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Pengaruh Pemberian Yoghurt Susu Kambing Sebagai Pencegahan Untuk
Hiperkolesterolemia Melalui Pengamatan Malondialdehida (MDA)
dan TNF-a pada Jantung Hewan Model
TIKUS (Rattus norvegicus)

ABSTRAK

Konsumsi makanan yang mengandung kolesterol tinggi dapat menyebabkan
kondisi hiperkolesterolemia. Kondisi hiperkolesterolemia akan ditandai dengan
peningkatan LDL. Yoghurt susu kambing mengandung bakteri asam laktat yang
dapat mengasimilasi kolesterol dan mendekonjugasi asam empedu untuk menjaga
kadar kolesterol darah agar tetap dalam batas normal. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh yoghurt susu kambing sebagai pencegahan hiperkolesterolemia
terhadap kadar Malondialdehida (MDA) dan ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-
a) jantung tikus. Kadar MDA ditentukan dengan uji TBA dan ekspresi TNF-o melalui
metode pewarnaan imunohistokimia. Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus
Rattus norvegicus, strain wistar yang berumur 10-12 minggu dengan berat 150-200g,
dibagi dalam 5 kelompok yaitu kelompok kontrol, kelompok hiperkolesterolemia,
kelompok pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt susu kambing dosis
300mg/kg BB+diet hiperkolesterolemia, dosis 600mg/kg BB+diet
hiperkolesterolemia dan dosis 900mg/kg+diet hiperkolesterolemia. Pada kelompok
pencegahan hiperkolesterolemia, yoghurt susu kambing diberikan terlebih dahulu
selama 28 hari kemudian diberi yoghurt dan diet hiperkolesterolemia selama 14 hari.
Pada kelompok hiperkolesterolemia diberikan diet hiperkolesterol selama 14 hari.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa yoghurt susu kambing berpengaruh terhadap
kadar MDA, pada dosis 300mg/kgBB terjadi penurunan sebesar 36%, dosis
600mg/kgBB sebesar 60% dan dosis 900mg/kgBB sebesar 73%. Yoghurt susu
kambing juga berpengaruh ekspresi TNF-a, terdapat penurunan rata-rata ekspresi
TNF-o pada dosis 300mg/kgBB sebesar 24%, dosis 600mg/kgBB sebesar 37% dan
dosis 900mg/kgBB sebesar 68%, dari data tersebut dapat disimpulkan bahwa setiap
dosis memberikan efek penurunan yang sangat nyata pada kadar MDA dan ekspresi
TNF-a (P<0,01). Pada kelompok pencegahan dengan yoghurt mampu memberikan
hasil yang berbeda sangat signifikan terhadap kelompok tikus hiperkolesterolemia.

Kata kunci : hiperkolesterolemia, yoghurt susu kambing, MDA, TNF-a, Jantung
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Influence of Goat Milk Yogurt as Prevention For Hypercholesterolemia by
Monitoring of Malondialdehyde (MDA) and TNF-a in Heart
of Rat (Rattus norvegicus) as Animal Model

ABSTRACT

Consumption of high cholesterol foods can lead to the hypercholesterolemia
condition that indicated with the increasing of LDL. Goat milk yogurt contains lactit
acid bacteria that can assimilate cholesterol and deconjugate bile acid to keep the
blood cholesterol level normal. The purpose of this research is to examine the effect
of goat milk yogurt treatment as Hypercholesterolemia prevention toward
Malondialdehyde level (MDA) and the expression of Tumor Necrosis Factor (TNF-a)
of rats’ heart. MDA level was obtained by using TBA test, while the expression of
TNF-a using immunohistochemistry. This study used 20 Wistar strain rats (Rattus
Norvegicus), age 10-12 weeks, weight 150-200 gram divided into 5 groups. They
were control group, hypercholesterolemia group, hypercholesterolemia prevention
group using 300mg/kgBB, 600mg/kgBB and 900mg/kgBB of goat milk yogurt +
hypercholesterolemia diet. In hypercholesterolemia prevention group, yogurt was
given 28 days then continued by giving yogurt and hypercholesterolemia diet for 14
days. Meanwhile, hypercholesterolemia group was given hypercholesterolemia diet
for 14 days. The result showed that goat milk yogurt does have an effect toward the
level of MDA. The using of 300mg/kgBB dosage decreases the level of MDA 36%,
600mg/kgBB dosage decreases MDA level 60% and 900mg/kgBB dosage decreases
the MDA level 73%. In addition, goat milk yogurt also affects the TNF-a expression.
It was revealed that there was a decreasing of TNF-a expression into 24% for
300mg/kgBB dosage, 37% decreasing of TNF-o for 600mg/kgBB dosage and 68%
decreasing of TNF-a expression for 900mg/kgBB dosage. Thus, it can be concluded
that each dosage can significantly decrease MDA level and TNF-a expression
(P<0.01). The hypercholesterolemia prevention group can show results that very
significant by hypercholesterolemia group.

Keywords: hypercholesterolemia, goat milk yogurt, MDA, TNF-a, heart
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hiperkolesterolemia adalah keadaan dimana kadar kolesterol di dalam
darah melebihi normal, yakni pada manusia 200 mg/dl dan tikus 10-54 mg/dl.
Konsumsi masyarakat terhadap makanan yang mengandung kolesterol tinggi
seperti fast food, gorengan dan jeroan yang terlalu sering menyebabkan keadaan
hiperkolesterolemia. Kondisi hiperkolesterolemia tidak hanya menyerang
manusia tetapi juga dapat menyerang hewan khususnya hewan peliharaan seperti
anjing dan kucing melalui pemberian pet food yang berupa daging dan jeroan
pada hewan peliharaan. Menurut Tapan (2005), sekitar 13% hiperkolesterolemia
menyerang anjing dan kucing. Hal tersebut juga diperkuat oleh Xernoulis and
Steiner (2010) hiperkolesterolemia menyerang anjing Miniature Schnizer
sebanyak 32,8% di United State.

Kondisi hiperkolesterolemia ditandai dengan meningkatnya kadar LDL
(Low Density Lipoprotein) pada tubuh. Pada kondisi hiperkolesterolemia akan
terjadi peningkatan radikal bebas, dimana radikal bebas merupakan senyawa
reaktif yang dapat merusak sel pada tubuh (Price dan Wilson 2006), apabila
produksi radikal bebas terjadi berlebihan akan berakibat antioksidan dalam tubuh
tidak mampu mengatasinya (Wresdiyati dan Astawan, 2005). Malondialdehida

(MDA) merupakan salah satu indikator dari radikal bebas. Semakin tinggi kadar



radikal bebas pada suatu organ maka semakin tinggi kadar MDA (Luczaj and
Elzbieta, 2003).

Radikal bebas yang tinggi didalam tubuh akan menyebabkan terjadinya
stres oksidatif, sehingga memicu aktifnya NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta)
dimana NFKB merupakan faktor transkripsi yang mengatur ekspresi banyak gen
yang terlibat dalam respon imun dan inflamasi. NFKB yang aktif dapat
meningkatkan ekspresi gen iNOS, dimana gen tersebut merupakan gen yang
berperan dalam proses keradangan. Proses keradangan akan melibatkan sel
radang seperti makrofag dimana makrofag akan mengeluarkan sitokin pro
inflamasi, salah satunya adalah TNF-o. TNF-a dapat menyebabkan rusaknya
endotel dan otot pada jantung (Kontush and Chapman, 2006).

Salah satu alternatif untuk menjaga kadar kolesterol dalam darah adalah
modifikasi diet. Diet yang dianjurkan yaitu dengan membatasi konsumsi
makanan yang mengandung kolesterol dan lemak terutama lemak jenuh yang
tinggi. Diet tersebut sangat dianjurkan sebelum memilih untuk mencegah
kolesterol dengan menggunakan obat-obatan, selain diet dari bahan pangan yang
mengandung rendah kolesterol dan lemak sebaiknya juga mengkonsumsi bahan
makanan antihiperkolesterolemia seperti yoghurt susu kambing.

Yoghurt susu kambing mengandung Bakteri Asam Laktat (BAL) seperti
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus dan Lactobacillus
acidophilus yang dapat menurunkan kadar LDL dalam tubuh. Bakteri asam laktat

yang ada di dalam yoghurt susu kambing dapat mengasimilasi kolesterol melalui



membran sel dari bakteri tersebut. Bakteri asam laktat juga dapat menghasilkan
enzim BSH (Bile Salt hydrolase) yang mampu mendekonjugasi asam empedu,
sehingga asam empedu dapat dibuang melalui feses dan membuat kolesterol akan
membuat asam empedu baru, sehingga membuat kolesterol yang akan digunakan
untuk pembentukan LDL semakin sedikit. Yoghurt susu kambing juga
mengandung antioksidan dimana antioksidan tersebut akan melawan radikal
bebas yang berasal dari metabolisme kolesterol.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang sudah dijelaskan, maka dapat dibuat
rumusan masalah sebagai berikut:

1. Apakah terjadi penurunan kadar Malondiandehida (MDA) pada jantung tikus
(Rattus novergicus) yang diberi yoghurt susu kambing sebagai pencegahan
terhadap hiperkolesterolemia?

2. Apakah terjadi penurunan ekspresi TNF-a pada jantung tikus (Rattus novergicus)
yang diberi yoghurt susu kambing sebagai pencegahan terhadap
hiperkolesterolemia?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini
dibatasi pada :

1. Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) yang diperoleh

dari UPHP Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dengan umur 10-12 minggu



dan berat badan antara 150-200 gram. Penggunaan hewan coba ini telah
mendapat persetujuan Laik Etik dari KEP UB No: 217 (Lampiran 1).

2. Hewan model hiperkolesterolemia adalah tikus (Rattus norvegicus) yang di
induksi diet hiperkolesterolemia selama 14 hari (Gani et al., 2013).

3. Susu kambing yang digunakan adalah susu kambing yang diperoleh dari Balai
Besar Pelatihan Peternakan (BBPP) Kota Batu,Jatim.

4. Stater yang digunakan adalah bakteri Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus dan Streptococcus thermophillus yang diperoleh dari yogertmet
Freeze Dried Yoghurt Starter. Lyo-San Inc. 500 Aeroparc, C. P. 598, Lachute,
Qc, Canada, J8H 4G4 dengan dosis 300 mg/kgBB, 600 mg/kgBB dan 900
mg/kgBB (Tamime and Robinson, 2007)

5. Variabel yang diukur dalam penelitian ini adalah ekspresi TNF-a dengan
imunohistokimia dan kadar malondialdehida (MDA) dengan uji TBA.

1.4 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, maka tujuan penelitian yakni sebagai
berikut:

1. Mengetahui pengaruh  yoghurt susu kambing sebagai pencegahan
hiperkolesterolemia terhadap kadar Malondialdehida (MDA) jantung tikus
(Rattus novergicus).

2. Mengetahui  pengaruh  yoghurt susu kambing sebagai pencegahan
hiperkolesterolemia terhadap ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-a) jantung

tikus (Rattus novergicus).



1.5 Manfaat Penelitian

1. Penelitian ini dapat menambah pengetahuan pengaruh yoghurt susu kambing
dalam menurunkan kadar MDA (Malondialdehida) dan ekspresi TNF-o jantung
hewan model tikus hiperkolesterolemia.

2. Dapat meningkatkan wawasan dan memberikan informasi kepada masyarakat
tentang pengaruh yoghurt susu kambing sebagai pencegahan untuk

hiperkolesterolemia.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Yoghurt Susu Kambing Untuk Hiperkolesterolemia
2.1.1 Kelebihan Yoghurt Susu Kambing

Susu kambing tidak memiliki kandungan g-lactoglobulin. g-lactoglobulin
dapat memicu reaksi alergi seperti asma, infeksi radang telinga, eksim,
kemerahan pada kulit, dan gangguan pencernaan makanan. Susu kambing juga
mengandung laktosa 13% lebih rendah dibanding susu sapi (Tabel 2.1).
Karakteristik susu kambing dibandingkan dengan susu sapi antara lain warna
susu lebih putih, globula lemak susu lebih kecil dengan diameter 0,73 — 8,58 um,
mengandung mineral kalsium, fosfor, vitamin A, E, dan B kompleks yang tinggi,
dapat diminum oleh orang-orang yang alergi minum susu sapi dan untuk orang-
orang yang mengalami berbagai gangguan pencernaan (lactose intolerance).
Produksi susu kambing lebih cepat karena kambing telah dapat memproduksi
susu pada umur 1,5 tahun, sedangkan sapi baru dapat memproduksi susu pada
umur 3 — 4 tahun (Maheswari dan Ronny, 2008).

Susu kambing diduga mengandung beberapa bioaktif peptida yang
bermanfaat untuk kesehatan. Boaktif peptida tersebut berfungsi sebagai
antioksidan, antiinflamasi dan immunomodulatory. Substansi aktif yang terdapat
dalam bioaktif peptida tersebut pun berbeda-beda, seperti substansi aktif untuk
antiinflamasi adalah laktoferin, immunomodulatory yaitu immunopeptides dan

antioksidan yaitu vitamin E (Ebringer et al., 2008).
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Tabel 2.1. Komposisi air susu kambing

Komponen Presentasi (%)
Bahan kering 13,2

Lemak 4,5

Protein 2,9

Kasein 2,5

Laktosa 4.1

Sumber. Hidayat et al., (2006)

Susu kambing dapat diolah menjadi yoghurt. Yoghurt merupakan
minuman Yyang berasal dari bahan baku susu yang telah difermentasi
menggunakan starter mempunyai tekstur agak kental dengan rasa agak asam.
Yoghurt mengandung Bakteri Asam Laktat (BAL) antara lain Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus dan Lactobacillus acidophilus. Bakteri-
bakteri tersebut akan terus berkembang dan akan mempengaruhi jumlah pH dari
yoghurt (Khoiriyah dan Fatchiyah, 2013). Bakteri yang terdapat didalam yoghurt
dapat terus berkembang sehingga membuat yoghurt akan menjadi bertambah
asam, agar bakteri tidak berkembang dengan cepat dan yoghurt dapat bertahan
lama perlu dilakukan proses Freeze Dry (Wawan, 2000).

Proses fermentasi menyebabkan kadar laktosa dalam yoghurt berkurang
karena terjadi pemecahan laktosa menjadi glukosa dan galaktosa oleh enzim
laktase yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat, sehingga yoghurt aman
dikonsumsi oleh orang yang lanjut usia atau yang alergi terhadap laktosa susu.
Hasil metabolisme dari BAL juga akan membentuk asam laktat berupa senyawa

diasetil dan asetoin yang memberikan bau dan rasa yoghurt yang khas (Khoiriyah



dan Fatchiyah, 2013).
2.1.2 Mekanisme BAL (Bakteri Asam Laktat) Dalam Menurunkan Kadar
Kolesterol

Menurut Ngatirah (2000), pengaruh bakteri probiotik dalam menurunkan
kolesterol disebabkan karena kemampuannya dalam mengasimilasi kolesterol
dan mendekonjugasi garam empedu. Kemampuan mengasimilasi kolesterol pada
bakteri asam laktat pertama kali ditunjukkan oleh beberapa galur L. achidophilus
melalui penelitian Gilliland et al., (1985), yakni dengan terjadinya penurunan
konsentrasi kolesterol pada medium pertumbuhan bakteri karena kolesterol
tersebut diasimilasi oleh bakteri.

Menurut Elisabeth (1981), asimilasi adalah proses pengambilan molekul-
molekul sederhana dari makanan yang telah dicerna, kemudian diserap ke dalam
sel hidup dan dikonversi menjadi molekul kompleks yang menyusun suatu
organisme. Berdasarkan hasil penelitian Noh et al. (1997), pada asimilasi
kolesterol oleh L. acidophilus, ditemukan terjadi penggabungan kolesterol pada
membran seluler bakteri tersebut. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan yang
Purwaningsih dan Yuniastuti (2005), bahwa pada mekanisme asimilasi kolesterol
bakteri asam laktat akan mengambil atau mengabsorpsi kolesterol karena
membran seluler bakteri diduga mengandung asam amino yang mampu mengikat
kolesterol.

Dekonjugasi garam empedu membantu menurunkan kolesterol serum

darah karena asam empedu terdekonjugasi memiliki kelarutan yang rendah



sehingga sulit diserap kembali di dalam usus dan diekskresikan lebih cepat
dibandingkan asam empedu yang terkonjugasi, akibatnya lebih banyak kolesterol
yang dibutuhkan untuk sintesis asam empedu baru untuk menggantikan asam
empedu yang hilang sehingga jumlah kolesterol yang tersedia untuk diserap ke
dalam tubuh menjadi berkurang. Asam empedu terdekonjugasi tidak berfungsi
sebaik asam empedu terkonjugasi dalam membantu proses penyerapan kolesterol
dalam usus. Asam empedu terdekonjugasi lebih mudah menempel pada sel
bakteri atau serat makanan dibandingkan asam empedu terkonjugasi sehingga
jumlah asam empedu yang diekskresikan meningkat (Usman dan Hosono, 1999).
Enzim yang bertanggung jawab dalam proses dekonjugasi garam empedu
adalah enzim Bile Salt Hydrolase (BSH) (E.C.3.5.1.24). Enzim ini akan
memisahkan glisin atau taurin dari garam empedu terkonjugasi sehingga
menghasilkan garam empedu bebas atau terdekonjugasi (Surono, 2004). Enzim
BSH akan memberikan keuntungan untuk strain bakteri probiotik yang tumbuh
dalam saluran pencernaan dengan memberikan daya tahan yang lebih baik
terhadap garam empedu, serta membantu dalam menurunkan kadar kolesterol
darah (Begley et al., 2006).
2.2 Hewan Model Tikus Hiperkolesterolemia
Hewan coba vyang digunakan adalah tikus yang dibuat
hiperkolesterolemia sehingga kadar kolesterol darah tikus tersebut melebihi batas
normalnya, kadar kolesterol total normal tikus yaitu 10-54 mg/dl (Harini dan

Okid, 2009). Tikus yang dipilih sebagai hewan model hiperkolesterolemia adalah
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tikus jantan, karena tikus jantan memiliki hormon esterogen yang sedikit,
sehingga tidak dapat berpengaruh terhadap kadar kolesterol dalam darah
(Ganong, 1983). Menurut Sitepoe (1992), tikus jantan mempunyai kadar
kolesterol yang tidak berpengaruh pada variasi hormonnya. Tikus dibuat
hiperkolesterolemia dengan cara pemberian diet hiperkolesterolemia. Diet
hiperkolesterolemia merupakan komposisi pakan yang terdiri dari kuning telur
puyuh rebus, minyak babi dan asam kholat. Pemberian induksi diet
hiperkolesteol selama 14 hari akan menyebabkan terganggunya metabolisme
kolesterol dalam tubuh (Gani et al., 2013).

Klasifikasi tikus yang digunakan adalah tikus wistar (Rattus norvegicus)
menurut Smith dan Mangkoewidjojo, 1988 :
Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili  : Muridae
Genus  : Rattus

Species : Rattus norvegicus

Umumnya berat tikus (Rattus norvegicus) pada umur empat minggu
beratnya 35-40 gram, dan berat dewasa rata-rata 200-250 gram (Smith dan
Mangkoewidjojo, 1988). Tikus digunakan sebagai hewan model dikarenakan

tikus memiliki kemampuan reproduksi yang tinggi, pemeliharaan dan
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penanganannya mudah, tidak dapat muntah karena struktur anatomi yang
berbeda pada esofagus yang bermuara ke dalam lambung dan tikus tidak
mempunyai kantung empedu serta lebih mudah dalam pemberian terapi dengan

sonde lambung (Smith dan Mangkoewidjojo, 1988).

Gambar 2.1 Rattus norvegicus (Rahmadian, 2011)

2.3 Hiperkolesterolemia
2.3.1 Pengertian Hiperkolesterolemia
Hiperkolesterolemia merupakan kondisi saat kadar kolesterol dalam darah
meningkat dan melebihi batas normal, pada manusia kadar kolesterol normal
adalah 200 mg/dl. Diet kolesterol dan lemak jenuh yang tinggi dapat memicu
pembentukan Low Density Lipoprotein (LDL) sehingga menyebabkan jumlah
kolesterol meningkat di dalam darah, keadaan ini dapat memicu terjadinya
hiperkolesterolemia. Reseptor LDL terdapat dalam seluruh permukaan sel yang
memiliki inti terutama sel hati (Kasim et al., 2006). Sebanyak 68% kasus
hiperkolesterolemia menyebabkan kematian pada manusia dan sekitar 13 %
kondisi hiperkolesterolemia ditemukan pada hewan terutama pada anjing dan

kucing (Tapan, 2005).
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2.3.2 Hubungan Patomekanisme Hiperkolesterolemia Dengan TNF-a

Lemak yang berasal dari makanan mengalami proses pencernaan di dalam
usus menjadi asam lemak bebas, trigliserid, fosfolipid dan kolesterol. Hasil
proses pencernaan tersebut diserap dalam tubuh dalam bentuk kilomikron. Sisa
pemecahan kilomikron tersebut di salurkan ke hati lalu oleh hati dipilah-pilah
menjadi kolesterol. Sebagian kolesterol ini dibuang ke empedu sebagai asam-
asam empedu, sebagian lagi bersama dengan trigliserida dan berikatan dengan
protein tertentu dan membentuk Very Low Density Lipoprotein (VLDL) lalu
dipisah oleh enzim lipoprotein menjadi Intermediet Density Lpoprotein (IDL)
selama 2-6 jam kemudian langsung diubah menjadi Low Density Lipoprotein
(LDL) (Soeharto, 2004).

Enzim lipoprotein lipase yang terdapat di dinding kapiler darah. Enzim
ini sering kali ditemukan di dalam jantung, jaringan adipose, limpa, paru-paru,
medulla ginjal, aorta, diafragma dan kelenjar mamaria dalam keadaan laktasi.
Enzim lipoprotein lipase tidak mudah bereaksi daengan VLDL namun lebih
berhubungan dengan metabolisme High Density Lipoprotein (HDL) dan sisa
kilomikron (Goldberg, 2001). Pada kasus hiperkolesterolemia dijumpai
peningkatan trigliserida dan LDL serta terjadi penurunan HDL dan enzim
lipoprotein lipase (Marks et al., 1996).

Low Density Lipoprotein (LDL) merupakan lipoprotein yang memiliki
kandungan kolesterol tertinggi dibandingkan lipoprotein lainnya dan bertugas

mengedarkan kolesterol ke sel-sel jaringan melalui darah untuk digunakan
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didalam sel (Murray et al., 2003). Low Density Lipoprotein (LDL) yang tinggi
sangat mudah teroksidasi oleh radikal bebas, sehingga LDL oksidasi mudah
menempel dan menumpuk pada dinding pembuluh darah pada jantung, hal
tersebut dapat merusak endotel pada pembuluh darah jantung sehingga aliran
darah yang menuju ke otot jantung menjadi terganggu. Sirkulasi koroner meliputi
seluruh permukaan jantung, membawa oksigen dan nutrisi ke miokardium
melalui cabang-cabang intramiokardial. Sirkulasi koroner meliputi arteri koroner
kanan dan arteri koroner Kiri. Oksidasi LDL melalui pembuluh darah koroner
masuk ke miokardium dan menyebabkan aktifnya NFKB (Nuclear Factor Kappa
Beta) kemudian NFKB akan memicu meningkatnya ekspresi gen INOS sebagai
gen yang berperan dalam proses keradangan sehingga melibatkan sel radang
seperti makrofag (Robbins dan Cotran, 2002).

Low Density Lipoprotein (LDL) yang teroksidasi difagositosis oleh
makrofag melalui reseptor LDL scavenger sehingga makrofag penuh dengan
foam cell, kemudian foam cell memicu sekresi sitokin-sitokin pro inflamasi,
salah satunya adalah TNF-o. Sekresi TNF-a yang berlebih dapat menyebabkan
inflamasi pada miokardium jantung dan kerusakan pada sel otot jantung.
Inflamasi merupakan respon sistem kekebalan terhadap infeksi yang terjadi pada
jaringan hidup (Kontush and Chapman, 2006).

2.3.3 Pengaruh Hiperkolesterolemia Terhadap Kadar Malondialdehida (MDA)

Pada keadaan hiperkolesterolemia, tubuh berusaha menyeimbangkan

kadar kolesterol darah dengan cara mengubah kolesterol menjadi asam empedu.
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Sintesis asam empedu melibatkan oksigen, NADPH dan sitokrom P-450.
Oksigen yang masuk kedalam tubuh akan berubah menjadi senyawa yang sangat
reaktif dan mudah tereduksi oleh NADPH menjadi radikal bebas anion
superoksida (O2). Anion speroksida yang terikat dengan sitokrom P-450 akan
membuat oksidasi oksigen semakin banyak dan cepat pada berbagai reaksi
hidroksidasi sehingga membuat radikal bebas terbentuk semakin banyak (Mayes
and Botham, 1996)

Menurut Clarkson and Thompson (2000), radikal bebas merupakan suatu
atom atau molekul yang memiliki elektron tidak berpasangan pada orbital
terluarnya dan dapat berdiri sendiri. Radikal bebas akan menyebabkan terjadinya
peroksidasi lipid membran sel. Peroksidasi lipid akan terbentuk dalam rantai
yang makin panjang dan dapat merusak organisasi membran sel (Yustika, 2013).
Pengukuran tingkat peroksidasi lipid diukur dengan mengukur produk akhirnya,
yaitu Malondialdehida (MDA), yang merupakan produk oksidasi asam lemak
tidak jenuh dan yang bersifat toksik terhadap sel. Pengukuran kadar MDA
merupakan pengukuran aktivitas radikal bebas secara tidak langsung sebagai
indikator stres oksidatif (Slater, 1984; Powers and Jackson, 2008), terdapat
beberapa metode yang dapat digunakan dalam pengukuran peroksidase lipid,
salah satunya adalah TBA (Thiobarbituric acid) reactivity test. Tes ini
didasarkan pada reaksi kondensasi antara satu molekul MDA dengan dua
molekul TBA pada kondisi asam. Hasilnya adalah pigmen berwarna merah yang

dapat diukur pada panjang gelombang 532 nm (Algameta, 2009).



BAB 3. KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Pemberian diet hiperkolesterol pada tikus akan mempengaruhi sistem
metabolisme kolesterol menjadi terganggu. Kolesterol yang masuk melalui
makanan akan diserap ke dalam usus bersama dengan lipid lainnya ketika
kolesterol yang diserap semakin banyak maka menyebabkan kadar kolesterol
dalam darah akan menjadi tinggi, sehingga memicu terjadinya kondisi
hiperkolesterolemia. Keadaan hiperkolesterolemia akan menimbulkan disfungsi
miosit pada jantung sehingga berdampak negatif pada mitokondria jantung, hal
tersebut dapat meningkatkan respirasi dari mitokondria sehingga akan memicu
tingginya produksi ROS (Reactive Oxygen Species) oleh mitokondria. Reactive
Oxygen Species yang tinggi membuat antioksidan yang ada di dalam tubuh tidak
bekerja secara optimal sehingga terjadi stres oksidatif. Stres oksidatif
menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid yang terdapat pada membran sel otot
jantung, peroksidasi lipid membuat ikatan PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid)
terputus sehingga terbentuk senyawa toksik seperti Malondialdehida (MDA)
pada miosit dan membran sel otot jantung. Radikal bebas yang dihasilkan oleh
mitokondria akan menuju sitoplasma dan menyebabkan aktivasi NFKB (Nuclear
Factor Kappa Beta) pada miosit jantung, hat tersebut membuat ikatan NFKB
(Nuclear Factor Kappa Beta) dan IKB (Inhibitor Kappa Beta) terdegradasi.
NFKB yang aktif bergerak menuju nukleus sehingga menyebabkan peningkatan
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ekspresi gen iINOS dimana gen INOS merupakan gen yang berperan dalam
proses peradangan. Proses keradangan akan melibatkan sel radang seperti
makrofag dimana makrofag akan mengeluarkan sitokin pro inflamasi, salah
satunya adalah TNF-a.

Pemberian yoghurt susu kambing terlebih dahulu sebelum diet
hiperkolesterolemia mampu mencegah kondisi hiperkolesterolemia. Yoghurt
tersebut menggunakan bakteri asam laktat diantaranya L. bulgaricus, L.
achidopilus dan S. thermophilus. Bakteri tersebut menghasilkan enzim BSH (Bile
Salt Hydrolase) yang dapat mencegah pembentukan LDL berlebih melalui
dekonjugasi asam empedu, ketika asam empedu terdekonjugasi maka kolesterol
akan banyak digunakan untuk pembentukan asam empedu baru sehingga
kolesterol yang digunakan untuk pembentukan LDL semakin sedikit. Bakteri
asam laktat juga memproduksi ferulic acid yang dapat menghambat biosintesis
kolesterol melalui aktivitas inhibitor HMG Co-A reduktase. Pembentukan
kolesterol yang dicegah oleh yoghurt akan membuat kerusakan mitokondria pada
jantung tidak terjadi dan radikal bebas dalam tubuh tidak akan berlebih. Radikal
bebas yang tidak berlebih didalam tubuh akan mencegah terjadinya stres
oksidatif sehingga pembentukan peroksidasi lipid dan MDA dapat di hambat
serta NFKB tetap berikatan dengan IKB di sitoplasma dan ekspresi gen iNOS
dapat dikurangi. Penurunan ekspresi gen iNOS membuat pembentukan TNF-a
oleh makrofag dapat dihindari. Secara sistematis kerangka konsep penelitian ini

dapat diketahui pada Gambar 3.1
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Gambar 3.1. Kerangka Konseptual Penelitian
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. Stimulasi
: Efek Yoghurt
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah, maka hipotesis yang dapat diajukan
adalah sebagai berkut:
Pemberian yoghurt susu kambing sebagai tindakan preventif untuk
hiperkolesterolemia pada tikus (Rattus norvegicus) dapat menurunkan kadar

Malondialdehida (MDA) dan ekspresi TNF-a jantung.



BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1 Tempat Dan Waktu Penelitian

Penelitian ini  dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Hewan,
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Illmu
Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya, Laboratorium Farmakognosi dan
Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Airlangga, Laboratorium Kesmavet
Pendidikan Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya dan Laboratorium Patologi
Klinik Rumah Sakit dr. Soetomo Surabaya. Waktu penelitian yaitu pada bulan
Agustus 2013 - Juni 2014,

4.2 Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian antara lain: inkubator
(Memmert), mesin freeze dry (Christ beta 1-8k), timbangan digital (Precissa
3000D), spektofotometri (UV-260 Shimadzu), mikroskop cahaya (olympus
BX51), gelas ukur, labu ukur, reagent bottle, object glass, beakker glass,
thermometer, corong kaca, erlenmeyer, microtube, bulb, alat sentrifuge, auto
mikro pipet, pH meter, pH indikator, neraca ohauss dan refrigerator.

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah tikus (Rattus norvegicus)
strain wistar (usia 10-12 minggu berat 150-200 gram) diperoleh dari Unit
Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) UGM Yogyakarta, susu kambing
yang diperoleh dari Balai Besar Pelatihan Peternakan (BBPP), Stater Yougertmet

Freeze Dried Yoghurt Starter. Lyo-San Inc. 500 Aeroparc, C. P. 598, Lachute,
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Qc, Canada, J8H 4G4, kuning telur puyuh, asam kholat (Catalog No:
M5M5306), miyak babi, PFA, alkohol (70%, 80%, 90%, 100%), larutan PBS pH
7,4, formalin buffer 10%, SA-HRP, Antibodi TNF-a, TCA 100%, Na-Thio 1%,
HCI 1 N dan NACL fisiologis 0,9%.
4.3 Tahapan Penelitian
Adapun tahapan penelitian sebagai berikut:
1. Kerangka Penelitian.
2. Pembuatan Yoghurt.
3. Pemberian Dosis Yoghurt Sebagai Pencegahan Hiperkolesterolemia
4. Pemberian Diet Hiperkolesterolemia.
5. Pengambilan Organ Jantung Tikus.
6. Analisis Kadar Malondialdehida (MDA) Jantung.
7. Analisis TNF-o Jantung dengan Metode Pewarnaan Imunohistokimia
8. Analisis Data.
4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Kerangka Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental dan rancangan untuk penelitian
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hewan coba dibagi menjadi 5

kelompok perlakuan (Tabel 4.1), yaitu:



Tabel 4.1 Kelompok Perlakuan
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Kontrol | Hiperkol | Pencegahan Hiperkolesterolemia
esterole | dengan Yoghurt Susu Kambing
mia

Dosis Dosis Dosis
300 600 900
mg/kg mg/kg mg/kg
BB BB BB
1123|141 2(3|4[1{2]3/4|1]2|3[4/1|23|4

Kadar

MDA

Ekspresi

TNF-a

Keterangan: Kontrol: Kelompok tanpa pemberian yoghurt susu kambing dan diet
hiperkolesterolemia. Hiperkolesterolemia : Kelompok dengan pemberian diet
hiperkolesterolemia

Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah:
Variabel bebas : Dosis yoghurt susu kambing (300 mg/kg BB, 600 mg/kg BB
dan 900 mg/kg BB) dan diet hiperkolesterolemia.
Variabel terikat : Kadar malondialdehida (MDA) dan ekspresi TNF-a jantung
Variabel kontrol :Umur, berat badan, tikus strain wistar, pakan, kondisi
pemeliharaan.

Sampel penelitian menggunakan tikus sebagai hewan percobaan. Tikus
yang digunakan dalam penelitian ini adalah spesies Rattus norvegicus strain
wistar berumur 10-12 minggu. Berat badan tikus sekitar 150-200 gram. Rattus
norvegicus dipakai karena tergolong omnivora dan kebutuhan asam amino

esensialnya seperti halnya hewan mamalia lainnya. Hewan coba diaklimatisasi

terlebih dahulu selama tujuh hari untuk menyesuaikan kondisi di laboratorium.
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Estimasi sampel yang dibutuhkan dapat dihitung berdasarkan rumus

(Montgomery and Kowalsky, 2011):

p(n-1)>15

5(n-1)> 15

5n-5 >15

on >20

n >20/5S = n >4

Keterangan

p = jumlah kelompok perlakuan (terdiri dari lima macam kelompok perlakuan
yakni Kelompok kontrol, Kelompok hiperkolesterolemia, Kelompok
pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt dosis 300mg/kgBB,
Kelompok pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt dosis
600mg/kgBB dan Kelompok pencegahan hiperkolesterolemia dengan
yoghurt dosis 900mg/kgBB).

n = jumlah ulangan yang diperlukan (empat kali ulangan).

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

Preparasi tikus perlu dilakukan tindakan untuk menyesuaikan keadaan
tikus dengan lingkungan laboratorium. Hal tersebut dilakukan selama 7 hari

dengan pemberian pakan dan minum secara ad libitum. Tikus kemudian di bagi
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menjadi 5 kelompok dengan masing-masing kelompok terdapat 4 ulangan
didalamnya. Kandang tikus berukuran 17,5 cm x 23,75 cm x 17,5 cm berbahan
plastik dengan tutup besi serta lantai kandang mudah disanitasi dan dibersihkan.
Ditempatkan di lokasi yang bebas dari keributan serta asap dan polutan lainnya.
4.4.2 Pembuatan Yoghurt
4.4.2.1 Pembuatan Starter

Susu kambing yang sudah siap di masukkan kedalam erlenmeyer
sebanyak 50 ml dan ditutup dengan aluminium foil. Dipanaskan sampai
mencapai suhu 72°C selama + 5 menit. Ditunggu sampai suhu susu turun menjadi
45°C. Dilakukan inokulasi starter, campurkan 50 ml susu pasteurisasi dengan
0,25 gram starter. Reagent bottle ditutup dengan aluminium foil lalu digoyang
ringan (Posecion et al., 2005)

Reagent bottle yang berisi campuran susu dengan starter diinkubasi pada
suhu 45°C selama + 4 jam. Dilakukan pengukuran pH, dalam hal ini adalah pH
4,5-5 (Posecion et al., 2005).

4.4.2.2 Pembuatan Yoghurt

Susu kambing sebanyak 500 ml dipanaskan sampai suhu 72°C selama + 5
menit. Kemudian ditunggu suhu susu turun menjadi 45°C. Setelah itu dilakukan
inokulasi starter cair sebanyak 15 ml (3% dari volume susu) dan dicampurkan
kedalam susu. Setelah itu di inkubasi pada suhu 45°C selama 4 jam. Dilakukan

pengujian pH, dalam hal ini adalah pH 4,5-5 (Posecion et al., 2005).
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4.4.2.3 Pembuatan Freeze Dry

Yoghurt yang sudah jadi masing-masing disiapkan sebanyak 250 ml.
Reagent bottle dipasang pada alat pemutar pada mesin freeze dry yakni Christ
Beta 1-8 K dan botol harus menempel pada permukaan etanol. Botol yang berisi
yoghurt tersebut diputar selama 5-7 menit pada suhu -33°C sampai yoghurt
berbentuk es, setelah yoghurt yang ada di labu scott tersebut menjadi es, labu
scott tersebut dilepas lalu dipasangkan pada selang penyublim vakum. Dilakukan
proses penyubliman dimana udara yang hangat dialirkan pada labu scott yang
berisi yoghurt beku sampai menimbulkan uap. Uap yang dihasilkan ditangkap
oleh mesin spiral yang ada di mesin freeze dry (Christ Beta 1-8 K) sampai tersisa
sari-sari dari yoghurt yang berbentuk serbuk. Yoghurt menjadi serbuk tersebut
membutuhkan waktu 14 jam.

4.4.3 Pemberian Dosis Yoghurt Sebagai Pencegahan Hiperkolesterolemia

Metode pemberian yoghurt per oral tiap ekor tikus yaitu dari perhitungan
dosis yoghurt. Dosis yoghurt ada 3 yakni, dosis 300 mg/kg BB, dosis 600 mg/kg
BB dan dosis 900 mg/kg BB (Tamime and Robinson, 2007) dengan
perhitungannya (Lampiran 3).

Dosis 300 mg/kg BB digunakan untuk kelompok C, dosis 600 mg/kg BB
untuk tikus kelompok D dan dosis 900 mg/kg BB untuk tikus kelompok E.
Masing - masing kelompok terdapat 4 ekor tikus. Tikus diberi yoghurt yang
dicampur dengan 1,5 ml air atau akuades per tikus pada hari ke-8 sampai hari ke-

36 untuk kotak C, D dan E. Pemberian yoghurt dan diet hiperkolesterolemia pada
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hari ke-37 sampai hari ke-51 dengan dosis yang sama sesuai perhitungan dan
dicampur 1 ml air atau akuades per tikus untuk kotak C, D dan E, sehingga pada
hari ke-37 sampai ke-51 dilakukan dua penyondean yakni yoghurt sebanyak 1 ml
dan diet hiperkolesterolemia sebanyak 1 ml (Hirano et al., 1999)

4.4.4 Pemberian Diet Hiperkolesterolemia

Kelompok yang diberi diet kolesterol adalah B yang digunakan sebagai
kelompok hiperkolesterolemia, kelompok C yang sudah diberi yoghurt
sebelumnya sebagai tindakan pencegahan dengan dosis 300 mg/kg BB,
kelompok D dengan dosis 600 mg/kg BB dan kelompok E dengan dosis 900
mg/kg BB.

Metode pembuatan pakan diet hiperkolesterolemia sesuai dengan Gani et
al., 2013 yang terdiri dari asam kholat 0,1%, minyak babi 10%, dan kuning telur
puyuh rebus 5% yang dicampurkan kemudian dilakukan penambahan air atau
akuades sampai volume 1 ml per tikus sehingga penyondean yoghurt sebanyak 1
ml +diet hiperkolesterolemia sebanyak 1 ml per tikus untuk kelompok C, D dan
E, sedangkan untuk kelompok B asam kholat 0,1%, minyak babi 10%, dan
kuning telur puyuh rebus 5% dicampur dengan air atau akuades 2 ml per tikus
(Lampiran 4). Pakan diet hiperkolesterolemia diberikan setiap hari dengan sonde
lambung per tikus sebanyak 3,02gr/2ml. Pemberian diet kolesterol ini dilakukan

selama 14 hari.
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4.4.5 Pengambilan Organ Jantung Tikus
Pengambilan organ jantung dilakukan pada hari ke-14 pada kelompok

hiperkolesterolemia dan  hari  ke-42 pada kelompok pencegahan
hiperkolesterolemia dengan yoghurt. Tikus terlebih dahulu dieuthanasia dengan
cara dislokasi leher, selanjutnya dilakukan pembedahan. Pembedahan dilakukan
pada rongga abdomen, dimana tikus diletakkan dengan posisi rebah dorsal.
Organ jantung yang diambil kemudian dicuci dengan NaCl fisiologis 0.9 %
kemudian di potong atau dibagi menjadi 2 lalu sebagian dari potongan jantung
direndam pada larutan Paraformaldehid (PFA) 4% dan sebagian dari potongan
jantung yang satunya lagi di rendam pada Phospat Buffer Saline (PBS).

4.4.6 Analisis Kadar Malondialdehida (MDA) Jantung

4.4.6.1 Pembuatan Kurva Standart MDA

Pembuatan kurva standar MDA dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7

dan 8 pg/ml masing-masing diambil 100uL, dimasukkan dalam tabung reaksi
yang berbeda, setelah itu ditambahkan 550 ul aquades. Masing-masing tabung
yang berisi 650 pl larutan standar ditambahkan 100 pl TCA 100%, 250 pL HCI 1
N dan 100 pL Na-Thio 1 %. Dihomogenkan dengan vortex mixer, tabung ditutup
dengan plastik dan diberi lubang. Diinkubasi dengan penangas air dengan suhu
100°C selama 30 menit kemudian didinginkan pada suhu 27°C. Selanjutnya
MDA dengan konsentrasi 4 pg/ml diukur absorbansinya pada range panjang
gelombang 500-600 nm untuk menentukan panjang gelombang maksimum

MDA, kemudian dibuat kurva standar MDA dengan dibaca absorbansinya pada
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variasi konsentrasi (1,2,3,4,5,6,7 dan 8 pg/ml) pada panjang gelombang
maksimumnya (Shofia, 2012).
4.4.6.2 Pengukuran Kadar MDA Menggunakan Uji Thiobarbiburic Acid (TBA)
Jaringan jantung dari setiap kelompok, masing-masing diambil sebanyak
0,1 gram dipotong kecil-kecil lalu digerus dalam mortar dingin yang diletakkan
diatas balok es. Selanjutnya ditambahkan 1 ml NaCl 0,9%. Homogenat dipindah
kedalam microtube dan disentrifugasi dengan kecepatan 8000rpm selama 20
menit dan diambil supernatannya, setelah itu diambil 100 pL supernatan bronkus
ditambah 550 pL akuades. Ditambahkan 100 uL TCA, 250 uL HCI 1N, dan 100
puL Na-Thio. Pada setiap penambahan reagen, larutan campuran tersebut
dihomogenkan dengan vortex, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 500
rpm selama 15 menit. Supernatan dipisahkan dan dipindahkan pada microtube
baru, kemudian larutan diinkubasi dalam waterbath pada suhu 100°C selama 30
menit dan dibiarkan pada suhu 27°C. Sampel diukur absorbansinya dengan
panjang gelombang 532 um untuk uji TBA dan diplotkan pada kurva standar
yang telah dibuat untuk menghitung konsentrasi sampel (Shofia, 2012).
4.4.7 Analisis TNF-a dengan Metode Pewarnaan Imunohistokimia
Langkah-langkah dalam metode pewarnaan imunohistokimia yaitu
dengan pembuatan preparat jantung yang direndam dengan xylol I, xylol 11 dan
alcohol bertingkat (100%, 90%, 80% dan 70%) serta aquades , hal tersebut
dilakukan selama 5 menit kemudian preparat dicuci dengan PBS (Phospat Buffer

Saline) pH 7,4 selama 3x5 menit, setelah dicuci bersih ditetesi 3% hidrogen
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peroksida H,O, (dalam doionize water) selama 20 menit, setelah itu dicuci
kembali dengan PBS (Phospat Buffer Saline) pH 7,4 selama menit sebanyak 3
kali atau sampai bersih. Diberi BSA 1%, dicuci PBS pH 7,4 untuk membersihkan
selama 20 menit. Diinkubasi dengan antibodi primer (Rat Anti TNF-a),
dilakukan semalaman dengan suhu 4°C, setelah itu dicuci kembali dengan PBS
selama 20 menit. Diberi antibodi sekunder yang berlabel biotin (Goat Anti Rat
Biotin Labelled) selama 1 jam dalam suhu 27°C. Preparat dicuci kembali dengan
PBS pH 7,4 selama 20 menit (Pratomo, 2013).

Ditetesi SA-HRP (Strepta Avidin-Horseradish Peroxidase) dan
didiamkan pada suhu 27°C selama 30-60 menit. Preparat dicuci dengan PBS pH
7,4 selama 20 menit, selanjutnya preparat ditetesi dengan Chromogen DAB (3,3-
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride) selama 10 menit pada suhu 27°C.
Terakhir preparat dicuci dengan aquades selama 5 menit 3 kali, selanjutnya
counter staining (Hematoxylen) pada suhu 27°C selama 5 menit. Tahap terakhir
mounting dengan entellan dan ditutup dengan cover glass. Hasil diamati
menggunakan mikroskop electron dengan pembesaran 400 x (Pratomo, 2013).

4.4.8 Analisis Data

Data yang diperoleh pada percobaan ini dianalisis dengan analisa ragam
pola Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang mana tikus diberi lima perlakuan
dan masing - masing perlakuan dengan 4 kali ulangan. Metode yang dapat
digunakan yaitu uji parametrik one way ANOVA (analysis of variance). Apabila

terdapat perbedaan yang nyata diuji lebih lanjut dengan uji Tukey a 0.01%.



BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Yoghurt Susu Kambing Pada Pencegahan Hiperkolesterolemia

Terhadap Kadar Malondialdehida (MDA) Jantung Tikus (Rattus
norvegicus).

Hasil pengukuran kadar Malondialdehida (MDA) organ jantung pada
kelompok tikus perlakuan yang dianalisis dengan uji ANOVA dan dilanjutkan
dengan uji Tukey (Lampiran 12) menunjukkan perbedaan yang sangat nyata
seperti (Tabel 5.1).

Tabel 5.1 Kadar Malondialdehia (MDA) Organ jantung Pada Kelompok Tikus
Perlakuan

) Penurunan
Peningkatan
terhadap
Rata-rata Kadar terhadap
Kelompok Perlakuan kelompok
MDA (ug/ml) + SD  kelompok

hiperkoleste
kontrol (%)

rolemia (%o)

Tikus Kontrol 0,1440 + 0,03964° 0 -
Tikus Hiperkolesterolemia  0,5810 * 0,04134° 100 -
Pencegahan 300mg/kgBB  0,3720 + 0,03598" - 36
Pencegahan 600mg/kgBB  0,2330 + 0,02249° - 60
Pencegahan 900mg/kgBB  0,1588 + 0,02616° - 73
Ket : l(\lotgs(i)f;ang berbeda menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda sangat nyata
p<0, .

Nilai rata-rata kadar MDA pada kelompok tikus kontrol merupakan
standar rata-rata kadar MDA jantung tikus dalam keadaan normal. Adanya kadar

MDA tersebut menunjukkan bahwa radikal bebas juga terdapat pada tikus
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kontrol. Hal itu terjadi karena radikal bebas juga diperlukan didalam tubuh.
Radikal bebas merupakan senyawa yang digunakan untuk pematangan sel
didalam tubuh. Radikal bebas juga digunakan oleh tubuh untuk membunuh
mikroorganisme patogen sebagai salah satu pertahanan tubuh melawan infeksi
(Matsue et al., 2003).

Nilai rata-rata kadar MDA vyang ditunjukkan oleh kelompok tikus
hiperkolesterolemia, terdapat perbedaan yang sangat nyata dan peningkatan
sebanyak 100% dibanding dengan kelompok tikus kontrol. Hal ini menunjukkan
bahwa diet hiperkolesterolemia dapat menyebabkan kadar LDL (Low density
Lipoprotein) dalam darah meningkat. Low Dinsity Lipoprotein (LDL) yang tinggi
dapat menyebabkan disfungsi miosit otot jantung dan dapat merusak mitokondria
jantung, sehingga dapat meningkatkan respirasi dari mitokondria dan memicu
tingginya produksi ROS (Reactive Oxygen Species) pada jantung. Produksi ROS
yang tinggi menyebabkan antioksidan tidak berfungsi dengan maksimal
kemudian terjadi stress oksidatif. Stres oksidatif dapat memicu terjadinya
peroksidasi lipid yang terdapat pada membran sel otot jantung. Peroksidasi lipid
akan memutus ikatan PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid) dan membentuk
senyawa MDA. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Bowless et al. (2011)
bahwa kondisi hiperkolesterolemia dapat merusak mitrokondria jantung dan
menyebabkan tingginya kadar radikal bebas pada jantung.

Nilai rata-rata kadar MDA pada kelompok tikus hiperkolesterolemia

menunjukkan perbedaan yang sangat nyata dengan nilai kadar MDA kelompok
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tikus pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt dosis 300 mg/kg BB, 600
mg/kg BB dan 900 mg/kg BB, selain itu terjadi penurunan nilai kadar MDA pada
dosis 300 mg/kg BB sebanyak 36%, dosis 600 mg/kg BB sebanyak 60% dan
dosis 900 mg/kg BB sebanyak 73%. Hal tersebut menunjukkan bahwa yoghurt
susu kambing memiliki kemampuan untuk mencegah pembentukan kolesterol
darah berlebih, kolesterol yang rendah dalam darah akan membuat kerusakan
mitokondria pada miosit jantung dapat dicegah sehingga pembentukan radikal
bebas berlebih dapat dihindari dan stres oksidatif tidak akan terjadi. Stres
oksidatif yang terhambat akan membuat peroksidasi lipid tidak terbentuk yang
ditandai dengan menurunnya nilai kadar MDA pada jantung, menurut Usman dan
Harsono (1999) dan Jones et al. (2014) bahwa bakteri asam laktat seperti
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus
thermophillus yang ada didalam yoghurt mampu mengasimilasi kolesterol dan
memproduksi enzim BSH (Bile Salt Hydrolase) yang dapat mencegah
pembentukan LDL berlebih. Bakteri asam laktat juga dapat memproduksi ferulic
acid yang dapat menghambat biosintesis kolesterol melalui penghambatan ikatan
HMG Co-A reduktase.

Pada kelompok tikus pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt
dosis 300 mg/kg BB menunjukkan rata-rata nilai kadar MDA yang berbeda
sangat nyata dengan nilai kadar MDA kelompok tikus kontrol. Hal ini
mengartikan bahwa yoghurt susu kambing pada dosis 300 mg/kg BB tidak

mampu mencegah kondisi hiperkolesterolemia dan tidak dapat menurunkan nilai
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kadar MDA mendekati nilai kadar MDA tikus kontrol. Kelompok tikus dengan
yoghurt dosis 600 mg/kg BB dan 900 mg/kg BB tidak menunjukkan perbedaan
yang sangat nyata dengan kelompok tikus kontrol, yang berarti bahwa yoghurt
susu kambing dosis 600 mg/kg BB dan 900 mg/kg BB mampu mencegah kondisi
hiperkolesterolemia yang ditandai dengan penurunan nilai kadar MDA
mendekati nilai kadar MDA kelompok tikus kontrol. Hal tersebut terjadi karena
selain menghasilkan enzim BSH (Bile Salt Hydrolase) dan firulic acid, yoghurt
susu kambing juga mengandung antioksidan yang dapat mencegah radikal bebas
berlebih dalam tubuh sehingga stres oksidatif dapat dihindari. Stres oksidatif
yang terhambat mengakibatkan peroksidasi lipid dalam membran miosit jantung
tidak terbentuk dan terjadi penurunan nilai kadar MDA jantung. Hal tersebut
diperkuat oleh Gartner et al. (2002) bahwa susu yang difermentasi menjadi
yoghurt mengandung banyak antioksidan diantaranya Superoxide Dismutase
(SOD) dan Glutathione Peroxidase (GPx). Antioksidan tersebut mampu
memberikan atom hidrogen serta memecah reaksi berantai (polimerisasi)
pembentuk radikal bebas.

Pada kelompok tikus yoghurt susu kambing dosis 300 mg/kg BB
menunjukkan nilai kadar MDA yang berbeda sangat nyata dengan kelompok
tikus yoghurt dosis 600 mg/kg BB dan 900 mg/kg BB sedangkan tikus dengan
yoghurt dosis 600 mg/kg BB menunjukkan hasil nilai kadar MDA yang tidak
berbeda sangat nyata terhadap tikus dengan yoghurt 900 mg/kg BB, tetapi dosis

900 mg/kg BB memiliki persentase penurunan yang lebih besar dibanding
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dengan yoghurt dosis 600 mg/kg BB. Hal ini menunjukkan bahwa semakin

tinggi dosis maka penurunan nilai kadar MDA akan semakin banyak dan

semakin mendekati nilai kadar MDA pada kelompok tikus kontrol.

5.2 Pengaruh Yoghurt Susu Kambing Pada Pencegahan Hiperkolesterolemia
Terhadap Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-a) Jantung Tikus
(Rattus norvegicus).

Hasil ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) jantung pada setiap
kelompok tikus perlakuan dengan pewarnaan imunohistokimia dan pengambilan
gambar menggunakan mikroskop cahaya (Olympus BX 51), terlihat ekspresi
yang berwarna coklat pada otot jantung (Gambar 5.1).

Ekspresi TNF-a ditunjukkan dengan adanya ekspresi warna coklat pada
otot jantung setelah pewarnaan Imunohistokimia (IHK). Pada tikus
hiperkolesterolemia terlihat adanya ekspresi TNF-o dan kerusakan pada susunan
otot jantung, sedangkan pada tikus yang diberi yoghurt susu kambing mampu
mencegah terbentuknya ekpresi TNF-o dan kerusakan otot jantung, semakin
tinggi dosis yoghurt yang diberikan maka ekspresi TNF-a semakin sedikit dan
otot jantung semakin tersusun rapi, seperti pada Gambar 5.1. Ekspresi TNF-a
dihitung dengan axio vision dan didapatkan jumlah rata-rata ekspresi TNF-a
yang diamati menggunakan ANOVA dan dilanjutkan dengan uji tukey (Lampiran

12) menunjukkan perbedaan yang sangat nyata seperti (Tabel 5.2).



Gambar 5.1 Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-o) Pada Jantung (Panah Hitam)
(Perbesaran 400x). Jantung Tikus Hiperkolesterolemia (A), Jantung
Tikus Kontrol (B), Jantung Tikus Pencegahan Dosis 300mg/kgBB (C),

Jantung Tikus Pencegahan Dosis 600mg/kgBB (D), Jantung Tikus
Pencegahan Dosis 900mg/kgBB (E).
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Tabel 5.2 Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF-a) Pada Kelompok Tikus

Perlakuan
) Penurunan
Peningkatan
Rata-Rata terhadap
) terhadap
Kelompok Perlakuan Ekspresi TNF-a. kelompok
kelompok _
(% area) £ SD hiperkoleste
kontrol (%0) \
rolemia (%o)
Tikus Kontrol 0,3550 + 0,08367° 0 -
Tikus Hiperkolesterolemia  2,9900 + 0,04830° 100 -
Pencegahan 300mg/kgBB  2,2600 + 0,08869" - 24
Pencegahan 600mg/kgBB  1,8900 + 0,14720° - 37
Pencegahan 900mg/kgBB  0,9600 + 0,05292" - 68

Ket : Notasi yang berbeda menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda sangat nyata
(p<0,01)

Nilai rata-rata ekspresi TNF-a organ jantung pada kelompok tikus kontrol
merupakan standar rata-rata ekspresi TNF-a jantung tikus dalam keadaan normal.
Pada tikus kontrol terdapat sedikit ekspresi TNF-a karena dalam keadaan normal
sitokin pasti terdapat didalam tubuh walaupun dalam jumlah yang sedikit,
sebagai sistem pertahanan tubuh. TNF-o juga berfungsi untuk membantu proses
remodeling jantung. Remodeling jantung secara normal terjadi karena perubahan
kompensasi dan fungsi jantung dalam merespon proses fisiologis (Bozkurt,
2002).

Nilai rata-rata ekspresi TNF-a yang ditunjukkan oleh kelompok tikus
hiperkolesterolemia, terdapat perbedaan yang nyata dan peningkatan sebanyak

100% dibanding dengan kelompok tikus kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa
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diet hiperkolesterolemia mampu meningkatkan kadar LDL darah. Low Density
Lipoprotein (LDL) yang tinggi dapat menyebabkan stres oksidatif dimana kadar
radikal bebas lebih banyak dibandingkan dengan kadar antioksidan. Stres
oksidatif tersebut meningkatkan inflamasi pada miosit otot jantung dengan
ditandainya peningkatan nilai rata-rata ekspresi TNF-o pada organ jantung, hal
tersebut sesuai dengan pendapat wakkad et al. (2010) dan Christman et al. (2000)
bahwa tingkat kolesterol yang tinggi akan memicu terbentuknya stres oksidatif.
Stres oksidatif dapat memicu reaksi inflamasi dan sekresi TNF- a.

Nilai rata-rata ekspresi TNF-o pada tikus hiperkolesterolemia juga
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata dengan kelompok tikus pencegahan
hiperkolesterolemia dengan yoghurt susu kambing dan terjadi penurunan
ekspresi TNF-a sebanyak 24% pada tikus dengan dosis 300 mg/kg BB, 37%
pada tikus dengan dosis 600 mg/kg BB dan 68% pada tikus dengan dosis 900
mg/kg BB dibanding dengan tikus hiperkolesterolemia. Hal ini menunjukkan
bahwa yoghurt susu kambing memiliki kemampuan untuk mecegah kondisi
hiperkolesterolemia sehingga kadar kolesterol masih tetap dalam keadaan
normal. Kolesterol yang dalam keadaan normal mampu mencegah kerusakan
mitokondria jantung sehingga pembentukan radikal bebas berlebih dapat
dihindari dan proses inflamasi akibat radikal bebas juga dapat dihambat.
Penghambatan prosen inflamasi akan membuat sitokin proinflamasi seperti TNF-
a tidak terbentuk. Hal ini sesuai dengan Jones et al. (2014) bahwa yoghurt yang

mengandung bakteri asam laktat seperti Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
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bulgaricus dan Streptococcus thermophillus mampu mengasimilasi kolesterol
dan memproduksi enzim BSH (Bile Salt Hydrolase) yang dapat mencegah
pembentukan LDL. Bakteri asam laktat juga dapat memproduksi ferulic acid
yang dapat menghambat biosintesis kolesterol melalui penghambatan ikatan
HMG Co-A reduktase.

Pada kelompok tikus pencegahan hiperkolesterolemia dengan yoghurt
susu kambing dosis 300 mg/kg, dosis 600 mg/kg BB dan dosis 900 mg/kg BB
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata terhadap kelompok tikus kontrol. Hal
tersebut menunjukkan bahwa pemberian yoghurt susu kambing belum mampu
mempertahankan nilai ekspresi TNF-a agar tetap mendekati nilai ekspresi TNF-a
pada kelompok tikus kontrol akan tetapi walaupun tidak mendekati ekspresi
TNF-a tikus kontrol, yoghurt susu kambing mampu menurunkan nilai ekspresi
TNF-o. Hal ini terjadi karena yoghurt susu kambing memiliki kandungan
biopeptida salah satunya adalah laktoferin yang berfungsi sebagai antiinflamasi,
sehingga proses inflamasi dapat di hambat. Hal ini didukung oleh Artym (2003)
bahwa laktoferin diduga dapat menghambat produksi sitokin proinflamasi yang
dihasilkan oleh makrofag seperti IL-1 dan TNF-o.

Pada kelompok tikus yoghurt susu kambing dosis 300 mg/kg
menunjukkan nilai ekspresi TNF-a yang berbeda sangat nyata dengan kelompok
tikus yoghurt dosis 600 mg/kg BB dan 900 mg/kg BB. Dosis 600 mg/kg BB juga
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata dengan dosis 300 mg/kg BB dan 900

mg/kg BB. Dosis 900 mg/kg BB memiliki persentase penurunan yang lebih besar
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dibanding persentase penurunan pada dosis 600 mg/kg BB dan 300 mg/kg BB.
Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis yoghurt yang diberikan akan
memiliki kandungan laktoferin yang tinggi juga sehingga akan semakin baik

untuk mencegah pembentukan sitokin proinflamasi.



BAB 6. PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan data hasil penelitian maka dapat diambil kesimpulan bahwa:

1. Pemberian  yoghurt susu kambing dapat mencegah  kondisi

hiperkolesterolemia yang ditandai dengan penurunan kadar malondialdehida
(MDA) pada organ jantung tikus kelompok terapi pencegahan yoghurt dosis
300mg/kgBB (36%), 600mg/kgBB (60%) dan dosis 900mg/kgBB (73%).

. Pemberian  yoghurt susu  kambing dapat mencegah  kondisi
hiperkolesterolemia yang ditandai dengan penurunan ekspresi TNF-o pada
jantung tikus kelompok terapi pencegahan tikus yoghurt dosis 300mg/kgBB
(24%), 600mg/kgBB (37%) dan dosis 900mg/kgBB (67%).

. Dosis yoghurt 900mg/kgBB merupakan dosis terbaik dalam mencegah

kondisi hiperkolesterolemia.

6.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang kandungan bioaktif peptida

yoghurt susu kambing dalam menurunkan kadar kolesterol darah.
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