(Rattus norvegicus) berupa kepadatan sperma dalam tubulus seminiferus

yang dipapar TCDD.

1.5 Manfaat
Adapun manfaat yang diharapkan oleh penulis dari penelitian ini adalah
sebagai berikut :

1. Penelitian ini dapat digunakan sebagai kajian ilmiah pemanfaatan kasein
yoghurt susu kambing sebagai antioksidan untuk mengurangi kadar radikal
bebas dalam tubuh tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipapar dioksin.

2. Penelitian ini dapat digunakan sebagai literatur pemanfaatan kasein

yoghurt susu kambing sebagai antioksidan dalam dunia kedokteran hewan.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
2.1 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)

TCDD merupakan salah satu jenis senyawa organoklorin yang tiap molekul
memiliki empat atom klor, dua oksigen dan dua cincin benzena. Klor adalah unsur
halogen yang sangat reaktif, sehingga mudah bereaksi dengan senyawa organik
atau senyawa lain. Sebagian besar senyawa organoklorin, seperti dioksin
menimbulkan efek racun. Senyawa kimia mematikan ini ditemukan dalam
konsentrasi tinggi pesisir yang memiliki pabrik kertas (Europan Commission,
2000; Rini, 2002). Menurut Isa (2011), dioksin adalah nama umum untuk grup
Polychlorinated Dibenzodioksins (PCDD). Dioksin adalah kelompok senyawa
yang bersifat racun (toksik) dan diketahui secara nyata merupakan faktor pemicu
kanker.

Dioksin merupakan padatan kristal tidak berwarna pada suhu ruang dan
memiliki kestabilan termal yang tinggi. Zat ini larut dalam pelarut polar maupun
pelarut non polar, tetapi tingkat kelarutan pada pelarut non polar lebih besar
dibandingkan pelarut polar. Selain itu dioksin juga cenderung akan terakumulasi

dalam jaringan lemak atau mempunyai sifat lipofilik (Connel dan Miller, 1995).

o
Cl Cl

Cl Cl
o

2.3.7.8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

Gambar 2.1 Struktur Molekul 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)
(Fiedler, 2001).



Menurut Rier (2002) yang dimaksud dengan dioksin adalah 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p dioxin (TCDD), merupakan senyawa paling toksik yang
pernah dihasilkan oleh kegiatan manusia (Birnbaum, 1995). Kebakaran lahan
pertanian maupun hutan yang tidak terkendali dapat menaikkan tingkat
pencemaran dioksin pada lingkungan. Begitupula dengan proses pengapian pada
kendaraan bermotor dapat pula menghasilkan dioksin dan dioxinslike (Fielder,
2007). Cakupan ketoksikan sangat luas, meliputi reprotoksik, neurotoksik,
hepatotoksik, dan imunotoksik. Dioksin juga bersifat karsinogenik dan teratogenik
(Birnbaum, 1995). Jenis dioksin yang paling tinggi aktivitas ketoksikannya adalah
TCDD. Oleh karena itu, TCDD digunakan sebagai senyawa prototipe dioksin dan
paling banyak diteliti dibandingkan dengan jenis senyawa-senyawa dioksin lain
(Kimbrough, 1998; Safe, 1998).

Sehubungan dengan sifat lipofilik dan persistensinya, dioksin dan dioxins-
like dapat terakumulasi di dalam jaringan lemak hewan dan manusia. Pangan
hewani seperti susu, daging dan telur merupakan sumber utama pemaparan
dioksin pada manusia. Sementara itu, pakan ternak seperti rumput dan konsentrat
merupakan sumber utama pencemaran dioksin pada hewan dan produknya
(Adekunte et al., 2010; De Vries et al., 2006; Kijlstra, 2004). Keracunan dioksin
dapat menimbulkan gangguan kesehatan seperti gangguan reproduksi,
pertumbuhan, neurologis, tingkah laku, kerusakan kulit (dermal), dan
imunomodulator (Bencko, 2003). Dioksin juga dilaporkan bersifat karsinogenik

(Tsutsumi et al., 2001; Parzefall, 2002; Wang et al., 2009) yang dapat



menimbulkan pertumbuhan tumor, teratogen, atropi thymus, disfungsi kelenjar
endokrin dan imunotoksisitas (Schwarz & Appel, 2005; EU-SCF, 2001)

TCDD adalah senyawa yang mampu memicu terbentuknya radikal bebas,
karena merupakan suatu molekul yang memiliki elektron tidak berpasangan dalam
orbital terluarnya sehingga sangat reaktif. Radikal ini cenderung mengadakan
reaksi berantai yang apabila terjadi di dalam tubuh akan dapat menimbulkan
kerusakan-kerusakan yang berlanjut dan terus menerus (Wahdaningsih, 2011).
Untuk mendapatkan stabilitas kimia, radikal bebas tidak dapat mempertahankan
bentuk asli dalam waktu lama dan segera berikatan dengan bahan sekitarnya.
Radikal bebas akan menyerang molekul stabil yang terdekat dan mengambil
elektron, zat yang terambil elektronnya akan menjadi radikal bebas juga sehingga
akan memulai suatu reaksi berantai, yang akhirnya terjadi kerusakan sel tersebut

(Droge W, 2002).

2.2 Patomekanisme Keracunan 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)

Menurut Aritinang (1999), mekanisme masuk dioksin kedalam tubuh melalui
beberapa cara, seperti tertelan bersama makanan atau minuman (ingestion) dan
juga melalui penghirupan (inhalation) udara yang tercemar dioksin, atau melalui
kontak kulit (dermal contact). Sebelum berada di tanah, kemungkinan penyebaran
dioksin melalui udara, seperti terhirup manusia atau hewan besar terlebih dahulu.
Dioksin yang masuk ke tanah berpotensi terserap akar tanaman dan melalui rantai

makanan sampai ke makhluk hidup lain.
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Liem et al. (2000), melaporkan bahwa 90% paparan senyawa dioxin-like pada
manusia disebabkan karena intake makanan yang tercemar. Intake makanan
merupakan rute utama kejadian intoksikasi senyawa dioksin pada makhluk hidup
seperti melalui konsumsi daging, telur, susu dan ikan tercemar (De Vries et al.,
2006). Oleh karena itu semakin tinggi konsentrasi kontaminasi dioxin pada mata
rantai pangan semakin besar jumlah yang terakumulasi di dalam tubuh (EC, 2001)
yang pada suatu saat menimbulkan residu pada produk pangan dan gangguan
kesehatan. Intake dioksin melalui makanan sangat bergantung pada tingkat relatif
intake pangan yang terkontaminasi maupun jumlah pangan yang dikonsumsi.
Dioxin dapat tersimpan pada lemak sapi dan lemak susu yang tidak akan
termetabolisir oleh sapi. Dioxin berada pada lemak ikan karena air laut yang
tercemar melalui udara dan juga limbah industri. Begitu seterusnya melalui rantai
makanan, akhirnya dioxin terdeposit dalam tubuh manusia(Birbaum and
Cummings, 2002).

TCDD dapat menimbulkan respon toksik pada tubuh karena memiliki reseptor
spesifik, yaitu Ahr. TCDD mengikat AhR dalam sitoplasma. Kompleks ikatan
AhR dan dioksin mengalami konformasi perubahan dan tertranslokasi ke nukleus.
Selanjutnya, ikatan ini akan melalakukan heterodimer dengan faktor transkripsi
lain, yaitu Arnt. Heterodimer ini akan berinteraksi dengan Dioxin-Responsive
Enhancer Elements (DRE) yang terletak pada permukaan gen target dan
mengaktifkan berbagai faktor transkripsi pada inti sel. Heterodimer AhR-Arnt
menghasilkan stimulasi gen sitokrom P450 dan menyebabkan peningkatan

produksi sitokrom. Sitokrom p450 yang terpapar TCDD diduga mengakibatkan
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stres oksidatif dan peningkatan aktivitas sitokrom P450 akan menghasilkan
Reactive Oxygen Species (ROS) (Dobrzynski et al., 2009; Yoshida and Ogawa,
2000). Stres oksidatif yang ditimbulkan dapat ditentukan dengan mengukur salah
satu parameter berupa malondyaldehide (MDA) sel (Brunner et al., 2004).
Malondyaldehide (MDA) merupakan senyawa toksik yang dapat merusak sel-
sel pada tubuh. Malondyaldehide (MDA) dihasilkan karena adanya peningkatan
ROS yang menyebabkan peroksidasi lipid, akibat dari reaksi tersebut adalah
terputusnya rantai asam lemak dan menghasilkan senyawa toksik bagi sel
(Brunner et al., 2004). Bila kadar MDA tinggi dalam plasma, maka dapat

dipastikan sel mengalami stres oksidatif (Valko, 2006).

2.3 Pengaruh TCDD Terhadap Testis

Testis merupakan bagian penting dalam sistem reproduksi makhluk hidup,
apabila testis mengalami kerusakan akibat suatu senyawa toksik maka akan
mempengaruhi  fertilitas sistem reproduksi testis. Beberapa agen dapat
menginduksi toksisitas pada organ testis dengan menghambat sintesis protein
yang merusak pembelahan sel secara cepat dan pergantian proses spermatogenesis
yang terjadi (Creazy et al., 2012).

Menurut Latchoumycandane et al. (2002), TCDD merupakan bahan toksik
terhadap sistem reproduksi dan dapat mengurangi fertilitas, menekan
pertumbuhan dan maturasi spermatozoa serta menurunkan kadar testosteron,

GnRH, FSH, dan LH. Selain itu, TCDD dapat menghancurkan pertahanan
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antioksidan pada sistem chondrosomes dan cytomicrosomes testis, menyebabkan
stres oksidatif sehingga dapat menurunkan kemampuan reproduksi.

ROS vyang terbentuk akibat terekspresinya CYP450 mengakibatkan
gangguan pada proses steroidogenesis dimana steroidogenesis merupakan salah
satu sumber ROS secara fisiologis dalam sel Leydig. Di dalam sel Leydig terdapat
mediator reseptor yang disebut AR (Androgen Receptor), AR berperan untuk
memediasi pematangan jalur steroidogenesis (Chang et al., 2004). CYP450 akan
berikatan dengan AR yang berakibat pada penurunan peran AR pada sel Leydig
dan peningkatan ROS dalam sel sehingga terjadilah kematian pada sel Leydig
(Wati, 2013). Penurunan jumlah sel Leydig mengakibatkan penurunan produksi
hormon testosteron, sehingga proses spermatogenesis menurun. Menurut
Dobrzynski et al. (2009), Selain berinteraksi dengan AR dioxin juga dapat
mengikat ABP (Androgen Binding Protein) yang bertugas membawa hormon
testosterone ke dalam lumen tubulus seminiferus.

Efek toksik TCDD dalam sistem reproduksi laki-laki menyebabkan ukuran
testis berkurang, kelenjar prostat dan vesikula seminalis berkurang, mengurangi
jumlah sperma, serta peningkatan jumlah sperma abnormal (Latchoumycandane et
al., 2003). Juga telah dilaporkan bahwa TCDD penyebab atrofi dan menyebabkan
kerusakan testis. Beberapa studi menyatakan bahwa sel-sel Sertoli mungkin target
TCDD di testis marmut, yang menyebabkan perubahan dalam sel germinal (Kim

et al., 1999).
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Gambar 2.2 Histologi Testis Dipapar 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin
(TCDD) (EI-Gerbed et al., 2015).

Keterangan: A: histologi testis normal. B: histologi testis dipapar Dioksin (TCDD),
tubulus Seminiferus memiliki lamina basal yang tidak teratur dan terpisah
satu sama lain. Terdapat pelebaran jarak antara sel-sel dan pembesaran
ruang interselular antar sel. Jaringan interstisial menunjukkan edema,
perdarahan dan vakuolasi. Banyak tubulus seminiferus yang edema
dengan lapisan germinal utuh dan mengalami degenerasi bersama dengan
hilangnya spermatogenesis. St: tubulus seminiferus, Sp: spermatid, Ly: sel
ledig, L: Lumen, V: vakuola

Pada testis;, MDA dapat terbentuk apabila radikal bebas hidroksil
seperti Reactive Oxygen Species (ROS) bereaksi dengan komponen asam lemak
dari membran sel testis sehingga terjadi reaksi berantai yang dikenal dengan
peroksidasi lemak. Peroksidasi lemak tersebut akan menyebabkan terputusnya
rantai asam lemak menjadi berbagai senyawa toksik dan menyebabkan kerusakan

pada membran sel testis (Yunus, 2001).

2.4 Kasein Yoghurt Susu Kambing sebagai Antioksidan

Antioksidan  didefinisikan  sebagai senyawa kimia yang dapat
menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga radikal
bebas tersebut dapat diredam (Zubia et al,. 2007). Antioksidan adalah suatu
senyawa yang dapat digunakan untuk mengatasi kerusakan oksidatif akibat

radikal bebas atau senyawa oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species) (Wulansari,
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2011). Secara signifikan antioksidan dapat mencegah atau menghambat oksidasi
substrat, sehingga kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas terhadap sel,
jaringan maupun organ dapat dicegah.

Susu kambing merupakan salah satu sumber protein hewani yang memiliki
nilai gizi tinggi, dan relatif mudah dicerna. Susu kambing memiliki kandungan
protein relatif lebih tinggi yaitu mencapai 3,4% dibandingkan susu sapi yang
hanya 3,2% (Park et al., 2007). Susu kambing memiliki beberapa perbedaan
karakteristik dari susu sapi, yaitu warna lebih putih, globula lemak susu lebih
kecil, sehingga lemak susu kambing lebih mudah dicerna, dapat menghindari
alergi terhadap susu sapi, intoleransi laktosa, dan penderita gangguan pencernaan
(Blakely and Blade, 1991).

Kasein merupakan 80% dari protein total yang terkandung dalam susu. Sama
dengan susu sapi dan susu domba, kasein susu kambing terdiri dari alpha, beta,
gamma, dan kappa kasein (Lestari, 2015). Saat ini, pengetahuan tentang protein
pada susu kambing semakin berkembang, seperti manfaat dari beberapa kasein
dan whey yang telah diketahui. Penelitian Padaga dkk. (2009) tentang pangan
nutrasetika dengan bahan susu menunjukkan bahwa terdapat protein spesifik pada
berat molekul 36-55 kDa yang berbeda dengan susu sapi. Protein spesifik ini
memiliki potensi menurunkan proses peradangan dan terbukti berfungsi sebagai
antioksidan, antiinflamasi, dan imunomodulator (Padaga dkk., 2009).

Hasil penelitian Hidayat et al. (2015) menunjukkan bahwa jenis protein yang
terkandung di dalam kefir susu kambing adalah laktoferin (80kDa),

laktoferoksidase (70kDa), a-kasein (65kDa), dan B-Kasein (45kDa). Laktoferin,
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like-laktoferin dan peptida lainnya yang mempunyai aktivitas antimikroba dan
antioksidan. Senyawa bioaktif tersebut dipengaruhi oleh panas yang dapat
mendenaturasi protein, namun dengan fermentasi lebih lanjut pembentukan
peptida novel akan diproduksi (Abubakar, 2014). Penelitian telah menunjukkan
bahwa kasein, terutama f-casein, as2-casein, dan juga protein whey memiliki sifat
antioksidan yang baik, mungkin berdasarkan kemampuan mereka untuk mengikat
logam transisi dan radikal bebas (Rahmawati and Sunrornsuk, 2016).

Menurut Karitas dan Fatchiyah (2013) protein susu tidak selalu aktif dalam
bentuk asli. Susu akan aktif dan bermanfaat jika ada aktifitas proteolitik yang
mengubah protein menjadi molekul yang lebih kecil dan aktif, yaitu dengan cara
fermentasi menjadi yoghurt. Metabolisme dari BAL mampu menghidrolisis
kasein yang ada pada yogurt menjadi molekul protein yang lebih kecil (peptida)
dan diduga mengaktifkan fungsi dari protein. Pemisahan kasein dapat dilakukan
dengan menurunkan pH susu hingga mencapai 4,6 baik dengan penambahan asam
maupun dengan cara fermentasi menggunakan starter bakteri (Lestari, 2015).
Selain itu, dalam Bakteri Asam Laktat (BAL) terdapat enzim proteolitik memiliki
kemampuan menghidrolisa bioaktif peptida yang terikat dalam protein prekusor,
sehingga lepas dan akhirnya menghasilkan produk olahan susu dengan kandungan
bioaktif peptida yang cukup tinggi. Salah satu fungsi biologis peptida bioaktif
yang sudah diketahui yaitu sebagai antioksidan (Awemu et. al., 2009; Exposito et
al., 2007).

Peptida merupakan kumpulan dari asam amino yang terikat satu sama lain

melalui ikatan peptida. Peptida dengan komposisi dan urutan asam amino tertentu
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yang mempunyai manfaat positif bagi kesehatan tubuh disebut sebagai peptida
bioaktif. Peptida bioaktif umumnya terdiri dari 2-20 asam amino dan mempunyai
sifat fungsional lebih dari satu (Miesel dan FitzGerald, 2003). Sifat fungsional
dari peptida bioaktif ditentukan oleh susunan asam amino dari peptida bioaktif
tersebut, contoh peptida dengan komposisi dan susunan asam amino Val-Lys-Glu-
Ala-Met-Ala-Pro-Lys mempunyai fungsi sebagai antioksidan (Herna’ndez-
Ledesma et al., 2004).

Peptida dapat diproduksi dari protein, yaitu dengan cara memutus ikatan
peptida dari protein tersebut, sehingga dihasilkan struktur yang lebih pendek
dengan komposisi dan urutan asam amino tertentu. Terdapat dua cara yang dapat
dilakukan untuk memutus ikatan peptida, yaitu hidrolisis enzim dan fermentasi.
Banyak produk fermentasi terutama yang berbasis susu menggunakan kultur
starter yang mempunyai daya proteolitik tinggi. Mikroba tersebut dapat memecah
protein sehingga dihasilkan peptida dengan komposisi dan urutan asam amino
tertentu. Pada penelitian yang dilakukan oleh Kusumaningtyas dkk. (2012)
kandungan asam amino aromatik pada susu kambing cukup tinggi yaitu (dalam
mg asam amino/g total asam amino) tirosin (38,2), histidine (31,1), dan
fenilalanin (62). Keberadaan asam amino dengan aktivitas antioksidan tinggi
seperti metionin (5,5), sistein (20,5), lisin (26,3) dan leusin (146,2) juga ikut
berperan dalam peningkatan aktivitas antioksidan peptida dalam hidrolisat
(Sabahelkheir et al., 2012).

Susu yang difermentasi terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang lebih

tinggi dibandingkan susu murni (Zhang, 2011). Hasil penelitian di China
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membuktikan bahwa bakteri Lactobacillus sp., dalam yoghurt memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi, sehingga dapat memberikan manfaat dengan
menyediakan antioksidan alami yang aman dan efektif bagi konsumen (Liu,
2005). Kasein yoghurt susu kambing sebagai antioksidan peptida bioaktif diduga
menangkal radikal bebas dengan mekanisme menangkap atau mengikat radikal
bebas tersebut, atau dapat disebut sebagai radical scavenging (Ahmed et al.,
2015). Pada penelitian yang dilakukan oleh Aprillidya dkk. (2013), Pemberian
terapi kasein yogurt susu kambing dapat menurunkan kadar MDA pada

hewan model hipertensi yang diinduksi DOCA-salt.

2.5 Hewan Model Keracunan 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)
Tikus putih (Rattus norvegicus) yang digunakan untuk percobaan
laboraturium yang dikenal ada tiga macam strain yaitu Sprague Dawley, Long
Evans, dan Wistar. Tikus putih (Rattus norvegicus) digunakan dalam setiap
penelitian karena memiliki keunggulan berupa asam amino, sistem metabolisme,
dan organ hampir sama dengan manusia sehingga memudahkan dalam penelitian,
perkembangan cepat, dan mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak (Akbar,

2010).

Gambar 2.3 Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Suckow et al., 2006)
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Sistem reproduksi pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan terdiri atas
sepasang testis yang berada didalam skrotum, sepasang kelenjar asesori dan organ
kopulasi (Akbar, 2010). Testis adalah dua kelenjar seks primer yang dimiliki laki-
laki. Menurut Heffner dan Schust (2006), testis memiliki dua fungsi, yaitu sebagai
tempat spermatogenesis dan produksi androgen. Testis normal terdapat dalam
skrotum, yang memiliki fungsi sebagai pembungkus, pelindung testis, serta
mempertahankan suhu testis sekitar 1,5 sampai 2°C di bawah suhu abdomen
(McPhee and Ganong, 2002).

Tikus putih (Rattus norvegicus) dan mencit adalah salah satu hewan
penelitian yang paling banyak digunakan dalam fisiologi reproduksi. Testis dari
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan terdapat pada dua kantung skrotum yang
dipisahkan oleh membran tipis yang terletak antara anus dan preputium. Testis
tersebut kemudian turun antara hari ke 30 sampai 40 masa hidup, dari rongga
perut ke kantung skrotum melalui kanalis inguinal terbuka. Jarak dubur kelamin
pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan lebih jauh daripada betina (Suckow,

2006).

Gambar 2.4 Mikroskopis Organ Testis Tikus ( Tuncer dkk., 2011)
Keterangan: S= Tubulus Seminiferus; 1T= Jaringan Interstisial
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'spermatids

primary spermatocytes

Gambar 2.5 Histologi Testis Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Hill, 2010)
Keterangan: Histologi sel-sel spermatogenik mencit pada organ testis dengan
pewarnaan HE

Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Ramania dkk. (2014), kelompok
perlakuan mencit yang diberi vitamin E sebgai antioksidan mengalami pemulihan
jumlah sel Leydig yang berkurang akibat paparan TCDD. Hal ini menunjukkan
terdapat pengaruh positif dari vitamin E terhadap paparan TCDD. Pemberian
Vitamin E dapat memproteksi kerusakan struktur testis karena fungsi vitamin E
(a-tocopherol) sebagai antioksidan yang dapat menghentikan reaksi berantai
radikal bebas. Kemampuan vitamin E ini juga menyebabkan proses
spermatogenesis di dalam tubulus seminiferus berjalan secara normal tanpa
pengaruh negatif dari TCDD (Yin et al.,, 2012). Pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Wati dkk. (2014), kerusakan sel spermatogenik yang diakibatkan
olen TCDD pada mencit, dapat diperbaiki dengan menggunakan vitamin E
sebagai antioksidan. Hal tersebut membuktikan bahwa antioksidan dapat

mencegah kerusakan histopatologi testis hewan coba akibat dari paparan TCDD.



BAB 3. KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

13.1 Kerangka Konseptual
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Kasein yoghurt susu kambing memiliki fungsi sebagai antioksidan. Ketika
kasein yoghurt susu kambing masuk ke dalam tubuh dan diserap oleh tubuh, akan
mengakibatkan peningkatan total bakteri asam laktat, yang memiliki aktivitas
antioksidan tinggi sehingga dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dalam
tubuh. Hal tersebut akan menyebabkan keseimbangan ROS di dalam tubuh.

2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD) masuk ke dalam sel dan
mengikat AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) dalam sitoplasma. Kompleks ikatan
AhR dan dioksin mengalami konformasi perubahan dan tertranslokasi ke nukleus.
Selanjutnya, ikatan ini akan melalakukan heterodimer dengan faktor transkripsi
lain, yaitu Arnt. Heterodimer ini akan berinteraksi dengan Dioxin-Responsive
Enhancer Elements (DRE) yang terletak pada permukaan gen target dan
mengaktifkan berbagai faktor transkripsi pada inti sel. Ahr dan Arnt dalam saluran
reproduksi jantan dewasa terdeteksi di semua organ serta diekspresikan pada
spermatosit. Heterodimer AhR-Arnt menghasilkan stimulasi gen sitokrom P450
dan menyebabkan peningkatan produksi sitokrom. Sitokrom P450 menghasilkan
ROS yang merupakan enzim khusus hasil dari aktivitas biokimia agen toksik.

Pada kondisi tubuh sehat, ROS dan antioksidan berada dalam keseimbangan.
Apabila keseimbangan ini terganggu dan bergeser dengan peningkatan ROS maka
terjadi stres oksidatif. Reactive Oxygen Species (ROS) dapat menyebabkan
kerusakan lipid membran sel dan menginduksi peroksidasi lipid dalam sel
tersebut. Peroksidasi lipid merupakan perusakan oksidatif terhadap asam lemak
tak jenuh berantai panjang dan menghasilkan malondialdehyde (MDA) yang

merupakan senyawa toksik terhadap sel dan dapat merusak membran sel testis.
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Kerusakan membran sel di testis dapat mempengauhi jumlah serta kinerja
hormon LH, testosteron, dan FSH. Hal ini dapat menghambat ikatan antara LH
dengan reseptor LH yang terdapat pada bagian membran sel sehingga sekresi
hormon testosteron dari sel leydig tidak maksimal serta efek sinergis antara
hormon testosteron dengan FSH untuk memacu perkembangan sel sertoli yang
menghasilkan androgen binding protein (ABP) sebagai carrier dari hormon
testosteron akan terganggu. Hal tersebut dapat mengakibatkan terhambatnya
spermatid untuk berdiferensiasi menjadi spermatozoa sehingga terjadi kegagalan
proses spermiogenesis dan sperma mengalami penurunan.

Peptida bioaktif susu kambing yang telah difermentasi akan menstabilkan
superoksida dengan mendonorkan atom hidrogen sehingga mencegah
pembentukan radikal lipid yang bersifat tidak stabil dan menghambat transfer
elektron. Antioksidan mengubah radikal bebas menjadi senyawa yang tidak
merusak dan memperbaiki kerusakan sel. TCDD sebagai senyawa yang reaktif
tidak berikatan dengan reseptor AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor), sehingga
reaksi tidak terjadi. Kasein yoghurt susu kambing yang diberikan sebelum
pemberian TCDD diharapkan mampu mencegah pembentukan radikal bebas,
sehingga mencegah terjadinya stress oksidatif dalam tubuh. Pencegahan stress
oksidatif dalam tubuh menyebabkan ROS menurun, sehingga kerusakan sel dapat
dicegah. Antioksidan akan mencegah terjadinya peroksidasi lipid dan kenaikan
kadar MDA pada sel testis, sehingga mengurangi terjadinya kerusakan sel tubulus

seminiferus pada testis. Hal tersebut menyebabkan kinerja hormon seimbang dan
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jumlah sel spermatogenik normal, sehingga mencegah kerusakan pada gambaran

histopatologi berupa kepadatan sperma dalam tubulus seminiferus.

3.2 Hipotesis penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat

diajukan adalah sebagai berikut ini:

1. Pemberian kasein yoghurt susu kambing dapat mencegah kenaikan kadar
Malondialdehyde (MDA) testis tikus putih (Rattus norvegicus) yang
dipapar 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD).

2. Pemberian kasein yoghurt susu kambing dapat mencegah peningkatan
kerusakan histologi testis tikus putih (Rattus norvegicus) berupa kepadatan
spermatozoa dalam tubulus seminiferus yang dipapar 2,3,7,8-

tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD).



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei sampai dengan September 2017 di
Laboratorium Kesehatan Masyarakat Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan,
Universitas Brawijaya, Malang, untuk pembuatan yoghurt dan mendapatkan
kasein; Laboratorium Biosains, Universitas Brawijaya, Malang, untuk
pemeliharan tikus serta sentrifugasi yoghurt susu kambing; Laboratorium Iimu
FAAL, Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang, untuk analisis kadar
MDA, dan Laboratorium Patologi Anatomi , Fakultas Kedokteran, Universitas

Brawijaya, Malang, untuk pembuatan histopatologi organ testis.

4.2 Materi Penelitian

4.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain autoclave,
Beaker glass 100 ml, tabung Erlenmeyer 250 ml, tabung Erlenmeyer 500 ml,
tabung erlenmeyer 1000 ml, gelas ukur 500ml, pipet 1 ml, pipet 5 ml, pipet 10
ml, alumunium foil, waterbath, spatula, pH meter, inkubator, karet bulb, tisu,
kompor gas, botol Schott 1000 ml, tibangan digital, corong kaca, kertas saring,
sentrifus, tabung sentrifus 50 ml, kandang plastik ukuran 41 cm x 31 cm x 27
cm, penutup kandang kawat, serbuk kayu, tempat minum hewan coba, boks
pakan, hewan coba, disposible syringe (1 ml dan 3 ml), alat sonde, pot organ,

lemari es, spektofotometer, mikroskop cahaya Nikon H600L dilengkapi dengan
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digital camera DS Fi2 300 megapixel, mikrotube, vortex, object glass, cover

glass, tempat untuk staining dan paraffin cassette.

4.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tikus putih
(Ratus norvegicus) strain Wistar, jantan, berumur 8-12 minggu, dengan berat
150-250 gram sebanyak 24 ekor yang didapat dari Penyedia Hewan
Laboratorium D’wistar, Jalan Deme Nomor 66 Gatot Subroto, Bandung, susu
kambing Peranakan Etawa (PE) segar dari Surabaya Valenta Goat Milk,
starter yoghurt (Yogourmet Yoghurt Starter, LYO-SAN. INC 500 Aéroparc, C.
P. 598, Lachute, QC. Canada, J8H 4G4) yang mengandung bakteri L.
Bulgaricus, S. Thermophilus dan L. Acidophilus, TCDD (2,3,7,8-TCDD Sigma
48599), air Reverse Osmosis (RO), pakan komersial (KSP 2, Comfeed
Indonesia), aquades, TCA 1 %, TBA, HCL, nitrogen cair, NaCl fisiologis,
minyak jagung, formaldehid 10 %, etanol 70 %, etanol 80 %, etanol 90 %,

pewarna HE, dan parafin.

4.3 Tahapan Penelitian
4.3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan bersifat eksperimental menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Hewan coba dibagi menjadi 6 kelompok yang terdiri
dari kelompok normal, kelompok kontrol kasein (kasein yoghurt susu kambing

dosis 600 mg/kg BB), kelompok positif (TCDD dosis 100 ng/kg BB),
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kelompok perlakuan 1 (kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg BB dan

TCDD 100 ng/kg BB), kelompok perlakuan 2 (kasein yoghurt susu kambing

600 mg/kg BB dan TCDD 100 ng/kg BB) dan kelompok perlakuan 3 (kasein

yoghurt susu kambing 900 mg/kg BB dan TCDD 100 ng/kg BB).

Tabel 4.1 Rancangan Penelitian

Kelompok Tikus

Perlakuan

Normal

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) sehat tanpa
perlakuan apapun, hanya diberi pakan komersial dan air

minum ad libitum

Kontrol Kasein

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
kasein yoghurt susu kambing dengan dosis 600 mg/kg
BB per-oral selama 21 hari

Positif

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipapar
TCDD dengan dosis 100 ng/kg BB per-oral selama 21

hari.

Perlakuan 1

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
kasein yoghurt susu kambing dengan dosis 300 mg/kg
BB selama 21 hari dan dipapar TCDD dengan dosis 100
ng/kg BB selama 21 hari.

Perlakuan 2

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
kasein yogurt susu kambing dengan dosis 600 mg/kg
BB selama 21 hari dan dipapar TCDD dengan dosis 100
ng/kg BB selama 21 hari.

Perlakuan 3

Kelompok tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
kasein yoghurt susu kambing dengan dosis 900 mg/kg
BB selama 21 hari dan dipapar TCDD dengan dosis 100
ng/kg BB selama 21 hari.
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Estimasi besar sampel dihitung berdasarkan rumus menurut Soehono

(2016).
P = jumlah kelompok (terdiri
P (n-1)=20 dari 6 macam perlakuan)
6 (n-1) =20 n = jumlah ulangan yang
dibutuhkan
6n-6 > 20
6n>26
n>4

Berdasarkan perhitungan diatas, jumlah ulangan yang dibutuhkan adalah
4 kali ulangan, sehingga untuk 6 perlakuan dengan 4 kali ulangan dalam setiap

kelompok, dibutuhkan 24 ekor hewan coba.

4.3.2 Variabel Penelitian
Adapun variabel yang diamati dalam melaksanakan penelitian ini adalah:
Variabel bebas . TCDD (dosis 100 ng/kg BB) dan kasein
yoghurt susu kambing (dosis 300mg/kg BB,
600 mg/kg BB dan 900 mg/kg BB)
Variabel tergantung : kadar MDA dan gambaran histopatologi testis
Variabel kendali . umur, jenis kelamin, berat badan, pakan, air

minum, dan kondisi kandang tikus



28

4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Pembuata Kasein
4.4.1.1 Pembuatan Starter Cair (Mother Culture)

Prosedur pembuatan strarter cair (mother culture) menggunakan
metode Posecion et. al., (2005) yang dimodifikasi. Sebanyak 70 ml susu
kambing PE dipasteurisasi pada suhu 72°C selama 5 menit dengan cara 70
ml susu kambing dituang kedalam tabung Erlenmayer 250 ml, dipanaskan
dalam air mendidih hingga mencapai suhu 72°C, kemudian dipindahkan
dalam waterbath dengan suhu 72°C selama 5 menit. Susu kambing PE
yang telah dipasteurisasi kemudian didinginkan hingga mencapai suhu
45°C. Tahap selanjutnya, susu kambing PE diinokulasi dengan starter
yoghurt sebanyak 0,35 gram dan dihomogenisasi. Setelah itu, di inkubasi
pada suhu 45°C selama 4 jam hingga mencapai pH 4,4 sampai 4,5. Strarter
cair (mother culture) kemudian ditutup dengan alimunium foil untuk

menghindari kontaminasi dan disimpan dalam lemari es < 4°C.

4.4.1.2 Pembuatan Yoghurt

Proses pembuatan yoghurt menggunakan metode Posecion et al.,
(2005) yang dimodifikasi. Sebanyak 480 ml susu kambing dimasukkan
kedalam tabung Erlenmeyer 500 ml kemudian di pasteurisasi selama 5
menit dengan cara yang sama dengan pembuatan strarter cair (mother
culture). Susu kambing PE yang telah dipasteurisasi kemudian didinginkan

hingga mencapai suhu 45°C. Diinokulasikan strarter cair mother culture)
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dengan konsentrasi 3% kedalam susu kambing PE 480 ml yang telah
dipasteurisasi, dan dihomogenkan. Diinkubasi pada suhu 45°C selama 2

sampai 3 jam sampai pH mencapai 4,5 sampai 5.

4.4.1.3 Pemisahan Kasein Yoghurt Susu Kambing

Yoghurt susu kambing disentrifus pada kecepatan 1200 rpm selama
10 menit pada suhu 5°C dan disaring menggunakan kertas saring untuk
memisahkan kasein dengan water soluble extract. Kasein yang didapat
dari hasil penyaringan kemudian dilakukan Freeze Drying untuk menjaga

kestabilan pH (Padaga, 2016).

4.4.2 Persiapan Hewan Coba Dipapar 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-
dioksin (TCDD)
4.4.2.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus putih (Rattus norvegicus) dibagi dalam 6 kelompok
perlakuan. Sebelum mendapat perlakuan, semua tikus putih (Rattus
norvegicus) diadaptasikan dengan kondisi kandang selama 7 hari dan
diberi pakan ad-libitum komersial berupa KSP 2 dengan komposisi: kadar
air maksimal 12%; protein kasar minimal 16%; lemak kasar 3-7%; serat
kasar maksimal 8%; abu maksimal 10%; kalsium 0,8-1%; phospor 0,6-
0,8%. Air minum diberikan ad-libitum. Tikus putih (Rattus norvegicus)
dipelihara dalam kandang plastik ukuran 41x31x27 cm. dengan populasi 2

ekor/kandang dalam suatu bersuhu 25-26°C.
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4.4.2.2 Pemberian Kasein Yoghurt Susu Kambing

Dosis pemberian kasein yoghurt susu kambing berdasarkan pada
penelitian yang telah dilakukan oleh Irawan dkk. (2014), yaitu sebanyak
300-900 mg/kg BB. Dosis kasein yoghurt susu kambing yang digunakan
pada penelitian ini, yaitu 300 mg/kg BB, 600 mg/kg BB, dan 900 mg/kg
BB yang dilarutkan dengan air RO sebanyak 1 ml. Pemberian kasein
yoghurt susu kambing dilakukan selama 21 hari per-oral setiap hari satu
kali dengan sonde lambung setiap pukul 10.00 WIB. Perhitungan dosis

kasein yoghurt susu kambing dapat dilihat di Lampiran 5.

4.4.2.3 Hewan Coba Dipapar dengan 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-
dioksin (TCDD)

Paparan TCDD menggunakan metode Wati dkk. (2014) yang
dimodifikasi. Tikus putih (Rattus norvegicus) diberikan TCDD dengan
dosis 100ng/kg BB yang telah dilarutkan dalam minyak jagung 1 ml per-
oral dengan sonde lambung setiap hari pada pukul 14.00 WIB selama 21
hari. Dosis TCDD ditentukan berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
oleh Fujimaki et al., (2002) dan Yin et al., (2012). Perhitungan dosis

TCDD dapat dilihat di Lampiran 4.

4.4.3 Histopatologi Testis
Sebelum dilakukan pengambilan organ testis, terlebih dahulu tikus putih

(Rattus norvegicus) dieutanasia dengan cara dislokasi leher, dibedah dengan
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membuat sayatan pada bagian abdomen, testis dipotong, dan diisolasi (Sulanda
dkk., 2012). Testis sebelah kiri dibungkus dengan alumunium foil, dan
dicelupkan kedalam nitrogen cair selama 10 detik, kemudian disimpan dalam
lemari es dengan suhu 2°C sebagai bahan untuk pengukuran kadar MDA.
Testis sebelah kanan dimasukkan dalam larutan formaldehid 10% untuk
pembuatan preparat histopatologi pewarnaan HE.

Pembuatan prepararat histolopatologi testis tikus Tikus putih (Rattus
norvegicus) menggunakan metode dari Amin dkk. (2009) dengan
menggunakan pewarnaan HE. Testis hasil pembedahan direndam dalam larutan
formaldehid 10%. Pembuatan preparat histopatologi testis dilakukan secara
berurutan dimulai dari fiksasi, dehidrasi, infiltrasi, embedding, pemotongan,
penempelan pada object glass dan pewarnaan HE. Prosedur lebih lengkap
dapat dilihat di Lampiran 7.

Pembacaan preparat histopatologi testis dilakukan dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x menggunakan mikroskop cahaya
Nikon H600L dilengkapi dengan digital camera DS Fi2 300 megapixel.
Pengambilan gambar histopatologi menggunakan kamera setelah mendapatkan
gambar yang diinginkan. Pengamatan histopatologi yang diamati berupa

kepadatan sel sperma pada tubulus seminiferus.

4.4.4 Pengukuran Kadar Malondialdehyde (MDA) Testis
Prosedur pengukuran kadar MDA testis menggunakan metode

Aulanni’am et al. (2013) yang dimodifikasi. Pengukuran kadar MDA dengan
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metode TBA menggunakan organ testis yang di potong dan ditimbang
sebanyak 0,1 gram, digerus, kemudian dilakukan homogenisasi dengan
mensentrifus pada kecepatan 1000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang
dihasilkan diukur absorbansi dengan spektofotometer pada A=532 nm.

Prosedur lebih lengkap dapat dilihat di Lampiran 6.

4.5 Analisis Statistik

Analisis data untuk kadar MDA dilakukan secara kuantitatif dengan
menggunakan uji statistik one way Analysis of Variance (ANOVA) menggunakan
software untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan. Jika antar perlakuan
berbeda nyata, maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) untuk
mengetahui pengaruh terapi yoghurt susu kambing terhadap kadar MDA dengan
a= 0,05 %. Analisis data histopatologi testis dilakukan secara deskriptif berupa

kepadatan sel sprema dalam tubulus seminiferus.



BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Pengaruh Kasein Yoghurt Susu Kambing Terhadap Kadar

Malondyaldehyde (MDA) Testis Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang

Dipapar 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)

Hasil penelitian pengaruh preventif kasein yoghurt susu kambing terhadap
kadar MDA organ testis tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipapar TCDD
menunjukkan perbedaan dari masing-masing kelompok perlakuan (p<0,05). Hasil
pengujian kadar MDA dengan menggunakan analisa statistika uji one way
ANOVA yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur, tingkat kepercayaan 95%
(Lampiran 10). Rata-rata nilai kadar MDA organ testis tikus putih (Rattus

norvegicus) masing-masing perlakuan disajikan dalam Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Nilai Kadar MDA Organ Testis Berbagai Kelompok Perlakuan

Perlakuan Rata-rata Kadar MDA
(ng/mL)
Normal (A) 1680,75+40,55°
Kontrol kasein (B) 1658,00+51,56°
Positif TCDD 100 ng/kg BB (C) 2044,62+72,32°

Kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg BB +

c
TCDD 100 ng/kg BB (D) 1962,12489,75

Kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB + be
TCDD 100 ng/kg BB (E) 1890,87+56,39
Kasein yoghurt susu kambing 900 mg/kg BB + 177212404 03

TCDD 100 ng/kg BB (F)

Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
perlakuan (p<0,05)

Berdasarkan Tabel 5.1 diketahui nilai kadar MDA organ testis pada
kelompok normal (A) adalah 1680,75+40,551 ng/mL. Pada tikus normal terdapat
MDA disebabkan proses biokimia dalam tubuh yang menghasilkan radikal bebas.
Hal tersebut sesuai dengan pendapat Valko (2006), pada tubuh normal, radikal
bebas terbentuk sebagai respon normal dari rantai peristiwa biokimia dalam tubuh

dan MDA menrupakan senyawa yang terbentuk karena ada radikal bebas.
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Metabolisme aerobik pada organisme selalu diikuti dengan pembentukan radikal
bebas, proses metabolisme terjadi karena zat-zat makanan yang teroksidasi
dikonversi menjadi senyawa pengikat energi dengan bantuan oksigen (Khaira,
2010).

Kadar MDA organ testis kelompok kontrol kasein (B) menunjukkan
perbedaan yang tidak nyata (p>0,05) terhadap tikus normal (A). Perlakuan pada
kelompok kontrol kasein bertujuan untuk melihat efek kasein yoghurt susu
kambing terhadap tubuh normal. Berdasarkan hasil statistik menunjukkan bahwa
kasein yoghurt susu kambing pada tubuh normal tidak memberikan dampak nyata
pada kadar MDA. Hal tersebut menunjukkah bahwa sebagai preventif kasein
yoghurt susu kambing tidak memberikan dampak negatif pada sel normal.

Pada kelompok perlakuan positif, yaitu tikus putih (Rattus norvegicus)
yang dipapar TCDD dengan dosis 100 ng/kg BB (C), kadar MDA testis
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05) dibandingkan kelompok normal (A)
dan kelompok kontrol kasein (B). Hal tersebut menunjukkan bahwa paparan
TCDD mengakibatkan stres oksidatif pada testis dan menyebabkan kadar MDA
meningkat secara signifikan. Menurut Doi et. al. (2013), paparan TCDD akan
memicu terbentuk ROS. Reactive Oxygen Species (ROS) menyebabkan
peroksidasi lipid, akibat dari reaksi tersebut adalah terputus rantai asam lemak dan
menghasilkan senyawa toksik bagi sel, yaitu MDA (Brunner et al., 2004).

Berdasarkan hasil statistik kelompok preventif kasein yoghurt susu
kambing terhadap TCDD dengan dosis 300 mg/kg BB, 600 mg/kg BB dan 900

mg/kg BB menunjukkan pencegahan kenaikan kadar MDA testis dibandingkan
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dengan kelompok positif TCDD (C). Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian
kasein yoghurt susu kambing sebagai preventif mampu mencegah kenaikan kadar
MDA testis yang disebabkan peningkatan produksi ROS akibat paparan TCDD.
Peptida dari susu kambing menunjukkan aktivitas free radical-scavenging
(menangkap radikal bebas) dan mampu menghambat peroksidasi lipid secara
enzimatik maupun non enzimatik (Young 2009; Korhoen and Pihlanto, 2006). Hal
tersebut sesuai dengan penelitian Rival et al,. (2001) yang menyatakan bahwa
peptida dalam kasein mampu menangkap radikal bebas dan menghambat terjadi
peroksidasi lipid.

Kadar MDA testis kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 300
mg/kg BB + TCDD 100ng/kg BB (D) menunjukkan perbedaan tidak nyata
(p>0,05) dibandingkan dengan rata-rata kelompok positif TCDD 100 ng/kg BB
(C). Hal ini menunjukkan bahwa rata-rata kadar MDA kelompok preventif kasein
yoghurt susu kambing 300 mg/kg BB (D) sama dengan rata-rata kadar MDA
kelompok positif TCDD (C). Sedangkan, perbandingan rata-rata kadar MDA
kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg (D) dengan
kelompok normal (A) dan kontrol kasein (B) menunjukkan perbedaan nyata
(p<0,05). Sebagai antioksidan, preventif kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg
BB mampu mencegah kenaikan kadar MDA testis tikus putih (Rattus norvegicus)
paparan TCDD, namun belum mendekati rata-rata kadar MDA kontrol normal.
Hal tersebut menunjukkan bahwa kasein yoghurt susu kambing dengan dosis 300
mg/kg BB, belum mampu menyeimbangkan kadar antioksidan dan ROS yang

terbentuk dalam tubuh. Sesuai dengan pernyataan Alonso (2004),
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Ketidakseimbangan antara radikal bebas seperti reactive oxygen species (ROS)
dengan aktivitas antioksidan seperti free radical-scavenging activity, dapat
menyebabkan stres oksidatif dan peroksidasi lipid sehingga menghasilkan
senyawa MDA.

Kadar MDA kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg
BB + TCDD 100 ng/kg BB (E) menunjukkan perbedaan tidak nyata (p>0.05)
dibandingkan dengan kelompok positif TCDD 100 ng/kg BB (C) dan kelompok
kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 300 mg/kg BB + TCDD
100ng/kg BB (D). Sedangkan, perbandingan rata-rata kadar MDA antara
kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB + TCDD 100
ng/kg BB (E) dengan kelompok normal (A) dan kelompok kontrol kasein (B)
menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa preventif
kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB mampu mencegah kenaikan rata-rata
kadar MDA testis paparan TCDD, namun berdasarkan hasil statistika kemampuan
preventif kasein yoghurt susu kambing dosis 600 mg/kg BB memiliki efek
preventif yang sama dengan pemberian dosis 300 mg/kg BB dan belum mendekati
kadar normal MDA testis.

Kadar MDA kelompok preventif yoghurt susu kambing 900 mg/kg
BB+TCDD 100 ng/kg BB (F) menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)
dibandingkan dengan kelompok positif TCDD (C) namun menunjukkan
perbedaan tidak nyata (p>0,05) dibandingkan dengan kelompok preventif kasein
yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB (E). Hal tersebut menunjukkan bahwa

kelompok kelompok preventif yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB (E) dan
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kelompok kelompok preventif yoghurt susu kambing 900 mg/kg BB (F) memiliki
efek preventif yang sama, namun pada kelompok perlakuan kelompok preventif
yoghurt susu kambing 900 mg/kg BB (F) memiliki perbedaan tidak nyata
(p>0,05) dibandingkan dengan kelompok normal (A) dan kelompok kontrol
kasein (B). Hal ini menunjukkan bahwa preventif kasein yoghurt susu kambing
900 mg/kg BB mampu mencegah kenaikan rata-rata kadar MDA testis tikus putih
(Rattus norvegicus) paparan TCDD dan nilai rata-rata MDA tidak berbeda nyata
dengan kontrol normal (A).

Pada kelompok perlakuan preventif kasein yoghurt susu kambing 600
mg/kg BB (E) dan kelompok perlakuan preventif kasein yoghurt susu kambing
900 mg/kg BB (F), kedua perlakuan memiliki efek sama terhadap paparan TCDD
(D), namun kelompok perlakuan preventif kasein yoghurt susu kambing dosis 900
mg/kg BB (F) memiliki perbedaan tidak nyata dengan kelompok normal (A) dan
kelompok kontrol kasein (B), sehingga dosis 900 mg/kg BB merupakan kelompok
dengan dosis terapi yang terbaik dalam mencegah kenaikan kadar MDA testis
terhadap paparan TCDD. Menurut ElI Samh (2013), terdapat hubungan linear
antara aktivitas antioksidan free radical-scavenging activity dengan kandungan
antioksidan. Semakin tinggi kadar antioksidannya, semakin meningkat aktivitas
antioksidannya.

Mekanisme penghambatan radikal bebas kasein yoghurt susu kambing
adalah dengan menghambat proses oksidasi radikal bebas. Peptida bioaktif yang
terdapat dalam kasein yoghurt susu kambing mampu menstabilkan radikal

superoksida. Peptida bioaktif susu kambing yang telah difermentasi akan
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menstabilkan superoksida dengan mendonorkan atom H. Radikal superoksida
yang telah ditangkap oleh peptida bioaktif kasein yoghurt susu kambing akan
mencegah pembentukan radikal lipid yang bersifat tidak stabil dan menghambat
transfer elektron molekul oksigen pada radikal peroksil serta mencegah radikal
bebas bereaksi dengan oksigen dan menghasilkan MDA (Kullisaar et al., 2003

dan Liu et al., 2005).

5.2 Efek Preventif Kasein Yoghurt Susu Kambing Terhadap Histopatologi
Testis Tikus Putih (Rattus  norvegicus) yang Dipapar 2,3,7,8-
tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)

Hasil penelitian preventif kasein yoghurt susu kambing terhadap gambaran
histopatologi organ testis dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) disajikan
pada Gambar 5.1. gambaran histopatologi organ testis pada masing-masing
kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan kepadatan sel spermatozoa pada
bagian tubulus seminiferus testis kanan.

Hasil penelitian pada kelompok normal (Gambar 5.1 A) menunjukkan sel
spermatozoa pada tubulus seminiferus dengan kepadatan tinggi. Sesuai dengan
pernyataan Sukmaningsih (2009), histologis tubulus seminiferus yang normal
akan menunjukkan sel spermatogenik tersusun berlapis sesuai dengan tingkat
perkembangan lamina basalis menuju ke arah lumen tubulus seminiferus yaitu
spermatogonium, spermatosit, spermatid, serta lumen terisi penuh dengan
spermatozoa.

Pada kelompok kontrol kasein (Gambar 5.1 B), lumen terisi penuh dengan

spermatozoa dan gambaran histopatologi terlihat menyerupai kelompok normal.

Pada kelompok positif TCDD (Gambar 5.1 C), tidak dijumpai spermatozoa pada
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lumen tubulus, hanya terdapat sedikit spermatosit pada bagian basal. Hal ini
sesuai pendapat Dirican dan Kalender (2012) yang berhasil membuktikan TCDD
mampu meningkatkan abnormalitas pada proses spermatositogenesis dan
spermiogenesis. Perbedaan penampang melintang tubulus seminiferus dapat
dilihat dari jumlah sel spermatogenik serta kepadatan sel yang menyusun tubulus
seminiferus. Pada kontrol negatif (Gambar 5.1 A), sel spermatogenik tersusun
rapi dengan kepadatan sel yang tinggi, sedangkan pada kontrol positif letak sel
spermatogenik tidak beraturan dengan kepadatan sel yang rendah. Menurut
Sukmaningsih (2009), susunan sel spermatogenik tubulus seminiferus testis yang
renggang dapat disebabkan oleh kerusakan sel-sel spermatogenik yang
selanjutnya akan berdegenerasi dan difagositosis oleh sel-sel sertoli. Kurang
penuh spermatozoa dalam lumen tubulus seminiferus disebabkan gangguan
spermiogenesis, sehingga spermatid terhambat untuk berdiferensiasi menjadi
spermatozoa.

Menurut Wati dkk. (2014), abnormalitas spermatogenesis dapat dilihat dari
jumlah spermatogenik penyusun tubulus seminiferus yang berubah, berkurang
atau mengalami perkembangan yang terhenti pada salah satu tahapan dan ada
kemungkinan untuk terjadi pelepasan perlekatan sel germinalis. Pemberian TCDD
diduga menyebabkan efek samping berupa infertilitas, karena menyebabkan
gangguan proses spermatogenesis yang selanjutnya akan berdampak pada

penurunan jumlah sel spermatogenik.
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Gambar 5.1 Perubahan Gambaran Histopatologi Testis Setiap Perlakuan

Keterangan:

Perbesaran 400x.

(A) kontrol normal, (B) kontrol kasein, (C) positif TCDD, (D) preventif
kasein yoghurt susu kambing dosis 300 mg/kg BB, (E) preventif kasein
yoghurt susu kambing dosis 600 mg/kg BB, (F) preventif kasein
yoghurt susu kambing dosis 900 mg/kg BB. () tanda panah
menunjukkan sel spermatozoa pada perifer maupun lumen tubulus
seminiferus.
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Kelompok TCDD dengan preventif kasein yoghurt susu kambing 300
mg/kg BB (Gambar 5.1 D) menunjukkan perbaikan dengan sel spermatozoa yang
mulai terdapat pada lumen tubulus, namun tidak terlalu banyak dan tidak padat
memenuhi lumen. Sprematosit dan spermatid tampak menyusun bagian lumen.
Kelompok preventif kasein yoghurt susu kambing 600 mg/kg BB mengalami
perbaikan yang ditunjukkan dengan kepadatan sel spermatozoa yang terdapat
pada lumen dan mulai memadati kembali lumen tubulus. Pada kelompok preventif
kasein yoghurt susu kambing 900 mg/kg BB, lumen tubulus dipadati dengan sel
spermatozoa dan mendekati normal. Dosis kasein yoghurt susu kambing 900
mg/kg BB memberikan gambaran histopatologi yang lebih baik dibandingkan
dengan dosis 300 mg/kg BB dan 600 mg/kg BB, serta paling mendekati gambaran
histopatologi pada kelompok normal.

Kerusakan sel spermatozoa pada testis di setiap perlakuan berbanding
terbalik dengan kadar MDA. Kadar MDA tinggi menunjukkan kepadatan
spermatozoa yang rendah, kadar MDA rendah menunjukkan kepadatan sperma
yang tinggi. Malondialdehid (MDA) adalah salah satu marker radikal bebas dalam
tubuh. Malondialdehid (MDA) terbentuk dari peroksidasi lipid (lipid
peroxidation) pada membran sel, yaitu reaksi antara radikal bebas (radikal
hidroksi) dengan Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA). Peroksidasi lipid didalam
tubuh terjadi sebagai respon dari peningkatan stres oksidatif. Akibat dari radikal
bebas dalam jumlah besar tersebut antara lain gangguan produksi DNA, lapisan
lipid pada dinding sel, pembuluh darah, kerusakan sel dan mengurangi

kemampuan sel untuk beradaptasi terhadap lingkungannya (Arief, 2012). Menurut
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Sharma et al., (2003) MDA dapat merusak sel karena produk tersebut mampu
menaikkan permeabilitas vaskular, kemotaksis leukosit, dan mengubah sintesis
prostaglandin serta pelepasan histamin.

Susu kambing dan produk olahannya mengandung berbagai senyawa
bioaktif yang konsentrasi dapat ditingkatkan melalui fermentasi. Beberapa
senyawa bioaktif dapat mengurangi kerusakan DNA, terutama disebabkan oleh
adanya radikal bebas (Abubakar, 2014). Laktoferin yang terdapat pada susu
kambing juga berperan dalam mencegah kerusakan sel. Mekanisme laktoferin
sebagai antioksidan adalah dengan menangkal ion besi. Laktoferin memiliki
kemampuan mengikat membran sel, meningkatkan kemampuannya mencegah
peroksidasi lipid (Konishi et al., 2006; Larkins, 2005).

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode hitungan cawan
DPPH (Diphenylpicrylhydrazyl). Hasil yang diperoleh menunjukkan aktivitas
antioksidan kasein yoghurt susu kambing adalah sebesar 4,52 pg/ml. Suatu
senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 < 50 pg/ml;
kuat jika nilai IC50 50-100 pg/ml; sedang jika IC50 250-500 pg/ml; lemah jika
nilai IC50 > 500 pg/ml; (Dewi, 2016). Sehingga, hasil aktivitas antioksidan 4,52
pg/ml  dapat dikatakan kasein yoghurt susu kambing memiliki aktivitas
antioksidan sangat kuat.

Pada testis TCDD mengganggu aktivitas endokrin dimediasi oleh reseptor
Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR). Sistem AhR memiliki beberapa karakter yang
menarik salah satunya dapat mengikat androgen receptor (AR) dan androgen

binding protein (ABP) (Kakeyama and Tohyama, 2003). Pengikatan terhadap AR
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dan ABP akan mengganggu mekanisme transportasi testosteron kedalam tubulus
seminiferus. Gangguan terhadap transportasi testosteron kedalam tubulus
seminiferus akan mengganggu proses spermatogenesis dengan berkurangnya
jumlah sel spermatogenik (Wati dkk., 2014). Efek toksik TCDD dalam sistem
reproduksi laki-laki menyebabkan ukuran testis berkurang, kelenjar prostat dan
vesikula seminalis berkurang, mengurangi jumlah sperma, serta peningkatan

jumlah sperma abnormal (Latchoumycandane et al., 2003).



BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN
6.1 Kesimpulan

1. Pemberian preventif kasein yoghurt susu kambing dapat mencegah
kenaikan kadar MDA organ testis yang dipapar TCDD. Dosis 900 mg/kg
BB merupakan dosis terbaik dalam mencegah kenaikan kadar MDA
dibandingkan dosis 300 mg/kg BB dan 600 mg/kg BB.

2. Pemberian preventif kasein yoghurt susu kambing dapat mencegah
pengurangan kepadatan spermatozoa pada tubulus seminiferus organ
testis. Dosis 900 mg/kg BB merupakan dosis terbaik dalam mencegah
pengurangan kepadatan spermatozoa organ testis dibandingkan dosis

300mg/kg BB dan 600 mg/kg BB.

6.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktivitas antioksidan
kasein yoghurt susu kambing terhadap kualitas dan kuantitas spermatozoa, serta
efek preventif kasein yoghurt susu kambing terhadap TCDD pada testis dengan

dosis yang lebih tinggi.
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Lampiran 3. Kerangka Operasional Rancangan Penelitian

Tikus Putih (Ratus novergicus)
|

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Normal Positif Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan Perlakuan
Kasein 2 3
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Adaptasi selama 7 hari
v y ! ' v
Tanpa Pemberian Pemberian Pemberian Pemberian
pemberian kasein yoghurt kasein yoghurt kasein yoghurt kasein yoghurt
il kasein susu kambing susu kambing susu kambing susu kambing
Tanpa yoghurt dosis dosis dosis dosis
pemberian susu 600mg/kgBB 300mg/kgBB 600mg/kgBB 900mg/kgBB
Kasein kambina selama 21 hari selama 21 hari selama 21 hari selama 20 hari
yoghurt susu v 3 v v 1
kambing dan Paparan Tanpa Paparan Paparan Paparan
paparan TCDD pemberian TCDD TCDD TCDD
dioxin selama 21 paparan selama 21 selama 21 selama 21
hari TCDD hari hari hari

A\ 4 A\ 4 A\ 4 v

Euthanasi > Pembedahan pada hari ke-22

A\ 4

Isolasi Organ Testis

Pembuatan preparat
histopatologi dengan
pewarnaan HE

Kadar MDA Gambaran Histopatologi

Pengukuran kadar MDA

Analisis Data
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Lampiran 4. Pembuatan Yoghurt Susu Kambing

A. Pembuatan Starter

Susu Kambing

Dimasukkan kedalam tabung Erlenmeyer sebanyak 70 ml dengan
menggunakan pipet

Ditimbang bubuk starter yoghurt sebanyak 0,35 gr
Dipasteurisasikan susu kambing pada air panas hingga suhu 45°C
Dimasukkan susu kambing yang dipasteurisasi pada air panas ke
dalam waterbath pada suhu 72°C selama 5 menit

Dilakukan pendinginan pada susu kambig hingga menunjukkan
suhu 45°C

Dimasukkan bubuk starter 0,35 gr kedalam susu kambing
Diinkubasikan di inkubator suhu 45°C selama 3-4 jam

Diukur dengan pH meter, pH harus menunjukkan 4,4-4,5

Disimpan kedalam lemari es suhu 4°C

Hasil

B. Pembuatan Yoghurt

Susu Kambing

Dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer berisi 480 ml susu
kambing

Dipasteurisasi susu kambing pada air panas hingga suhu 45°C
Dimasukkan susu yang dipanaskan ke dalam waterbath pada suhu
72°C selama 5 menit

Didinginkan hingga suhu turun menjadi 45°C

Dicampurkan susu starter yoghurt ke dalam susu kambing
sebanyak 3% dari total susu (480 ml) yaitu 14,5 ml

Diinkubasikan di inkubator suhu 45°C, selama 2-3 jam

Diukur dengan pH meter, pH harus menunjukkan 4,5-5

Diamati secara organoleptik dari rasa, bau, dan kekentalan dari
yoghurt

Hasil
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C. Isolasi Kasein Yoghurt Susu Kambing

Yoghurt Susu Kambing

A 4

Disentrifus dengan kecepatan 1200 rpm selama 10 menit pada suhu
5°C

Disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan kasein
dengan water soluable extract (WSE)

Diletakkan di cawan petri hingga terisi padat dan disimpan didalam
freezer

Dilakukan Freeze Drying

Hasil
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Lampiran 5. Perhitungan Dosis Kasein Yoghurt Susu Kambing

Pemberian dosis kasein yogurt susu kambing dibagi menjadi 3, yaitu dosis 300
mg/kg BB, 600 mg/kg BB, dan 900 mg/kg BB.

Tabel 4.1 Perhitungan Dosis Pemberian kasein

Kelompok 1 Kslompok 2 qlan Kelompok 3 (terapi
. (terapi kasein 300 ont_rol ka_seln kasein 900 mg/kg
Hari N mg/kg BB) (terapi kasein 600 BB)
ke- mg/kg BB)
(ig’) '{Inisg')l (EgB) Hasil (mg) (igB) Hasil (mg)
1 4 | 178,2 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
2 4 | 1782 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
3 4 | 178,2 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
4 4 | 1782 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
5 4 | 178,2 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
6 4 | 178,2 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
7 4 | 1782 53,46 | 164,4 98,64 | 169,6 152,64
8 4 | 1899 56,97 | 1814 108,84 |  185,5 166,95
9 4 | 1899 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
10 | 4 | 189,9 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
11 | 4 | 189,9 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
12 | 4 | 189,9 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
13 | 4 | 189,9 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
14 | 4 | 189,9 56,97 | 1814 108,84 | 185,5 166,95
15 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
16 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
17 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
18 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
19 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
20 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4
21 | 4 205 61,5 200 120 206 185,4

Contoh perhitungan dosis pemberian kasein dengan dosis 300 mg/kg BB :
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1

(rata-rata berat badan = 116 gram) = —2

1000

x 300 mg = 34,8 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 2

(rata-rata berat badan = 130 gram) ~ =» ——I~

1000

x 300 mg =39 mg
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(rata-rata berat badan = 133 gram) > % x 300 mg = 39,9 mg
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
(rata-rata berat badan = 139 gram) -y 1330“? x 300 mg = 41,7 mg
+

Total =518 gram = 155,4 mg
Rata-rata =129, 5 gram = 38,85 mg
Kasein dilarutkan dengan air RO sebanyak 1 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1

Z 34,8 mg _
(rata-rata berat badan = 116 gram) = 7S b 1 ml=0,895 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 2

= 39mg _
(rata-rata berat badan = 130 gram) =>» Tesmg < Iml=1ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 3

_ 399 mg _
(rata-rata berat badan = 133 gram) =>» Vo5 mp x1ml=1,03ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4

_ 41,7 mg _
(rata-rata berat badan = 139 gram) > g 1ml=1,073ml

+

Total

=3,998 ml

Dalam 3,998 ml air RO terdapat 155,4 mg kasein

Dalam prosedur penelitian disiapkan setiap kelompok 4,5 ml larutan kasein

yoghurt susu kambing

Untuk 4,5 ml larutan, maka kasein yang dibutuhkan :

4,5ml
3,998ml

x 155,4 mg = 174,9 mg = 1,08 gr kasein

Contoh perhitungan dosis pemberian kasein dengan dosis 600 mg/kg BB :

Tikus Putih (Ratus novergicus) 1

(rata-rata berat badan = 145 gram)

-

145 mg

——=x 600 mg = 87 mg

1000
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Tikus Putih (Ratus novergicus) 2
138 gr

(rata-rata berat badan = 138 gram) -  ——~

X 600 mg =78 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 3
146 gr

(rata-rata berat badan = 146 gram) > 500

x 600 mg = 79,8 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 4

(rata-rata berat badan = 150 gram)  =>» 13(?0? X 600 mg = 90 mg

+
Total =579 gram = 334,8 mg
Rata-rata = 144,75 gram =83,7mg
Kasein dilarutkan dengan air RO sebanyak 1 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1
(rata-rata berat badan = 145 gram) -3 ;—mé x 1'ml=1,04 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 2
(rata-rata berat badan = 138 gram) ~ => E;i—mmz x 1 ml=0,93ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 3
(rata-rata berat badan = 146 gram)  =>» ;z'i—mm‘z x1ml=0,95ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
(rata-rata berat badan = 150 gram) = % x 1 ml=1,08ml

+
Total =4 ml

Dalam 4 ml air RO terdapat 334,8 mg kasein
Dalam prosedur penelitian disiapkan setiap kelompok 4,5 ml larutan kasein
yoghurt susu kambing

Untuk 4,5 ml larutan, maka kasein yang dibutuhkan :

4,5ml
4ml

x 334,8 mg = 376,8 mg = 0,3768 gr kasein
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Contoh perhitungan dosis pemberian kasein dengan dosis 900 mg/kg BB :
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1
188 gr

(rata-rata berat badan = 188 gram) =>» 000 900 mg = 169,2 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 2

(rata-rata berat badan = 174 gram) AT

1000

x 900 mg =156,6 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 3

(rata-rata berat badan = 158 gram) =» 158 gr

1000

X 900 mg = 142,2 mg

Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
162 gr

(rata-rata berat badan = 162 gram) > 5 2e0 < 900 mg = 145,8 mg
+
Total =682 gram =613,8 mg
Rata-rata =170,5 gram = 153,45 mg
Kasein dilarutkan dengan air RO sebanyak 1 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1
(rata-rata berat badan = 188 gram) ~ => % x1ml=11ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 2
(rata-rata berat badan = 174 gram) = 115536;;—65% x 1 ml=1,02ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 3
(rata-rata berat badan = 158 gram) -y % x1ml=0,93ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
(rata-rata berat badan = 162 gram) =>» 1;‘;2% x1ml=0,95ml
+
Total =4 ml

Dalam 4 ml air RO terdapat 613,8 mg kasein

Dalam prosedur penelitian disiapkan setiap kelompok 4,5 ml larutan kasein
yoghurt susu kambing

Untuk 4,5 ml larutan, maka kasein yang dibutuhkan :

4,5ml
4ml

X 613,8 mg = 690,5 mg = 0,6905 gr kasein
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis 2,3,7,8-tetrachlorinedibenzo-p-dioksin (TCDD)

Pemberian dosis dioksin 100 ng/kg BB

Kelompok 1 Kflompok 2 Qan Kelompok 3
o ontrol kasein L
Hari (dioksin 100 (terapi kasein 100 (dioksin 100
ke- N ng/kg BB) ng/kg BB) ng/kg BB)
BB Hasil BB Hasil BB Hasil
(kg) (ng) (kg) (ng) (kg) (ng)
1 4 178,2 | 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
2 4 178,2 | 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
3 4 178,2 | 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
4 4 178,2| 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
5 4 178,2 | 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
6 4 178,2| 0,01782 | 164,4 | 0,01644 | 169,6 | 0,01696
7 4 178,2| 0,01782 | 164,4| 0,01644 | 169,6 | 0,01696
8 4 1899 | 0,01899 | 181,4 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
9 4 1899 | 0,01899 | 1814 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
10 4 189,9 | 0,01899 | 1814 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
11 4 189,9 | 0,01899 | 1814 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
12 4 189,9 | 0,01899 | 1814 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
13 4 189,9 | 0,01899| 1814 | 0,01814 | 1855 | 0,01855
14 4 189,9| 0,01899 | 181,4| 0,01814 | 1855 | 0,01855
15 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
16 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
17 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
18 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
19 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
20 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206
21 4 205 0,0205 200 0,02 206 0,0206

Perhitungan Dosis TCDD

Contoh perhitungan dosis pemberian TCDD dengan dosis 100 ng/kg BB :

Tikus Putih (Ratus novergicus) 1

(rata-rata berat badan = 116 gram) >

Tikus Putih (Ratus novergicus) 2
(rata-rata berat badan = 130 gram) >

116 gr
1000

130 gr

1000

x 100 ng = 11,6ng

x 100 ng =13ng
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(rata-rata berat badan = 133 gram) = % x 100 ng = 13,3ng
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
(rata-rata berat badan = 139 gram) => 1330“? x 100 ng=13,9ng
+
Total =518 gram =51,8ng
Rata-rata =129, 5 gram =12,95 ng
TCDD dilarutkan dengan corn oil sebanyak 1 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 1
(rata-rata berat badan = 116 gram) = %252—5 x1ml=0,9ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 2
(rata-rata berat badan = 130 gram)  =» ulf)—:‘zg x 1 ml =1 ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 3
(rata-rata berat badan = 133 gram) > 1123’:—5"159 x1ml=1,02ml
Tikus Putih (Ratus novergicus) 4
(rata-rata berat badan = 139 gram) > 1123’:—5"59 x1ml=1,07ml
+

Total

=3,99 ml

Dalam 3,99 ml corn oil terdapat 51,8 ng Dioxin

Dalam prosedur penelitian yang kami siapkan setiap kelompok larutan Dioxin

dalam seminggu 3,99 x 7 = 27,93 ml

Untuk 27,93 ml larutan, maka Dioxin yang dibutuhkan :

27,93 ml
3,99mli

x 51,8 ng = 362,6 ng Dioxin
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Lampiran 7. Prosedur Pengukuran Kadar Malondyaldehide (MDA)

Organ

—  Ditimbang 0,1 gram

—  Dipotong kecil-kecil dan digerus dalam mortar

—  Ditambahkan 1 mL aquadest

—  Disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 20 menit

—  Diambil 100 pL sampel supernatan

—  Ditambahkan 100 pL Asam trikloroasetat atau TCA 10%

—  Dihomogenkan

L Ditambahkan 250 pL HCI 1 N

—  Dihomogenkan

—  Ditambahkan 100 pL Na-thio 1%

—  Dihomogenkan

—  Dipanaskan dalam water bath dengan suhu 100°C selama 20 menit
— Diangkat dan didinginkan pada suhu ruang

—  Ditambahkan aquadest sebanyak 3500 pL

L Diukur absorbansi dengan spektofotometer pada panjang gelombang
maksimum (532 nm)

—  Diperoleh nilai absorbansi sampel

Kadar MDA




Lampiran 8. Prosedur Pembuatan Preparat Histopatologi Testis dengan
Pewarnaan Hemaktosilin-Eosin (HE)

Fiksasi—=>organ dimasukkan dalam formaldehid 10%.

v

Dehidrasi - alkohol bertingkat dari konsentrasi 70% 24

jam, etanol 80 % 2 jam, etanol 90% , 95%, dan etanol
absolut 20 menit

Penjernihan - rendam jaringan dalam larutan xylol |
selama 20 menit dan xylol Il selama 30 menit.

y

Infiltrasi dan embeeding—> blok parafin pada
inkubator bersuhu 56-58°C

-

Cetakan dijepit dalam mikrotom dan jaringan dipotong

ketebalan 5 um. Sediaan disimpan dalam inkubator suhu
38-40°C 24 jam
v

Deparafinasi=>xylol | dan Il

v

Rehidrasi=>etanol absolut,
95%,90%,80%, dan 70%

y

Dicuci air mengalir

\ 4
Pewarnaan Hemaktosilin 10 menit

A 4
Ducuci air mengalir

A\ 4
j Pewarnaan Eosin 5 menit

Dehidrasi—=>etanol absolut,

Mountain dengan
95%,90%,80%, 70%

entellan

Pengamatan histopatologi

63
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Lampiran 9. Data Absorbansi dan Perhitungan Kadar MDA Organ Testis

Kadar Rata-

Perlakuan Ulangan Absorbansi SD
(ng/ml) rata

Kontrol normal 1 0,636 1622
2 0,6708 1708,5
3 0,661 16855 1680,75 40,55
4 0,6702 1707

Kontrol kasein 1 0,6418 1636
2 0,6416 1635,5
3 0,637 1625,5 1658 51,56
4 0,681 1735

Kontrol positif 1 0,810 2056,5
2 0,788 2001,5
3 0.844 21415 2044.62 72,323
4 0,779 1979

Perlakuan 1 1 0,824 20915
2 0,761 1934
3 0.763 1939 1962,12 89,753
4 0,741 1884

Perlakuan 2 1 0,733 1964
2 0,743 1889
3 0718 1826 5 1890,87 56,39
4 0,741 1884

Perlakuan 3 1 0,718 1826,5
2 0,738 1876,5
3 0.667 1699 1772,12 94,038
4 0,662 1686,5

Keterangan: hasil nilai absorbansi dikonversi menjadi kadar MDA dengan rumus
y=0,0004x-0,0126

Contoh perhitungan kadar MDA

Y  =0,0004x —0,0126
0,662 =0,0004x — 0,0126
X = (0,662 + 0,0126) / 0,0004

X =1686,5



Lampiran 10. Analisa Statistika Kadar MDA organ Testis

a. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Kadar
N 24
Normal Parameters®” Mean 1834.7500
Std. Deviation 158.53151
Most Extreme Differences Absolute .162
Positive 162
Negative -.104
Test Statistic .162
Asymp. Sig. (2-tailed) .103°

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

b. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
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Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.298 5 18 .308
c. Descriptive
Descriptives
95% Confidence
Int | for M
N Mean D S.td'. Std. Error nierval for Mean Minimum | Maximum
eviation
Lower Upper
Bound Bound
K- 4 1680.7500 40.55141| 20.27570| 1616.2237 | 1745.2763 | 1622.00| 1708.50
P1 4 1962.1250 89.75371| 44.87686 | 1819.3068 | 2104.9432| 1884.00| 2091.50
p2 4 1890.8750 56.39795 | 28.19898 | 1801.1333 | 1980.6167 | 1826.50| 1964.00
P3 4 1772.1250 94.03845| 47.01922 | 1622.4888 | 1921.7612| 1686.50| 1876.50
KK 4 1658.0000 51.56064 | 25.78032 | 1575.9555| 1740.0445| 1625.50| 1735.00
K+ 4 2044.6250 72.32378 | 36.16189 | 1929.5417 | 2159.7083 | 1979.00| 2141.50
Total 24 1834.7500| 158.53151| 32.36011| 1767.8080| 1901.6920| 1622.00| 2141.50
d. Uji ANOVA
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 489201.500 5 97840.300 19.824 .000
Within Groups 88840.000 18 4935.556
Total 578041.500 23
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e. Uji Lanjutan (Post Hoc) menggunakan Tukey Test

Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
(I) Perlakuan  (J) Perlakuan Difference (I-J) | Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound
K- P1 -281.37500 | 49.67673 .000 -439.2494 -123.5006
P2 -210.12500 | 49.67673 .006 -367.9994 -52.2506
P3 -91.37500 | 49.67673 467 -249.2494 66.4994
KK 22.75000 | 49.67673 .997 -135.1244 180.6244
K+ -363.87500 | 49.67673 .000 -521.7494 -206.0006
P1 K- 281.37500 | 49.67673 .000 123.5006 439.2494
P2 71.25000 | 49.67673 .707 -86.6244 229.1244
P3 190.00000" | 49.67673 .013 32.1256 347.8744
KK 304.12500°| 49.67673 .000 146.2506 461.9994
K+ -82.50000 | 49.67673 .572 -240.3744 75.3744
P2 K- 210.12500 | 49.67673 .006 52.2506 367.9994
P1 -71.25000 | 49.67673 .707 -229.1244 86.6244
P3 118.75000 | 49.67673 211 -39.1244 276.6244
KK 232.87500 | 49.67673 .002 75.0006 390.7494
K+ -153.75000 | 49.67673 .059 -311.6244 4.1244
P3 K- 91.37500 | 49.67673 467 -66.4994 249.2494
P1 -190.00000" | 49.67673 .013 -347.8744 -32.1256
P2 -118.75000 | 49.67673 211 -276.6244 39.1244
KK 114.12500 | 49.67673 .245 -43.7494 271.9994
K+ -272.50000" | 49.67673 .000 -430.3744 -114.6256
KK K- -22.75000 | 49.67673 .997 -180.6244 135.1244
P1 -304.12500° | 49.67673 .000 -461.9994 -146.2506
P2 -232.87500 | 49.67673 .002 -390.7494 -75.0006
P3 -114.12500 | 49.67673 .245 -271.9994 43.7494
K+ -386.62500 | 49.67673 .000 -544.4994 -228.7506
K+ K- 363.87500 | 49.67673 .000 206.0006 521.7494
P1 82.50000 | 49.67673 572 -75.3744 240.3744
P2 153.75000 | 49.67673 .059 -4.1244 311.6244
P3 272.50000 | 49.67673 .000 114.6256 430.3744
KK 386.62500 | 49.67673 .000 228.7506 544.4994

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

f. Uji Homogeneous Subsects

Kadar
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N a b c
KK 4 1658.0000
K- 4 1680.7500
P3 4 1772.1250 1772.1250
P2 4 1890.8750 1890.8750
P1 4 1962.1250
K+ 4 2044.6250
Sig. .245 211 .059

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.



Lampiran 11. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan
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