EFEK TERAPI KASEIN YOGURT SUSU KAMBING
TERHADAP KADAR MDA(Malondialdehyde) DAN
HISTOPATOLOGI AORTA ABDOMINAL TIKUS

(Rattus Norvegicus) MODEL HIPERTENSI
YANG DIINDUKSIGARAM-DOCA
(Deoxvcorticosteroneacetate)

SKRIPSI

Oleh :

MONICK ROSETA
0911313030

PROGRAM STUDI PENDIDIKAN DOKTER HEWAN
PROGRAM KEDOKTERAN HEWAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG

2014



EFEK TERAPI KASEIN YOGURT SUSU KAMBING
TERHADAP KADAR MDA (Malondialdehyde) DAN
HISTOPATOLOGI AORTA ABDOMINAL TIKUS

(Rattus Norvegicus) MODEL HIPERTENSI
YANG DIINDUKSIGARAM-DOCA
(Deoxycorticosteroneacetate)

SKRIPSI

Sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar
Sarjana Kedokteran Hewan

Oleh :

MONICK ROSETA
0911313030

W
M kepokTerP™

PROGRAM STUDI PENDIDIKAN DOKTER HEWAN
PROGRAM KEDOKTERAN HEWAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG

2014



LEMBAR PENGESAHAN SKRIPSI

Efek Terapi Kasein Yogurt Susu Kambing Terhadap KadarMDA
(Malondialdehyde)dan HistopatologiAorta Abdominal Tikus
(Rattus Norvegicus)Model HipertensiYang Diinduksi
Garam-DOCA (Deoxycorticosterone acetate)

Oleh :

MONICK ROSETA
0911313030

Telah dipertahankan di depan Majelis Pengujipada tanggal 10 Februari 2014
dan dinyatakan memenuhi syarat untuk memperoleh gelar
Sarjana Kedokteran Hewan

Pembimbing | Pembimbing II
drh. Masdiana C. Padaga, M.App.Sc drh. Rositawati Indrati, MP
NIP. 19560210 198402 2 001 NIP. 19590529 198601 2 001
Mengetahui,

Ketua Program Studi Pendidikan Dokter Hewan
Program Kedokteran Hewan
Universitas Brawijaya

Prof. Dr. Aulanni’am, drh., DES
NIP. 19600903 198802 2 001




LEMBAR PERNYATAAN

Saya yang bertandatangan di bawah ini:

Nama : MONICK ROSETA

NIM : 0911313030

Program Studi : Pendidikan Dokter Hewan
Penulis Skripsi berjudul :

“Efek  Terapi Kasein Yogurt  Susu Kambing  Terhadap
KadarMDA (Malondialdehyde)danHistopatologiAorta Abdominal Tikus(Rattus
norvegicus) Model Hipertensi yang diinduksi Garam-DOCA
(Deoxycorticosterone acetate)”

Dengan ini menyatakan bahwa:

1. Isi dari skripsi yang saya buat adalah benar-benar karya saya sendiri dan
tidak menjiplak karya orang lain, selain nama-nama yang termasuk di isi
dan tertulis di daftar pustaka dalam skripsi ini.

2. Apabila dikemudian hari ternyata skripsi yang saya tulis terbutki hasil
jiplakan, maka saya akan bersedia menanggung segala resiko yang akan
saya terima.

Demikian pernyataan ini dibuat dengan segala kesadaran.

Malang, 10 Februari 2014
Yang menyatakan,

(Monick Roseta)
NIM. 0911313030



Efek Terapi Kasein Yogurt Susu Kambing Terhadap
KadarMDA(Malondialdehyde)dan HistopatologiAorta Abdominal
Tikus(Rattus norvegicus) Model Hipertensi yang diinduksi Garam-DOCA
(Deoxycorticosterone acetate)

ABSTRAK

Hipertensi saat ini masih menjadi masalah utama di dunia yang paling
banyak menyebabkan kematian. Salah satu pengobatan alternatif yang digunakan
untuk penderita hipertensi adalah kasein yogurt susu kambing. Bioaktif peptida
yang terdapat pada kasein yogurt susu kambing memiliki peran sebagai
antihipertensi (ACE-Inhibitor) yaitu B-kasein dan antioksidan yaitu as-kasein.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek terapi kasein yogurt susu
kambing dalam menurunan kadar MDA dan memperbaiki kerusakan jaringan
aorta abdominal tikus. Desain penelitian menggunakan RAL. Parameter yang
diamati adalah kadar MDA yang diukur menggunakan TBA dan gambaran
histopatologi aorta abdominal (pewarnaan HE). Kelompok perlakuan terdiri dari
5 yaitu kelompok tikus normal (A), tikus hipertensi induksi Garam-DOCA (B),
tikus terapi captopril 5 mg/kg BB (C), tikus terapi kasein yogurt susu kambing
300 mg/kg BB (D) dan 600 mg/kg BB (E). Hasil penelitian menunjukkan terapi
kasein yogurt susu kambing dapat menurunkan kadar MDA dan mengurangi
kerusakan jaringan aorta abdominal pada tikus hipertensi yang dibuktikan dengan
penurunan kadar MDA kelompok D (0,43 + 0,08 pg/mL) dan E (0,42 + 0,04
pg/mL) terhadap kelompok B (0,61 +0,09 pg/mL). Pada tikus kelompok E
menunjukkan gambaran histopatologi yang paling baik yang ditunjukkan dengan
penurunan proliferasi sel otot polos dan perbaikan struktur endotel.

Kata kunci :Hipertensi, Garam-DOCA, Kasein yogurt susukambing, biopeptida,
MDA, Histopatologi



Therapeutic Effect of Goat Milk YogurtCasein to MDA (Malondialdehyde)
Level and Histopathology inAbdominal Aorticof Hypertension Rats
(Rattus norvegicus)Modelinduced DOCA
(Deoxycorticosterone acetate)-Salt

ABSTRACT

Hypertension is major problem in the world that most causes of death. One
of the alternative medicine used for patients with hypertension isgoat milk yogurt
casein.Bioactive peptidesfound in goat milk yogurt casein have a role as an
antihypertention (ACE-inhibitory) which p-casein and antioxidation which os-
casein. The aim of this study was to determine the effect ofgoat milk yogurt
caseinin decrease the MDA levels and repair tissue damage of rats abdominal
aortic. The research design using completely randomized design. The Parameters
observed were levels MDA measured by wusing TBA methods and
histopathological picture of the abdominal aortic(HE staining). The group consists
of 5 groups were normal rats (A), rats hypertension induced DOCA-Salt (B), rats
therapy captopril5 mg/kg (C), rats therapy goat milk yogurt casein 300 mg/kg (D),
and 600 mg/kg body weight (E). The results showed that therapeutic goat milk
yogurt casein could reduce levels of MDA andabdominal aortic tissue damage in
hypertensive rats as evidenced by the decresed levels of MDAgroup D (0.43+0.08
pg/mL) andE (0.42+0.04pg/mL) to group B (0.61+0.09 pg/mL). In group E rats
showed the besthistopathologycal observation indicated bydecreased smooth
muscle cell proliferation and endothelial repair structures.

Key words :Hypertension,DOCA-Salt, goat milk yogurt casein, biopeptide, MDA,
histopathology.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hipertensi saat ini masih menjadi masalah utama di dunia dan merupakan
salah satu faktor resiko kardiovaskular yang paling banyak menyebabkan
kematian karena hampir diderita oleh 1 milyar orang di seluruh
dunia(Chobanianet al., 2003; Bowman, 2007). Hipertensi tidak hanya terjadi pada
manusia namun juga dapat terjadi pada hewan, salah satunya adalah kucing.
Hipertensi pada kucing selain menyerang sistem kardiovaskular juga dapat
menyebabkan kerusakan pada sistem pembuluh darah. Kejadian hipertensi
sekunder pada kucing, umumnya sering disebabkan oleh kerusakan ginjal kronis
dan akut, diabetes melitus dan obesitas. Sebanyak 50% kasus hipertensi pada
kucing tidak diketahui penyebabnya (Atkins, 2012).

Terdapat beberapa model untuk mencapai hipertensi pada tikus yaitu pada
hipertensi primer menggunakan model SHR (Spontaneous Hypertension Rat) dan
Dahl, sedangkan hipertensi sekunder menggunakangaram-DOCA
(Deoxycorticosteroneacetate) dan 2K1C (2 Kydney 1 Clip).Garam-DOCA lebih
tepat dijadikan model hipertensi hewan coba karena lebih cepat meningkatkan
tekanan darah dan tingkat morbiditasnya rendah. (Badyal et al., (2003); Oates &
Brown (2001)).0leh karena itu dalam penelitian ini, untuk mencapai hipertensi
pada hewan coba menggunakan induksi garam-DOCA.

Hipertensi yang terjadi akibat induksi garam-DOCA, menstimulus aktivasi

angiotensin Il yang dapat meningkatkan sintesis protein dalam sediaan sel otot



polos pembuluh darah sehingga berdampak pada hipertropi endotel yang dapat
meningkatkan tekanan darah (Bagrov & Lakatta, 2004). Pemberian pakan yang
banyak mengandung garam dapat menginduksi perubahan pada sel endotel di
pembuluh darah, dan peningkatan regulasi pada reseptor angiotensin |l
(Wardener, 2002).

Pemahaman dan penanganan hipertensi sudah banyak dilakukan tetapi
masih belum dapat diatasi secara optimal (Bowman, 2007). Pengobatan penyakit
hipertensi pada umumnya membutuhkan jangka waktu yang lama. Oleh karena
itu, faktor keamanan penggunaan obat jangka panjang menjadi perhatian utama
untuk pemilihan obat, selain itu pemberian obat sintetis kurang efektif dibanding
dengan suplementasi obat produk alam, seperti yogurt, kefir dan sebagainya
(Bray, 2006; Sukamdar, 2006).

Susu kambing memiliki sifat nutrisi khusus yang menarik perhatian
konsumen karena susu kambing mengandung kalsium lebih tinggi dibanding susu
sapi sehingga sangat baik untuk pertumbuhan tulang bagi anak-anak selain itu
produk susu kambing memiliki daya cerna yang lebih tinggi dan sifat alergi yang
lebih rendah daripada susu sapi, sehingga permintaan akan produk susu kambing
semakin berkembang (Martin et al., (2003); Silanikove et al., 2010).

Menurut Sharma et al.,(2011), protein susu merupakan sumber bioaktif
peptida yang secara fisiologi memiliki berbagai peran penting. Kitts
&Weiler,(2003) menambahkan bahwa bioaktif Peptida (BPs) sebagai fragmen-
fragmen protein spesifik, memiliki dampakpositif padafungsi tubuh sehingga

dapat mempengaruhikesehatan. Fraksi kasein yang terdiri darias-kasein, p-kasein



dan y-kasein didalam protein susu kambing merupakan sumber bioaktif peptida.
Mekanisme kerja dari BPs dalam menurunkan tekanan darah dengan cara
mensintesis ACEI (Angiotensin Converting-Enzyme-Inhibitory) sehingga berperan
penting di dalam penyakit hipertensi(FitzGerald et al., 2004; Akuzawa et al.,
2009).

Berdasarkan latar belakang tersebut maka penelitian ini dilakukan untuk
mengetahuiefek kasein yogurt susu kambing dalam memperbaiki kerusakan

jaringan aorta abdominal tikus model hipertensi induksi garam-DOCA.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana efek terapi kasein yogurt susu kambing pada tikus model
hipertensiinduksi garam-DOCA terhadap kadar MDA ?
2. Bagaimana gambaran histopatologi dinding aorta abdominal pada model
tikus hipertensi induksi garam-DOCA yang diberikan terapi kasein yogurt

susu kambing ?

1.3 Batasan Masalah

1. Penelitian ini menggunakan tikus (Rattus norvegicus)/ strain Wistar jantan
berumur 10-12 minggu dengan berat badan 200-250 gr sebanyak 20 ekor
yang berasal dari LPPT Universitas Gajah Mada.

2. Pembuatan keadaan hipertensi pada tikus menggunakan model Garam-
DOCA, dengan garam (NaCl 2%) diberikan melalui air minum dan DOCA

yang diberikan secara injeksi subcutan dengan dosis 20 mg/kg BB pada 5



kali injeksi pertama kemudian dosis 10 mg/kg BB pada 5 kali injeksi
berikutnya.

3. Susu kambing yang digunakan berasal dari jenis PE/Peranakan Etawa
segar yang diperoleh di BBPP Batu-Malang Jawa Timur, Indonesia dan
menggunakan starter L. acidophilus, S. thermophilus, dan L. bulgaricus
yang diperoleh dari Yogourmet, Canada.

4. Kasein yogurt susu kambing sebagai terapi hipertensi diberikan dengan
dosis 300 mg/kg BB dan 600 mg/kg BB.

5. Variabel yang diamati adalah kadar MDA dan histopatologi aorta

abdominal tikus (Rattus norvegicus).

1.4 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui efek terapi kasein yogurt susu kambing pada tikus model
hipertensi induksi garam-DOCA terhadap kadar MDA.

2. Mengetahui gambaran histopatologi dinding aorta abdominal pada tikus
model hipertensi induksi garam-DOCA yang diberikan terapi kasein

yogurt susu kambing.

1.5 Manfaat
1. Memberikan informasi tentang manfaat dari kasein yogurt susu kambing
dalam menurunkan tekanan darah dan memperbaiki kerusakan fungsi
organ pada penderita hipertensikhususnya hipertensi sekunder, baik pada

manusia maupun hewan.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hipertensi

2.1.1 Etiologi

Hipertensi terjadi karena adanya kenaikan tekanan darah (Badyal et al.,
2003).Tekanan darah normal sistolik pada tikusadalah 84-174 mmHg dan
diastolik 58-145 mmHg(Kusumawati, 2004).Tikus dikatakan hipertensi bila
tekanan darah sistol melebihi 120 mmHg (Guyton, 2006). Hipertensi dapat dibagi

menjadi dua yaitu :

1. Hipertensi esensial (primer)

Hipertensi esensial (primer) penyebab pasti belum diketahui. Berbagai
faktor diduga sebagai penyebab hipertensi primer, seperti bertambahnya umur,
stres psikologis, dan hereditas. Kurang lebih 90% penderita hipertensi tergolong
hipertensi primer sedangkan 10%-nya tergolong hipertensi sekunder. Sebanyak
70-80% kasus hipertensi esensial, didapatkan riwayat hipertensi di dalam keluarga
(Oates dan Brown, 2001).

Penggunaan hewan coba sebagai model hipertensi primer meliputi
hipertensi genetik dan hipertensi lingkungan. Pada hipertensi genetik,
menggunakan model SHR dan Dahl sedangkan hipertensi lingkungan,
menggunakan model stress (Sjakoer dan Permatasari, 2011).

Okamoto & Aoki dalam Dornas & Silva., (2011) menjelaskan model SHR

(Spontaneously hypertensive rat) adalah hasil inbreeding dari tikus wistar dan



wistar-kyoto (WKY) non hipertensi. Selanjutnya Henning et al.,(2010)
menambahkan bahwa model SHR ini dapat menyebabkan hipertropi pada
pembuluh darah dan ketebalan dindingnya akan menipis (meregang).
Berkurangnya fungsi dari Pembuluh darah, akan menyebabkan beberapa
komplikasi seperti hemorhagic pada otak, trombosis, nephrosclerosis dan lesi
myocardial. Selain itu Pintoetal., (1998)&Badyal etal., (2003) menambahkan
bahwa pada model SHR, ketika di tahap awal tidak memiliki kecenderungan
terhadap stroke namun pada tahap berikutnya model ini rawan menuju stroke dan
mempunyai kecenderungan yang kuat untuk mati.

Secara fisiologis, ginjal yang normal mempunyai kemampuan dalam
mengekskresi garam, tanpa menunjukkan peningkatan volume ekstraseluler. Pada
kondisi terjadi intake garam yang berlebih menunjukkan keadaan yang tidak baik
bagi tubuh yaitu terjadi hipertensi (Sharma et al., 2010). Pada model Dahl,
diberikan perlakuan dengan cara memberi asupan garam yang tinggi. Pada model
ini, hipertensi terjadi setelah mengganti air minum dengan natrium klorida 1-2%

selama 9-12 bulan(Badyal etal., 2003).

2. Hipertensi sekunder

Hipertensi sekunder adalah hipertensi yang penyebabnya dapat diketahui,
antara lain kelainan pembuluh darah ginjal, gangguan kelenjar tiroid (hipertiroid),
penyakit kelenjar adrenal (hiperaldosteroneisme)(Oates dan Brown, 2001).Pada
hewan model hipertensi sekunder dilakukan dengan induksi garam-DOCA atau

dengan model 2K1C pada ginjal (Sun dan Zhang, 2005).



Dua ginjal satu klip (2K1C = 2 kidney 1 clip) adalah salah satu model
eksperimetal hipertensi yang dikembangkan oleh Harry Golblatt. Model tikus
hipertensi ini dilakukan dengan cara menjepit salah satu arteri ginjal, suatu model
yang secara klinis identik dengan hipertensi ginjal (Armenia dkk., 2007). Kegiatan
menjepit salah satu arteri ini menyebabkan peningkatan tekanan darah akibat dari
terjadinya peningkatan akitifitas plasma renin, sehingga terbentuklah angiotensin
I, tetapi tidak terjadi retensi garam dan air karena arteri pada salah satu ginjal
yang tidak dijepit tetap dalam keadaan normal. Oleh sebab itu, hipertensi ini yang
bekerja adalah sistem renin-angiotensin (Sharma et al., 2010).

Garam-DOCA merupakan salah satu model hipertensi sekunder karena
pengaruh endokrin (hormon). Deoxycorticosterone adalah hormon steroid yang
dihasilkan oleh kelenjar adrenal yang memiliki aktifitas sebagai mineralokortikoid
dan bertindak sebagai precursoraldosterone. Jalur utama untuk produksi
aldosterone yaitu pada zona glomerulosa adrenal (Blacker, 1992 ; Don dan Lo,
2007).Berbeda dengan model 2K1C, pada model hipertensi induksi Garam-
DOCA, terjadi pengurangan produksi plasma rennin (Ortiz & Garvin, 2001). Jenis
hipertensi ini memproduksi mineralcorticoid (aldosteron) dan glucocorticoid

(Badyal et al., 2003).

2.1.2Patomekanisme Garam-DOCATerhadap Peningkatan Tekanan Darah
Selye et al.,dalamBadyal, et al., (2003) adalah orang yang pertama kali
membuktikan bahwa DOCA menghasilkan hipertensi pada hewan yang diujikan

ke tikus. Deoxycorticosteroneacetate (DOCA) termasuk mineralokortikoid yang



menyebabkan retensi natrium dan air dalam tubuh sampai terjadi diuresis dan
peningkatan tekanan pada ginjal. Paparan garam-DOCAmenghasilkan hipertensi
pada tikus (Badyal et al., 2003).

Deoxycorticosterone salah satu mineralkortikoid secara kualitatif
mempunyai kemiripan dengan aldosterone, serta merupakan hormon steroid yang
berperan penting pada ginjal. Untuk mengatur volume cairan ekstraseluler,
aldosterone akan mengurangi ekskresi NaCl(garam) dengan cara mereabsorpsinya
dari tubulus ginjal. Naiknya konsentrasi NaCl akan diencerkan kembali dengan
cara meningkatkan volume cairan ekstraseluler sehingga akan meningkatkan
volume dan tekanan darah (Don dan Lo, 2007).

Hasil penelitian yang dilakukan sebelumnya oleh Eun et al., (2005), terjadi
peningkatan tekanan darah sistolik secara signifikan 146+2 mmHg (tikus liar),
model hipertensi hasil induksi garam (saline 1%)-DOCA (200mg/tikus) yang
diberikan selama 14 hari bila dibandingkan ketika dalam keadaan normal (115+ 3
mmHg). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Somer et al (2000), pada tikus
hipertensi hasil induksi garam (saline 1%)-DOCA (100 mg/kg) selama 3 minggu,
juga mengalami peningkatan tekanan darah sistolik sebesar 189 + 4 mmHg dari

yang normal yaitu 126 + 2 mmHg.

2.1.3 Patofisiologi Perubahan Bentuk Pembuluh Darah Pada Hipertensi
Peningkatan tekanan darah terjadi karena faktor genetik dan atau lingkungan
serta peningkatan produksi neurohumoral/hormone (endokrin, parakrin,

autokrin).Salah satu pemicu tersebut baik secara langsung ataupun tidak langsung



berpengaruh terhadap peptida vasoaktif seperti angiotensin Il dan ET-1, yang
memediasi peningkatan stress oksidatif, vasokonstriksi, pertumbuhan sel otot
polos dan apoptosis, derajat inflamasi dan terjadi fibrosis pada sistem pembuluh
darah serta perubahan bentuk. Perubahan bentuk pada sistem pembuluh darah
merupakan umpan balik dari tekanan darah yang semakin meningkat(Intengan &
Schifrin, 2001).

Deoxycorticosterone acetate (DOCA) adalah suatu mineralkorticosteroid
yang secara kualitatif mempunyai kemiripan dengan aldosteron (Sjakoer dan
Permatasari, 2011). Aldosteron adalah hormon yang terlibat dalam sejumlah
penyakit kardiovaskuler termasuk hipertensi sistemik dan menyebabkan
kerusakan organ target (Krum & Martin, 2007; Ling & Chai,2007). Pada manusia,
peningkatan konsentrasi plasma aldosteron berhubungan dengan salah satunya
adalah disfungsi endotel (Brown et al.,2005).

Shepherd (2007), Krum & Martin (2007) and Kirchengast & Luz (2005)
menjelaskan bahwa endotelin merupakan vasokonstriktor peptida endogen yang
penting dalam mengontrol tekanan darah. Peptida tersebut diproduksi diberbagai
jaringan termasuk endotel pembuluh darah. Endotelin dibagi menjadi tiga bagian
besar yaitu Endotelin-1, 2, dan 3. ET-1 dan ET-2 sangat efektif pada otot polos
pembuluh darah sedangkan ET-3 efeknya minimal. Ikatan reseptor ET-1 olehET-1
merangsang  peningkatan kadar Ca®* intraseluler yang mengakibatkan
vasokonstriktor. Selanjutnya Masanori et al., (2001) menjelaskan bahwa
peningkatan produksi AT-1 di aorta dapat terjadi pada tikus hipertensi model

induksi Garam-DOCA. Oparil et al., (2003) menambahkan bahwa peran dari ET-1



adalah bertindak sebagai vasokonstriktor, pertumbuhan sel dan proliferasi,
melepaskan aldosteron, aktivasi saraf simpatis, retensi sodium dan air,
menghambat pelepasan renin.

Terjadinya vasokonstriksi yang kronis dapat memicu pemendekan struktur
pembuluh darah yang tersusun atas sel otot polos sehingga lumen disekitarnya
akan mengecil. Selanjutnya peningkatan tekanan darah menginduksi terjadinya
disfungsi endotel yang juga dimediasi oleh berkurangnya bioavailabilitas NO,
dimana NO inilah yang dicari oleh radikal bebas, yang juga memicu perubahan
bentuk sistem pembuluh darah. NO dalam kondisi di bawah normal, bekerja
dengan menghambat vasokonstriksi, faktor pertumbuhan, penurunan kolagen dan
apoptosis. Perubahan bentuk pada awalnya dapat menyesuaikan diri namun pada
akhirnya tidak dapat menyesuaikan diri dan membahayakan fungsi organ dan

menyebabkan terjadinya hipertensi (Intengan & Schifrin, 2001).

2.1.4Aktivitas Stres Oksidatif dan MDA Pada Pembuluh Darah Tikus
Hipertensi Induksi Garam-DOCA

Hipertensi Induksi Garam-DOCAdapat memicu terjadinya peningkatan stres
oksidatif. Stress oksidatif diperoleh dari ketidakseimbangan antara radikal bebas
dengan antioksidan. Peningkatan stress oksidatif tepatnya dimediasi oleh ET-1
dimana menciptakan terbentuknya ROS, sedangkan ROS itu sendiri adalah
senyawa pengoksida turunan oksigen yang bersifat sangat reaktif yang terdiri atas
kelompok radikal bebas dan kelompok non radikal. Stress oksidatif yang

ditimbulkan oleh radikal bebas dapat ditentukan dengan mengukur salah satu
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parameter yaitu kadar MDA. Kadar MDA yang tinggi menunjukkan bahwa sel
mengalami stress oksidatif (Callera et al., 2006; Halliwell dan Whiteman, 2004;
Harjanto, 2004; Valko et al., 2006).

Malondialdehyde (MDA) adalah suatu senyawa yang merupakan hasil dari
oksidasi lipid yang menjadi peroksida.Malondialdehida terbentuk dari peroksidasi
lipid (lipid peroxidation) pada membrane sel yaitu reaksi radikal bebas (radikal
hidroksil) dengan polyunsaturated fatty acid (PUFA). Reaksi tersebut terjadi
secara berantai, akibat akhir dari reaksi rantai tersebut akan terbentuk hydrogen
peroksida. Hydrogen peroksida tersebut dapat menyebabkan dekomposisi
beberapa produk aldehid yang bersifat toksik terhadap sel dan berbeda panjang
rantainya antara lain MDA, yang merupakan salah satu aldehid utama yang
terbentuk.Pengukuran kadar MDA terdapat beberapa metode yang dapat
digunakan, salah satunya TBA (thiobarbituric acid) reactivity test, yang dapat
dilakukan baik secara invivo maupun invitro. Tes ini dasarkan pada reaksi
kondensasi antara molekul MDA dengan dua molekul TBA pada kondisi asam
(Edyon, 2002).

Adanya ET-1 yang terdapat pada pembuluh darah merupakan sumber dari
ROS yang didapat dari respirasi mitokondria (Callera et al., 2006). Peran ET-1
dalam pembentukan hipertensi dan menyebabkan kerusakan jaringan seperti
hipertropi pembuluh darah dapat dibuktikan dari hasil penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Masanori et al., (2001), dimana kadar ET-1 pada tikus hipertensi

induksi Garam(NaCl 0,1%)-DOCA(dosis15 mg/kgBB) mengalami peningkatan
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sebanyak 3 kali lipat (3.30 + 0.44 ng/g jaringan) dibandingkan dengan tikus
normal (1.24 + 0.06 ng jaringan).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Jiménez et al., (2007), pada tikus
hipertensi hasil induksi garam (NaCl 1%)-DOCA (12,5mg/tikus/minggu) selama
5 minggu menunjukkan adanya stres oksidatif yang dapat dilihat dari pemeriksaan
vasculer superoxide (O, ) dimana pada pemberian dihydroethidium(DHE) akan
menghasilkan red nuclear fluorescense. Semakin banyak warna merah yang
dihasilkan, menandakan produksi superoxide (O, ) di aorta thoracalis semakin
besar, dengan kata lain semakin banyak produksi superoxide (O, ) maka radikal
bebas yang terbentuk semakin banyak. Red nuclear yang terlihat adalah tunika
adventitia, tunika media dan sel endotel. Pada Gambar 2.1,cincin aorta thoracalis
tikus hipertensi induksi Garam-DOCA terlihat warna merah yang sangat jelas

dibanding tikus normal.

o/

Control DOCA
(@) (b)

Gambar 2.1Dinding aortadengan perbesaran 400x. (a) dinding aorta
thoracalis pada tikus normal yang tersusun atas tunika
intima, media, dan edventitia, tidak terjadi stres oksidatif
yang ditunjukkan oleh warna merah dalam jumlah sedikit
(b) dinding aorta thoracalis pada tikus yang diberi induksi
garam-DOCA terjadi peningkatan stres oksidatif.
(A):(lbinding aorta (Jimeénez et al.,2007).
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2.1.5Gambaran histopatologi Pembuluh Darah Pada Tikus Hipertensi
Induksi Garam-DOCA

Pemberian DOCA yang dikombinasikan dengan NaCl pada tikus muda dan
dewasa dapat menyebabkan kerusakan jaringan seperti fibrosis, hipertropi dan
abnormalitas serta disfungsi endotel. Intake NaCl secara berlebih menyebabkan
infiltrasi mononuklear sel dan pelepasan molekul oksidatif. Infiltrasi mononuklear
sel dan pelepasan molekul oksidatif adalah ekspresi dari terbentuknya angiotensin
I dan adanya angiotensin Il pada hipertensi berakibat pada luka(injury) pembuluh
darah dan hipertropi.Adanya luka dan hipertropi pada pembuluh darah
dikarenakan pembuluh darah yang terus menerus mengalami vasokonstriksi.
(Nakagawa et al.,2003; Kanellis et al.,2003; Muller et al.,2000; Quiroz et
al.,2001; Rodrignez et al.,2003; Franco et al.,2008).

Takahashi (2006) menjelaskan bahwa pada hipertensi hasil induksi Garam-
DOCA menyebabkan peningkatan kadar ET-1 dimana menginduksi VSMC
(Vascular Smooth Muscle Cell)/tonus sel otot polos vaskuler selanjutya VSMC
menstimulus terjadinya hipertropi dan hiperplasia. VSMC komponen utama pada
dinding arteri dan berperan dalam pembentukan lesi pembuluh darah. Hasil
penelitian Dao et al., (2006) menunujukkan bahwa adanya kadar ET-1 yang
rendah, menstimulus terjadinya hipertropi pada arteri dan kadar ET-1 yang tinggi
menstimulus terjadinya hiperplasia. Hasil penelitian Atkins et al., (2005)
menunjukkan bahwa induksi Garam-DOCA dapat menyebabkan terjadinya

proliferasi sel otot polos di pembuluh darah.
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Hasil penelitian yang dilakukan oleh Takaoka et al., (2001), pada tikus
hipertensi induksi Garam (NaCl 1%)-DOCA (15 mg/kg BB) yang diberikan
selama 4 minggu, menyebabkan injury pada jaringan aorta yang dapat dilihat dari
berat aorta yang lebih besar 13.2 + 0,8 mg/cm dibandingkan tikus normal 10.3 +
0.3mg/cm dan hasil pengamatan histopatologi aorta. Pada gambar 2.2 hasil
potongan melintang pada aorta thoracalis menunjukkan terjadinya peningkatan
ketebalan dinding aorta thoracalis di tunika media sebesar 0.77 + 0.33 mm?
dibandingkan dengan tikus normal yaitu 0.51 + 0.02 mm?. Peningkatan ketebalan

dinding aorta memiliki karakteristik yang dapat dilihat dari terjadinya hipertropi.

Hipertropi pada dinding aorta terjadi akibat dari meningkatnya tekanan darah.

A
0 $
Sham + vehicle DOCA-salt + vehicle

(a) (b)

Gambar 2.2Potongan Melintang pada Aorta Thoracalis dengan Pewarnaan HE.
(a)dinding aorta pada tikus dalam keadaan normal, (b)aorta pada
tikus yang diberi  induksi garam-DOCA  mengalami
penebalan(hipertropi) pada dindir@ aorta. (A):dinding aorta
(Takaoka et al., 2001).

2.2 Terapi Antihipertensi
Golongan obat antihipertensi yang banyak digunakan yaitu: diuretik,

penyekat reseptor beta adrenergik (p-blocker), penghambat angiotensin-
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converting enzyme (ACE-Inhibitor), antagonis angiotensin Il dan antagonis
kalsium dan alpha-blocker (Gormer, 2008).

Menurut Syarif dkk (2009), secara umum ACE-inhibitor dibedakan atas dua
kelompok: 1) bekerja langsung, contohnya captopril dan lisinopril. 2) Prodrug,
contohnya enalapril, kuinapril, perindopril, ramipil, silazapril, benazepril,
fosinopril dan lain-lain. Miguel-Carrasco et al.,(2010) menjelaskan bahwa
captopril adalah ACE-Inhibitor yang digunakan untuk mengobati hipertensi arteri
dan penyakit kardiovascular.

Cara kerja dari obat golongan ACE-Inhibitor adalah menghambat perubahan
angiotensin | menjadi angiotensin Il, dimana zat ini dapat menyebabkan
peningkatan tekanan darah (Depkes, 2008). Berkurangnya produksi angiotensin 11
olen ACE-Inhibitor akan mengurangi sekresi aldosteron. Akibatnya terjadi
ekskresi air dan natrium sedangkan kalium mengalami retensi sehingga ada
tendensi terjadinya hiperkalemia terutama pada gangguan fungsi ginjal (Syarif
dkk, 2009).

Beberapa diantara golongan ACE-Inhibitor dapat digunakan pada hipertensi
akut seperti captopril dan enalaprilat. Obat ini efektif pada sekitar 70% pasien.
ACE-Inhibitor terpilih untuk hipertensi dengan gagal jantung kongesti. Obat ini
juga menunjukkan efek positif terhadap lipid darah dan mengurangi resistensi
insulin sehingga sangat baik dalam menurunkan tekanan darah penderita
hipertensi diabetes, dislipidemia dan obesitas. Obat ini juga sering digunakan

untuk mengurangi proteinuria pada sindrom nefrotik dan nefropati diabetes
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melitus. Selain itu ACE-Inhibitor juga sangat baik untuk hipertensi dengan
hipertropi ventrikel kiri, penyakit jantung dan lain-lain (Syarif dkk, 2009).

Efek samping dari obat antihipertensi golongan ACE-Inhibitor adalah
terjadi hipotensi (terjadi pada awal pemberian ACE-Inhibitor, terutama pada
hipertensi dengan aktifitas renin yang tinggi), batuk kering (efek samping ini
bergantung pada besarnya dosis dan bersifat reversibel bila obat dihentikan),
hiperkalemia (dapat terjadi pada pasien dengan gangguan fungsi ginjal), gangguan
pengecapan (karena adanya gugus sulfihidril pada captopril yang tidak dimiliki
ACE-Inhibitor yang lain), edema angioneurotik, gagal ginjal akut (Departement
of Health and Human Service, 2004). Selain itu penggunaan obat golongan ACE-
Inhibitor beresiko terjadi kematian pada bayi dengan angka kejadian sebanyak 3-
7% terutama pada kehamilan trimester pertama (Cooper et al., 2006).

Secara farmakokinetik, captopril diabsorbsi dengan baik pada pemberian
oral dengan bioavailabilitas 70-75%. Pemberian bersama makanan akan
mengurangi absorbsi sekitar 30%, oleh karena itu obat ini harus diberikan 1 jam

sebelum makan (Syarif dkk, 2009).

2.3 Kasein Yogurt Susu Kambing

2.3.1 Karakteristik Kasein

Kambing Peranakan Etawa (PE) adalah salah satu penyedia protein hewani
asal ternak berupa daging atau susu. Kambing PE merupakan persilangan antara
kambing etawa dan kambing kacang yang keberadaannya sudah adaptif dengan

topografi di Indonesia (Tanius dan Setiawan, 2005). Kambing PE merupakan jenis
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kambing perah yang unggul karena mempunyai kemampuan memproduksi susu
sebanyak 1,5-3 liter per hari (Setiawan, 2002).

Kasein terdiri dari lebih dari satu protein (asi-kasein, asp-kasein, 3-kasein,
dan -kasein). Struktur primer dari tiap kasein berbeda-beda. Kasein memiliki
phosposerine dan mengandung proline yang relative tinggi. Letaknya terdapat
pada asam amino hidrofilik dan hidrofobik. as;-kasein, asy-kasein, B-kasein
berada pada wilayah yang mempunyai phosposerine dan presipitasinya berdekatan
dibawah kalsium sehingga disebut dengan calcium receptivity caseins.x-casein
hanya memiliki satu phosposerine dan presipitasinya tidak berdekatan
dibawahkalsium sehingga disebut dengan calcium non-receptivity caseins
(Akuzawa et al., 2009).

Ukuran kasein pada susu kambing lebih besar yaitu 100-200 nm dibanding
susu sapi yang berukuran 60-80 nm. Perbedaan lainnya yaitu kandungan dari os;-
kasein. Kandungan as;-kasein yang terdapat pada susu kambing antara 0-7 g/L.
Variasi ini berkaitan dengan polimorfisme genetikas;-kasein (Martin et al.,
2003).Susu kambing mengandung sedikit og-kasein dan lebih banyak
mengandung B-kasein bila dibandingkan dengan susu sapi (Clark & Sherbon,
2000).

B-kasein dapat diisolasi secara langsung dari hasil rennet susu skim
berdasarkan kelarutan dari -kasein yang diolah pada temperature yang rendah.
Kandungan [-kaseindapat meningkat dengan menurunkan suhu inkubasi.

Konsentrasi 3-kasein pada susu kambing 43% lebih tinggi daripada susu sapi. 3-
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kasein yang diekstrak lebih efisien dibandingkan rennet 3-kasein susu kambing,
sehingga hasil ekstraksi B-kasein pada susu kambing lebih tinggi 53% daripada
susu sapi. Kemurnian dari B-kasein yang diekstrak dapat meningkat hingga
mencapai 90% setelah diinkubasi pada suhu 0°C. ( Lamothe et al., 2007).

Menurut Winarno (2002), kandungan protein susu kambing lebih tinggi
daripada susu sapi sehingga susu kambing mampu membantu memulihkan
kondisi orang yang telah sembuh dari suatu penyakit. Hal ini disebabkan protein
berfungsi sebagai zat pembangun yaitu membentuk jaringan-jaringan baru di

dalam tubuh dan mengganti jaringan tubuh yang rusak dan yang perlu di perbaiki.

2.3.2 Biopeptida Dalam Kasein Yogurt Susu Kambing

Yogurt berasal dari susu yang mengalami fermentasi (Tamime dan
Robinson, 2007). Yogurt dapat dibuat dari susu, susu kambing(Stelios dan
Emmanuel, 2004). Yogurt yang dipasarkan biasanya dibuat menggunakan
fermentasi susu yang ditambahkan Kkultur Lactobacillus bulgaricus dan
Streptococcus thermophilus yang tiap organisme memiliki tingkat keasaman dan
spesifikasi pada rasa dan aroma produk yogurt serta kedua spesies ini bersifat
mutual synergism. (Almena et al., 2005; Masato et al., 2005).

Menurut Sharma et al.,, (2011) bioaktif peptida adalah protein yang
disintesis di dalam sel dalam bentuk prepropetida besar yang kemudian dipecah
dan dimodifikasi dalam bentuk produk aktif. Biopeptida dikenal sebagai fragmen
protein spesifik yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh. Berdasarkan fungsinya,

biopeptida dibedakan menjadi beberapa macam vyaitu sebagai antimikrobial,
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antitrombotik, antihipertensi, opioid imunomodulator, mineral binding, dan
antioksidan. Bioaktif peptida dapat diperoleh dari makanan, supplement makanan,
dan makanan yang digunakan untuk pengobatan. Bioaktif peptida inaktif dalam
rangkaian protein induk dapat dilepaskan dengan 3 cara: 1) melalui hidrolisis oleh
enzim digesti, 2) melalui hidrolisis protein oleh mikroorganisme proteolitik dan
3) melalui enzimproteolitikyang berasaldari mikroorganismeatau
tanaman(Korhonen &Pihlanto,2006).Peptida ACE-Inhibitor, peptida
imunomodulator, dan caseinophosphopetides adalah bioaktif peptida yang paling
banyak terdapat pada produk makanan yang diformulasikan untuk kesehatan
tubuh (Sharma et al., 2011).

Peptida yang berasal dari -kasein susu berpotensi sebagai aktivitas biologi
dimana dapat bertindak sebagai antihipertensi dan imunostimulus. Peningkatan
aktivitas biologi diperlukan untuk memproduksi bioaktif peptida spesifik
(Lamothe et al., 2007). Bioaktifpeptida dipengaruhi oleh struktur molekul peptida
dan banyaknya perbedaan di dalam sequence AA dan modifikasi post translasi
seperti phosporilasi dan glikosilasi (Neveu et al., 2002).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Geerling et al., (2006) ACE-Inhibitor
pada susu kambing yang dihidrolisis, dapat menurunkan tekanan darah sistolik
tikus hipertensi model SHR. Terapi susu kambing yang dihirolisis yang diberikan
selama 4 minggu dapat mencegah peningkatan tekanan darah sistolik pada tikus
hipertensi model SHR. Menurut Maes et al., (2004) ; Sipola et al., (2002) ;
Nurminen et al.,(2000) ACE-Inhibitor dari peptida susu dapat bertindak sebagai

antihipertensi yang bekerja dengan cara menghambat pelepasan endotelin-1 oleh
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sel endotel, meningkatkan endotelium sehingga memproduksi NO, dan
meningkatkan kegiatan vasodilator.

Peptida antioksidan dapat diperoleh dari kasein yang dihidrolisis oleh enzim
digesti dan proses fermentasi susu oleh enzim proteolitik bakteri asam laktat
(Korhonen et al.,2003).Peptida yang paling banyak diindetifikasi sebagai
antioksidan berasal dari as-kaseinyang bekerja dengan cara menangkap aktivitas
radikal bebas dan menghambat peroksida lipid enzimatik dan non enzimatik,
dimana target utamanya adalah radikal bebas asam lemak berlebih (Rival et

al.,2001).
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BAB Il

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Induksi garam-DOCA pada tikus menyebabkan stres oksidatif di dalam sel
otot polos dan endotelial pembuluh darah. Terjadinya stress oksidatif diawali dari
DOCA yang memicu terbentuknya produksi aldosteron dan peningkatan produksi
Endotelin-1. Peningkatan sekresi aldosteron menyebabkan retensi natrium dan air
di ginjal dan juga ekskresi kalium, sehingga terjadilah peningkatan volume cairan
ekstraseluler. Selain terbentuknya produksi aldosteron, induksi garam-DOCA
dapat menyebabkan peningkatan produksi endotelin-1 di pembuluh darah.
endotelin-1 berperan dalam pembentukan radikal bebasdan bekerja sebagai
vasokonstriktor. Selanjutnya radikal bebas menyebabkan terbentuknya peroksida
lipid dimana produk akhirnya adalah MDA dan terbentuklah stres oksidatif. Stress
oksidatif menyebabkan kerusakan jaringanaorta abdominal yang ditandai dengan
terjadi proliferasi sel otot polos. Kerusakanjaringan dan peningkatan tekanan
darah menyebabkan terjadinya hipertensi.

Terapi kasein yogurt susu kambing yang mengandung biopeptida, dapat
bertindak sebagai antihipertensiyang diperoleh dari p-kaseindan sebagai
antioksidan dari as-kasein. Peptida antihipertensi dalam bentuk (-kaseinbekerja
dengan cara mensintesis ACE-Inhibitor. Selanjutnya ACE-Inhibitor akan
menghambat pelepasan endotelin-1 oleh sel endotel, meningkatkan endotelium

sehingga meningkatkan produksi NO, dan terjadi vasodilatasi.
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Peptida antioksidan berupa os-kaseinbekerja dengan cara menangkap
aktivitas radikal bebas. Radikal bebas yang berasal dari adanya peningkatan
produksi ET-1 pada hipertensi induksi garam-DOCA dapat menyebabkan
kerusakan selurunh membran biologis dengan cara menyerang protein lipid, asam
nukleat, dan glikonjugat. Selain menangkap aktivitas radikal bebas, os-kasein
juga bekerja dengan cara menghambat peroksida lipid enzimatik dan non
enzimatik, dimana target utamanya adalah radikal bebas asam lemak berlebih
sehingga akan terjadi penurunan peroksida lipid yang menghasilkan produk akhir
berupa MDA. Penurunan kadar MDA menyebabkan tingkat stres oksidatif pada
jaringan akan menurun yang ditandai dengan penurunan proliferasi sel otot polos
sehingga akan terjadi perbaikan jaringan pada tikus hipertensi induksi garam-

DOCA yang diterapi kasein yogurt susu kambing.
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3.2 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat
diajukan adalah sebagai berikut :terapi kasein yogurt susu kambing terhadap tikus
(Rattus norvegicus) sebagai model hipertensi yang telah diinduksi Garam-
DOCAdapat menurunkan tekanan darah penderita hipertensi dan mengurangi
kerusakan jaringan aorta abdominal, yang diamati berdasarkan pengukuran kadar

MDAGdan histopatologi jaringan aorta abdominal.
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BAB IV

METODOLOGI PENELITIAN

4.1Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini di lakukan di Laboratorium Kesehatan Masyarakat Veteriner,
Program Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya, Malang, Laboratorium
Biosains Universitas Brawijaya, Malang, Laboratorium Fitokimia, Departemen
Farmakognosi dan Fitokimia, Fakultas Farmasi, Universitas Airlangga, Surabaya,
LPPT (Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu), Rumah Sakit Dr
Soetomo Surabaya, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta dan Laboratorium
Farmakologi & Toksikologi Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta. Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Gajah Mada dan Laboratorium Biokimia Universitas Brawijaya. Pelaksanaan

penelitian berlangsung selama 1 tahun mulai bulan Januari-Desember 2013.

4.2Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari timbangan digital
(Precisa 3000 D), lemari es (Sharp), autoclave, inkubator (Memmert Ine500),
sentrifuse dingin (thermoscientificsorvall biofuge primo R centrifuge), oven
carbolite, pH meter (Eutech Instrument Cyberscan pH 310), kompor gas, freeze
dryer (Christ Beta 1-8 K), Blood Pressure Analyzer(lITC model 179, woodland
hills-USA), spektrofotometerUV-Vis (thermoscientificgenesys 20), rotary
microtome, sentrifuse (thermoscientific sorvall legend micro 17) dan mikroskop

cahaya (olympus BX 51), kamera (olympus XC 10), kandang besi ukuran 41 cm x
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31 cm x 27 cm, tissue processor, tissue embedding,water bath, tempat staining,
dan vortex. Peralatan glassware yang digunakan yaitu botol Schott 1000 ml, gelas
ukur 250 ml (Pyrex ® lIwaki), tabung erlenmeyer 250 ml (Pyrex ® lwaki) dan
gelas beaker 100 ml (Pyrex ® Ilwaki), object glass,dan cover glass.Peralatan
pendukung yang digunakan yaitu karet bulb, aluminium foil, termometer, spatula,
kertas pH, bunsen, pipet ukur 5 ml (Pyrex ® lwaki), sekam padi sebagai alas
kandang, botol minum yang dilengkapi saluran air dan box pakan tikus, syringe 1
ml, 3 ml & 12 ml, alat sonde dan penyaring minyak jagung (Sartorius Minisart ®).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tikus (Rattus
norvegicus)/strain Wistar jantan berumur 10-12 minggu dengan berat 200-250
gram sebanyak 20 ekor, pakan komersial AD 1l (Comfeed, Indonesia), air minum
RO (Reverse Osmosis), susu kambing PE/Peranakan Etawa segar (BBPP Batu-
Malang, Indonesia), starter yogurt (Yogourmet 5 g Lyo San Inc-Canada
mengandung bakteri L.bulgaricus S. thermophilus, L. acidophilus), DOCA
(Sigma Pcode 1001376001, USA), NaCl (Merck, Denmark), minyak jagung
(Sigma Pcode 1000925370), HCI 1 N, Na-Thio 1%, aquades, Formaldehid 10%,
kloroform 10%, TCA 10%, etanol, parafin, xylol, dan captopril 25 mg (Indofarma,
Indonesia), formaldehid 10%, etanol 70%, 80%, 90% dan 95%, xylol I, xylol I1,

dan xylol 11I.

4.3Tahapan Penelitian
4.3.1Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak

Lengkap (RAL). Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok tersebut
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terdiri dari kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok tikus
model hipertensi yang diterapi captopril, kelompok tikus model hipertensi yang
diterapi kasein yogurt susu kambing dosis 300 mg/kg BB dan kelompok tikus
model hipertensi yang diterapi kasein yogurt susu kambing dosis 600 mg/kg BB.
Keseluruhan penelitian ini dilakukan atas persetujuan Komisi Etik
Penelitian Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, Indonesia. Estimasi besar

sampel dihitung berdasarkan rumus menurut Montgomery & Kowalsky, 2011:

P(n-1) > 15 Keterangan :
5(n-1) > 15 P = jumlah kelompok hewan coba
5n-5 >15 n = jumlah ulangan yang diperlukan
5n >20
n>4

Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk 5 perlakuan/kelompok hewan
coba diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok,
sehingga dalam penelitian ini membutuhkan 20 ekor hewan coba. Tiap-tiap

Kelompok perlakuan dijelaskan pada Tabel 4.3

Tabel. 4.3 Kelompok Perlakuan Tikus

Kelompok Tikus | Perlakuan

A tikus sehat tanpa perlakuan

B tikus hipertensi (Garam-DOCA)

C Tikus hipertensi(Garam-DOCA) yang diterapi dengan captopril dosis
5 mg/kg BB

D Tikus hipertensi (Garam-DOCA yang diterapi dengan kasein yogurt
susu kambing dosis 300 mg/kg BB

E Tikus hipertensi (Garam-DOCA) yang diterapi dengan kasein yogurt
susu kambing dosis 600 mg/kg BB
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Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :
Variable bebas . induksi garam-DOCA, dan terapi (captopril, kasein
yogurt susu kambing).
Variabel tergantung : kadar MDA ,dan histopatologi aorta abdominal.
Variabel kontrol :umur, jenis kelamin, berat badan tikus, pakan, dan
tekanan darah
Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan yaitu pembuatan kasein yogurt
(mulai dari pembuatan starter hingga kasein yogurt), sentrifugasi kasein yogurt,
freeze drying kasein yoghurt susu kambing, persiapan hewan coba, induksi tikus
hipertensi dengan garam-DOCA, pemberian terapi, pengukuran tekanan darah
hewan coba, pengukuran kadar MDA dan pengamatan preparat histopatologi aorta

abdominal tikus.

4.4Prosedur Kerja
4.4.1Pembuatan Kasein Yogurt Susu Kambing
4.4.1.1Pembuatan Starter

Proses pembuatan starter menurut Anonymous (2013) yaitu starter yogurt
ditimbang sebanyak 0,5 gram dan dimasukkan ke dalam gelas piala 100 ml. Susu
kambing sebanyak 100 ml yang telah dipasteurisasi,dituang ke dalam starter

yogurt (pH 4,63) untuk melarutkan starter yogurt dan diaduk hingga homogen.

4.4.1.2 Pembuatan Yogurt
Metode pembuatan yogurt menurut Posecion et al.,(2005), susu kambing

sebanyak 500 ml dituangkan ke dalam botol Schott 1000 ml lalu dipasteurisasi
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pada suhu 72°C selama 5 menit. Selanjutnya susu didinginkan hingga suhu
mencapai 40°C-45°C. Inokulasikan starter 5% ke dalam susu kambing 500 ml
(v/v). Lakukan inkubasi pada suhu 40°C—45°C selama 4-8 jam, setelah menjadi
yogurt, selanjutnya dimasukkan ke dalam lemari pendingin. Yogurt susu kambing

memiliki pH 4,52.

4.4.1.3 Pembuatan Kasein Yogurt

Quiros (2005) menjelaskan langkah pertama proses pembuatan kasein
yogurt yaitu yogurt susu kambing disentrifugasi untuk mendapatkan kasein yogurt
susu kambing. Sentrifugasi dilakukan dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit pada suhu 5°C. Hasil sentrifugasi akan terbentuk endapan dan supernatan.
Hasil endapan yang berwarna putih tersebut adalah kasein yogurt susu kambing.
Selanjutnya kasein yogurt susu kambing di freeze dry dan disimpan pada suhu

-20°C untuk selanjutnya digunakan pada penelitian.

4.4 2Persiapan Hewan Coba Hipertensi Induksi Garam-DOCA

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus) strain
Wistar dengan jenis kelamin jantan berumur 10-12 minggu, dan berat 200-250
gram. Hewan coba diadaptasikan dengan kondisi kandang dan pakan selama 3
hari. Tikus dibagi dalam 5 kelompok perlakuan. Air minum diberikan secara ad
libitum dan diberikan pakan komersial AD 1l (Comfeed, Indonesia). Tikus
dipelihara dalam kandang dengan populasi 5 ekor/kandang. Menurut Malkoff

(2005), tikus dipelihara dalam ruang bersuhu 26°C.
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4.4.3 Induksi Tikus Hipertensi dengan Garam-DOCA

Metode penelitian ini adalah hasil modifikasi antara Badyal et al (2003) dan
Prahalathan et al (2012) dimana tikus diberi DOCA(Deoxycorticosterone Acetate)
yang diinjeksi secara subkutan (SC) 2 kali seminggu dengan dosis 20 mg/kg BB
pada 5 kali injeksi awal kemudian dosis 10 mg/kg BB pada 5 kali injeksi
berikutnya yang sudah dilarutkan ke dalam minyak jagung 0,5 ml dan diberi 2%
(w/v) cairan NaCl sebagai air minum secara ad libitum. Tikus diinduksi hipertensi
selama5 minggu.Perhitungan pemberian dosis garam-DOCA dijelaskan pada

Lampiran 4.

4.4.4Perlakuan Terapi dengan Captopril

Dosis dan lama pemberian captopril diperoleh dari metode Contreras (2009)
yaitutikus hipertensi selanjutnya diberikan captopril selama 4minggu dengan
dosisbmg/kg/hari dan pemberian dilakukan dengan sonde.Perhitungan pemberian

dosis captopril dijelaskan pada Lampiran 5.

4.4 5Perlakuan Terapi dengan Kasein

Tikus hipertensi yang diberikan terapi kasein yogurt susu kambing
dibedakan menjadi 2 dosis yang diberikan yaitu dosis 300 mg/kg BB dan 600
mg/kg BB dan diberikan selama 4 minggu, pemberian dilakukan dengan
sonde.Dosis dan lama yang dibutuhkan untuk terapi menggunakan kasein
berdasarkan metode Contreras 2011. Perhitungan pemberian dosis kasein

dijelaskan pada Lampiran 6.
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4.4.6Pengukuran Parameter
4.4.6.1 Pengukuran Tekanan Darah Hewan Coba

Pengukuran tekanan darah menurut Badyal et al., (2003), dilakukan dengan
ekor tikus dimasukkan ke dalam tail cuff(lITC,USA) selanjutnyatombol “On” di
tekan danpengukuran dimulai dan dicatat. Tail-Cuffdigelembungkan hingga
tekanan darah diatas 200 mmHg kemudian tekanan cuff dikurangi perlahan-lahan.

Tekanan darah diukur seminggu sekali.

4.4.6.2 Persiapan Organ Untuk Pengukuran MDA dan Histopatologi
4.4.6.2.1 Proses Eutanasia tikus (Rattus norvegicus)

Proses eutanasia pada tikus, dimulai dari persiapan kapas yang telah
dibasahi kloroform 10% kemudian tikus dimasukkan kedalam tabung yang telah
berisi kapas yang telah dibasahi kloroform 10% kemudian tabung tersebut ditutup
dan tikus dibiarkan didalam tabung selama 5 menit. Selanjutnya dilakukan proses
pembedahan tikus untuk pengambilan jaringan aorta abdominal. Selanjutnya
jaringan disimpan kedalam larutan formalin 10% untuk pembuatan preparat
histopatologi dan yang disimpan ke dalam larutan PBS untuk pengukuran MDA.
4.4.6.2.2Pengukuran MDA
4.4.6.2.2.1Pembuatan Kurva Standar MDA

Larutan stok kit MDA dengan konsentrasi yaitu 0,1,2,3,4,5,6,7 dan 8 pg/Ml
diambil masing-masing sebanyak 100 pL dan dimasukkan ke dalam tabung
apendorf kemudian ditambahkan 500 pL aquades dan 100 pL TCA 10% lalu
dimhomogenkan dan ditambahkan 250 pL HCI 1 N serta dihomogenkan

kemudian ditambahkan 100 pL Na-Thio 1% dan dihomogenkan. Setelah itu
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disentrifugasi pada kecepatan 500 rpm selama 10 menit dan dihasilkan endapan
dan supernatan. Supernatan diambil lalu direndam dalam waterbath pada suhu
100°C selama 30 menit kemudian dibiarkan dalam suhu ruang serta diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang
maksimum (Amas) dan diperoleh absorbansi larutan kemudian dibuat kurva
standar MDA dan dihasilkan persamaan linear. Pembuatan kurva standar MDA
dijelaskan pada Lampiran 8.
4.4.6.2.2.2Pengukuran Kadar MDA Aorta Abdominal Metode TBA

Pengukuran kadar MDA menurut Aulanni’am dkk (2012), dimulai dari
aorta abdominal diambil jaringannya dan ditimbang sebanyak 1,8 gram kemudian
digerus dalam mortar hingga halus. Tambahkan NaCl fisiologis 0,9% dan
dihomogenkan. Supernatant 100 uL dimasukkan ke tabung ependorf lalu
ditambah 550 pL aquades steril, TCA 10% 100 pL dan dihomogenkan,
tambahkan HCL 1 N 100 pL lalu dihomogenkan kemudian ditambahkan Na-Thio
1% 100uL dan dihomogenkan. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 500
rpm selama 10 menit. Hasil Supernatan dipanaskan dalam waterbath pada suhu
100°C selama 30 menit kemudian diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis padaymas(530nm) sehingga diperoleh absorbansi
sampel. Absorbansi kemudian diplotkan pada persamaan linear sehingga
diperoleh nilai kadar MDA. Metode pengukuran kadar MDA dijelaskan pada

Lampiran 9.
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4.4.6.2.3 Pembuatan Preparat Histopatologi

Proses pembuatan preparat histopatologi menurut Wati dkk (2013) yaitu
dimulai dari proses dehidrasi dimana aorta abdominal direndam dalam larutan
formaldehid 10%. Kemudian fiksasi yang dilakukan dengan cara direndam dalam
larutan etanol 70%, 80%, 90%, 95% secara berturut-turut selama 20 menit. Proses
clearing dilakukan dengan cara jaringan dimasukkan xylol I, 1l dan Il secara
berturut-turut selama 20 menit. Selanjutnya proses embedding yaitu parafin
dimasukkan ke dalam cetakan sampai setengah, kemudian potongan jaringan
dimasukkan dan cetakan ditambah dengan parafin hingga penuh dan dilabel.
Sediaan lalu dibekukan dan didinginkan sebelum dilakukan pemotongan dengan
menggunakan microtome.Sectioning dilakukan dengan cara jaringan aorta
abdominal dipotong dengan menggunakan rotary microtome dengan ketebalan 5
um dan hasil irisan ditempelkan pada gelas objek, kemudian dikeringkan dan
disimpan dalam inkubator pada suhu 38-40°C selama 24 jam sampai dilakukan
pewarnaan. Metode pembuatan preparat histopatologi secara langsung dapat

dilihat diLampiran 10.

4.4.6.2.3.1 Pewarnaan HE

Pewarnaan menggunakan HE yang diawali dengan proses deparafinasi
menggunakan xylol 1, 1l dan Ill masing-masing selama 5 menit, alkohol 95%,
90%, 80% dan 70% secara berurutan masing-masing selama 5 menit. Sediaan
dicuci dengan air kran dan dilanjutkan dengan air aquades. Sediaan diwarnai
dengan pewarna hematoksilin + 10 menit, kemudian dicuci dengan air kran dan

air aquades setelah itu diwarnai dengan pewarna eosin selama 5 menit dan dicuci
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kembali dengan air aquades. Setelah sediaan diwarnai, kemudian dimasukkan
dalam etanol 80%, 90%, 95%, etanol absolute, xylol I, dan Il. Selanjutnya

dikering-anginkan dan dilakukan mounting.

4.4.6.2.3.2 Pengamatan

Pengamatan preparat histopat dilakukan dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran lemah (100X) dilanjutkan dengan perbesaran kuat
(500X) untuk melihatperubahan sel-sel otot polos yang terdapat pada pada tunika

media pada aorta abdominal semua kelompok tikus perlakuan.

4.5 Analisis Data

Dalam penelitian ini dilakukan analisis deskriptif kualitatif dari hasil
pengamatan histopatologi jaringan aorta abdominal sedangkan untuk perubahan
kadar MDA dianalisis statistika secara kuantitatif. Data yang diperoleh dari hasil
perlakuan dianalisis menggunakan Microsoft office excel dan SPSS 16.0 for
windows dengan analisis ragam One Way ANOVA untuk mengetahui perbedaan
atas perlakuan yang dilanjutkan dengan uji Tukey untuk mengetahui perlakuan

yang berbeda secara signifikan (Loch et al., 2007).
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Efek Terapi Kasein Yogurt Susu Kambing Terhadap Kadar MDA
(Malondialdehide) Aorta Abdominal Tikus (Rattus norvegicus) Hipertensi

Terapi kasein yogurt susu kambing pada tikus hipertensi menyebabkan
terjadi penurunan kadar MDA aorta abdominal. Hasil uji ANOVA yang
dilanjutkan dengan uji Tukey terhadap rata-rata kadar MDA aorta abdominal
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar perlakuan yang disajikan

pada tabel 5.1 dan data pengujian statistik dijelaskan pada Lampiran 12.

Tabel 5.1 Kadar MDA Aorta Abdominal (ug/mL) Pada Tikus Jantan

Perlakuan Rata-rata Kadar MDA ( + SD)
pg/mL
Tikus normal (A) 0,31+ 0,08°
Tikus hipertensi (B) 0,61 +0,09
Tikus terapi captopril dosis 5 mg/kg BB (C) 0,52 + 0,02 ™
Tikus terapi kasein dosis 300 mg/kg BB (D) 0,43 + 0,08 *
Tikus terapi kasein dosis 600 mg/kg BB (E) 0,42 + 0,04

Keterangan : Perbedaan notasi menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
(p<0,05) antara kelompok perlakuan.

Berdasarkan data pada tabel 5.1diketahui bahwa nilai rata-rata kadar MDA
pada tikus terapi kasein yogurt susu kambing kelompok (D dan E) dan tikus
hipertensi hasil induksi Garam-DOCA (B) menunjukkan perbedaan nyata
(p<0,05) pada masing-masing perlakuan, namun tidak berbeda nyata dengan tikus
kelompok normal (A). Nilai rata-rata kadar MDA tikus kelompok terapi captopril

(C) tidak berbeda nyata dengan tikus hipertensi hasil induksi Garam-DOCA (B)
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namun berbeda nyata dengan normal (A).Nilai rata-rata kadar MDA pada tikus
kelompok (A) adalah 0,3180 + 0,08753pg/mL. Nilai tersebut menunjukkan
standar nilai rata-rata kadar MDA pada tikus dalam keadaan normal. Nilai rata-
rata kadar MDA tikus kelompok (B) menunjukkan nilai paling tinggi yaitu 0,6122
+0,09716pg/mL.

Rata-rata kadar MDA pada kelompok tikus hipertensi induksi Garam-
DOCA (B) (0,6122 +0,09716 pg/mL) berbeda nyata dengan kelompok tikus
normal (A) (0,3180 + 0,08753 pg/mL).Hal ini menunjukkan pada kelompok (B)
yang diinduksi Garam-DOCA, dapat menyebabkan peningkatan kadar radikal
bebas dalam tubuh yang ditandai dengan peningkatan kadar MDA sehingga
terjadilah hipertensi dan kerusakan jaringan. Hasil tersebut sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Somer (2000)yang menjelaskan hipertensi hasil
induksi Garam-DOCA memproduksi Reactive Oxygen Spesies (ROS) sehingga
dapat mengakibatkan terjadinya peningkatan penebalan endotelial dan otot
polos.Callera et al., (2006) menjelaskan sumber dari ROS yang didapat dari
respirasi mitokondriayang terdapat pada pembuluh darah disebabkan karena
adanya ET-1. Menurut Beswick et al., (2001) hipertensi dapat meningkatkan
pembentukan hidrogen peroksida (H,O;) dan superoksida(O,’) dalam jaringan dan
darah.Hasil tersebut dibuktikan oleh penelitian Jiménez et al., (2007) bahwa pada
tikus hipertensi induksi garam-DOCA, produksi superoxide (O, ) di aorta
thoracalis semakin besar yang menandakan radikal bebas yang terbentuk semakin

banyak.
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Harjanto (2004) menjelaskan bahwa ketidakseimbangan antara radikal
bebas dengan antioksidan disebut stress oksidatif. Stress oksidatif jangka panjang
dapat menimbulkan berbagai penyakit.Sharma et al.,(2003) menambahkan,
radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan seluruh membrane biologis dengan
cara menyerang protein, lipid, asam nukleat, dan glikonjugat. Peroksidasi lipid
merupakan proses oksidasi asam lipid tidak jenuh berantai panjang
(polyunsaturated fatty acid atau PUFA) pada membran sel yang menghasilkan
radikal peroksida-lipid, hidroperoksida dan produk aldehida misalnya
malondialdehida (MDA). Selanjutnya menurut Valko et al.,(2006) kadar MDA
yang tinggi menunjukkan bahwa sel mengalami stress oksidatif.Stress oksidatif
yang ditimbulkan oleh radikal bebas dapat ditentukan dengan mengukur salah satu
parameter yaitu kadar MDA. Edyon, (2002) menjelaskan bahwa kadar
malondialdehide pada aorta abdominal tikus (Rattus norvegicus)jantan diukur
menggunakan metode uji TBA (Tricloro barbiturate acid). Uji ini didasarkan
pada reaksi kondensasi antara molekul MDA dengan dua molekul TBA pada
kondisi asam.

Pada tikus kelompok (C) yang diterapi dengan captopril dosis 5 mg/kg BB
tidak berbeda nyata dengan kelompok hipertensi (B) namun berbeda nyata dengan
kelompok normal (A). Hal ini menunjukkan bahwa tikus yang diterapi captopril
tidak menunjukkan penurunan kadar MDA. Bhuyan&Mugesh (2011),
menjelaskan bahwa captopril dapat bertindak sebagai ACE-Inhibitor. Captopril
mengandung mineral esensial yaitu selenium, dimana selenium ini bertindak

sebagai antioxidant. Namun penggunaan selenium dalam jangka lama dapat
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menyebabkan keracunan.Perbedaan hasil pada penelitian ini disebabkan karena
tikus kelompok (C) hipertensi induksi Garam-DOCA, yang diterapi captopril
dosis 5 mg/kg BB dilaksanakan dalam waktu yang kurang lama yaitu hanya
selama 4 minggu.

Hasil rata-rata kadar MDA pada tikus kelompok D dan E yang diterapi
kasein yogurt susu kambing, tidak berbeda nyata dengan tikus kelompok A namun
berbeda nyata dengan tikus kelompok B. Hal ini menunjukkan bahwa terapi
kasein yogurt susu kambing mampu menurunkan kadar radikal bebas dalam tubuh
yang ditandai dengan penurunan kadar MDA. Hasil tersebut sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Rival et al.,(2001) peptida yang paling banyak
diindetifikasi sebagai antioksidan berasal dari as-kasein yang bekerja dengan cara
menangkap aktivitas radikal bebas dan menghambat peroksida lipid enzimatik dan
non enzimatik, dimana target utamanya adalah radikal bebas asam lemak berlebih.
Korhonen & Pihlanto,(2003) menjelaskan peptida antioksidan dapat diperoleh dari
kasein yang dihidrolisis oleh enzim digesti dan proses fermentasi susu oleh enzim
proteolitik bakteri asam laktat.

Terapi kasein yogurt susu kambing baik pada dosis 300 mg/kg BB (D)
maupun dosis 600 mg/kg BB (E) dapat menurunkan kadar MDA lebih baik bila
dibandingkan dengan terapi captopril dosis 5 mg/kg BB (C). Terapi kasein yogurt
susu kambing dosis 300 mg/kg BB (D) dan dosis 600 mg/kg BB (E) tidak
memiliki perbedaan yang signifikan terhadap penurunan kadar MDA sehingga
dapat dikatakan bahwa terapi kasein yogurt susu kambing dosis 300 mg/kg BB

dan 600 mg/kg BB memiliki efek yang sama dalam menurunkan kadar MDA.
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5.2 Efek Terapi Kasein Yogurt Susu Kambing Terhadap Gambaran

Histopatologi Aorta Abdominal Tikus (Rattus norvegicus) Hipertensi

SE. -

Gambar 5.1 Histopatologi Aorta Abdominal tikusjantan (HE, 400X),
(A) Tikus normal, sel otot polos normal
(B) Tikus hipertensi, terjadi proliferasi sel otot polos
(C)Tikus terapi captopril, terjadi kerusakan sel otot polos
(D) Tikus terapi kasein 300 mg/kg BB, terjadi perbaikan sel otot polos
mendekati normal
(E) Tikus terapi kasein 600 mg/kg BB, terjadi perbaikan sel otot polos
mendekati normal
(TM): Tunika Media; (SO): Sel Otot Polos; (TI): Tunika Intima; (SE): Sel
Endotel; (E): Eritrosit
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Gambaran histopatologi kelompok normal (A) menunjukkan adanyasel otot
polos yang terletak pada tunika media terlihat normal dan dindingaorta abdominal
yang normal yang dapat dilihat dari struktur tunika media dan intima yang teratur
dan utuh.

Kelompok hipertensi (B), secara histopatologi terlihat adanya proliferasisel
otot polos di tunika media. Takahashi (2006) menjelaskan bahwa pada hipertensi
hasil induksi Garam-DOCA menyebabkan peningkatan kadar ET-1 dimana
menginduksi VSMC (Vascular Smooth Muscle Cell)/tonus sel otot polos vaskuler
selanjutya VSMC menstimulus terjadinya hipertropi dan hiperplasia. VSMC
komponen utama pada dinding arteri dan berperan dalam pembentukan lesi
pembuluh darah. Hasil penelitian Dao et al., (2006) menunujukkan bahwa adanya
kadar ET-1 yang rendah, menstimulus terjadinya hipertropi pada arteri dan kadar
ET-1 yang tinggi menstimulus terjadinya hiperplasia. Hasil penelitian Atkins et
al., (2005) menunjukkan bahwa induksi Garam-DOCA dapat menyebabkan
terjadinya proliferasi sel otot polos di pembuluh darah. Selanjutnya menurut
Somer, (2000) peningkatan produksi superoxide oleh garam-DOCA dapat
mengubah pelebaran endothelium dan relaksasi pembuluh darah.

Nitrit Oxide (NO)berperan penting dalam regulasi tekanan darah dengan
mempertahankan otot pembuluh darah di beberapa tempat. Selama hipertensi,
efek vasodilator endogen dicegah karena interaksi dengan ROS,terutama
superoksida, sehingga meningkatkan resistensi pembuluh darah dan elevasi

tekanan darah(Beswick et al., 2001).
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Oparil et al., (2003) menjelaskan bahwa angiotensin Il diproduksi di
berbagai macam jaringan yaitu pembuluh darah, jantung, adrenal dan otak yang
dikontrol olen ACE dan enzim lainnya. Angiotensin Il ini berperan dalan
menginduksi terjadinya hipertropi dan hiperplasia pada sel jantung dan pembuluh
darah yang secara langsung diaktivasi oleh reseptor angiotensin 1l tipe | (AT-1).

Pada kelompok terapi captopril (C), secara histopatologi terlihat adanya
kerusakan sel otot polos dan adanya eritrosit yang menempel pada tunika intima.
Adanya eritrosit ini menandakan bahwa terjadi kerusakan pada fungsi endotel
sehingga menyebabkan eritrosit dapat menempel. Masih terdapatnya kerusakan
jaringan pada tikus kelompok C, yang diterapi dengan captopril, mengindikasikan
bahwa terapi captopril yang diterapi selama 4 minggu, belum memberikan hasil
terhadap perbaikan jaringan pada aorta abdominal.

Pada kelompok Ddan E, secara umum terlihat adanya perbaikan gambaran
histopatologi aorta abdominal. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa terjadi
penurunan proliferasi sel otot polos. Gambar D dan E menunjukkan gambaran
histopatologi yang mendekati gambaran aorta abdominal normal (Gambar A).
Hasil tersebut didukung oleh penelitian Lamothe et al., (2007) ; Quiros et al.,
(2007) peptida yang berasal dari 3-casein hasil fermentasi susu berpotensi sebagai
aktivitas biologi dimana dapat Dbertindak sebagai antihipertensi dan
imunostimulus. Peningkatan aktivitas biologi diperlukan untuk memproduksi
bioaktif peptida spesifik. Menurut Maes et al., (2004) ; Sipola et al., (2002) ;
Nurminen et al.,(2000) ACE-Inhibitor dari peptida susu dapat bertindak sebagai

antihipertensi yang bekerja dengan cara menghambat pelepasan endotelin-1 oleh

41



sel endotel, meningkatkan endotelium sehingga memproduksi NO, dan
meningkatkan kegiatan vasodilator.Cai & Harrison dalam Oparil et al., (2003)
menjelaskan NO memiliki beberapa peran yaitu sebagai vasodilator, menghambat
adhesi platelet dan agregasi, menekan migrasi dan proliferasi sel otot polos
pembuluh darah, menghambat hipertropi dan menetralisir radikal bebas.

Konsumsi susu dapat menjaga kesehatan tubuh dimana dalam produk susu
tersebut mengandung peptida dan peptida dapat menurunkan aktivitas dari ACE
yang bekerjasebagai vasokonstriktor di dalam pembuluh darah (Michaelidou,
2008).Peptida antihipertensi atau peptida ACE-inhibitor dapat diisolat dari enzim
digesti yang berasal dari bermacam-macam protein makanan dan masuk kedalam
kelompok biopeptida (Korhonen &Pihlanto, 2007).Peptide ACE-inhibitory baru-
baru ini dapat ditemukan oleh hasil hidrolisis dari kasein susu kambing (Lee et al.,
2005).Bioaktif peptida pada protein susu kambing berasal dari fraksi (pecahan)
casein, a-CN, p-CN , dan x-CN (Lee et al.,2005; Minervini et al., 2003; Quiros et
al., 2005; Lopez—Exposito&Recio 2006; Geerlings et al., 2006; Hernandez-
Ledesma et al., 2002; Rizzello et al., 2005; dan Recio &Visser 2000 ).

Gambaran histopatologi yang paling baik ditunjukkan oleh kelompok E
yang diterapi kasein yogurt susu kambing dosis 600 mg/kg BB dimana perbaikan
fungsi endotel yang mulai terlihat yang diketahui dari struktur tunika intima yang
utuh dan hampir mendekati normal bila dibandingkan dengan kelompok D yang
diterapi kasein yogurt susu kambing dosis 300 mg/kg BB.

Dari kedua kelompok terapi kasein yogurt susu kambing baik pada dosis

300 mg/kg BB (D) maupun dosis 600 mg/kg BB (E) memiliki gambaran
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histopatologi aorta abdominal yang mendekati normal seperti kelompok Amaka
43

dapat dikatakan bahwa kasein yogurt susu kambing dapat berperan dalam

memperbaiki jaringan aorta abdominal pe
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Terapi kasein yogurt susu kambing pada dosis 300 mg/kg BB (D) dan
600 mg/kg BB (E)dapat menurunkan kadar MDA dan mengurangi kerusakan
jaringanaorta abdominalpada tikus hipertensi model induksi garam-DOCA.

2. Perbaikan gambaran histopatologi aorta abdominal yang paling baik
adalah pada kelompok terapi kasein yogurt susu kambing dosis 600 mg/kg BB
dimana terlihat adanya penurunan proliferasi sel otot polos dan terjadi perbaikan

pada struktur endotel.

6.1 Saran

Kasein yogurt susu kambing dapat memperbaiki kerusakan organ dan
jaringan sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas SOD
sebagai antioksidan enzimatis pada aorta abdominal baik pada tikus hipertensi

hasil induksi Garam-DOCA ataupun yang diterapi kasein yogurt susu kambing.
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: Kajian In Vivo Antihipertensi Alami Berbasis Peptida Bioaktif
Susu Kambing Hasil Fermentasi Bakteri Asam Laktat

: drh. Masdiana C. Padaga, M. App.Sc.
: Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya Malang

: Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu UGM

Telah dinyatakan memenuhi persyaratan etik untuk dilaksanakan penelitian tersebut
pada hewan uji tikus. Komisi Ethicol Cleorance mempunyal hak untuk melakukan
pemantauan selama penelitian berlangsung.
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Lampiran 3. Skema Kerja Penelitian

[ Tikus jantan (Rattus Norvegicus) umur 10-12 minggu ]

|
[ Adaptasi pakan dan minum }

selama 3 hari

| | I [ |
Kelompok A Kelompok B Kelompok Kelompok Kelompok
Kontrol (-) Kontrol (+) C D E

Induksi garam(NaCl 2%)-DOCA(5x injeksi awal dosis 20 mg/kg
BB, pada minggu berikutnya 10 mg/kg BB sebanyak 5x injeksi)
selama 5 minggu.

Terapi selama 4 minggu ]
a . . .
Captopril Kasein yogurt Kasein yogurt
dosis susu kambing susu kambing
5 mg/kg dosis dosis

300 mg/kg BB 600 mg/kg BB

BB

[ Pembedahan dan Pengambilan Organ Aorta Abdominal
[
Organ di dalam Organ di dalam
PBS Formalin 10%
[ Pengukuran Kadar MDA ] Pembuatan Preparat
Histopatologi Pewarnaan HE
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Lampiran 4. Perhitungan DosisPemberian DOCA

Induksi DOCA yang diberikan secara subcutan untuk membuat tikus

hipertensi adalah 20 mg/kg BB pada 5 kali injeksi pertama kemudian 10 mg/kg

BB pada 5 kali injeksi berikutnya.

Tabel 2.1 Perhitungan Dosis Pemberian DOCA

Dosis | Injeksi | N Kel B Kel C Kel D Kel E
BB DOCA | BB DOCA | BB DOCA | BB DOCA
(gr) | (mg) (gr) | (mg) (gr) | (mg) (gr) | (mg)
20 mg 1 4 | 224,7 | 4,494 211 4,220 | 2189 | 4,378 214 4,280
2 4 | 224,7 | 4,494 211 4,220 | 2189 | 4,378 214 4,280
3 4 12029 | 4,058 190,7 | 3,814 | 2219 |4,438 197 3,940
4 4 12029 | 4,058 190,7 | 3,814 | 2219 |4,438 197 3,940
5 4 11941 | 3,882 205,5 | 4,110 219,6 | 4,392 203,9 | 4,078
10 mg 6 4 11941 |1,941 205,5 | 2,055 219,6 | 2,196 203,9 | 2,039
7 4 |2053 | 2,053 220,0 | 2,200 |2455 | 2,455 226,5 | 2,265
8 4 |2053 | 2,053 220,0 | 2,200 2455 | 2,455 226,5 | 2,265
9 4 |218,9 |2,189 237,3 | 2,373 229,2 | 2,292 240,2 | 2,402
10 4 2189 |2,189 237,3 | 2,373 229,2 | 2,292 240,2 | 2,402

Contoh perhitungan dosis pemberian DOCA dosis 20 mg/kg BB :

Tikus 1 (berat badan = 243,5 gr)-)
Tikus 2 (berat badan = 210,7 gr) =
Tikus 3 (berat badan = 228 4gr)-)

Tikus 4 (berat badan = 216,3 gr) =

Total

Rata-rata

Selanjutnya DOCA tersebut, dilarutkan ke dalam minyak jagung0,5 ml.

Tikus 1 (berat badan = 243,5 gr)-)

Tikus 2 (berat badan = 210,7 gr)-)

=898,9 gr
=224,7 gr

228 4gr

243,5 gr

210 7gr

2163gr

x 20 mg = 4,870 mg
X 20 mg = 4,214 mg
%X 20 mg = 4,568mg

x 20 mg = 4,326 mg

=17,978 mg
=4,494 mg

4,870 mg

4214mg
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4,568 mg

Tikus 3 (berat badan = 228 4gr)-) >< 0,5 ml =0,508ml

4,326 mg
4,494 m

Tikus 4 (berat badan = 216,3 gr) 2*—— >< 0,5 ml =0,481ml

Total =1,998 ml

— Dalam 1,998 ml minyak jagung terdapat 17,978 mg DOCA
— Untuk keperluan percobaan tiap kelompok perlakuan disajikan 2,5 ml larutan
DOCA

— Untuk 2,5 ml larutan, DOCA yang dibutuhkan adalah :

2,5ml
1,998 ml

x17,978 mg = 22,494mg DOCA

Contoh perhitungan dosis pemberian DOCA dosis 10 mg/kg BB :

194,56 gr

Tikus 1 (berat badan =194,5gr)=>» %10 mg = 1,945mg

196,41 gr

Tikus 2 (berat badan = 196,4qr) =

x10 mg =1,964mg

194,32 gr

Tikus 3 (berat badan = 194,3gr)=>

%10 mg =1,943mg

191,18 gr

Tikus 4 (berat badan = 191,1 gr) = x10mg=1,911mg

Total =776,3 gr = 7,763 mg
Rata-rata =194,09r =1,940 mg

Selanjutnya DOCA tersebut, dilarutkan ke dalam minyak jagung0,5 ml.

1,945 mg

Tikus 1 (berat badan= 194,5 gr)-)

>< 0,5ml =0,501ml

1,964 mg

Tikus 2 (berat badan = 196,4 gr) -) x 0,5 ml = 0,506ml

1,943 mg

Tikus 3 (berat badan = 194 3gr)-) >< 0,5 ml =0,500ml

1,911 mg

Tikus 4 (berat badan = 191,1gr) -) x 0,5 ml =0,492ml

Total =1,999 ml
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2,5ml
1,999 ml

DOCA

— Untuk keperluan percobaan tiap kelompok perlakuan disajikan 2,5 ml larutan

— Dalam 1,999 ml minyak jagung terdapat 7,763 mg DOCA
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Lampiran 5. Perhitungan Dosis Pemberian Captopril

Dosis untuk captopril adalah 5 mg/kg BB dan diberikan setiap hari selama 4
minggu.

Tabel 3.1 Perhitungan Dosis Pemberian Captopril

Hari ke- | N Kelompok C
BB Hasil

1 4 | 2575 1,287
2 4 | 2575 1,287
3 4 | 257,5 1,287
4 4 | 257,55 1,287
5 4 | 257,5 1,287
6 4 | 2575 1,287
7 4 | 2575 1,287
8 4 | 2645 1,322
9 4 | 2645 1,322
10 4 | 2645 1,322
11 4 |264,5 1,322
12 4 | 2645 1,322
13 4 | 2645 1,322
14 4 |264,5 1,322
15 4 |2804 1,402
16 4 |2804 1,402
17 4 |2804 1,402
18 4 |2804 1,402
19 4 |2804 1,402
20 4 |2804 1,402
21 4 |2804 1,402
22 4 |292,6 1,463
23 4 |292,6 1,463
24 4 |292,6 1,463
25 4 |292,6 1,463
26 4 |292,6 1,463
27 4 |292,6 1,463
28 4 1292,6 1,463
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Contoh perhitungan dosis pemberian captopril:

Tikus 1 (berat badan = 218 4gr)-)218 4gr x5 mg = 1,092 mg

Tikus 2 (berat badan = 269,8gr) _)2698 gr

x5 mg = 1,349 mg

294 4gr

Tikus 3 (berat badan = 294 4gr)-) x5 mg = 1,472mg

Tikus 4 (berat badan = 247,6gr) -)247 6“” x5 mg = 1,238 mg
Total =1030,2gr =5,151mg
Rata-rata = 257,5¢r =1,287mg

Selanjutnya captopril tersebut, dilarutkan ke dalam aquades1 ml

Tikus 1 (berat badan = 218 4gr)-)1 AL m‘g X1 ml =0,848ml
Tikus 2 (berat badan = 269,8gr) -)1 a X ¢ mg — x1 ml = 1,048
Tikus 3 (berat badan = 294 4gr)-)1 A72 A - x1mi=1143ml
Tikus 4 (berat badan = 247,6gr) -)1 < mg - x1ml=0961ml

Total =4 ml

— Dalam 4 ml aquades terdapat 5,151 mg Captopril
— Untuk keperluan percobaan tiap kelompok perlakuan disajikan 5 ml larutan
Captopril

— Untuk 5 ml larutan, Captopril yang dibutuhkan adalah :

5ml

- — ><5 151 mg = 6,438mg Captopril
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis Pemberian Kasein Yogurt Susu Kambing

Pemberian dosis kasein yogurt susu kambing dibagi menjadi 2 yaitu dosis 300

mg/kg BB dan dosis 600 mg/kg BB.

Tabel 4.1 Perhitungan Dosis Pemberian Kasein

Hari ke- | N | Kelompok D Kelompok E

(terapi kasein 300 mg/kg BB) (terapi kasein 600 mg/kg BB)

BB Hasil BB Hasil
1 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
2 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
3 4 | 2521 75,65 251,5 150,9
4 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
5 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
6 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
7 4 |252,1 75,65 251,5 150,9
8 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
9 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
10 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
11 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
12 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
13 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
14 4 | 284,6 85,38 268,2 80,46
15 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
16 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
17 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
18 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
19 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
20 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
21 4 |307,2 92,16 287,8 172,6
22 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
23 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
24 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
25 4 | 3236 97,0 298,2 178,9
26 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
27 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
28 4 |323,6 97,0 298,2 178,9
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Contoh perhitungan dosis pemberian kasein yogurt susu kambing dosis 300
mg/kg BB:

207,9 gr

Tikus 1 (berat badan = 207 Qgr)-)

%300 mg = 62,37 mg

300,2 gr

Tikus 2 (berat badan = 300,2gr) =*——— %300 mg = 90,06 mg

269,4 gr

Tikus 3 (berat badan = 269,4gr)=>

%300 mg = 80,82 mg

2312gr

Tikus 4 (berat badan = 231,2gr) = %300 mg = 69,36 mg

Total =1008,7 gr = 302,61 mg
Rata-rata =252,1gr =75,65mg

Selanjutnya kasein tersebut, dilarutkan ke dalam aquades1,5 ml.

62,37 mg

Tikus 1 (berat badan = 207 9gr)-) xl ,5ml =1,236 ml

90,06 mg

><15ml 1,785 ml

Tikus 2 (berat badan = 300,2qgr) -)

80,82 mg

Tikus 3 (berat badan = 269 4gr)-) x1,5ml =1,602 ml

69,36 mg

Tikus 4 (berat badan = 231,2gr) -) = x1,5ml=1,375ml

Total =5,998 mi

— Dalam 5,998 ml aquades terdapat 302,61 mg kasein
—  Untuk keperluan percobaan tiap kelompok perlakuan disajikan 7,5 ml larutan
kasein

— Untuk 7,5 ml larutan, kasein yang dibutuhkan adalah :

7,5ml
5,998 ml

% 302,61 mg = 378,38mg kasein

Contoh perhitungan dosis pemberian kasein yogurt susu kambing dosis 600
mg/kg BB:
Tikus 1 (berat badan = 271,7gr)=>

271 7gr

x600 mg = 163,02 mg

239,6 gr

Tikus 2 (berat badan = 239,6gr) =*——— x600 mg = 143,76 mg
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243,9 gr

Tikus 3 (berat badan = 243,9gr)=»——— x600 mg =146,34 mg

Tikus 4 (berat badan = 250,8gr) =22 ggr %600 mg = 150,48 mg
Total = 1006 gr =603,6 mg
Rata-rata =2515qgr =150,9 mg

Selanjutnya kasein tersebut, dilarutkan ke dalam aquades1,5ml.

163,02 mg

Tikus 1 (berat badan = 271 7gr)-) x1,5ml=1,620 ml

Tikus 2 (berat badan = 239,6gr) -)m x1,5 ml = 1,429 ml
Tikus 3 (berat badan = 243,99r)-)11*§03# x1,5 ml = 1,454 ml

Tikus 4 (berat badan = 250,8gr) -)1‘?;::# x1,5 ml = 1,495 ml
Total = 5,998 ml

— Dalam 5,998 ml aquades terdapat 603,6 mg kasein
— Untuk keperluan percobaan tiap kelompok perlakuan disajikan 7,5 ml larutan
kasein

—  Untuk 7,5 ml larutan, kasein yang dibutuhkan adalah :

Re - X603,6 mg = 754,75mg kasein
5 998 m
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Lampiran 7. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

100 ml Larutan standar MDA 4 ppm

v

Ditambahkan 550 pL aquades

Ditambahkan100 uL TCA 10%

Dihomogenkan dengan vortex

Ditambahkan 250 uL HCI 1 N

Ditambahkan 100 puL Na-Thio 1%

Dihomogenkan dengan vortex

Direndam di waterbath dengan suhu 100°C selama 30 menit
Disentrifugasi 500 rpm selama 10 menit

Diangkat dan didinginkan pada suhu 26-27°C

Diukur absorbansinya dengan spektorfotometer pada A 500-600 nm

Panjang Gelombang Maksimum
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Lampiran 8. Pembuatan Kurva Standar MDA

100 pL stok kit MDA dengan konsentrasi

0,1, 2,3,4,5,6,7 dan 8 pg/mL

— Dimasukkan dalam apendorf

— Ditambahkan 550 pL aquades

— Ditambahkan 100 uL TCA 10%

— Dihomogenkan dengan vortex

— Dihomogenkan, ditambahkan 250 uL HCI 1 N

— Ditambahkan 100 pL Na-Thio 1%, dihomogenkan
— Dihomogenkan dengan vortex

— Disentrifugasi kecepatan 500 rpm, 10 menit

— Diambil supernatan
Y

Supernatan

— Direndam dalam waterbath dengan suhu 100°C selama 30
menit

— Didinginkan pada suhu ruang 26-27°C

— Diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang

gelombang maksimum (Amaks = 530 nm)

v

Absorbansi larutan standar
dan Kurva standar MDA
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Lampiran 9. Pengukuran Kadar MDA Aorta Abdominal Metode TBA

[ Aorta sebanyak 0,5 gram ]

— dipotong kecil-kecil dan digerus dalam mortar dingin

— ditambahkan 1 mL NaCl 0,9% kemudian dihomogenkan

\ 4

[ Homogenat ]

— dipindahkan dalam tabung ependorf

— disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 20 menit
\4

[ Supernatan ]

— diambil 100 pL

— ditambah aquades 550 uL, dihomogenkan dengan vortex
— ditambah 100 uLTCA 10%, dihomogenkan dengan vortex
— ditambah 200 uL HCI 1 N, dihomogenkan dengan vortex

— ditambah 100 pL Na-thiol 1%, dihomogenkan dengan vortex

r disentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm selama 10 menit
V

[ Supernatan ]

— dimasukkan dalam tabung ependorf baru

L diinkubasi dalam waterbath dengan suhu 100°C,30menit
L didinginkan pada suhu 26-27 °C

— diukur absorbansinya pada Amax

— diplotkan pada kurva standar

\ 4

Kurva standar MDA
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Lampiran 10. Pembuatan Preparat Untuk Pengamatan Histopatologi

I. Pengambilan jaringan hewan coba

Tikus (Rattus norvegicus)

— Dieutanasia dengan cara dimasukkan ke dalam tabung berisi
kapas yang dibasahi kloroform

— Dibiarkan dalam tabung selama 5 menit

— Dilakukan pembedahan

— Diambil jaringan aorta abdominal

v
Aorta abdominal dalam formalin 10%
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Il. EmbeddingAorta Abdominal

Aorta Abdominal

— Direndam dalam larutan formaldehid 10%

— Direndam dalam etanol 70% selama 24 jam

— Dipindahkan dalam etanol 80% selama 2 jam

— Direndam dalam etanol 90% selama 20 menit

— Direndam dalam etanol 95% selama 20 menit

— Direndam dalam etanol absolut selama 20 menit dan diulang
sebanyak 3 Kkali

— Dimasukkan pada larutan xylol 1 selama 20 menit

— Dimasukkan pada larutan xylol 11 selama 20 menit

— Dimasukkan pada larutan xylol 111 selama 30 menit pada suhu 60-
63°C

— Dicelupkan dalam parafin cair yang telah dituang ke dalam wadah

y

Aorta Abdominaldalam blok parafin
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I11. Pembuatan Preparat Aorta Abdominal

Aorta Abdominal dalam blok

— Dimasukkan pada penjepit mikrotom dan diatur sejajar dengan
mata pisau mikrotom

— Dipotong denganukuran 5 um

— Diambil irisan dengan kuas dan dimasukkan air pada suhu ruang
— Dipindahkan hasil irisan dengan kuas ke dalam air hangat
38-40°C

— Diambil irisan yang terentang sempurna dengan objek glass

—— Dikeringkan dan diletakkan di atas hot plate 38-40°C hingga
kering

—— Disimpan dalam inkubator pada suhu 38-40°C selama 24 jam

y

[ Pewarnaan Preparat Aorta Abdominal ]

IV. Pewarnaan Hematoxylen-Eosin

[ Preparat Aorta Abdominal ]

— Dideparafinasi dengan dimasukkan xilol bertingkat 1-3 masing-
masing selama 5 menit
— Direhidrasi dengan dimasukkan dalam etanol absolute bertingkat

1-3 masing-masing 5 menit

v

Preparat Aorta Abdominal
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Preparat Aorta Abdominal

A\ 4

Dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol 90% selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol 80% selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol 70% selama 5 menit

Dimasukkan dalam pewarna hematoxylen hingga diperoleh hasil
warna terbaik kurang lebih 10 menit

Dicuci dengan air mengalir selama 30 menit

Dibilas dengan aquades

Dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit

Direndam dalam aquades untuk menghilangkan kelebihan eosin
Dimasukkan dalam etanol 80%selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol 90% selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 menit

Dimasukkan dalam etanol absolute 1-3 selama 2 menit
Dimasukkan dalam xylol |

Dimasukkan dalam xylol 11

Dikering anginkan

Dilakukan mounting dengan etellan

Preparat Aorta Abdominal
Pewarnaan HE
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Lampiran 11. Tekanan darahtikus (Rattus norvegicus) jantan selama
pemeliharaan
Tabel 11.1 Data Deskriptif Tekanan darah (mmHg) tikus jantan
Minggu ke-
Kelompok | N (MmHQg)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
kontrol + 4 | 107,75 167,50 171,25 181,00 181,25 189,50
kontrol - 4 | 104,25 109,50 110,00 109,75 101,75 114,75 123,00 107,00 130,50
captopril 4 | 146,50 163,00 192,25 182,25 195,75 209,00 174,50 170,00 165,50
kasein 300 | 4 | 114,00 156,00 156,00 182,25 196,00 208,25 190,75 169,25 162,50
kasein 600 | 4 | 120,75 17550 177,75 189,50 181,00 195,25 189,25 181,25 166,50

Datapada Tabel 11.1menunjukkan hasil pengukuran tekanan darah sistolik

pada tikus (Rattus norvegicus) jantan yang diukur setiap seminggu sekali selama

masa pemeliharaan.
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Lampiran 12. Perhitungan Kadar Malondialdehide (MDA)

L.12.1 Penentuan Panjang Gelombang (A) Maksimum

Tabel L.12.1 Absorbansi larutan standar MDA pada berbagai panjang gelombang

A Absorbansi
500 0,251
510 0,253
520 0,258
530 0,263
540 0,258
550 0,254
560 0,252
570 0,249
580 0,246
590 0,244
600 0,243
Panjang Gelombang Max
0,265
0,26 /\
0,255 /
0,25 =— Absorbansi
0,245
0,24 T T T 1
450 500 550 600 650

Gambar L.12.1Kurva penentuan panjang gelombang maksimum untuk MDA
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L.12.2 Pembuatan Kurva Standar MDA

Tabel L.12.2 Hasil pengukuran larutan standar MDA Pada A=530 nm

Konsentrasi | Absorbansi
(Hg/mL)
0 0
1 0,104
2 0,216
3 0,278
4 0,363
5 0,403
6 0,512
7 0,615
8 0,763
Kurva Standar MDA
1
0,8 y=0,088x + 0,008 &
0,6 RZ:/O'Q? & Absorbansi
0,4 Z
Linear
0,2 (Absorbansi)
0 T 1
0 5 10

Gambar L.12.2 Kurva standar MDA pada A=530 nm
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Lampiran 12.3 Data Absorbansi dan Perhitungan Kadar MDA

Tabel L.12.3.Absorbansi dan Konsentrasi MDA

Sampel Ulangan Absorbansi Konsentrasi(ug/mL)
Kelompok A 1 0,047 0,440
2 0,033 0,281
3 0,029 0,236
4 0,036 0,315
Rata-rata kelompok A 0,03625 0,318
Kelompok B 1 0,075 0,756
2 0,057 0,553
3 0,057 0,553
4 0,060 0,587
Rata-rata kelompok B 0,06225 0,612
Kelompok C 1 0,053 0,507
2 0,052 0,496
3 0,054 0,519
4 0,058 0,564
Rata-rata kelompok C 0,05425 0,522
Kelompok D 1 0,045 0,417
2 0,040 0,360
3 0,057 0,553
4 0,046 0,428
Rata-rata kelompok D 0,047 0,440
Kelompok E 1 0,052 0,496
2 0,045 0,417
3 0,044 0,406
4 0,043 0,394
Rata-rata kelompok E 0,046 0,428

Data absorbansi yang didapat di hitung konsentrasinya dengan menggunakan

kurva baku MDA yang sudah ada.
Contoh perhitungan konsentrasi MDA
Y =0,0884x+0,0081

0,03625 = 0,0884x + 0,0081

X= (0,03625-0,0081)/0,0884 = 0,318 pg/MI
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Lampiran 12.4Analisis statistikkadar MDApada aorta abdominal menggunakan

SPPS 16

Tabel L.12.4.Uji normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

MDA
N 20
Normal Parameters®  Mean 46390
Std. Deviation 120114
Most Extreme Absolute 105
Differences Positive 103
Negative -.105
Kolmogorov-Smirnov Z 471
Asymp. Sig. (2-tailed) 979

a. Test distribution is Normal.

Tabel L.12.5. Oneway

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower | Upper
N | Mean | Deviation | Error Bound | Bound | Minimum [ Maximum
Kontrol Negatif 4 .31800| .087533| .043766| .17872| .45728 236 440
Terapi Casein 600 4 42825 .046133| .023066| .35484| .50166 .394 496
Terapi Casein 300 4 43950 .081324| .040662| .31009| .56891 .360 553
Terapi Captopril 4( 52150 .029850( .014925| .47400| .56900 496 564
Kontrol Positif 4 61225 .097164| .048582| .45764| .76686 553 756
Total 20| .46390[ .120114| .026858| .40768| .52012 236 756
Tabel L.12.6. Uji homogenitas
Levene Statistic| dfl df2 Sig.
1.020 4 15 428
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Tabel L.12.7. Uji one way Anova

Sum of
VG Squares df Mean Square Sig.
Between 104 4 048]  9.066  .001
Groups
Within Groups .080 15 .005
Total 274 19

Tabel L.12.8. Uji lanjutan (posthoc test) menggunakan tukey test

95% Confidence
Mean Interval

Difference | Std. Lower | Upper

(1) Perlakuan  (J) Perlakuan (1-J) Error | Sig. | Bound | Bound
Kontrol (-) Terapi Casein 600| -.110250( .051707| .257| -.26992| .04942
(A) Terapi Casein 300| -.121500| .051707| .183| -.28117| .03817
Terapi Captopril -.2035007| .051707| .010| -.36317| -.04383
Kontrol Positif -.294250"| .051707| .000| -.45392| -.13458
Terapi Casein 600 Kontrol Negatif 110250 .051707| .257| -.04942| .26992
(E) Terapi Casein 300| -.011250| .051707| .999| -.17092| .14842
Terapi Captopril -.093250| .051707| .407| -.25292| .06642
Kontrol Positif -.184000°| .051707| .020| -.34367| -.02433
Terapi Casein 300 Kontrol Negatif .121500| .051707| .183| -.03817| .28117
(D) Terapi Casein 600 011250 .051707| .999( -.14842| .17092
Terapi Captopril -.082000( .051707| .528| -.24167| .07767
Kontrol Positif -172750°| .051707| .031| -.33242| -.01308
Terapi Captopril Kontrol Negatif 2035007 .051707| .010| .04383| .36317
(®) Terapi Casein 600|  .093250| .051707| .407| -.06642| .25292
Terapi Casein 300 .082000( .051707| .528| -.07767| .24167
Kontrol Positif -.090750( .051707| .433| -.25042| .06892
Kontrol (+)  Kontrol Negatif 2942507 .051707| .000| .13458| .45392
(B) Terapi Casein 600| .184000"| .051707| .020| .02433| .34367
Terapi Casein 300 1727507 .051707| .031| .01308| .33242
Terapi Captopril .090750| .051707| .433| -.06892| .25042
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Tabel L.12.9. Homogeneous subsets

Subset for alpha = 0.05

KELOMPOK 1 2 3
Normal (A) 4] .31800
Terapi kasein dosis 600 mg/Kg BB (E) 4| .42825| .42825
Terapi kasein dosis 300 mg/kg BB (D) 4] .43950[ .43950
Terapi captopril (C) 4 .52150] .52150
Hipertensi (B) 4 61225
Sig. 183 407 433
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Lampiran 13. Dokumentasi penelitian

Proses Pembuatan Kasein Yogurt Susu Kambing

Gambar 2.ibiarkan dalam suhu ruang
hingga suhu 45°C

Gambar 4. Inkubasi

Gambar 5. Pendinginan Gambar 6. Yogurt susu kambing
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Gambar 7. Proses sentrifugasi

Gambar 8. Yogurt hasil sentrifugasi
(endapan berwarna putih adalah kasein)

i

Gambar 9. Proses freeze drying

Gambar 10. Kasein hasil freeze drying

Gambar 10. Kandang tikus selama penelitian

Proses perlakuan terhadap hewan coba

Gambar 11.Kegiatan induksi DOCA
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Gambar 12.Kegiatan terapi kasein yogurt
susu kambing

Gambar 14. Kegiatan pengukuran tekanan | Gambar 15. Prosedur euthanasia tikus

menggunakan chlorofom

’ i

\

2

) L
. g

a Pevin, PARAR

Gambar 16. Proses pembedahan Gambar 17. Aorta abdominal

81




OLYMPUS

OlyVIA

e wer for Imaging Applications

Gambar 18.Peralatan Pemeriksaan Preparat Gambar 19.Kegiatan Pengukuran kadar
histologi dan histopatologi MDA
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