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Abstrak  

Minyak wijen (MW) yang banyak mengandung polyunsaturated fatty acid (PUFA) berfungsi menurunkan 
kadar lipid serum melalui induksi β oksidasi di mitokondria. Proses ini menghasilkan produk sampingan 
berupa radikal bebas. Vitamin E (α-tocopherol) diketahui menghambat aktifitas radikal bebas. Penelitian ini 
bertujuan untuk membuktikan efek sinergisme MW dan α-tocopherol  dalam menghambat steatosis yang 
diakibatkan keadaan hiperkolesterol. Hasil penelitian menunjukan bahwa diperoleh perbedaan bermakna 
(p<0,05) terutama dosis MW 1,2 ml pada semua parameter antara kelompok  hiperkolesterol, MW dan 
MW+α-tocopherol. Kadar kolesterol kelompok hiperkolesterol (140,925±10,5) mg/dl; kelompok MW 
(93,845±4,37) mg/dl dan kelompok MW+α-tocopherol (92,90±8,5) mg/dl. Kadar trigliserida kelompok 
hiperkolesterol  (154,78±11,09) mg/dl; kelompok MW (184,64±3,87) mg/dl dan kelompok MW+α-
tochopherol (66,89 ± 6,03) mg/dl. Pada kelompok MW kadar MDA (0,257±0,013) nmol/mg protein, 
kelompok hiperkolesterol (0,847±0,036) nmol/mg protein dan kelompok kombinasi MW dengan α-
tocopherol (0,092±0,006) nmol/mg protein. Kadar SOD pada kelompok kombinasi MW dengan α-tocopherol 
(253,82±16,63) U/mg protein, kelompok MW (208,7±11,27) U/mg protein, kelompok hiperkolesterol 
(139,7±2,82) U/mg protein. Dari gambaran histologis steatosis lebih banyak didapatkan pada kelompok 
hiperkolesterol yang disertai dengan keradangan, sedangkan pada kelompok kombinasi minyak wijen 
dengan α-tochopherol memiliki gambaran histologis terendah mengalami steatosis.  
 
Kata kunci: hiperkolesterol, minyak wijen, steatosis 
 

Abstract 
Sesame oil (MW) contains great numbers of polyunsaturated fatty acid (PUFA) that functioned to decrease 
the level of serum lipid by induction of β oxidize in mitochondria. This process produce secondary product, 
i.e. free radical. Vitamin E (α-tocopherol) was known as the inhibitor of free radical activity. This study was 
aimed to verify the synergism effect of sesame oil and α-tocopherol in inhibiting steatosis which caused by 
hypercholesterol condition. The results showed that there is significant difference (p<0,05) especially for 
MW doses of 1,2 ml on all parameters among hypercholesterol groups, MW and MW+α-tocopherol. 
Cholesterol level of hypercholesterol group is 140.925±10.5 mg/dl, while MW group is 93.845±4.37 mg/dl 
and MW+α-tocopherol group for 92.90±8.5 mg/dl. Triglyceride level of hypercholesterol groups is 
154.78±11.09 mg/dl, MW group for 184.64±3.87 mg/dl, and MW+α-tochopherol group for 66.89 ± 6.03 
mg/dl. Level of MDA in MW groups is 0.257±0.013 nmol/mg protein, hypercholesterol group for 
0.847±0.036 nmol/mg protein and MW+α-tocopherol group combination is 0.092±0.006 nmol/mg protein. 
Level of SOD on MW+α-tocopherol treatment was 253.82±16.63) U/mg protein, MW treatment of 
208.7±11.27 U/mg protein, and hypercholesterol treatment for 139.7±2.82 U/mg protein. Histology of 
steatosis was found more in hypercolesterol group  along with inflammation, while on combination group 
of MW+α-tochopherol showed the lowest steatosis in the histology.   
 
Keywords: hypercholesterol, sesame oil, steatosis 
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PENDAHULUAN 
Pola diet tinggi karbohidarat dan lemak dapat 

menyebabkan keadaan hiperlipidemia, yang 
salah satu tandanya adalah peningkatan kadar 
kolesterol (hiperkolesterol) [1]. Hasil penelitian 
[2], yang dilakukan mulai tahun 1994 sampai 
1997 pada 11.489 orang Indonesia yang berumur 
20-70 tahun 32,4% dengan kadar kolesterol <200 
mg/dl, 32,8% mempunyai kadar kolesterol 200-
240 mg/dl dan 34,8% mempunyai kadar 
kolesterol >240 mg/dl.  

Salah satu akibat hiperkolesterol adalah 
terjadinya steatosis.  Steatosis merupakan suatu 
keadaan di mana lebih dari 5% hepatosit yang 
mengalami akumulasi lemak [3]. Faktor utama 
yang mempengaruhi steatosis adalah intake 
alkohol berlebih, diabetes, hiperlipidemia dan 
malnutrisi [4]. Pada penderita hiperlipidemia 
ditemukan 86% mengalami steatosis, 74% 
mengalami fibrosis, dan 24% mengalami 
steatohepatitis [5].  Pada keadaan lanjut steatosis 
ini dapat mengalami fibrosis, nekrosis, infiltrasi 
sel-sel radang dan pada tahap akhir dapat terjadi 
sirosis [6], bahkan sampai terjadi hepato cellular 
carcinoma (HCC) [7].  Usaha preventif akan lebih 
efektif untuk mencegah terjadinya sirosis. 
Beberapa teori mengemukakan bahwa steatosis 
terjadi akibat ketidakseimbangan antara sintesis 
dan sekresi trigliserida yang dapat diakibatkan 
peningkatan intake asam lemak dari diet, 
peningkatan mobilisasi asam lemak dari jaringan 
adiposa, peningkatan sintesis asam lemak atau 
bisa akibat penurunan oksidasi asam lemak di 
mitokondria [3]. Selain itu [8], juga berpendapat 
bahwa  steatosis merupakan keadaan dimana 
terjadi  kelainan metabolisme lemak termasuk di 
dalamnya adalah kelainan up-take, sintesa, 
degradasi atau sekresi lemak. Pada keadaan 
normal asam lemak yang di up-take hepar 
sebagian besar akan disintesis menjadi 
trigliserida dan  dioksidasi di mitokondria [9].  
Trigliserida yang terbentuk ini akan disekresi ke 
sirkulasi dalam bentuk very low density 
lipoprotein (VLDL).  Yang sebelumnya trigliserida 
harus berikatan dengan protein apoB-100, 
disamping itu juga melibatkan protein-protein 
lain seperti microsomal triglyceride transfer 
protein (MTP) yang berfungsi sebagai pengatur 
utama dalam pembentukan VLDL. Microsomal 
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triglyceride transfer protein menstabilkan apoB 
sehingga dapat berfusi dengan trigliserida dan 
memungkinkan terbentuknya VLDL [10]. 

Patogenensis steatosis diketahui juga 
berhubungan dengan meningkatnya aktivitas 
stres oksidatif [8]. Stres oksidatif merupakan 
suatu keadaan dimana terjadi ketidakseimbangan 
antara oksidan dan antioksidan [11]. Radikal 
bebas ini bersifat magnetik dan sangat reaktif 
[12]. Oksigen merupakan komponen utama 
dalam proses respirasi aerobik oleh sistem enzim 
dalam tubuh dapat diubah menjadi radikal bebas, 
diantaranya, radikal superoksid, hidrogen 
peroksida dan radikal hidroksil [11]. Peningkatan 
kadar asam lemak intra hepatik dapat menjadi 
sumber stres oksidatif.  Hal ini disebabkan asam 
lemak merupakan asam lemah dan berada dalam 
keseimbangan antara bentuk ionisasi (RCOO-) 
dan bentuk tidak bermuatan (R-COOH).  
Mitokondria merupakan sumber dari ROS seluler 
yang dapat mencetuskan terjadinya steatosis [8].  
Pada keadaan fisiologis normal, konsentrasi ROS 
dalam mitokondria sebesar 8x10-12 M [11]. 
Nicholls and Budd [13] melaporkan bahwa ROS 
yang terbentuk pada proses oksidasi fosforilasi 
terjadi pada saat molekul oksigen direduksi 
menjadi H2O pada komplek IV dan juga pada saat 
reduksi molekul oksigen dengan penambahan 
elektron pada komplek I dan II. Proses oksidasi 
fosforilasi di mitokondria melibatkan 5 kompleks 
protein yang sangat spesifik yang ada di dalam 
membran mitokondria bagian dalam. Selama 
proses transfer elektron  memungkinkan elektron 
bereaksi dengan oksigen yang ada sehingga 
timbullah radikal bebas [14]. Radikal bebas dapat 
menghasilkan peroksida lipid yang akhirnya 
dapat menyebabkan kematian sel dan pelepasan 
MDA serta HNE [8]. 

Radikal bebas juga menginduksi 
pembentukan sitokin tumor necrosing factor α 
(TNF-α), transforming growth factor β (TGF-β) 
dan interleukin-8.  Sitokin ini menyebabkan 
aktivasi kaspase dan kematian sel hepatosit.  
Transforming growth factor β mengaktifkan 
sintesis kolagen oleh sel stellate dan 
mengaktifkan transglutaminase jaringan dan 
cross-link protein sitoskeleton kemudian 
mempromosikan pembentukan Mallory`s hyaline 
[8]. Berbagai sitokin tersebut ber peran dalam 
patogenesa terjadinya inflamasi pada steatosis 
terutama disebabkan oleh sel kupfer yang 
berinteraksi dengan radikal bebas. Sel kupfer 
fungsi khusus antara lain untuk fagositosis, 
presentasi antigen, menghasilkan beberapa 
produk sitokin, prostanoid, dan nitric oxide  [15].  

mailto:Fatmawati@ub.ac.id
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Aktivasi sel kupfer tersebut akan mengakibatkan 
sekresi prostaglanding E2 (PGE2) melalui jalur 
Cyclooxygenase-2 (COX-2) dengan berinteraksi 
dengan reseptor spesifik, sehingga dapat 
meningkatkan akumulasi trigliserida di hepatosit 
melalui mekanisme peningkatan cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP) [16]. 

Sebagai upaya preventif masyarakat biasanya 
menggunakan bahan makanan yang sudah 
dikenal dapat menurunkan kadar kolesterol 
plasma, yakni minyak wijen. Hampir 85% asam 
lemak minyak wijen berupa asam lemak tak 
jenuh yang berupa linoleat [17]. Nakai [18] dan 
Winarno [19] mengemukakan bahwa minyak 
wijen memiliki beberapa kelebihan yakni bersifat 
stabil dan terdapat bebarapa antioksidan alami 
yang berupa sesamin, episesamin dan lignan 
lainnya. Akan tetapi minyak wijen dalam bentuk 
roasted lebih bersifat stabil dibandingkan bentuk 
lainnya. Hal ini disebabkan adanya proses 
roasting sesamolin dirubah menjadi sesamol, 
sehingga memiliki kandungan lignan yang lebih 
banyak [20]. Oleh karena linoleat mengandung 
ikatan rangkap sehingga akan mudah mengalami 
oksidasi yang dapat mengakibatkan terjadinya 
stres oksidatif [21]. Alfa-tocopherol diketahui 
sebagai antioksidan yang dapat mencegah 
terjadinya propagasi reaksi radikal bebas. Sampai 
saat ini belum diketahui bagaimana efek 
kombinasi α-tocopherol dan minyak wijen dalam 
tubuh, terutama efeknya pada pencegahan 
steatosis melalui mekanisme stres oksidatif.  
Sehingga diperlukan suatu penelitian mengenai 
pengaruh kombinasi minyak wijen dan α-
tocopherol dibandingkan minyak wijen sendiri  
dalam menghambat steatosis pada tikus 
hiperkolesterolemia.  

 
METODOLOGI 
Pembuatan Tikus Hiperlipidemia 

Komposisi pakan untuk mendapatkan kondisi 
tikus menjadi hiperlipidemia yaitu menggunakan 
diet normal yang terdiri dari confeed PAR-S dan 
tepung terigu dengan perbandingan 2:1, 
ditambah kolesterol 2%, asam kolat 0,2% dan 
minyak babi 10% [22]. 
 
Pengambilan Sampel Darah dan Jaringan  

Hewan coba (Rattus norvegicus strain wistar) 
dianatesi dengan menggunakan eter. Rongga 
dada dibuka melebar hingga tampak organ 
jantung, dan dengan menggunakan spuit 5 mL 
ditusukkan menembus ventrikel jantung.  Darah 
diaspirasi hingga 5 mL dan ditampung dalam 
tabung ependorf. Kemudian rongga perut  

dibuka. Selanjutnya organ hepar  dimasukkan 
disimpan dalam cold storage dengan suhu -700 C. 

Pengukuran Kadar Kolesterol Serum 
Pengukuran kadar kolesterol dilakukan 

dengan menggunakan metode CHO-PAP, 
enzimatik photometrik test dengan mengguna-
kan sampel serum yang dilakukan pada pada 
akhir minggu ke-10. Inkubasi selama 20 menit 
pada suhu 20-25oC atau 10 menit pada suhu 
37oC. Ukur absorban (A std) dan sampel (A spl) 
terhadap blangko reagen (RB) dalam waktu 60 
menit. Reagen yang digunakan adalah “Dia Sys 
Cholesterol FS” yang dibaca dengan mengguna-
kan spektrofotometri dengan panjang gelombang 
500 dλ. Penentuan kadar menggunakan rumus: 

Kolesterol (mg/dl)= 
Abs.sampel

Abs.standar
x konsentrasi standar 

Pengukuran Trigliserida 
Pengukuran trigliserida dilakukan dengan 

menggunakan metode GPO-PAP, enzimatik 
kolorimetrik test. Inkubasi selama 10 menit pada 
suhu 20-25oC atau 10 menit pada suhu 37 oC. 
ukur absorban (A std) dan sampel (A spl) 
terhadap blangko reagen (RB) dalam waktu 60 
menit. Penentuan kadar menggunakan rumus: 

Trigliserida (mg/dl)= 
Abs.sampel

Abs.standar
x konsentrasi standar 

Isolasi Mitokondria Hepar  
Sebanyak 100 mg hepar segar yang sudah 

diperfusi dengan PBS digerus menggunakan pasir 
kuarsa. Kemudian dilakukan sentrifugasi dingin 
dan kecepatan tinggi secara bertingkat dengan 
menggunakan larutan TE dan sukrosa 15% [23].  

Pemeriksaan Kadar Protein  Mitokondria Hepar 
Sampel mitokondria yang didapat kemudian 

ditambahkan larutan NaCl 0,9% sampai 1 cc, 
kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000 
rpm selama 10 menit. Supernatan diambil 
ditambahkan dye dan dibaca menggunakan 
spektrofotometer dengan panjang gelombang 
570 nm (Biomedik UB).  

Pemeriksaan SOD Mitokondria Hepar 
Sampel mitokondria direaksikan dengan 

xantin dan xantin oxidase serta KCN 10mM.  
Kemudian ditambahkan NBT sebagai pewarna, 
dan dibaca menggunakan spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 580 nm [24].  

Pemeriksaan Kadar MDA Mitokondria Hepar 
Pada pengujian kadar MDA mitokondria 

hepar digunakan dua sampel mitokondria untuk 
tes dan kontrol.  Masing-masing diuji dengan 
menggunakan TCA dan HCl untuk menghentikan 
reaksi yang berlangsung kemudian diwarnai 
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menggunakan Na-THIO dan dispektrofotometer 
pada panjang gelombang 531 nm (Biomedik, UB).  

Pembuatan Sediaan Histologi 
Jaringan hepar difiksasi dengan formalin 10% 

selama 6 jam, kemudian secara bertingkat 
direndam dalam alkohol 80, 95 dan 100%.  
Setelah itu dilakukan embedding paraffin dan 
dipotong menggunakan mikrotom dengan 
ketebalan 5-6 nm. Setelah terpotong dilakukan 
deparafinisasi dengan merendamnya dalam xylol 
dan alkohol [25]. 

Pemeriksaan Histologi Hepar 
Pemeriksaan histologi hepar dilakukan 

dengan proses parafin blok serta menggunakan 
pewarnaan HE. Selain itu juga digunakan 
pengecatan Oil-Red O untuk konfirmasi adanya 
akumulasi lemak di sel hepar. 

Prosedur Pewarnaan HE 
Sediaan histologi di rendam dalam Haris 

Haematoxylin, selanjutnya secara bertahap 
direndam dalam larutan alkohol dan dilakukan 
counter staining menggunakan eosin [25]. 

Pewarnaan Oil-Red O 
Sediaan histologi yang dipotong dengan 

menggunakan cryo-staat kemudian diinkubasi 
dengan menggunakan propilen glikol dan oil-red 
O.  Setelah itu dilakukan counter staining dengan 
menggunakan cat Mayer Haematoxylin [25].  

Analisis Statistika 
Pengaruh kombinasi minyak wijen dengan α-

tocopherol, pengukuran kadar kolesterol total, 
trigliserida, MDA, SOD dan jumlah sel yang 
mengalami steatosis dianalisa dengan MANOVA 
dan bila ada perbedaan bermakna (p<0,05) 
dilanjutkan dengan Post Hoc Tukey HSD.  
Sedangkan pengujian toksisitas dilakukan secara 
deskriptif dan dikuantifikasi.  
 
HASIL  PENELITIAN 
Pengaruh Kombinasi Minyak Wijen dengan α-
Tocopherol Pada Kadar Kolesterol Serum 

Hasil pengukuran efek kombinasi minyak 
wijen dengan α-Tocopherol pada kadar kolesterol 
serum dengan menggunakan metode CHO-PAP, 
enzimatik photometrik test diperoleh data pada 
Gambar 1.  

Hasil pengukuran kadar kolesterol serum 
pada Gambar 1 menunjukkan bahwa pemberian 
minyak wijen dengan α-tocopherol mampu 
menurunkan kadar kolesterol serum tikus 
hiperlipidemia secara signifikan (p<0,039). Hal ini 
juga didukung dengan pengukuran kadar 

kolesterol pada semua kelompok  yang 
dibandingkan dengan kelompok hiperkolesterol 
yang menunjukkan bahwa kadar kolesterol 
serum pada kelompok hiperkolesterol.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Efek sinergistik minyak wijen dengan α-
tocopherol  terhadap kadar kolesterol serum 
(p<0,05).  

Hasil analisis statistika menunjukkan bahwa 
terdapat perbedaan signifikan antara kelompok 
hiperkolesterol dengan kelompok minyak wijen.  
Kadar kolesterol pada kelompok kombinasi 
minyak wijen dengan α-tocopherol juga 
mengalami penurunan jika dibandingkan dengan 
kelompok minyak wijen. Kondisi ini menunjukkan 
bahwa terapi dengan kombinasi antara minyak 
wijen dengan α-tocopherol terbukti memiliki efek 
sinergis yang berfungsi dalam menurunkan kadar 
kolesterol serum.  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Perubahan kadar kolesterol serum pada ber-

bagai  kelompok perlakuan. 

Rata-rata pemberian berbagai dosis 
kombinasi minyak wijen dengan α-tocopherol  
pada kelompok perlakuan terbukti mampu 
menurunkan kadar kolesterol jika dibandingkan 
dengan pemberian minyak wijen pada dosis yang 
sama (Gambar 2). Penurunan absorbsi kolesterol 
diduga akibat penurunan solubilitas micellar 
kolesterol. Penurunan kolesterol juga diakibatkan 
penurunan aktifitas HMG-CoA reductase oleh 
sesamin [26]. 
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Kombinasi Minyak Wijen dengan α Tocopherol 
pada Kadar Trigiserida Serum 

Hasil pengukuran kadar trigliserida serum dari 
kelompok minyak wijen dan kelompok kombinasi 
minyak wijen dengan α-tocopherol GPO-PAP, 
enzimatik kolorimetrik test diperoleh data pada 
Gambar 3.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 3. Efek sinergistik minyak wijen dengan α-

tocopherol  terhadap kadar trigliserida serum. 
Tampak bahwa kombinasi minyak wijen 
dengan α-tocopherol dapat lebih menurunkan 
kadar trigliserida serum (p<0,05). 

Hasil pengukuran kadar trigleserida serum 
pada kelompok minyak wijen dan kelompok 
kombinasi minyak wijen dengan α-tocopherol 
Gambar 3 menunjukkan bahwa kadar trigliserida 
serum terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) 
antara kelompok minyak wijen (MW) dan 
kelompok kombinasi minyak wijen dengan α-
tocopherol pada berbagai dosis. Rata-rata hasil 
pengukuran menunjukkan bahwa kombinasi 
minyak wijen dengan α-tocopherol dapat lebih 
menurunkan kadar trigliserida serum (p<0,05).  

Sedangkan pengukuran kadar trigleserida 
pada kelompok minyak wijen dan kombinasi 
minyak wijen dibandingkan dengan kelompok 
hiperkolesterol, diperoleh bahwa kadar 
trigliserida kelompok hiperkolesterol (154,782± 
11,09) mg/dl.  Kadar kolesterol kelompok minyak 
wijen dosis 1,2 mL adalah (84,648±3,87) mg/dl 
sedang pada kelompok perlakuan kombinasi 
minyak wijen dengan α-tocopherol dosis 1,2 mL 
(66,890±6,03) mg/dl (Gambar 4). Penurunan 
trigliserida ini diduga disebabkan karena 
peningkatan fungsi mitokondria dalam proses β 
oksidasi. Peningkatan β oksidasi akan menyebab-
kan penurunan proses esterifikasi pembentukan 
trigliserida [8].  

Berdasarkan analisis statistika diperoleh 
perbedaan secara signifikan (p<0,016) kadar 
trigleserida antara kelompok hiperkolesterol 
dengan kelompok minyak wijen. Kadar 
trigliserida kelompok kombinasi minyak wijen 
dengan α-tocopherol terdapat penurunan tetapi 

kurang bermakna apabila dibandingkan dengan 
kelompok minyak wijen. Hal ini menunjukkan 
bahwa minyak wijen dengan α-tocopherol  
mempunyai efek sinergistik dalam menurunkan 
kadar trigliserida serum.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Perubahan kadar trigliserida serum pada 

berbagai kelompok.  

 
Pengaruh Kombinasi Minyak Wijen dengan α-
Tocopherol pada Kadar MDA 

Pengukuran kadar MDA pada  mitokondria 
hepar dengan menggunakan metode TBA 
(Trichloro Barbiturate Acid) diperoleh data pada 
Gambar 5.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5. Efek sinergistik minyak wijen dengan α-
tocopherol terhadap kadar MDA mitokondria. 

Hasil pengukuran kadar MDA pada kelompok 
minyak wijen dan kombinasi minyak wijen 
dengan α-tocopherol pada Gambar 5 menunjuk-
kan bahwa kombinasi minyak wijen dengan α-
tocopherol dapat lebih menurunkan kadar MDA 
mitokondria hepar (p<0,05).  

Pada hasil pengukuran kadar MDA antara 
semua kelompok perlakuan dengan kelompok 
hiperkolesterol diperoleh data seperti pada 
Gambar 6. Hasil pengukuran kadar MDA pada 
kelompok perlakuan menunjukkan adanya 
penurunan kadar MDA mitokondria hepar 
dibandingkan dengan kelompok hiperkolesterol. 
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Gambar 6. Perubahan Kadar MDA Mitokondria Hepar 

Pada Berbagai Kelompok Perlakuan (p<0.00).  

Pada kelompok hiperkolesterol didapatkan 
kadar MDA (0,847±0,036) nmol/mg protein.  
Kadar MDA kombinasi minyak wijen α-tocopherol 
dosis 1,2 mL (0,092±0,01) nmol/mg protein 
sedang kelompok minyak wijen dosis 1,2 ml 
(0,257±0,01) nmol/mg protein (Gambar 5). Hasil 
analisis statistika diperoleh bahwa kadar MDA 
mitokondria hepar antara kelompok hiper-
kolesterol dengan kelompok minyak wijen 
terdapat perbedaan yang signifikan (p<0.00). Hal 
ini juga terjadi antara kelompok kombinasi 
minyak wijen dengan α-tocopherol  dengan 
kelompok minyak wijen yang menunjukkan 
adanya perbedaan secara signifikan kadar MDA 
mitokondria hepar pada masing-masing 
kelompok tersebut. Myung-Hwa et al. [27] 
menyatakan bahwa minyak wijen berpotensi 
sebagai antioksidan.  
 
Kombinasi Minyak Wijen dengan α-Tocopherol 
pada Kadar SOD 

Pengukuran kadar SOD mitokondria hepar 
dengan menggunakan metode reaksi  xantin dan 
xantin oxidase diperoleh seperti data pada 
Gambar 7. 

Hasil pengukuran kadar SOD pada mitokondria 
hepar pada kelompok pemberian minyak wijen 
dan kombinasi minyak wijen dengan α-
tocopherol menunjukkan bahwa pemberian 
kombinasi minyak wijen dengan α-tocopherol  
dapat lebih meningkatkan kadar SOD secara 
signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan 
kelompok  pemberian   minyak  wijen.   Sehingga 
untuk mengetahui apakah minyak wijen dan 
kombinasi minyak wijen mempunyai efek 
meningkatkan kadar SOD mitokondria hepar 
dibandingkan dengan kelompok hiperkolesterol, 
maka diukur kadar SOD pada semua kelompok 
dan didapatkan hasil seperti tampak pada 
Gambar 8. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Gambar 7. Efek sinergistik minyak wijen dengan α-

tocopherol terhadap kadar SOD mitokondria 
(P<0.05).  

Hasil pengukuran kadar SOD mitokondiria 
hepar diperoleh yakni, pada kelompok perlakuan 
kombinasi minyak wijen dan α-tocopherol dosis 
1,2 mL diperoleh hasil kadar SOD mitokondria 
hepar sebanyak 253,825±16,64 U/mg protein 
sedangkan pada kelompok minyak wijen dosis 
1,2 ml kadar SOD mitokondria hepar sebanyak 
208,700±11,27 U/mg protein. Adapun kadar SOD 
kelompok hiperkolesterol sebanyak 139,7±2,82 
U/mg protein (Gambar 8). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 8. Perubahan kadar SOD mitokondria hepar pada 

berbagai kelompok perlakuan (p<0,02). 

Hasil analisis statistikan menunjukkan bahwa 
terdapat perbedaan signifikan (p<0,02) kadar 
SOD mitokondria hepar antara kelompok 
hiperkolesterol dengan kelompok dengan 
pemberian minyak wijen saja. Hal ini 
mengindikasikan bahwa minyak wijen dengan α-
tocopherol mempunyai efek sinergistik dalam 
meningkatkan kadar SOD mitokondria hepar.  
 
Perubahan Histopatologi Hepar setelah 
Pemberian Diet Aterogenik, Minyak Wijen dan 
Kombinasi Minyak Wijen dengan α-Tocopherol  

Minyak wijen memiliki kandungan PUFA yang 
bersifat stabil disebabkan adanya kandungan 
senyawa antioksidan alami yang sangat tinggi 
yakni berupa berupa sesamin, sesamolin, 
sesaminol, episesamin [19]. Pengujian efek 
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kombinasi minyak wijen dengan α-tocopherol 
dan minyak wijen pada tikus model dilakukan 
dengan menggunakan metode pewarnaan 
Hematoxilin Eosin (HE) terhadap kondisi 
steatosis. Sedangkan konfirmasi terhadap kondisi 
adanya lemak pada hepatosit digunakan metode 
pengecatan Oil-Red O diperoleh data pada 
Gambar 9. 

Pengecatan HE Pengecatan Oil-Red O 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 9. Perubahan histopatologi pada hepar setelah 
pemberian diet aterogenik (a,b), minyak wijen 
(c,d) dan kombinasi minyak wijen dengan α-
Tocopherol (e,f). Perbesaran 400x. Tanda 
panah menunjukkan sel yang mengalami 
infiltrasi lemak.  

Hasil pengecatan dengan metode HE maupun 
oil-red O, menunjukan bahwa sel yang 
mengalami steatosis lebih banyak didapatkan 
pada kelompok hiperkolesterol dibandingkan 
dengan kelompok terapi. Struktur stroma pada 
kelompok hiperkolesterol (A dan B) lebih padat, 
yakni adanya penebalan jaringan ikat. Pada 
bagian sinusoid diperoleh gambaran yang lebih 
sempit. Hal ini diduga disebabkan adanya 
desakan oleh sel hepatosit yang membesar. Pada 
kelompok hiperkolesterol ditemukan adanya 
peradangan lokal yang ditandai adanya infiltrasi 
sel-sel inflamasi ke dalam parenkim hepar. 

Pada Gambar 9c-d kondisi steatosis 
ditemukan lebih sedikit, susunan lebih radier dan 
tidak didapatkan keradangan. Sedangkan pada 
Gambar 9e-f, menunjukkan bentukan sitoplasma 
yang lebih lebih padat, sinusoid tampak jelas, 
susunan lebih radier, tidak didapatkan 
keradangan lokal.  Kombinasi minyak wijen 
dengan  α-tocopherol dapat mencegah terjadinya 
steatosis.  Hal ini dibuktikan dengan menurunnya 
jumlah sel yang mengalami steatosis pada 
kelompok kombinasi minyak wijen dengan  α-
tocopherol, serta adanya perbaikan struktur 
hepar mulai dari menurunnya fibrosis, 
keradangan lokal, sinusoid yang tampak lebih 
jelas, susunan hepatosit yan radier, bentuk 
hepatosit kembali ke bentuk polihedral, dan inti 
berada di tengah.  kombinasi minyak wijen 
dengan α-tocopherol. Perubahan gambaran 
histologis berkorelasi dengan perubahan kadar 
MDA. Semakin sedikit persentase steatosis, maka 
semakin sedikit juga kadar MDA.  

Kondisi tersebut diatas mengindikasikan 
bahwa perbaikan gambaran histologis 
diakibatkan karena  menurunnya aktifitas stres 
oksidatif di mitokondria. Hal ini dapat diterang-
kan dengan pemberian α-tocopherol dapat 
menurunkan aktifitas  stres oksidatif yang 
ditandai dengan menurunnya kadar MDA 
miokondria dan peningkatan SOD mitokondria.  
Oleh karena aktifitas stres oksidatif dihambat 
oleh α-tocopherol maka kerusakan sel dan 
organela sel terutama mitokondria dapat 
dicegah, sehingga tidak terjadi akumulasi lipid di 
hepatosit [8].  

Kombinasi minyak wijen dengan α-tocopherol 
Perubahan gambaran histologis berkorelasi 
dengan perubahan kadar MDA. Semakin sedikit 
persentase steatosis, maka semakin sedikit juga 
kadar MDA.  Hal ini dapat disimpulkan bahwa 
perbaikan gambaran histologis diakibatkan 
karena  menurunnya aktifitas stres oksidatif di 
mitokondria. Adanya ketidakseimbangan antara 
MDA dan SOD ini menimbulkan terjadinya stres 
oksidatif [9]. SOD merupakan antioksidan 
enzimatik yang pertama kali bekerja ketika ROS 
dihasilkan.  SOD bekerja dengan cara merubah 
radikal superoksid menjadi radikal H2O2, yang 
selanjutnya oleh GSH akan dirubah menjadi H2O 
[12]. 

Efek Kombinasi Minyak Wijen (MW) dengan α-
Tocopherol pada Presentase Steatosis 

Presentase steatosis hasil pengamatan 
dengan menggunakan metode HE dan oil-Red O, 

A B 

C D 

E F 
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secara nyata menunjukkan adanya lubang-lubang 
putih (akumulasi lemak). 

Pada perhitungan persentase terjadinya 
steatosis diperoleh data yakni sebanyak  
68±1,32% pada kelompok hiperkolesterol. 
Sedangkan pada kelompok  kombinasi minyak 
wijen dan α-tocopherol dosis 1,2 ml kondisi 
steatosis sebanyak 38±0,53%. Hal ini menunjuk-
kan adanya perbedaan yang signifikan presentase 
steatosis pada kelompok hiperkolesterol dengan 
kelompok minyak wijen. selain itu perbedaan 
secara signifikan (p<0,05) presentase steatosis 
juga terjadi pada kelompok kombinasi minyak 
wijen dengan α-tocopherol dengan kelompok 
minyak wijen. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Gambar 10. Efek sinergistik kombinasi minyak wijen 
dengan α-tocopherol dapat lebih menurun-
kan persentase steatosis (p<0,05). 

Pada perhitungan ini juga diperoleh tingkat   
grading yang paling rendah didapatkan pada 
kelompok kombinasi minyak wijen dan α-
tocopherol pada dosis 0,6 ml dan 1,2 ml. Hal ini 
mengindikasikan bahwa gambaran perubahan 
histologi berkaitan dengan perubahan pada 
kadar MDA. Semakin rendah presentase steatosis 
maka semakin sedikit jumlah kadar MDA.  
 
 KESIMPULAN 

Minyak wijen dan α-tocopherol mempunyai 
efek sinergistik terhadap penghambatan stea-
tosis melalui mekanisme penghambatan aktifitas 
stres oksidatif di mitokondria hepar. Selain itu 
juga menurunkan kadar kolesterol dan tri-
gliserida serum. Minyak wijen dan α-tocopherol 
memiliki efek sinergis menghambat stres 
oksidatif pada mitokondria hepar. 
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Abstrak 

Uji hematologi sangat bermanfaat sebagai alat diagnostik didalam menetapkan status kesehatan ikan. 
Salah satu aspek dari infeksi adalah terjadinya perubahan gambaran darah. Pemeriksaan darah dapat 
digunakan sebagai indikator keparahan suatu penyakit tertentu. Beberapa parameter yang dapat 
memperlihatkan perubahan patologi pada darah meliputi jumlah leukosit, deferensial leukosit, eritrosit. 
Dari hasil penelitian diketahui jumlah rata-rata sel darah merah dalam darah ikan botia sehat pada masing-
masing perlakuan K-, K+, A, B, C, D berturut-turut adalah 2.470.000, 2.500.000, 2.560.000, 2.350.000, 
2.440.000, dan 2.430.000. Sementara itu pada ikan botia yang terinfeksi bakteri A.hydrophila diketahui 
jumlah rata-rata eritrosit pada masing-masing perlakuan K-, K+, A, B, C, dan D berturut-turut adalah 
2.420.0000, 1.770.000, 1.780.000, 1.890.000, 1.780.000, dan 1.870.000. jumlah rata-rata eritrosit ikan botia 
yang terinfeksi bakteri A.hydrophila, dan kemudian diobati dengan ciprofloxacin pada masing-masing 
perlakuan K-, K+,A, B, C, dan D berturut-turut adalah 2.420.000, 1.630.000, 2.090.000, 2.280.000, 2.500.000, 
dah 2.540.000. Sementara jumlah rata-rata sel darah putih dalam darah ikan botia yang sehat pada masing-
masing perlakuan K-, K+, A, B, C, D berturut-turut adalah 97.000, 90.000, 88.000, 87.000, 93.000 dan 
88.000. Sementara itu jumlah rata-rata sel darah putih pada ikan botia yang terinfeksi bakteri A.hydrophila, 
pada masing-masing perlakuan K-, K+, A, B, C, D berturut-turut adalah 97.000, 174.000, 174.000, 179.000, 
185.000 dan 185.000. Sedangkan dari hasil penelitian terhadap ikan botia yang terinfeksi A.hydrophila dan 
kemudian diobati dengan ciprofloxacin diperoleh hasil perhitungan rata-rata leukosit pada masing-masing 
perlakuan berturut-turut adalah sebagai berikut  980.000, 189.000, 125.000, 137.000, 133.000, dan 
136.000. 
 
Kata Kunci : Aeromonas hydrophila, eritrosit, hemotologi, ikan botia, leukosit 

 
Abstract 

Hematology test is very useful as a diagnostic tool in determining the fish health status. An aspect of the 
infection is the change in blood figure. Blood tests can be used as an indicator of severity on a particular 
disease. Some parameters that show pathological changes in the blood include the number of leukocytes, 
deferential of leukocytes, and erythrocytes. The results showed the average number of red blood cells in 
the blood of healthy Botia fish in each treatment of K-, K+, A, B, C, D are 2.470.000, 2.500.000, 2.560.000, 
2.350.000, 2.440.000, and 2.430.000, respectively. Otherwise, in the A. Hydrophila-infected botia has the 
average number of erythrocytes in each treatment of K-, K+, A, B, C, and D are 2.420.0000, 1.770.000, 
1.780.000, 1.890.000, 1.780.000, and 1.870.000, respectively. The average number of erythrocytes in A. 
Hydrophila-infected botia which treated by ciprofloxacin in each treatment of K-, K+, A, B, C, and D are 
2.420.000, 1.630.000, 2.090.000, 2.280.000, 2.500.000, and 2.540.000, respectively. Otherwise, the average 
number of leukocytes in health botia in each treatment of K-, K+, A, B, C, D are 97.000, 90.000, 88.000, 
87.000, 93.000 and 88.000, respectively. Whereas, the average number of leukocytes in A. Hydrophila-
infected botia in each treatment of K-, K+, A, B, C, D are 97.000, 174.000, 174.000, 179.000, 185.000 and 
185.000, respectively. The result also show that A. Hydrophila-infected botia which treated by ciprofloxacin 
has the average number of leukocytes in each treatment respectively are 980.000, 189.000, 125.000, 
137.000, 133.000, and 136.000. 
 
Keywords : Aeromonas hydrophila, erythrocyte, hemotology, botia fish, leukocytes 
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PENDAHULUAN 
Penyakit bakterial pada ikan merupakan salah 

satu penyakit yang dapat menimbulkan kerugian 
yang tidak sedikit. Selain dapat mematikan ikan, 
penyakit yang disebabkan oleh bakteri juga dapat 
menurunkan kualitas daging ikan yang terinfeksi. 
Penyakit akibat bakteri di Indonesia ternyata 
dapat mengakibatkan kematian sekitar 50-
100%Hematologi sangat erat kaitannya dengan 
patologi, terutama untuk memperoleh gambaran 
ikan tersebut dalam keadaan sehat atau sakit. 
[1]. Darah terdiri dari dua kelompok besar yaitu 
sel dan plasma. Adapun sel darah terdiri dari sel 
darah merah (eritrosit) dan sel darah putih 
(leukosit). Berdasarkan warnanya sel darah dibagi 
menjadi sel darah merah dan sel darah putih. 
Darah mengandung sel-sel yang dirancang untuk 
mencegah infeksi, menghentikan pendarahan 
dan mengangkut hormon. Sel darah mempunyai 
peranan sangat penting dalam system kekebalan, 
terutama leukosit atau sel darah putih. Jenis-jenis 
leukosit mempunyai beberapa fungsi dalam 
melawan benda asing yang berhasil masuk 
kedalam tubuh [1]. Pada ikan yang normal, 
jumlah sel darah merah berkisar antara 
1.050.000- 3.000.000 sel/mm3 darah [2].  

Pada ikan yang normal, jumlah sel darah 
merah berkisar antara 1.050.000- 3.000.000 
sel/mm3 darah [2]. Rendahnya jumlah sel darah 
merah (eritrosit) menandakan ikan dalam 
keadaan stress [3]. Apabila jumlah eritrosit 
berkurang maka keadaan tersebut ada indikasi 
masuknya benda asing ke dalam tubuh. 
menyatakan bahwa eritrosit ikan mempunyai inti 
dengan sel lonjong, berwarna merah kekuningan 
dan berukuran 12 – 13 μm dengan diameter 4 – 5 
μm.  

Leukosit memiliki bentuk khas, nukleus, 
sitoplasma dan organel, semuanya bersifat  
mampu bergerak pada keadaan tertentu. 
Eritrosit bersifat pasif dan melaksanakan 
fungsinya dalam pembuluh darah, sedangkan 
leukosit mampu keluar dari pembuluh darah 
menuju jaringan dalam menjalankan fungsinya. 
Jumlah seluruh leukosit jauh di bawah eritrosit, 
dan bervariasi tergantung jenis hewannya. 
Fluktuasi dalam jumlah leukosit pada tiap 
individu cukup besar pada kondisi tertentu, 
misalnya: stress, aktivitas fisiologis, gizi, umur, 
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dan lain-lain. Jumlah leukosit yang menyimpang 
dari keadaan normal mempunyai arti klinik 
penting untuk evaluasi proses penyakit. Setelah 
dibentuk sel-sel ini diangkut dalam darah menuju 
berbagai bagian tubuh untuk digunakan 
Kebanyakan sel darah putih ditranspor secara 
khusus ke daerah yang terinfeksi dan mengalami 
peradangan serius [4]. Jumlah sel darah putih 
pada ikan berkisar antara 20.000-150.000 
sel/mm3 darah [5]. 

Penelitian ini bertujuan untuk Mengetahui 
gambaran hematology pada eritrosit, leukosit 
dan deferensial leukosit ikan sehat, ikan saat 
terinfeksi dan ikan sesudah pengobatan. Analisa 
hasil penelitian dengan menggunakan uji statistik 
sesuai dengan pola percobaan adalah RAL dan 
tiap perlakuan diulang 3 kali. Selanjutnya 
dilakukan analisa keragaman dengan uji F 
(ANOVA) dengan program SPSS 18 oneway, yaitu 
meliputi Descriptives, Test of homogeneity, 
ANOVA, Post Hoct Tests (Interpolasi),  hasil akhir 
dianalisa pada Homogeneous subsets, dan Paired 
T-Test. Hal ini untuk membuktikan adanya Beda 
nyata, atau tidak terhadap  perlakuan. 
 
METODE PENELITIAN 
Pengambilan sample darah  

Darah ikan diambil pada bagian depan sirip 
ekor, sirip punggung, menggunakan spuit suntik 
yang terlebih dahulu diberi anti koagulan dengan 
Na Citrate atau Na2EDTA sebanyak 0,1 ml, jarum 
suntik dibuat dengan kemiringan 45o. Darah yang 
diambil dimasukan dalam tube dan langsung 
disimpan pada refrigator. 

 
Perhitungan jumlah  leukosit 

Darah diencerkan dalam pipet leukosit, 
kemudian dimasukkan ke dalam kamar hitung. 
Jumlah leukosit dihitung dengan volume tertentu 
dengan mengenakan faktor konversi jumlah 
leukosit per μl darah dapat. Larutan TURK 
digunakan sebagai larutan pengencer dengan 
komposisi larutan gentianviolet 1% dalam air 1 
ml, asam asetat glasial 1 ml, aquadest ad 100 ml. 
Disaring sebelum dipakai.  
 
Penghitungan Jumlah Eritrosit 

Darah diencerkan dalam pipet eritrosit, 
kemudian dimasukkan kedalam kamar hitung. 
Jumlah eritrosit dihitung dalam volume tertentu 
dengan menggunakan faktor konversi, jumlah 
eritrosit per μl darah. Larutan pengencer yang 
dipakai adalah larutan HAYEM, dengan komposisi  
natrium sulfat (berair kristal) 5 g; natrium klorida 
1 g; merkuri klorida 0,5 g, aquadest ad 200 ml. 
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Juga dapat dipakai larutan GOWERS : natrium 
sulfat 12,5 g; asam asetat glasial 33,3 ml; 
aquadest ad 200 ml. Disaring sebelum dipakai. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Eritrosit 

Jumlah rata-rata sel darah merah dalam 
darah ikan botia sehat pada masing-masing 
perlakuan K-, K+, A, B, C, D berturut-turut adalah 
2.470.000, 2.500.000, 2.560.000, 2.350.000, 
2.440.000, dan 2.430.000. Kondisi ini masing 
normal dikarenakan ikan tidak memperoleh 
stressing dan didukung dengan kondisi 
lingkungan yang kondusif untuk kehidupan ikan 
botia. 

Sementara itu pada ikan botia yang terinfeksi 
bakteri A.hydrophila diketahui jumlah rata-rata 
eritrosit pada masing-masing perlakuan K-, K+, A, 
B, C, dan D berturut-turut adalah 2.420.0000, 
1.770.000, 1.780.000, 1.890.000, 1.780.000, dan 
1.870.000. Dari hasil perhitungan pada jumlah 
eritrosit ikan botia yang terinfeksi bakteri  
A.hydrophila mengalami penurunan yang drastis 
dibandingkan dengan jumlah eritrosit pada ikan 
botia yang sehat, hal ini dikarenakan adanya 
diduga diakibatkan adanya kontak dengan 
bakteri. Kontak tersebut mengakibatkan organ 
insang mengalami iritasi dan mengeluarkan 
mucus (lendir) sebagai perlindungan terhadap 
serangan bakteri. Akan tetapi mukus yang 
dihasilkan justru menutup permukaan lamella 
insang sehingga pertukaran O2 dengan CO2 
terhambat, akibatnya tidak ada pengikatan 
oksigen oleh hemoglobin darah. Hal ini 
menyebabkan transportasi oksigen ke seluruh 
tubuh tidak ada, akibatnya ikan akan mengalami 
hypoksia (kekurangan oksigen). 

Dari hasil penelitian terhadap jumlah rata-
rata eritrosit ikan botia yang terinfeksi bakteri 
A.hydrophila, dan kemudian diobati dengan 
ciprofloxacin pada masing-masing perlakuan K-, 
K+,A, B, C, dan D berturut-turut adalah 
2.420.000, 1.630.000, 2.090.000, 2.280.000, 
2.500.000, dah 2.540.000. Jumlah eritrosit ikan 
botia yang diobati dengan ciprofloxacin 
cenderung naik dibandingkan dengan jumlah 
eritrosit ikan botia yang terinfeksi, dan jumlahnya 
mendekati normal. Kontrol positif (K+), yaitu ikan 
botia yang terinfeksi A.hydropila dan tidak 
diobati, jumlah eritrosit justru semakin menurun 
jumlahnya. Jumlah eritrosit pada kondisi sehat 
adalah 2.500.000, kondisi terinfeksi 1.770.000, 
dan kondisi ikan terinfeksi tanpa diobati adalah 
1.630.000. hal ini disebabkan kondisi insang 
semakin buruk, dan infeksi bakteri juga semakin 

parah, sehingga menyebabkan kerja insang 
terganggu, yang berimbas pada kesulitan Hb 
mengikat oksigen. Berkurangnya jumlah eritrosit 
juga diduga disebabkan karena terjadinya anemia 
pada ikan. Anemia berdampak pada 
terhambatnya pertumbuhan ikan, karena 
rendahnya jumlah eritrosit mengakibatkan suplai 
makanan ke sel, jaringan dan organ akan 
berkurang sehingga proses metabolisme ikan 
akan terhambat. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Gambar 1. Jumlah Rata-rata  Eritrosit 

 
Dari hasil uji Paired Samples T-Test diketahui 

bahwa jumlah eritrosit ikan botia sehat berbeda 
nyata dengan jumlah eritrosit ikan botia yang 
terinfeksi, ini dibuktikan dengan hasil probabilitas 
Pair 1 lebih kecil dibandingkan dengan α , yaitu 
0.00<0.005. Sedangkan untuk Pair 2 yaitu 
perbandingan jumlah eritrosit ikan botia sehat 
dengan jumlah eritrosit ikan botia diobati adalah 
tidak berbeda nyata, ini dibuktikan dengan hasil 
probabilitasnya lebih besar dibandingkan dengan 
α , yaitu 0.030>0.005. Dan hasil dari Pair 3 yaitu 
perbandingan jumlah eritrosit ikan botia diobati 
dengan jumlah eritrosit ikan botia sakit adalah 
berbeda nyata, hal ini terlihat pada hasil 
probabilitasnya lebih kecil dibandingkan dengan 
α, yaitu 0.001<0.005. 
 

Leukosit (Sel Darah Putih) 
Jumlah rata-rata sel darah putih dalam darah 

ikan botia yang sehat pada masing-masing 
perlakuan K-, K+, A, B, C, D berturut-turut adalah 
97.000, 90.000, 88.000, 87.000, 93.000 dan 
88.000. Jumlah leukosit pada ikan botia sehat 
berada dalam kisaran normal. Hal ini dikarekan 
kondisi lingkungan yang mendukung hidup ikan, 
yaitu tidak adanya stressing dan kualitas air yang 
layak. Jumlah seluruh leukosit jauh di bawah 
eritrosit, dan bervariasi tergantung jenis 
hewannya. Fluktuasi dalam jumlah leukosit pada 
tiap individu cukup besar pada kondisi tertentu, 
misalnya: stress, aktivitas fisiologis, gizi, umur, 
dan lain-lain. Jumlah leukosit yang menyimpang 
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dari keadaan normal mempunyai arti klinik 
penting untuk evaluasi proses penyakit, itu 
jumlah rata-rata sel darah putih pada ikan botia 
yang terinfeksi bakteri A.hydrophila, pada 
masing-masing perlakuan K-, K+, A, B, C, D 
berturut-turut adalah 97.000, 174.000, 174.000, 
179.000, 185.000 dan 185.000. Jumlah leukosit 
pada ikan botia yang terinfeksi jumlahnya 
cenderung naik dengan drastis. Hal ini diduga 
karena ikan dalam kondisi stress akibat adanya 
infeksi bakteri A.hydrophila pada darah ikan dan 
organ lainnya. Jumlah leukosit pada ikan kontrol 
cenderung normal jika dibandingkan dengan ikan 
perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa ikan 
kontrol tidak dalam keadaan stress atau hidup 
pada lingkungan yang normal. Sedangkan pada 
ikan perlakuan, jumlah leukosit terus meningkat, 
ini disebabkan karena ikan perlakuan berusaha 
mempertahankan diri dari kondisi buruk akibat 
pemaparan bakteri yang dapat dilihat dari jumlah 
sel darah putih yang terus meningkat serta tubuh 
ikan tersebut akan membentuk antibodi. Leukosit 
merupakan sel yang berperan penting dalam 
sistem pertahanan seluler tubuh, sehingga 
peningkatan leukosit merupakan reaksi untuk 
meningkatkan daya tahan ikan uji. Selain itu 
naiknya jumlah leukosit ikan botia yang terinfeksi 
diduga juga karena sifat leukosit yang bersifat 
aktif atau mobile, yaitu leukosit akan bergerak 
menuju pada organ yang terinfeksi atau 
mengalami gangguan. 

Sedangkan dari hasil penelitian terhadap ikan 
botia yang terinfeksi A.hydrophila dan kemudian 
diobati dengan ciprofloxacin diperoleh hasil 
perhitungan rata-rata leukosit pada masing-
masing perlakuan berturut-turut adalah sebagai 
berikut  980.000, 189.000, 125.000, 137.000, 
133.000, dan 136.000. Jumlah rata-rata leukosit 
pada ikan yang diobati dengan ciprofloxacin 
terlihat menurun, hal ini disebabkan adanya 
aktifitas ciprofloxacin yang membuat bakteri 
mati, sehingga infeksi berhenti, dan ikan tidak 
dalam kondisi stress. Karena infeksi berhenti 
maka keberadaan leukosit sebagai fagositor tidak 
diperlukan lagi, dengan demikian jumlah leukosit 
kembali mendekati jumlah normal.  

Berbeda dengan jumlah leukosit pada ikan 
botia yang terinfeksi tetapi tidak diobati dengan 
antibiotik, jumlahnya terus meningkat sampai 
akhir penelitian, hal ini disebabkan ikan berusaha 
meningkatkan daya tahan tubuhnya dari 
serangan bakteri, sehingga leukosit bergerak aktif 
menuju daerah yang terkena infeksi.Selain itu 
ikan juga dalam keadaan stress yang 
mengakibatkan metabolisme ikan terganggu, 

sehingga pembentukan energi juga teranggu, hal 
inilah yang membuat ikan terlihat lemah dan 
tidak mau berenang. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Jumlah Rerata Leukosit Ikan Botia 

 
Dari hasil uji Paired Samples T-Test diketahui 

bahwa jumlah leukosit ikan botia sehat berbeda 
nyata dengan jumlah leukosit ikan botia yang 
terinfeksi, ini dibuktikan dengan hasil probabilitas 
Pair 1 lebih kecil dibandingkan dengan α , yaitu 
0.00<0.005. Sedangkan untuk Pair 2 yaitu 
perbandingan jumlah leukosit ikan botia sehat 
dengan jumlah leukosit ikan botia diobati adalah 
berbeda nyata, ini dibuktikan dengan hasil 
probabilitasnya lebih kecil dibandingkan dengan 
α , yaitu 0.000<0.005. Dan hasil dari Pair 3 yaitu 
perbandingan jumlah leukosit ikan botia diobati 
dengan jumlah leukosit ikan botia sakit adalah 
berbeda nyata, hal ini terlihat pada hasil 
probabilitasnya lebih kecil dibandingkan dengan 
α, yaitu 0.000<0.005. 

 
KESIMPULAN  

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 
pemberian ciprofloxacin mampu mengendalikan 
infeksi bakteri A.hydrophila pada ikan botia, 
terlihat dari penurunan jumlah leukosit dan 
meningkatnya kembali jumlah eritrosit. 
 
SARAN 

Berdasarkan penelitian maka disarankan 
untuk dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai 
gambaran hematology lainnya, seperti Hb, 
hematokit, makrofag dan lainnya. Dan perlu 
dilakukan pengujian terhadap antibiotiik lainnya 
sehingga diperoleh antibiotic yang benar-benar 
efektif untuk mengendalikan A.hydrophila yang 
menyerang ikan botia. 
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Abstrak 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh terapi suplementasi fitosterol pada profil lemak, kadar 
apolipoprotein B-48, dan mengetahui jumlah sel busa pada tikus pasca diet atherogenik. Penelitian ini dilakukan 
menggunakan tikus wistar (34 ekor), umur 6-8 minggu, berat 100-160 g, diperlakukan diet atherogenik selama 8 
minggu, dilanjutkan dengan diet standar (n=5), diet standar dengan suplementasi tablet fitosterol 0,1% (n=5), 1% (n=6), 
dan 2% (n=6) dalam total makanan selama 6 minggu. Tikus diet standar 14 minggu sebagai kontrol negatif (n=5) dan 
tikus diet atherogenik 14 minggu sebagai kontrol positif (n=6). Profil lemak (Kolesterol Total, Trigliserida dan HDL-
Kolesterol) dianalisis dengan kit (Diasys), kadar LDL-kolesterol dihitung dengan rumus friedwall sedangkan kadar non 
HDL-kolesterol dihitung dengan mengurangi kadar kolesterol total dengan kadar HDL-Kolesterol. Kadar Apo-B-48 
dianalisis dengan elektroforesis, elektroelusi, dialisa dan spektrofotometri diuret atau laury. Perhitungan jumlah sel 
busa aorta dilakukan secara manual pada 20 lapangan pandang pembesaran 1000X setelah pewarnaan dengan Oil Red 
O dan Hematoxilin-Eosin (HE) dengan 3 kali pengulangan. Hasil suplementasi fitosterol dosis 0,1% memiliki rentang 40-
50 mg/kgBB/hari, 421-521 mg/kgBB/hari pada dosis 1% dan 937-1250 mg/kgBB/hari pada dosis 2%. Perbedaan 
signifikan didapatkan pada kadar kolesterol total, LDL-kolesterol, dan non HDL-kolesterol antara kontrol dengan 
kelompok suplementasi. Kadar HDL-Kolesterol secara signifikan lebih rendah sedangkan kadar ApoB-48 tidak dapat 
dikuantifikasi akibat berbagai sebab. Penghitungan sel busa pun berbeda nyata antara kontrol dengan suplementasi. 
Beradsarkan penelitian ini diketahui bahwa suplementasi fitosterol dalam diet memiliki efek terapetik pada profil lemak 
(kolesterol total, LDL-kolesterol, dan non HDL kolesterol) sehingga mampu mengurangi jumlah sel busa aorta tikus 
pasca diet atherogenik. 
 
Kata kunci: apolipoprotein B, fitosterol, hiperlipidemia, hitung sel busa, profil lemak. 

 
Abstract 

The purpose of this study was to determine the effect of phytosterol supplementation therapy on lipid profile, levels of 
apolipoprotein B-48, and the number of sponge cells in mice post atherogenic diet. This study was conducted using 34 
Wistar rats aged 6-8 weeks, weighing 100-160 g, treated with atherogenic diet for 8 weeks, followed by a standard diet 
(n = 5). Standard diet supplemented with 0.1% phytosterol tablets (n = 5), 1% (n = 6), and 2% (n = 6) in the total diet for 
6 weeks. Standard diet mice aged 14 weeks as a negative control (n = 5) and 14 weeks atherogenic diet mice as a 
positive control (n = 6). Lipid profile (total cholesterol, triglycerides and HDL-cholesterol) were analyzed with the kit 
(Diasys), LDL-cholesterol was calculated with the friedwall formula whereas non-HDL-cholesterol levels was calculated 
by subtracting the total cholesterol to HDL-cholesterol. Levels of Apo-B-48 were analyzed by electrophoresis, 
electroelution, dialysis and spectrophotometry diuret or Laury. The number of aortic sponge cells was calculated 
manually on 20 fields of 1000X magnification after staining with Oil Red O and Hematoxilin-eosin (HE) with 3 
replications. Results of phytosterol supplementation dose of 0.1% ranged 40-50 mg/kgBW/day, 421-521 mg/kgBW/day 
at dose of 1% and 937-1250 mg/kgBW/day at dose of 2%. Significant differences were found in total cholesterol, LDL-
cholesterol, and non HDL-cholesterol between control and supplemented groups. HDL-cholesterol levels were 
significantly lower, while levels of ApoB-48 can not be quantified due to various reasons. Sponge cell count was 
significantly different between the controls with supplementation. This research note that phytosterol supplementation 
in the diet has a therapeutic effect on the lipid profile (total cholesterol, LDL-cholesterol, and non-HDL cholesterol) thus 
reduce the number of aortic sponge cells rat post atherogenic diet. 
 
Keywords: apolipoprotein B, phytosterol, hyperlipidemia, sponge cell count, lipid profile. 
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PENDAHULUAN1 
Hiperlipidemia adalah faktor resiko mayor 

atherosklerosis yang potensial dikendalikan 
secara konservatif atau agresif [1]. Diet meru-
pakan pendekatan terapetik primer dan krusial 
pada penderita hiperlipidemia [2] karena mampu 
memperbaiki profil lemak lebih baik 
dibandingkan peningkatan dosis obat [3,4]. 
Terapi gizi pada hiperlipidemia ini dapat 
dilakukan dengan penurunan asupan kolesterol 
dan asam lemak jenuh serta peningkatan asupan 
asam lemak tak jenuh dan sterol atau stanol 
tanaman [5,6]. 

Sterol atau stanol tanaman (fitosterol) adalah 
senyawa sterol tanaman yang analog dengan 
kolesterol hewani dan penting untuk kehidupan 
tanaman [7,8]. Sumber utama fitosterol adalah 
kacang-kacangan, biji-bijian, minyak nabati, 
sereal dan kedelai [9]. Struktur fitosterol dengan 
rantai samping tidak tersaturasi berupa 
kelompok etil atau metil pada posisi C-24 [10]. 
Hal ini mengakibatkan fitosterol diabsorbsi 
minimal, diserap dalam kecepatan penyerapan 
rendah, serta dieliminasi lebih cepat 
dibandingkan kolesterol hewan sehingga kadar 
dalam serum relatif rendah [11]. 

Efek hipolipidemik fitosterol telah dikenal 
sejak tahun 1950-an dan potensial dikembangkan 
[12] karena aman, tanpa efek toksis bermakna, 
alamiah, dosis rendah sudah memberikan efek 
serta tidak mempengaruhi absorbsi vitamin 
terlarut lemak di usus secara bermakna [13]. 
Selain itu, pada individu tanpa defek genetik 
sitosterolemia, fitosterol terbukti tidak tertimbun 
dalam lesi atherosklerosis baik bentuk normal 
maupun teroksidasi [14] sehingga aman 
dikonsumsi jangka pendek maupun panjang [15]. 

Asupan fitosterol 2-3 gr/hari menurunkan 
kadar kolesterol total dan LDL sebesar 9-20% 
[16]. Fitosterol menghambat absorbsi kolesterol 
diet dan bilier di usus [13,17] dengan 
berkompetisi dan menggeser kolesterol pada 
pembentukan mixed micelles di lumen usus 
sehingga kadar kolesterol intrasel enterosit 
menurun [18,19,20]. Selain itu, fitosterol juga 
diduga terlibat pada metabolisme lipoprotein 
[9,21] melalui mekanisme kompensasi hepar 
akibat hambatan absorbsi kolesterol [22]. 
Suplementasi fitosterol pada mencit transgenik 
apolipoprotein E*3-Leiden menunjukkan penu-
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runan kadar kolesterol hepar dan VLDL [22]. Hasil 
yang sama diperoleh [23] pada Apo-E Deficient 
Mice dan peran fitosterol pada proses 
atherosklerosis yang menjadi petunjuk efek 
terapetik dari suplementasi fitosterol [23]. 

Penelitian fitosterol pada manusia 
ditunjukkan oleh [24] dan [25] pada populasi 
hiperkolesterolemi. Suplementasi fitosterol 
terbukti efektif menurunkan kadar kolesterol 
total dan LDL. Hasil yang sama diperoleh dengan 
kelompok penelitian hiperkolesterolemia familial 
[26], wanita post menopause pascaserangan 
jantung [27], dan penderita Diabetes Mellitus 
[28]. Fitosterol pun berpengaruh hipoko-
lesterolemik pada suplementasi bentuk pangan 
fungsional berupa jus jeruk [29], margarine 
[30,31], coklat matrix/batangan [32], salad 
dressing [33] dan keju [34]. Efek hipokoles-
terolemik fitosterol terbukti bersifat tergantung 
dosis pada pria dan wanita [35]. 

Banyak penelitian yang menunjukkan 
pengaruh kadar lipoprotein kaya trigliserida 
terutama kilomikron dan VLDL pada metabolisme 
lemak. VLDL adalah prekursor LDL [36] sehingga 
kadar VLDL dapat mempengaruhi kadar LDL 
[37,38]. 

Apolipoprotein B (ApoB) adalah komponen 
struktural penting VLDL dan kilomikron [39]. 
ApoB menjadi integritas struktural partikel 
lipoprotein sampai didegradasi [40]. Ada dua tipe 
utama ApoB yakni ApoB-48 kilomikron yang 
dibentuk usus dan ApoB-100 VLDL yang dibentuk 
hati [41]. ApoB-48 adalah “percabangan” ApoB-
100 karena dibentuk oleh mRNA ApoB-100 yang 
mengalami editing pada kodon 2153 [40, 42]. 

Penelitian kinetik ApoB-48 & ApoB-100 oleh 
[43] menunjukkan bahwa jumlah depo ApoB-
100-VLDL berkorelasi dengan kecepatan pem-
bentukan ApoB-48. Katabolisme Apo-B-48 juga 
terbukti lebih rendah dibanding ApoB-100 
sehingga mengarah pada atherogenitas Apo-B-48 
usus. Peningkatan lipoprotein mengandung 
ApoB-48 (kilomikron dan kilomikronremnan) 
dapat terdeposisi dalam dinding arteri dan 
makrofag [44] sehingga ApoB-48 menjadi salah 
satu faktor atherogenik usus yang perlu 
dipelajari. 

Volger et al. [22] dan Moghadasian et al. [23] 
telah membuktikan peran fitosterol pada 
penurunan kadar kolesterol dan kemampuan 
hepar mengkompensasi hilangnya kolesterol 
akibat hambatan absorbsi. Namun penelitian 
tentang pengaruh penghambatan absorbsi oleh 
fitosterol pada variabel metabolisme lemak 
eksogen (usus) misalnya kilomikron atau ApoB-48 
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belum dida-patkan, baik kondisi normal maupun 
hiperkolesterol pada hewan coba maupun 
manusia. 

Berdasarkan asumsi bahwa penghambatan 
absorbsi oleh fitosterol akan menurunkan kadar 
kolesterol intrasel enterosit yang akhirnya dapat 
menurunkan kadar kilomikron darah maka 
penelitian tentang pengaruh suplementasi 
fitosterol dalam diet pada profil lemak, 
parameter lipemia usus (ApoB-48), dan 
hubungannya dengan jumlah sel busa (foam cell) 
aorta perlu dilakukan. 

Oleh sebab itu, penelitian ini mengangkat 
masalah tentang pengaruh terapi suplementasi 
sterol tanaman (fitosterol) pada kadar kolesterol 
total, trigliserida, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, 
non-HDL-kolesterol, ApoB-48 dan penghi-tungan 
foam cell (sel busa) aorta tikus pascadiet 
atherogenik. Penelitian ini diharapkan menjadi 
dasar pengembangan terapi diet dan peng-
gunaan fitosterol pada penderita hiperkolesterol 
akibat asupan lemak tinggi, dasar pemahaman 
pengaruh hambatan absorbsi kolesterol pada 
metabolisme lipoprotein dan lemak dalam tubuh 
serta menjadi dasar pemahaman metabolisme 
fitosterol dalam tubuh manusia dan perannya 
pada metabolisme lemak dan proses 
atherosklerosis. 
 
METODE PENELITIAN 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei-Juli 
2004 secara eksperimental (Experimental Study 
Design) menggunakan rancangan pnelitian pasca 
penelitian dengan kontrol (Post Test Design with 
Control. Hewan coba yang digunakan adalah tikus 
Rattus norvegicus strain Wistar (galur murni 
biakan lokal), jantan, berumur 6-8 minggu 
dengan berat badan berkisar 100-160gr pada 
awal percobaan (34 ekor) yang dibagi menjadi 6 
kelompok perlakuan (Tabel 1). 

 

Pemberian Diet  
Diet standar dibuat dengan mencampur 

konsentrat pakan ayam 200 g dengan 100 g 
tepung terigu bersama air, lalu digiling dan 
dikeringkan sesuai dengan prosedur 
Laboratorium Farmakologi yang dikutip dari 
Ghosh [45]. Diet ini memiliki kandungan 
karbohidrat 62,8%, lemak 2%, protein 16,34%, 
zat lain 18,86%, dan kalori 207,92 kal/50 g pakan. 

Diet atherogenik adalah diet yang diberikan 
untuk menginduksi hiperkolesterol pada hewan 
coba yang dibuat berdasarkan formula [46]. 

 

Tabel 1.  Pembagian Kelompok Hewan Coba 

Kelompok N Pemberian Diet 

I 5 Diet standar 14 minggu (kontrol 
normal) 

IIa 6 Diet atherogenik 14 minggu (kontrol 
positif/ATA) 

IIb 6 Diet atherogenik 8 minggu dilanjutkan 
diet standar 6 minggu (kontrol 
perlakuan/ATS) 

IIc 5 Diet atherogenik 8 minggu dilanjutkan 
diet standar 6 minggu dengan 
suplementasi fitosterol dosis 0,1% dari 
total makanan atau 50 mg/hari (Fito-1) 

IId 6 Diet atherogenik 8 minggu dilanjutkan 
diet standar 6 minggu dengan 
suplementasi fitosterol dosis 1% dari 
total makanan atau 500 mg/hari (Fito-2) 

IIe 6 Diet atherogenik 8 minggu dilanjutkan 
diet standar 6 minggu dengan 
suplementasi fitosterol dosis 2% dari 
total makanan atau 1000 mg/hari (Fito-
3) 

 

Suplementasi fitosterol dilakukan dengan 
mencampurkan 0,1%, 1% dan 2% (dari total 
makanan) tablet fitosterol yang telah digerus. 
Diet dibuat setiap hari dengan kalkulasi berat air 
agar konsumsi pakan dapat dihitung dalam 
bentuk persentase berat kering. 

Selama masa prakondisi, tikus diletakkan 
pada kandang berisi 5-6 ekor lalu dirandomisasi 
ulang, dalam kandang yang berisi 2-3 ekor tikus. 
Diet harian yang diberikan adalah 50 g/ekor/hari 
dan sisa pakan setelah 24 jam, ditimbang dan 
dihitung sebagai rata-rata harian konsumsi pakan 
tikus/kelompok/hari.   

Pengambilan Sampel Darah dan Pembunuhan 
Hewan coba 

Sampel darah hewan coba diambil di akhir pe-
nelitan setelah pre-anestesi ketamin dosis 
5mg/100gBB tikus. Darah diambil dari jantung, 
dimasukkan tabung berisi EDTA, dan 
disentrifugasi 3600 rpm selama 15 menit untuk 
pemeriksaan profil lemak. Hewan coba lalu 
dibunuh dengan membuka abdomen. 

Organ hepar, jantung, paru, ginjal (kanan dan 
kiri), dan testis (kanan dan kiri), diambil, dan 
dibersihkan. Usus halus dibebaskan dari 
peritoneum, dipotong dari ujung gaster (pylorus) 
sampai percabangan ileum dan kolon (ileocaecal 
junction). Lumen usus dan organ dibersihkan dan 
dicuci dengan larutan normal saline 0,9% dingin 
(icecold) kemudian ditimbang dengan timbangan 
digital (OHAUS-Analytical plus). 

Aorta diambil dari arcus aorta hingga aorta 
abdominalis dimasukkan dalam ependorf untuk 
kemudian dipotong guna pemeriksaan hitung sel 



 

J.Exp. Life Sci. Vol. 2 No. 2, 2012  ISSN. 2087-2852 
  E-ISSN. 2338-1655 

Terapi Suplementasi Fitosterol pada Tikus Pascadiet Atherogenik 
(Triliana dkk.) 

73 

busa aorta. Semua preparat organ disimpan 
dalam lemari es suhu -40oC. 

Pemeriksaan Profil Lemak 
Profil lemak yang diperiksa adalah kadar 

kolesterol total, trigliserida, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol dan non-HDL-kolesterol. Kolesterol 
total, trigliserida dan HDL-kolesterol diperiksa 
menggunakan kit komersial khusus (DiaSys) 
dengan metode spektrofotometri seperti yang 
dijabarkan dalam label. LDL-kolesterol dihitung 
dengan Friedwall Equation/Rumus Friedwall [47], 
sedangkan nonHDL kolesterol dihitung secara 
matematis dengan mengurangi kadar kolesterol 
total dengan kadar HDL-kolesterol [39]. 

Pemeriksaan Kadar Apolipoprotein B-48 
Pemeriksaan kadar ApoB-48 dilakukan 

dengan modifikasi metode Rajaratnam et al. [44]. 

Singkatnya, 50 L plasma didelipidasi dengan 100 

L larutan etanol-dietil eter (3:1), dan 
sentrifugasi 3600 rpm selama 5 menit. 

Supernatan dibuang, pelet ditambah 100 L tris-
base 0,1 M dan didiamkan semalam. 

Sampel yang sudah didiamkan semalam (50 

L) divorteks bersama 100 L Reducing Buffer 
(RSB) (Sodium Dodesil Sulphate 10%, Gliserol 

87%, Tris-Base 1M pH 6,8, -mercamptoetanol 
dan bromophenol blue 0,1%), kemudian 
didenaturasi dengan suhu 80oC selama 15 menit 
dan sentrifugasi ulang (2 menit-3600 rpm). Hasil 
kemudian di-running pada 12,5% gel 
poliakrilamide mini prolean vertical gel apparatus 
(Biorad) selama 115 menit, 120 volt, di-staining 
dengan Comassie blue 0,04% dan di-destaining 
dengan asam asetat 0,5%. 

Penghitungan Sel Busa/Foam Cell Count 
Aorta yang telah dipotong, dicat dengan Oil 

Red O dan HE sesuai prosedur dalam Koss [48]. 
Hasil diperiksa dibawah mikroskop pembesaran 
100X untuk mencari aorta yang jelas lapisannya 
lalu dihitung dalam 20 lapangan pandang 
pembesaran 1000X untuk identifikasi dan 
penghitungan sel busa [49]. Pengulangan 
dilakukan 3 kali pada masa yang berbeda oleh 
peneliti yang sama.  

Teknik Analisa Data 
Data dianalisa sebagai data kelompok dan 

disajikan dalam bentuk mean+standard deviasi 
(x+SD) dan diuji beda dengan Independent 
Sample t-test untuk membandingkan perbedaan 
mean pada kelompok I (normal), IIa (ATA), dan IIb 
(ATS). Sedangkan uji beda mean kelompok IIc 
(Fito-1), IId (Fito-2), dan IIe (Fito-3) dilakukan 

dengan uji statistik one way-ANOVA dengan 
kelompok IIb sebagai kontrol. Normalitas data 
dinilai dengan uji Saphiro-Wilk (p>0,05) sedang-
kan homogenitas kelompok dinilai dengan uji 
homogenity of variance p>0,05. 

Hasil data dengan perbedaan signifikan diuji 
korelasi untuk mengetahui tingkat hubungan 
antar variabel dengan korelasi Pearson atau 
Spearman. Analisa data dilakukan dengan 
perangkat software statistik SPSS versi 11.5. 
 
HASIL DAN ANALISA DATA 
Profil Lemak Plasma Pasca Penelitian 

Uji t-test profil lemak darah pasca perlakuan 
pada hampir semua perlakuan menunjukkan 
perbedaan yang signifikan kecuali HDL-kolesterol. 
Kadar kolesterol total, LDL-kolesterol, dan 
nonHDL-kolesterol kontrol positif lebih tinggi 
sedangkan kadar trigliserida dan HDL lebih 
rendah dibandingkan kontrol negatif (Gambar 1). 
Uji t-test kontrol negatif dan kontrol riset juga 
berbeda signifikan pada kadar kolesterol total 
dan HDL-kolesterol (kelompok riset lebih tinggi) 
tetapi tidak signifikan untuk kadar trigliserida, 
LDL dan nonHDL-kolesterol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Profil lemak tikus pasca perlakuan. 

Rata-rata kadar plasma tikus pasca penelitian. 
LDL-kolesterol dan nonHDL-kolesterol negatif 
terdapat pada kelompok dengan suplemen-
tasi fitosterol 1% dan 2%. 

Uji one-way-ANOVA kontrol riset dengan 
suplementasi fitosterol menunjukkan adanya 
perbedaan signifikan pada semua parameter 
profil lemak. Uji LSD antar kelompok 
suplementasi dengan kontrol pada kadar 
kolesterol, LDL dan nonHDL-kolesterol bernilai 
p>0,05 untuk suplementasi fitosterol 0,1%. Hal 
ini menunjukkan bahwa dosis 0,1%, walaupun 
mampu menurunkan kolesterol, tidak cukup 
untuk memberikan perbedaan secara statistik. 
Nilai LSD kadar HDL-kolesterol dibandingkan 
dengan kontrol hanya signifikan pada 
suplementasi 0,1%. Sedangkan kadar trigliserida 
hanya berbeda pada suplementasi 2% 
dibandingkan kontrol. 
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Analisa Apoliprotein B-48 
Analisis Apoliprotein B-48 dilakukan dengan 

beberapa teknik preparasi elektroforesis. Namun, 
berdasarkan hasil analisis elektroforesis yang 
telah dilakukan tidak terbentuk pita protein pada 
gel, meskipun telah dilakukan berulang kali 
dengan berbagai metode preparasi elektro-
foresis. Salah satu hasil elektroforesis tampak 
pada Gambar 2. Kegagalan ini diduga akibat 
struktur Apo B-48 (ikatan disulfida) yang 
mengendap saat dilakukan delipidasi dan tidak 
dilakukannya ultrasentrifugasi untuk pemadatan 
konsentrasi Apo-B-48 dalam plasma. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Hasil elektroforesis dengan berbagai preparasi. 

Kegagalan pemisahan protein ApoB-48 
disamping oleh karena faktor struktur atau sifat 
fisik dan kimiawi protein ApoB-48. Selain itu, 
kemungkinan yang lainnya adalah akibat faktor 
teknis, misalnya tidak dilakukannya ultra-
sentrifugasi, penyimpanan pada suhu -40oC, 
penyimpanan yang lama (>2 bulan), dan 
sedikitnya jumlah sampel darah yang diperoleh 
selama penelitian terutama setelah dikurangi 
jumlah darah untuk analisis profil lemak plasma. 

Perhitungan Jumlah Sel busa (Foam Cell) 
Nilai hitung sel busa aorta tikus pasca 

penelitian pada kelompok kontrol negatif 
(normal), kontrol positif (ATA), kontrol penelitian 
(ATS) dan suplementasi fitosterol berturut-turut, 
0,1% (Fito-1), 1% (Fito-2), 2%(Fito-3) (Gambar 3). 

 

Gambar 3. Nilai hitung sel busa aorta tikus pasca 
penelitian.  

Hasil pengecatan HE aorta pada perbesaran 
100x tampak merah dan sel-sel otot polos akan 
tercat merah gelap, sedangkan dengan 
pengecatan Oil Red O akan nampak muda atau 
cenderung berwarna ungu (Gambar 4.). Lining 
(barisan) sel pada aorta normal nampak lebih 
teratur dan lebih intak, sedangkan dengan diet 
atherogenik 14 minggu (kontrol positif, barisan 
sel nampak merenggang dengan beberapa 
penonjolan  bawah  endotel  atau  deposit  lemak 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Gambar 4. Aorta tikus. 1a) Kontrol negatif (HE); 1b) 
Kontrol positif (Oil Red O) (100x); 1c) Kontrol 
negatif (HE); 1d) Kontrol positif (Oil Red O) 
(400x); 1e) Kontrol positif (HE); 1f) Kontrol 
negatif (Oil Red O) (1000x). 

sub endothelial. Pada perbesaran 400x dan 
penonjolan di bawah endotel dengan endotel 
yang tidak intak, sedangkan pada perbesaran 

1000x, pada kontrol positif tampak terdapat 
1000x tampak sel busa yang berada pada 
etheroma. Tampak sel busa sebagai sel yang 
besar dengan inti berwarna gelap yang terdorong 
kearah tepi dengan sitoplasma yang berwarna 
merah (tanda panah) (Gambar 4). 

Hasil analisis uji one-way-ANOVA kontrol riset 
dan suplementasi fitosterol pada berbagai dosis 
menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,001) 
jumlah sel busa aorta. Namun Uji LSD antar 
kelompok suplementasi 0,1%, 1% dan 2% 
menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan 
antar kelompok. 

 
PEMBAHASAN 

Rentang dosis suplementasi fitosterol pada 
makanan setelah dikalkulasi dalam bentuk berat 
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pakan kering diperoleh hasil antara 0,0122-
0,0164 g/ekor tikus atau sekitar 44-51 mg/kgBB 
tikus pada suplementasi fitosterol 0,1% (Fito-1), 
0,1403-0,1738 g/ekor tikus atau sekitar 394-565 
mg/kgBB tikus pada suplementasi fitosterol 1% 
(Fito-2) dan 0,3122-0,4167 g/ekor tikus atau 
sekitar 734-1285 mg/kgBB tikus pada suplemen-
tasi fitosterol 2% (Fito-3). Pemilihan dosis dida-
sarkan pada penelitian yang dilakukan Sugano et 
al. [50] yang menggunakan fitosterol 0,1%-1% 
pada tikus jantan selama 10 sampai 14 hari 
dengan hasil penurunan kolesterol hepar yang 
signifikan. 

Pemberian fitosterol dilakukan dalam bentuk 
suplementasi pada makanan memiliki kelebihan 
dan kelemahan yang dapat menjadi kelebihan 
dan kelemahan penelitian karena dapat 
mempengaruhi hasil penelitian. Kelebihan 
pemberian bentuk suplementasi antara lain; 
mendekati kondisi keseharian konsumsi fitosterol 
dalam makanan karena fitosterol digunakan 
sebagai bahan functional food, pemberian dapat 
dilakukan setiap hari tanpa menimbulkan stres 
penelitian yang tinggi pada hewan coba sehingga 
risiko kehilangan hewan coba selama penelitian 
berkurang, rendahnya stres penelitian dapat 
mengurangi bias akibat produksi hormon 
katekolamin yang mempengaruhi kondisi hewan 
coba, dapat diberikan dalam jangka waktu lama, 
tidak mengurangi volume pengisian lambung 
hewan coba sehingga konsumsi makanan dapat 
dianggap setara. 

Namun pemberian terapi fitosterol secara 
suplementasi juga memiliki kelemahan antara 
lain, dosis antar tikus dalam satu kelompok dapat 
tidak seragam karena kadar fitosterol yang 
dikonsumsi tergantung jumlah makanan yang 
diasup, memiliki rentang dosis yang lebar 
sehingga dosis awal fitosterol mulai 
menimbulkan efek tidak dapat ditentukan 
dengan tepat, pemberian fitosterol bentuk 
suplementasi makanan berisiko memiliki sebaran 
data konsumsi fitosterol yang tidak normal 
sehingga menyulitkan proses analisis statistik. 
Selain itu, pemberian yang dilakukan dalam 
bentuk kelompok dan bukan individual cage 
meningkatkan risiko dosis yang tidak sama antar 
tikus dalam kelompok. Untuk menyikapi sebaran 
data yang tidak normal, analisis data untuk 
menilai peran konsumsi fitosterol dalam diet 
dengan variabel dependen lainnya dilakukan 
dengan analisis parametrik dan uji korelasi 
Spearman yang menilai korelasi dosis-efek 
dengan skala ordinal untuk suplementasi 
fitosterol. 

Analisa kolesterol total, LDL-Kolesterol dan 
nonHDL kolesterol antar kontrol (Gambar 1.) 
menunjukkan bahwa diet normal pun mampu 
menurunkan kadar kolesterol total, LDL-
kolesterol dan nonHDL-kolesterol pada tikus 
pasca diet atherogenik. Namun, penurunan kadar 
kolesterol total tidak mencapai level sama 
dengan normal walaupun kadar LDL-kolesterol 
dan HDL-kolesterolnya sama. 

Terapi suplementasi fitosterol secara sangat 
signifikan (p<0,001) mampu menurunkan kadar 
kolesterol total, LDL-kolesterol dan nonHDL-
kolesterol tikus pascadiet atherogenik mendekati 
kadar kolesterol total tikus normal, bahkan lebih 
rendah. Suplementasi 0,1%, 1% dan 2% dapat 
menurunkan kadar kolesterol total sebesar 
44,31%, 44.07%, 41,05% yang tercapai pada dosis 
fitosterol 0,1%. Hasil ini konsisten dengan 
penelitian Sugano et al. [50] yang memberikan 
penurunan kolesterol hepar 17,5%-31,5% dengan 
diet fitosterol 0,1%-2% walau diet hiperkolesterol 
yang digunakan berbeda. 

Uji LSD pada kadar kolesterol total dengan 
kontrol yang tidak berbeda mengarah pada efek 
penurunan kadar kolesterol total yang tidak 
tergantung dosis. Hal ini bertentangan dengan 
penelitian-penelitian sebelumnya yang menun-
jukkan efek penurunan kolesterol tergantung 
dosis pada manusia baik pria maupun wanita [35] 
maupun pada tikus [51]. Kondisi ini diduga terjadi 
karena suplementasi fitosterol 0,1% telah 
menurunkan kadar kolesterol total sampai 44% 
bersama diet standar (rendah lemak). Penurunan 
kadar kolesterol total ini sangat drastis sehingga 
diduga telah mencapai efek maksimal penurunan 
kolesterol total dalam darah sehingga penam-
bahan dosis tidak lagi memberikan pengaruh. 

Penelitian dengan fitosterol larut air (FM-VP4) 
menunjukkan bahwa fitosterol dapat mempenga-
ruhi mekanisme efflux atau influx kolesterol 
intraseluler karena mampu menurunkan 
akumulasi michelle yang mengandung kolesterol 
dalam sel Caco-2 (sel usus) invitro [20]. Hal ini 
membuktikan bahwa fitosterol bekerja melalui 
penghambatan absorbsi kolesterol dan mungkin 
juga pada fase absorbsi kolesterol lanjutan [12]. 

LDL-kolesterol dengan suplementasi menun-
jukkan adanya penurunanan kolesterol sebesar 
1396,60%, 2460,50%, 3757,48%, dengan efek 
yang tergantung dosis. Hal ini terlihat pada nilai 
penurunan LDL yang tidak signifikan antara 
kelompok Fito-1 dengan kontrol riset, Fito-1 
dengan Fito-2, dan Fito-2 dengan Fito-3 namun 
signifikan antara kontrol dengan Fito-2 dan Fito-
3, Fito-1 dan Fito-3. Efek penurunan LDL-
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kolesterol tercapai dengan dosis suplementasi 
1%, dan penambahan dosis memberikan efek 
lebih lanjut. Hal ini diduga terjadi akibat 
hambatan absorbsi kolesterol usus akan 
menyebabkan penurunan kolesterol dalam hepar 
sehingga pembentukan VLDL berkurang sedang-
kan pembentukan LDL-receptor hepar maupun 
jaringan meningkat [22]. 

Hasil nonHDL-kolesterol memiliki hasil yang 
mirip dengan kondisi kadar LDL-kolesterol. Nilai 
LDL kolesterol negatif hanya didapatkan pada 
suplementasi 1% dan 2% fitosterol dengan 
perbedaan yang tidak signifikan antar kelompok 
suplementasi namun bermakna dengan kontrol. 
Hal ini menunjukkan bahwa fitosterol mampu 
menurunkan kadar nonHDL-kolesterol namun 
efek tergantung dosisnya tidak nampak yang 
mungkin terjadi akibat nilai HDL-kolesterol 
kontrol pasca diet yang lebih tinggi dibandingkan 
nonsuplementasi. 

Kadar HDL-kolesterol berbeda bermakna 
antara kontrol dengan kelompok Fito-1 namun 
tidak dengan kelompok yang lain (HDL- kolesterol 
kontrol lebih tinggi). Kadar HDL yang lebih 
rendah pada suplementasi fitosterol ini mungkin 
terjadi akibat efek kompetisi fitosterol dengan 
kolesterol pada proses efflux kolesterol melalui 
ATP-binding Casettes (ABC) A-1 [52]. Karena 
kadar HDL-kolesterol Fito-1 hampir sama dengan 
kadar HDL-kolesterol tikus normal maka 
diperkirakan kadar tersebut standar untuk tikus 
sehingga dapat dianggap tidak berpengaruh 
atherogenik pada kadar HDL-kolesterol tersebut. 

Peningkatan dosis suplementasi fitosterol 
memberikan peningkatan kadar HDL-kolesterol 
sehingga kadarnya tidak berbeda dengan kontrol. 
Perbedaan yang tidak signifikan pada dosis 1% 
dan 2% sama dengan hasil penelitian 
suplementasi fitosterol lainnya karena fitosterol 
diduga hanya berefek minimal pada kadar HDL 
hewan coba [23,53] maupun manusia [25, 31]. 
Peningkatan kadar HDL-kolesterol seiring dengan 
penambahan dosis mungkin terjadi akibat 
peningkatan pembentukan HDL untuk eliminasi 
fitosterol. Robins dan Fasulo [54] menyatakan 
bahwa hanya HDL yang mampu menjadi transpor 
sterol non-kolesterol ke hepar dan saluran bilier 
untuk dieliminasi. Penelitian lanjutan tentang 
proses eliminasi fitosterol yang melibatkan HDL, 
terutama HDL dari usus, dan perannya pada 
metabolisme lipoprotein perlu dilakukan. 

Trigliserida adalah salah satu parameter 
lemak post-prandial penting selain retinil ester 
dan apolipoprotein B-48 [55]. Konsentrasi 
trigliserida bervariasi sampai 10% pada kondisi 

puasa, memiliki kadar tertinggi pada 3-4 jam 
pasca konsumsi makanan [56] dan menurun 
perlahan seiring pengambilan trigliserida oleh 
jaringan [57]. Oleh sebab itu, waktu pengambilan 
sampel darah dapat mempengaruhi kadar 
trigliserida sehingga hasil tidak dapat dianalisis 
terutama pada hewan coba tikus. Hal ini karena 
tikus tidak dapat dipuasakan lama sehingga kadar 
trigliserida plasma dapat sangat bervariasi dalam 
kelompok. Selain itu, tikus merupakan hewan 
yang aktif pada malam hari (nokturnal) sehingga 
kadar trigliserida dapat lebih tinggi pada malam 
dan pagi hari dibandingkan siang atau sore hari. 
Oleh sebab itu, kadar triglisedia tidak dipakai 
sebagai acuan pengambilan keputusan, berapa-
pun nilainya. Kadar trigliserida pada penelitian ini 
lebih ditujukan untuk membantu penghitungan 
kadar LDL-kolesterol secara tidak langsung 
dengan persamaan Friedwall. 

Hasil elektroforesis dengan berbagai prepa-
rasi maupun cara telah dilakukan namun tetap 
gagal dalam memperoleh pita protein khusus 
dengan berat molekul 250.000 kDa (apolipo-
protein B-48). Kondisi ini diduga terjadi karena 
dmungkinkan pada saat mengalami proses 
delipidasi, komponen protein mayor lipoprotein 
menjadi tidak larut air dan membentuk massa 
angregat molekuler yang besar sehingga 
mengganggu proses elektroforesis. Selain hal 
tersebut dimungkinkan karena Apo B-48 yang 
terdelipidasi akan membentuk intermolecular 
disulfide-linked polymers yang terjadi akibat 
adanya kelompok sulfhy-dryl yang terbenam 
dalam inti lemak [40]. Serta preparasi sampel 
dilakukan tanpa ultrasentrifugasi  pada 40.000 
rpm selama 16-24 jam [44,58,59,60] yang krusial 
untuk elektroforesis guna kuantifikasi kadar 
ApoB-48 karena keterbatasan alat. 

Namun karena ApoB merupakan apolipo-
protein integral dari semua lipo-protein darah 
kecuali HDL [61] maka kadar ApoB dapat 
diasumsikan sama dengan kadar nonHDL-
kolesterol. Hal ini karena satu ApoB merupakan 
komponen integral satu lipoprotein nonHDL-
VLDL, IDL, LDL, kilomikron dan remnannya [36] 
sampai didegradasi [57] sehingga kadar nonHDL-
kolesterol dapat dipakai sebagai pengukuran 
tidak langsung terhadap ApoB baik 48 maupun 
100. Karena nilai nonHDL-kolesterol menurun, 
dan berbeda secara signifikan dengan kontrol, 
maka kadar ApoB-48 diasumsikan menurun 
dengan penggunaan fitosterol. Hal ini membawa 
pada kemungkinan kerja fitosterol selain 
hambatan mixed-michelle di usus, misalnya pada 
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fase absorbsi kolesterol lanjutan yang memerlu-
kan penelitian lebih lanjut. 

Uji Independent Sample T-Test antar kontrol 
memberikan perbedaan yang signifikan pada 
pemeriksaan hitung sel busa di tiap perhitungan 
yang dilakukan. Hal ini menunjukkan bahwa 
perubahan diet dari diet lemak tinggi 
(atherogenik) ke diet lemak rendah (standar) pun 
memiliki efek terapetik pada penghitungan sel 
busa walau tetap lebih banyak dibanding normal. 

Penurunan signifikan perhitungan jumlah sel 
busa didapatkan pada suplementasi fitosterol 
baik 0,1%, 1% maupun 2% dengan sifat yang 
tergantung dosis. Efek penurunan pembentukan 
sel busa ini senada dengan penelitian 
Moghadasian et al. [23,62] yang mengamati 
adanya penurunan lesi atherosklerosis pada 
mencit transgenik dengan suplementasi 
fitosterol.  Hal ini menunjukkan bahwa fitosterol 
memiliki efek terapi pada kondisi hiperlipidemia 
genetik maupun induksi lingkungan (diet tinggi 
lemak) sehingga dapat dipertimbangkan sebagai 
regimen pengobatan dietetik baru selain asam 
lemak tak jenuh. 

Efek penurun lesi atherosklerosis diduga 
terjadi akibat pengaruh fitosterol pada profil 
lemak darah. Uji korelasi antara penghitungan sel 
busa dengan kadar kolesterol total, LDL-
kolesterol maupun nonHDL-kolesterol membukti-
kan hal ini dengan adanya korelasi positif 
berkekuatan tinggi (Pearson rho>700) pada 
setiap penghitungan sel busa. Berdasarkan 
jumlah tersebut, fitosterol diduga turut berperan 
pada efflux dan influx kolesterol sehingga dapat 
mendorong keluarnya kolesterol dari makrofag. 

Eliminasi fitosterol dilakukan oleh ATP-
binding cassette half transporters-ABCG5 dan 
ABCG8 yang berfungsi mengeluarkan sterol non-
kolesterol dari darah dan jaringan [63]. Gen 
ABCG5 dan ABCG8 diaktifasi oleh Liver X receptor 
(LXR) yang juga mempengaruhi pembentukan 
ABCA1 untuk efflux kolesterol [64,65]. Hal ini 
terbukti dengan adanya induksi intestinal ATP-
binding Cassettes Trans-porters oleh Phytosterol-
derived liver X Receptor Agonist disertai pening-
katan ekspresi ABCG5 dan ABCG8 [66]. 
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan 
1. Terapi suplementasi fitosterol dalam diet 

dengan dosis 0,1% memiliki rentang dosis 44-
51 mg/kgBB tikus/minggu, dosis 1% membe-
rikan rentang 394-565 mg/kgBB tikus/minggu 
dan dosis 2% memiliki rentang 734-1285 
mg/kgBB tikus/minggu. 

2. Penerapan terapi diet rendah lemak pada 
tikus pascadiet atherogenik memiliki efek 
terapi karena dapat mempengaruhi kadar 
kolesterol total, LDL-kolesterol, non-HDL-
kolesterol dan hitung sel busa aorta. 

3. Terapi suplementasi fitosterol dalam diet 
rendah lemak dapat mempengaruhi dan 
memperbaiki kadar kolesterol total dan LDL-
kolesterol tikus pascadiet atherogenik secara 
lebih baik dibandingkan diet rendah lemak 
saja. Hal ini diduga terjadi akibat peran 
fitosterol pada peng-hambatan absorbsi 
kolesterol dan pengaruh fitosterol pada influx 
atau efflux kolesterol. 

4. Terapi suplementasi fitosterol dapat menu-
runkan kadar nonHDL kole-sterol yang meru-
pakan cerminan kadar ApoB dalam darah. 

5. Terapi suplementasi fitosterol dapat 
menurunkan jumlah sel busa aorta tikus 
pascadiet athegogenik yang diduga terjadi 
akibat peran fitosterol pada profil lemak 
darah dan efflux kolesterol yang dapat 
menurunkan deposit lemak dalam makrofag. 
 

SARAN 
1. Dilakukan penelitian lanjutan tentang 

pengaruh suplementasi fitosterol pada 
perubahan kondisi organ baik secara 
fisiologis maupun histologis. 

2. Dilakukan penelitian lanjutan tentang 
pengaruh suplementasi fitosterol pada berat 
badan, histologis dan fisiologis organ, profil 
lemak dan pembentukan sel busa pada 
kondisi terapi akut (2 minggu) dan kronik (3 
bulan) pada tikus pasca diet atherogenik. 

3. Dilakukan penelitian lanjutan tentang peran 
suplementasi fitosterol pada pencegahan 
atherosklerosis pada tikus dengan diet 
atherogenik. 

4. Dilakukan penelitian lanjutan ten-tang isolasi 
dan pemeriksaan kadar apolipoprotein B baik 
B-48 atau B-100 pada berbagai kondisi baik 
pada hewan coba atau manusia dengan 
berbagai metode yang memungkinkan. 

5. Dilakukan penelitian lanjutan baik in vitro 
maupun in vivo mengenai peran proses 
eliminasi fitosterol dan rendahnya kadar 
kolesterol pada efflux kolesterol makrofag 
dan jaringan. 

6. Dilakukan penelitian tentang peran fitosterol 
dalam bentuk functional food atau 
buah/sayur/bahan kaya fitosterol pada profil 
lemak dan pembentukan atherosklerosis.  
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Abstrak 

Hadirnya fenol yang melebihi batas ambang ke dalam ekosistem perairan dapat menjadi stresor kimia bagi 
organisme akuatik, termasuk juga bagi ekosistem muara oleh karena muara (estuaria) merupakan daerah pertemuan 
antara air tawar dari perairan sungai dan air laut sehingga berpotensi mengandung bahan kimia antropogenik. Kepiting 
bakau (Scylla spp.) memiliki siklus hidup yang sebagian besar berada pada ekosistem mangrove dan umum digunakan 
dalam studi ekotoksisitas. Total Haemocyte Count (THC) dan histologi organ insang dapat menginformasikan perubahan 
histologi akibat stressor oleh karena paparan toksik, terutama fenol. Perlakuan sublethal fenol dengan konsentrasi yang 
berbeda  terhadap kepiting bakau (Scylla serata) pada hari ke-1, hari ke-3, hari ke-5 dan hari ke-8 tidak terdapat 
perbedaan yang signifikan (p> 0,05) (Lampiran) terhadap rata-rata Total Haemocyte Count (THC). Namun pada hari ke-7 
menunjukkan penurunan jumlah THC pada tiap perlakuan bila dibandingkan dengan kontrol (tanpa perlakuan). 
Perubahan histologi yang terjadi meningkat sebanding dengan konsentrasi fenol yang diperlakukan terhadap kepiting 
bakau (S. serata). Perubahan histologi yang terjadi adalah kerusakan struktur dari lamela insang (l) dan bagian terluar 
sinus lamela atau outer lamellar sinuses (ols) yang meliputi infiltrasi hemosit, hiperplasia maupun nekrosis.  
 
Kata Kunci : fenol, hepatopankreas, kepiting bakau. 
 

Abstract 
The presence of phenols which exceeds the threshold into the aquatic ecosystem can be a chemical stressors to 

aquatic organisms, as well as for estuarine ecosystems because of the estuary (estuary) is a regional meeting between 
fresh water from sea water and river waters contain chemicals, so the potential anthropogenic. Mud crab (Scylla spp.) 
Has a life cycle that are mostly located in the mangrove ecosystem and commonly used in ecotoxicity studies. Total 
Haemocyte Count (THC) and gill histology of organs can inform the histological changes caused by due to exposure to 
toxic stressors, especially phenol. Sublethal treatment with different concentrations of phenol of mangrove crab (S. 
serata) on day 1, day 3, day 5 and day 8 there were no significant differences (p>0.05) (Appendix) to the average 
amount of THC (Total Haemocyte Count). However, on day 7 showed a decrease of THC in each treatment when 
compared with controls (without treatment). Histological changes that occur increases with the concentration of 
phenol is treated to mud crab (S. serata). Histological changes that occur is damage to the structure of the gills lamela 
(l) and the outer portion of an outer lamellar sinus or sinuses lamela (OLS), which includes hemosit infiltration, 
hyperplasia and necrosis. 
 
Keywords: crab, gill crab, haemocytes, hemocyte infiltration, hyperplasia, necrosis, Scylla serata, THC (Total Haemocyte 

Count). 
 
 
 

PENDAHULUAN 
Fenol dan senyawa fenolik merupakan salah 

satu xenobiotik yang menjadi salah satu faktor 
stres lingkungan pada biota yang terpapar dan 
telah menjadi masalah lingkungan akibat dampak 
antropogenik pada lingkungan yang ditimbulkan-
nya [1]. Fenol memiliki tingkat bioakumulasi yang 
cukup tinggi sepanjang rantai makanan, sehingga 
pencemaran fenol menyaji-kan ancaman tidak 
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hanya terhadap lingkungan alam namun juga 
untuk kesehatan manusia [2]. Disamping itu, 
fenol dan turunan fenolik termasuk dalam salah 
satu bahan kimia berbahaya dalam ekosistem 
perairan yang berpotensi sebagai Endocrine 
Distrupting Chemical (EDC) dan juga termasuk 
dalam daftar polutan prioritas Environmental 
Protection Agency (EPA) oleh karena kehadiran 
senyawa tersebut pada hewan air dan daerah 
terrestrial [3]. 

Fenol dan senyawanya dapat menjadi salah 
satu bahan pencemar air yang masuk ke alam 
dan masuk ke dalam perairan melalui limbah cair 
dari berbagai industri antara lain seperti 
batubara, manufaktur fenol, farmasi, resin, cat, 
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tekstil, kulit, petrokimia, pulpmill [4], limbah 
fenol juga dapat berasal dari pestisida non 
spesifik, herbisida, bakterisida dan fungisida [5] 
maupun berasal dari berbagai proses industri 
yang digunakan pada gasifikasi batubara dan 
kilang minyak [4]. Senyawa fenol dapat dikatakan 
aman bagi lingkungan jika konsentrasinya 
berkisar antara 0,5-1,0 mg.L-1 sesuai dengan KEP 
No. 51/MENLH/10/1995. Sedangkan baku mutu 
yang sesuai dengan ketentuan PP 82/2001, 
Sungai Kelas III, besarnya konsentrasi fenol 
maksimum yang diperbolehkan adalah 0,001 
mg.L-1 [6]. Hadirnya fenol yang melebihi batas 
ambang ke dalam ekosistem perairan dapat 
menjadi stresor kimia bagi organisme akuatik, 
termasuk juga bagi ekosistem muara oleh karena 
muara (estuaria) merupakan daerah pertemuan 
antara air tawar dari perairan sungai dan air laut 
sehingga berpotensi mengandung bahan kimia 
antropogenik termasuk bagi kepiting bakau yang 
hidup di lingkungan muara atau estuaria [7].  

Kepiting bakau (Scylla serata) kaya akan rasa, 
nilai gizi, memiliki ukuran yang lebih besar, harga 
satuan yang tinggi, serta permintaan yang besar 
di pasar lokal maupun ekspor. Selain memiliki 
potensi yang tinggi dari segi ekonomi, kepiting 
bakau  (S. serata) juga memiliki peranan penting 
dari segi ekologi, terutama di daerah muara yang 
menjadi habitatnya. Pertumbuhan dan 
perkembangan kepiting bakau terdiri dari 
serangkaian siklus hidup atau tahapan yakni 
larva, remaja, dan dewasa. Terjadinya berbagai 
perubahan morfologi dan  perilaku serta  
fisiologis dimana dalam serangkaian prosesnya 
sebagian besar terjadi pada daerah muara [8]. 
Namun, informasi tentang toksisitas fenol pada 
organisme perairan estuaria masih terbatas [4] 
terutama pada spesies kepiting. Oleh karena itu, 
sangat penting untuk mempelajari risiko yang 
ditimbulkan oleh polutan pada kepiting bakau 
[8].  

Kepiting bakau merupakan invertebrata yang 
umum digunakan dalam studi ekotoksisitas 
polutan dengan berbagai alasan berikut: (1) 
memiliki distribusi luas di lingkungan muara yang 
dimanfaatkan sebagai daerah pembibitan untuk 
pakan, pertumbuhan dan perkembangan (2) 
bersifat semi pelagik di alam, (3) sensitif 
terhadap polutan, (4) tersedia sepanjang tahun 
sehingga meminimalkan kesulitan yang terlibat 
dalam lokasi dan pengambilan sampel di 
lapangan, (5) dapat diaklimasi seperti kondisi 
laboratorium dengan mudah [7]. 

Teknik hematologi juga merupakan metode 
umum yang dapat digunakan untuk mengetahui 

efek sublethal polutan [9]. Selain itu pula, profil 
protein dari biota berperan dalam menanggapi 
kimia tertentu yang dapat digunakan sebagai 
protein penanda terhadap paparan kimia 
tertentu pada organisme terkena stressor kimia 
[10]. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan 
untuk menilai sejauh mana konsentrasi sublethal 
fenol terhadap Total Haemocyte Count (THC) dan 
Differential Haemocyte Count (DHC) kepiting 
bakau (S. serata), sehingga diharapkan informasi 
ini dapat diintegrasikan sebagai salah satu sistem 
peringatan dini (early warning) untuk memantau 
sejauh mana pencemaran fenol dalam perairan 
dalam upaya untuk menghindari dampak yang 
lebih jauh pada ekosistem perairan terutama 
estuaria dan terlebih lagi terhadap populasi 
manusia. 

 
METODE PENELITIAN 
Aklimasi  

Sebelum uji toksisitas, kepiting bakau (S. 
serata) terlebih dahulu diaklimasikan dalam 
kondisi laboratorium selama 6-8 hari. Kepiting uji 
yang berukuran panjang 9±0,5 cm dan lebar 
6±0,5 cm dengan berat rata-rata 65-75 gram 
dipelihara dalam aquarium kaca 40x25x20 cm 
dengan volume 10 liter air laut salinitas 25‰, 
kepadatan 10 ekor kepiting per akuarium [11]. 
Aklimasi tersebut di kondisi laboratorium yang 
terkendali dengan aerasi konstan [12]. Kepiting 
bakau diberi pakan dengan moluska dan udang 
sekali sehari. Pengisian air dilakukan secara rutin 
setiap 24 jam untuk menghindari residu 
toksisitas. Suhu, salinitas dan derajat keasaman 
(pH) dimonitor secara rutin demikian juga 
dengan oksigen terlarut (DO). Fotoperiodik 12 
jam gelap dan 12 jam terang juga diberikan. 
Kondisi pasang surut disimulasikan di 
laboratorium dengan meningkatkan dan menu-
runkan tingkatan air di dalam setiap durasi 12 
jam [13].  
 
Uji Toksisitas Fenol 

Setelah aklimasi dengan kondisi laboratorium, 
uji toksisitas dilakukan untuk menentukan 
konsentrasi median (LC50) fenol pada kepiting 
bakau (S. serata). Penentuan LC50 dilakukan 
untuk mendapatkan nilai ambang batas 
konsentrasi median toksisitas fenol pada kepiting 
bakau. Masing-masing kepiting bakau dibagi 
menjadi beberapa kelompok dan setiap 
kelompok berisi 10 kepiting dalam kaca akuarium 
berisi air laut salinitas 22‰, dalam tiga kali 
replikasi. Larutan stok, dibuat konsentrasi fenol 
yang diinginkan untuk menentukan toksisitas 
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kepiting bakau. Selama uji toksisitas berlangsung, 
tidak dilakukan pemberian pakan [11]. Kepiting 
secara rutin diperiksa mortalitas-nya. Kepiting 
yang mengalami kematian langsung dibuang 
untuk menghindari toksisitas tambahan dan 
kualitas air yang jelek [14]. Data mortalitas diolah 
dengan regresi linier (Y=a+bx) untuk 
mendapatkan nilai LC50 (96 jam). Selama 
perlakuan percobaan, wadah uji ditutupi oleh 
tutup untuk mencegah pengeringan lewat 
atmosfer [14]. 
 
Pengamatan Hemosit THC 

Hemolymph kepiting bakau yang dikumpulkan 
secara aseptik dari membran arthrodial 
proksimal pada dasar kaki jalan kedua kanan dari 
kepiting menggunakan jarum suntik 26 gauge 
ukuran 1 ml dengan menggunakan sodium sitrat 
10% sebagai antikoagulan dengan perbandingan 
1:1 (100 μl hemosit : 100 μl anti koagulan). 
Kemudian, hemosit digolongkan menggunakan 
kriteria sederhana dengan melihat ada atau tidak 
adanya butiran sitoplas dan sedikit atau 
banyaknya granula. Kemudian dihitung jumlah 
total dan jumlah diferensial hemosit [15]. 
Hemolymph diambil sebanyak 100 µl per individu 
kepiting di pindahkan kedalam tabung eppendorf 
yang berisi 900 µl Tripan blue stain solution. 
Tetesan pertama hemolimph pada syringe 
dibuang, selanjutnya hemolimph diteteskan pada 
haemocytometer dan dihitung jumlah selnya per 
ml dibawah mikroskop dengan pembesaran 40 
kali. Total hemosit dihitung dengan 
menggunakan formulasi  [16]. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Uji Toksisitas Akut  LC50 (96 Jam) Bahan Toksik 
Fenol Terhadap Kepiting Bakau  (S. serata) 

Uji toksisitas akut LC50 (96 jam) fenol 
terhadap kepiting bakau (S. serata) dilakukan 
untuk menentukan lethal concentration 50% 
digunakan lima perlakuan konsentrasi yang 
berbeda yakni perlakuan A (16 mg.L-1), B (32 
mg.L-1), C (64 mg.L-1), D (128 mg.L-1) dan kontrol 
(tanpa perlakuan). Pada uji toksisitas akut 
tersebut, persentase mortalitas kepiting bakau 
(S. serata) tertinggi adalah pada perlakuan D 
(100%) kemudian diikuti perlakuan C (70%), B 
(50%), A (40%), dan K (0%). Berdasarkan 
perhitungan dengan analisis probit maka dapat 
diketahui nilai LC50 (96 jam) fenol terhadap 
kepiting bakau (S. serata) adalah 26 mg.L

-1
. Data 

perhitungan penentuan konsentrasi LC50 (96 jam) 
fenol terhadap kepiting bakau (S. serata) 

berdasarkan analisis probit ditunjukkan pada 
Tabel 1. 

 
Tabel 1. Perhitungan penentuan konsentrasi LC50 (96 

jam) fenol terhadap kepiting bakau (S. Serata) 
berdasarkan analisis probit 

Konsentrasi 
(ppm) 

Log 
Konsentrasi 

Persen 
Kematian (%) 

Nilai 
probit 

16 1,2041 40% 4,75 
32 1,5051 50% 5,00 
64 1,8062 70% 5,52 

128 2,1072 100% 8,09 

 
Persamaan regresi yang diperoleh dari data 

diatas adalah Y= 3,5012X+0,0433 (r=0,8871). Nilai 
LC50 (96 jam) diperoleh dengan cara memasukan 
nilai probit 5,00 (% kematian 50%) sebagai 
variabel Y kedalam persamaan regresi tersebut, 
sehingga didapatkan median konsentrasi letal 
50%  (LC50) selama 96 jam fenol terhadap 
kepiting bakau (S. serata) sebesar 26 mg.L-1. 

 
Uji Toksisitas Sublethal Fenol Terhadap Kepiting 
Bakau (S. serata)  

Konsentrasi perlakuan yang digunakan untuk 
uji toksisitas sublethal tersebut mengacu pada 
nilai LC50-96 jam yang telah didapatkan dari uji 
toksisitas akut. Selama penelitian berlangsung 
pergantian media uji sehari sekali. Pemberian 
pakan kepiting bakau (S. serata) dilakukan 2 kali 
sehari, yaitu pagi dan sore. Kepadatan kepiting 
uji adalah lima ekor kepiting bakau (S. serata) per 
unit percobaan, yang diisi 5 liter air payau 
dengan salinitas sebesar 22 ppt. Parameter 
kualitas air yang diamati adalah, oksigen terlarut 
(DO), suhu dan derajat keasaman (pH) yang 
diamati setiap hari. Perlakuan pada uji toksisitas 
sublethal adalah berdasarkan nilai sublethal atau 
setengah nilai LC50-96 jam ke seri tingkatan 
konsentrasi yang lebih rendah. Konsentrasi fenol 
yang digunakan untuk uji toksisitas sublethal 
selama 7 hari adalah 1/16, 1/4 dan 1/2 dari LC50-
96 jam. Jadi konsentrasi perlakuan pada uji 
toksisitas sublethal adalah sebagai berikut: 
kontrol (tanpa perlakuan), perlakuan A (1,62 
mg.L-1), perlakuan B (6,5 mg.L-1), perlakuan C (13 
mg.L-1). Pengamatan yang dilakukan pada uji 
toksisitas sublethal adalah perhitungan total 
hemosit atau Total Haemocyte Count (THC) dan 
histologi organ insang kepiting bakau (S. serata). 

 
Total Haemocyte Count (THC) 
Hasil perhitungan Total Haemocyte Count (THC) 
kepiting bakau (S. serata) selama uji sublethal 
fenol ditampilkan pada tabel berikut. 
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Tabel 2. Hasil perhitungan Total Haemocyte Count (THC) kepiting bakau (S. serata) selama uji sublethal fenol 

Perlakuan 
Rerata THC 

Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4 Hari ke-5 

K 22,42 ± 1,13 22,92 ± 0,80 22,92 ± 1,26 23,08 ± 1,61 22,45 ± 0,82 
A 20,08 ± 0,95 23,75 ± 0,66 22,00 ± 0,66 19,83 ± 1,23 18,5 ± 2,65 
B 21,00 ± 1,64 25,33 ± 0,76 21,00 ± 2,75 19,08 ± 2,84 19,42 ± 3,22 
C 20,42 ± 0,80 24,42 ± 1,67 21,75 ± 2,88 16,25 ± 2,05 15,92 ± 2,16 

 

 
Rata-rata jumlah THC kepiting bakau (S. 

serata) pada kontrol (tanpa perlakuan) hari ke-1 
sebesar 22,42x106 sel.mL-1 dan pada hari ke-3 
memiliki rata-rata jumlah THC sebesar 22,9x106 
sel.mL-1 yang juga sama dengan jumlah THC pada 
hari ke-5 perlakuan. Namun kemudian 
mengalami kenaikan jumlah THC menjadi 23x106 
sel.mL-1 pada hari ke-7 perlakuan. Pemberian 
konsentrasi fenol pada perlakuan A (1,62 ppm) 
jumlah THC pada hari ke-1 terhitung sebesar 
20,08x106 sel.mL-1, kemudian mengalami 
kenaikan jumlah THC pada hari ke-3 menjadi 
23,75x106 sel.mL-1, namun pada hari ke-7 
perlakuan jumlah THC mengalami penurunan 
jumlah THC menjadi 19,83x106 sel.mL-1. 
Sedangkan pada pemaparan konsentrasi 
sublethal fenol yang lebih tinggi, yakni perlakuan 
B (6,5 ppm) menunjukkan jumlah THC pada hari-
1 perlakuan sebesar 21x106 sel.mL-1, kemudian 
mengalami peningkatan pada hari ke-3 dengan 
jumlah THC sebesar 25,33x106 sel.mL-1.  

Sedangkan pada hari ke-5 total hemosit 
kepiting bakau (S. serata) pada perlakuan B (6,5 
ppm) menjadi 21x106 sel.mL-1 yang berarti 
mengalami penurunan bila dibandingkan dengan 
jumlah THC pada perlakuan hari ke-3 dan pada 
hari ke-7 jumlah THC mengalami penurunan 
menjadi 19x106 sel.mL-1. Sedangkan pada 
pemberian konsentrasi fenol tertinggi yakni 
perlakuan C (13 ppm) jumlah THC pada hari ke-3 
mengalami peningkatan dibandingkan dengan 
hari ke-1. Namun sebaliknya, pada hari ke-5 
mengalami penurunan jumlah THC menjadi  
21x106 sel.mL-1, kemudian menjadi semakin 
turun pada hari ke-7 perlakuan yakni menjadi 
16,25x106 sel.mL-1.  

Berdasarkan hasil analisa ragam (ANOVA) dari 
pengolahan data hasil penelitian dengan bantuan 
SPSS 17, menunjukkan bahwa yang berpengaruh 
nyata hanya perlakuan konsentrasi sublethal 
fenol pada hari ke-7, jadi yang diuji lanjut hanya 
perlakuan pada hari ke-7. Sedangkan perlakuan 

sublethal fenol dengan konsentrasi yang berbeda 
yang diperlakukan pada kepiting bakau (S. 
serata) pada hari ke-1, hari ke-3, hari ke-5 dan 
hari ke-8 tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan (p>0,05) (Lampiran) terhadap rata-rata 
jumlah THC. Namun pada perlakuan A (1,62 mg.L-

1), B (6,5 mg.L_1) dan C (13 mg.L-1) pada hari ke-3 
perlakuan menunjukkan peningkatan jumlah THC 
bila dibandingkan dengan kontrol (tanpa 
perlakuan). Grafik  THC pada tiap konsentrasi 
perlakuan selama uji sublethal fenol ditunjukkan 
pada gambar berikut. 
 

 
Gambar 1. THC (Total Haemocyte Count) kepiting bakau 

(S. serata) pada awal hingga akhir perlakuan 
Uji Sublethal Fenol 

 
Histologi Insang Kepiting Bakau (S. serata) 

Berdasarkan hasil pengamatan, perlakuan A 
(1,62 mg.L-1) terlihat bagian lamela insang 
tampak sudah mulai mengalami kerusakan epitel. 
Selain itu, haemocoels (Hc) menjadi lebih besar 
dengan lebih banyak hemosit dan tampak tidak 
teratur saat diperbesar, makin jelas terlihat pada 
perlakuan konsentrasi sublethal fenol perlakuan 
B (6,5 mg.L-1) (Gambar 2b) dan C (13 mg.L-1) 
(Gambar 2c). Hal tersebut dicirikan oleh bentuk 
outer lamela sinus (ols) yang nampak tidak 
beraturan dan pada beberapa insang cabang 
terjadi fusi lamela serta adanya infiltrasi hemosit.  
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Gambar 2. Lamela insang yang menunjukkan lesi epitel dan infiltrasi hemosit pada masing-masing perlakuan konsentrasi 

sublethal fenol (H: hemocyte; HC: haemocoel; L: lamella; C: cuticule) 
 

Sel hemosit merupakan sel-sel darah yang 
beredar pada invertebrata yang merupakan 
efektor imun utama yang melakukan fungsi 
imunologi beragam termasuk fagositosis, 
generasi molekul sitotoksik dibawah paparan 
racun dan juga termasuk pemeliharaan 
homeostasis serta bertanggung jawab dalam 
berbagai mekanisme perlindungan [11]. Jumlah 
THC diyakini mempengaruhi kemampuan 
organisme untuk bereaksi melawan bahan asing 
[17] dan berbagai respon terhadap infeksi, 
perubahan lingkungan pada sebagian besar 
crustacea [18]. Namun pada spesies dekapoda 
krustasea, jumlah hemosit yang berkaitan 
dengan pertahanan seluler bervariasi diantara 
spesies satu dengan yang lainnya [19].  

Kelimpahan hemosit yang beredar pada 
dasarnya dipengaruhi oleh beberapa faktor 
diantaranya adalah jenis kelamin, molting, status 
reproduksi dan nutrisi, ukuran, seks, dan berat 
badan. Selain itu pula, juga karena faktor  musim. 
Sebagai contoh yakni spesies dari kelas krustasea 
lainnya, seperti udang galah (M. rosenbergii) 
menunjukkan jumlah THC tertinggi dan terendah 
di musim gugur dan musim dingin, masing-
masing. Namun tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan antara jantan maupun betina [20]. 
Sedangkan faktor - faktor ektrinsik seperti suhu, 
salinitas dan oksigen terlarut juga dilaporkan 
dapat mempengaruhi jumlah THC (Total 
Haemocyte Count) beberapa spesies dekapoda 
krustasea [20, 21]. Hasil studi pada udang 
Penaeus stylirostris pada suhu rendah sebesar 
18°C terjadi penurunan yang signifikan terhadap 

jumlah THC sebesar 40% dibandingkan dengan 
udang yang dipelihara pada suhu 27°C [22].  

Selain itu, faktor hipoksia juga dapat menjadi 
penyebab penurunan jumlah THC. Faktor 
hipoksia secara signifikan juga dapat 
menurunkan jumlah THC, seperti pada spesies 
udang P. Stylirostris. Konsisi hipoksia tersebut 
menyebabkan menjadi stres dan rentan terhadap 
infeksi Vibrio alginolyticus [21]. Jumlah THC 
udang putih terinfeksi Taura Syndrom Virus (TSV) 
menurun 79%. Jumlah THC pada spesies udang 
windu Penaeus monodon dan Penaeus japonicus 
yang terinfeksi White Spot Syndrom Virus (WSSV) 
juga menunjukkan penurunan secara signifikan 
[23]. Sedangkan peningkatan suhu dari 10-20°C 
dan 18-32°C juga memicu peningkatan jumlah 
THC dari Carcinus maenas [24]. Sedangkan untuk 
faktor salinitas, pada spesies udang Penaeus 
paulensis Brasil yang dipelihara pada salinitas 
34‰ memiliki jumlah THC secara signifikan lebih 
tinggi (20% lebih) dari udang yang dipelihara 
pada 13-22‰ [22]. Sedangkan penurunan jumlah 
THC oleh karena pengaruh oksigen terlarut (DO) 
pada udang P. stylirostris dengan pemeliharaan 
pada oksigen terlarut terendah sebesar 1 mg.L-1 
selama 24 jam [21].  

Selain jumlah total hemosit (THC), 
pengamatan histologi juga merupakan hal 
penting untuk melihat sejauh mana pengaruh 
stressor bahan toksik fenol terhadap kepiting 
bakau (S. serata). Insang merupakan organ vital 
yang memainkan peran penting dalam 
transportasi pernapasan gas dan regulasi 
keseimbangan osmotik dan ion pada organisme 
akuatik. termasuk juga pada spesies kepiting 
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bakau (S. serata). Osmoregulasi merupakan salah 
satu hal yang paling penting dalam menunjang 
fungsi regulasi hewan akuatik, terutama pada 
kelas krustasea [25]. Seperti halnya pada spesies 
kepiting biru C. sapidus. kepiting ini dapat 
mempertahankan osmolaritas hemolymph 
meskipun berada dalam kondisi salinitas tinggi 
dan rendah dengan aktif memompa ion melalui 
insang [26] terutama bagian posterior insang 
merupakan situs utama untuk transpor ion dan 
menunjukkan aktivitas enzim yang lebih tinggi 
serta berperan dalam mekanisme transportasi 
ion dan memiliki lebih kaya akan mitokondria 
pada anterior sel-sel dari insang yang dianggap 
sebagai situs utama pernapasan, menunjukkan 
gerakan pasif Na+ [27].  

Paparan zat beracun termasuk fenol dapat 
merusak jaringan insang, sehingga hal ini dapat 
mengurangi konsumsi oksigen dan mengganggu 
fungsi osmoregulasi organisme air. Keadaan 
patologis insang yang semakin parah akibat 
paparan zat beracun dapat menyebabkan 
gangguan pernapasan dan akhirnya menyebab-
kan kematian organisme tersebut [28]. 
Pemaparan logam berat merkuri klorida udang 
air tawar Macrobrachium menunjukkan 
pembesaran lamela insang dengan peningkatan 
hemosit [29]. 
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Abstrak 

Prevalensi obesitas meningkat di berbagai Negara Asia Pasifik, Eropa, Amerika Serikat, Australia serta di negara-
negara berkembang. Perubahan preadiposit menjadi adiposit yang mature memegang peranan dalam patogenesis 
obesitas. Teh hitam memiliki komponen antioksidan yang banyak berperan dalam pengontrolan proliferasi sel. 
Theaflavin pada teh hitam kemungkinan dapat menghambat perubahan preadiposit menjadi mature adiposit, maka 
prevalensi terjadinya obesitas sebagai pemicu berbagai penyakit metabolik dapat dicegah sejak dini. Tujuan penelitian 
ini untuk membuktikan pengaruh pemberian sari seduh teh hitam (Camellia sinensis) terhadap pencegahan 
peningkatan ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ pada tikus wistar dengan diet tinggi lemak. Penelitian dilakukan secara 
in vivo dengan menggunakan tikus strain wistar. Tikus dibagi menjadi kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan. 
Kelompok kontrol positif diberi diet tinggi lemak tanpa sari seduh teh hitam, sedangkan kelompok perlakuan diberi diet 
tinggi lemak dan sari seduh teh hitam dengan dosis 0,015 g, 0,030 g dan 0,045g/hari selama 90 hari secara bersamaan. 
Ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ diukur secara semikuantitatif dengan menghitung intensitas warna dengan Corell 
Photo Paint 11. Skor intensitas warna ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ hasil pewarnaan imunohistokimia dianalisis 
secara statistik dengan One way Anova dan analisis regresi dengan taraf  signifikansi p=0,05. Hasil penelitian  
menunjukkan bahwa sari seduh teh hitam dengan berbagai dosis (0,015 g, 0,030 g dan 0,045 g/hari) dapat mencegah 
peningkatan ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ secara signifikan (p=0,000)  dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif. Semakin besar dosis teh hitam maka ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ makin rendah. Berdasarkan analisis 
regresi dengan estimasi kurva logaritmik (p<0,05) terdapat hubungan fungsional dua arah yang kuat antara ERK1/2 
dengan PPARγ (R=0,798 dan R=0,780). Hasil penelitian ini membuktikan bahwa sari seduh teh hitam (C. sinensis) 
mampu mencegah peningkatan ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ pada tikus wistar dengan diet tinggi lemak.   
  
Kata kunci:  diet tinggi lemak, IGF-1, ERK1/2, jalur MAPK, PPARγ, teh hitam. 

 
Abstract 

The prevalence of obesity is increasing in many countries of Asia Pacific, Europe, USA, Australia and in developing 
countries. Preadiposit changes into mature adipocytes plays essential role in the pathogenesis of obesity. Black tea has 
antioxidant components which majoring the role in controlling cell proliferation. Theaflavins in black tea can inhibit the 
possibility of pre-adipocytes change into mature adipocytes, thus the prevalence of obesity as a trigger of various 
metabolic diseases can be early prevented. The purpose of this study was to prove the effect of black tea (Camellia 
sinensis) brewed cider towards the prevention of increased expression of IGF-1, ERK1/2 and PPARγ on wistar rat with 
high-fat diet. The study was conducted in vivo used Wistar strain rats. Rats were grouped into positive control group 
and the treatment group. Positive control group were given a high-fat diet without cider brewed of black tea, while the 
treatment group were given a high-fat diet and cider brewed of black tea with the doses of 0.015 g, 0.030 g and 
0.045g/day for 90 days simultaneously. Expression of IGF-1, ERK1/2 and PPARγ were measured semi-quantitatively by 
calculate the color intensity with Corell Photo Paint 11. Color intensity scored from expression of IGF-1, ERK1/2 and 
PPARγ as the results of immunohistochemistry were analyzed statistically with One way Anova and regression with 
signification degree p=0.05. The results showed that cider brewed of black tea with various doses (0.015 g, 0.030 g and 
0.045 g/day) can prevent an increase in the expression of IGF-1, ERK1/2 and PPARγ significantly (p=0.000)  compared to 
the positive control group. The greater the dose of black tea then the expression of IGF-1, ERK1/2 and PPARγ getting 
lower. Based on regression analysis with the estimation of logarithmic curve (p<0.05), there is a functional relationship 
between ERK1/2 and PPARγ (R=0.798 dan R=0.780). This study proved that the cider brewed of black tea (C. sinensis) 
able to prevent an increase in the expression of IGF-1, ERK1/2 and PPARγ on high-fat diet wistar rat.   
  
Keywords:  high-fat diet, IGF-1, ERK1/2, MAPK pathway, PPARγ, black tea. 
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PENDAHULUAN 
Prevalensi obesitas meningkat di berbagai 

Negara Asia Pasifik, Eropa, Amerika Serikat, 
Australia serta di negara-negara berkembang. 
Obesitas baik pada dewasa maupun anak-anak 
menjadi pemicu berbagai penyakit seperti 
penyakit kardiovaskuler, diabetes dan kanker 
memiliki hubungan yang kuat dengan 
peningkatan angka kematian di berbagai negara 
di dunia [1]. Di Indonesia 8,1% laki-laki 
overweight dan 6,8% obesitas,  10,5% wanita 
overweight  dan 13,5% obesitas [2]. Perubahan 
preadiposit menjadi adiposit mature memegang 
peranan pada patogenesis obesitas yang 
disebabkan oleh faktor genetik dan faktor 
lingkungan [1]. Pada kasus obesitas dan 
overweight peningkatan massa lemak dihasilkan 
akibat penambahan ukuran sel (hypertrophy) dan 
penambahan jumlah sel (hyperplasia) ataupun 
karena keduanya [1]. Melalui penghambatan 
proliferasi  dan perubahan preadiposit menjadi 
adiposit diharapkan dapat menurunkan 
prevalensi obesitas serta overweight.  

Proses adipogenesis dipicu oleh growth signal 
(sinyal pertumbuhan),  salah satunya adalah 
insulin like growth factor-I (IGF-1). Adanya 
pengikatan IGF-1 pada reseptor permukaan 
membran menyebabkan phosporilasi  reseptor 
dilanjutkan aktivasi jalur MAPK (Mitogen 
Activated Protein Kinase) [3]. IGF-1 merupakan 
ligand yang berperan pada sintesis insulin, faktor 
mitogen dan pertumbuhan sel serta juga 
berperan dalam diferensiasi beberapa sel 
termasuk preadiposit [4]. Jalur signaling proses 
adipogenesis melalui aktivasi MAPK khususnya 
extracellular signal-regulated kinase (ERKs) yang 
terstimulus oleh signal pertumbuhan menjadi 
penentu proses adipogenesis. Phosporilasi 
ERK1/2 akan memulai ekspresi C/EBP dan PPARγ 
yang menjadi 2 faktor kunci adipogenesis [1]. 

Salah satu bahan yang berperan pada proses 
penghambatan pertumbuhan (pengontrolan 
proliferasi) sel adalah teh hitam (Camellia 
sinensis). Teh hitam memiliki kandungan 
senyawa antioksidan theaflavin (TF) yang terdiri 
dari theaflavin (TF1), theaflavin-3-gallate (TF2A), 
theaflavin-3’-gallate (TF2B) dan Theaflavin-3-3’-
digallate (TF3) dengan memiliki kemiripan 
struktur kimia seperti cathecin pada teh hijau. 
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Theaflavin dan thearubigin sebagai komponen 
utama teh hitam adalah hasil konversi cathecin 
oleh enzim polifenol oksidase. Theaflavin dapat 
menjadi agen protektif untuk penyakit 
kardiovaskuler dan kanker, termasuk sebagai 
agen antihipertensi, antioksidatif dan aktivitas 
hipolipidemik [5]. Diet tinggi lemak dapat 
menstimulasi peningkatan proliferasi preadiposit 
serta ekspresi gen-gen spesifik adiposit yang 
terlibat dalam program adipogenik. Diet tinggi 
lemak menstimulasi peningkatan release growth 
factor khususnya IGF-1 yang banyak berperan 
dalam proliferasi dan diferensiasi preadiposit [6, 
7, 8]. 

Sampai saat ini masih belum pernah 
dilaporkan secara ilmiah bahwa secara in vivo teh 
hitam dapat menghambat proses perubahan 
preadiposit menjadi adiposit mature melalui 
penghambatan jalur MAPK  terhadap ekspresi 
IGF-1, ERK1/2, dan PPARγ. Berdasarkan beberapa 
fakta tersebut diprediksi theaflavin pada teh 
hitam kemungkinan dapat menghambat 
perubahan preadiposit menjadi adiposit mature 
melalui penghambatan signaling baik pada 
reseptor growth factor IGF-1 dan PPARγ sehingga 
signal transduksi untuk ekspresi gen spesifik 
adipogenesis dapat dihambat. Adanya proses 
inhibisi pada IGFR dan PPARγ diharapkan dapat 
menekan prevalensi obesitas sebagai pemicu 
berbagai penyakit metabolik sejak dini dengan 
pemanfaatan teh hitam sebagai terapi. Tujuan 
dari penelitian ini yaitu untuk membuktikan 
pengaruh sari seduh  teh hitam (C. sinensis) 
terhadap pencegahan peningkatan ekspresi IGF-

1, ERK1/2 dan PPAR  pada tikus wistar dengan 
diet tinggi lemak. 
 
METODE PENELITIAN 

Penelitian ini bersifat eskperimental 
laboratorik dengan rancangan acak lengkap (RAL) 
petak terbagi secara in vivo menggunakan model 
hewan coba  tikus  (Rattus novergicus strain 
wistar). 
 
Perlakuan Diet Tinggi Lemak dan Pemberian Sari 
Seduh Teh Hitam 

Tikus R. novergicus strain wistar jantan 
sejumlah 24 ekor diberi diet tinggi lemak selama 
90 hari yang diperoleh dari total kolesterol, asam 
kolat dan minyak babi (energi=6341,35 Kal) yang 
diberikan dalam bentuk pakan/pelet. Pada saat 
bersamaan dilakukan pemberian sari seduh teh 
hitam (C. sinensis) dari daun teh kering (Natural 
Exclusive Taste Black Tea, Medical Herb Centre 
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Yogyakarta Indonesia) dengan tiga kelompok 
dosis yaitu 0,015 g; 0,030 g; dan 0,045 g/hari dari 
konversi berat makanan tikus perhari 30 g/1000 
gr pakan. Daun tanaman teh sesuai dosis diseduh 
dengan air mendidih 1,5 mL; 3 mL; dan 4,5 mL 
(volume air yang digunakan yaitu dosis g/hari x 
100 ml), didiamkan 15 menit disaring dan diambil 
filtratnya kemudian diberikan secara peroral 
pada tikus perlakuan [9]. 
 
Pengambilan Jaringan Lemak Viseral 

Tikus percobaan setelah memiliki surat 
keterangan etika penelitian dibunuh dan diambil 
jaringan lemak viseral (bagian omentum) 
menggunakan alat seksi.  Kemudian sampel 
jaringan lemak viseral dari 4 kelompok dari 
masing-masing ulangan diletakkan pada cawan 
petri yang berisi larutan PBS. Sampel jaringan 
lemak kemudian diletakkan pada botol film berisi 
PFA (paraformaldehid) untuk proses embedding 
[10].  
 
Proses Embedding Jaringan Lemak Viseral 

Organ lemak viseral direndam dalam etanol 
70% selama minimal 24 jam, dan dilanjutkan 
dengan etanol 80% selama 2 jam. Direndam 
dalam etanol 90% dan 95% secara berurutan 
selama masing-masing 30 menit. Dilanjutkan 
perendaman sebanyak 3 kali dalam etanol 
absolut selama 30 menit masing-masing dalam 
botol yang berbeda. Kemudian direndam dalam 
xylol sebanyak 2 kali masing-masing selama 30 
menit. Proses selanjutnya dikerjakan dalam 
inkubator dengan suhu 56-58oC. Organ direndam 
xylol, kemudian ke dalam parafin sebanyak 3 kali. 
Dilanjutkan embedding dengan mencelupkan 
organ dalam parafin cair yang telah dituang 
dalam wadah. Setelah beberapa saat, parafin 
akan memadat dan organ berada dalam blok 
parafin [10]. 
 
Pewarnaan Organ dengan Metode Imuno-
histokimia 

Setelah organ dalam blok parafin dipotong 
dan diletakkan pada gelas objek, dilakukan 
deparafinisasi dan rehidrasi dengan mencelupkan 
organ dalam xylol sebanyak 2 kali, alkohol 
bertingkat (100%, 90%, 80%, 70%, 30%), dan 
akuades secara berurutan dan dicuci dalam PBS 
pH 7,4 selama 3x5 menit. Mencuci sel 1 kali 
dengan PBS dilanjutkan inkubasi sel pada 3% 
H2O2 dalam PBS selama 10 menit suhu ruang, 
dilanjutkan mencuci sel 3 kali dengan PBS. 
Menginkubasi sel pada 1% BSA (Bovine Serum 
Albumin) selama 1 jam pada suhu  ruang dan 

mencuci 3 kali dengan PBS. Mengencerkan 
antibodi primer dalam Goat serum/FBS/BSA 
hingga konsentrasi dan volume yang diinginkan 

(Antibodi  PPAR, ERK1/2 dan IGF-1, Santa Cruz 
1:100 dalam Goat serum atau FBS). 
Menginkubasi sel pada antibodi primer pada 
suhu 4oC selama 12 jam atau pada suhu ruang 
selama 2 jam. Mencuci sel dalam PBS selama 3x5 
menit. Mengencerkan antibodi sekunder berlabel 
biotin dalam PBS sampai konsentrasi dan volume 
yang diinginkan. (Anti Rabbit IgG berlabel Biotin, 
SIGMA 1:500 dalam PBS) dilanjutkan dengan 
menginkubasi sel dengan antibodi sekunder 
selama 1 jam pada suhu ruang. mencuci sel pada 
PBS selama 3x5 menit. Menetesi dengan SA-HRP 
(Streptavidin horseradish peroxidase) 1:500 
dalam PBS selama 40 menit. Mencuci sel dengan 
PBS selama 3x5 menit. Menetesi dengan DAB 
(Diaminobenzidine) selama 10 menit.  Mencuci 
sel dengan akuades 3x5 menit dilanjutkan 
counterstain dengan Mayer’s hematoxilen 
selama 10 menit. Mencuci/tetesi dengan air 
kran. Mencuci dengan akuades selama 10 menit 
dan dibiarkan pada suhu kamar. Setiap slide 
diberi label dan ditetesi medium mounting 
(entellan) dijatuhkan ke atas preparat. Cover 
glass ditutupkan ke atas preparat yang telah 
diberi mounting medium [11]. 
 
Penghitungan Ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ  
Hasil Imunohistokimia 

Setelah dilakukan pewarnaan dengan teknik 
imunohistokimia, preparat untuk masing-masing 
perlakuan dan masing-masing ulangan difoto 
dengan fotomikroskop Merk Olympus dengan 
perbesaran 400x. Hasil dari pemotretan 
kemudian dihitung intensitas warna ekspresi dari 
IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ dengan software Corell 
Photo Paint ver 11 dengan mengukur intensitas 
warna hasil pemeriksaan imunohistokimia yang 
dilakukan dengan memblok area yang akan 
diamati kemudian mencatat mean yang muncul 
pada histogram (semakin besar nilai intensitas 
warna/semakin cerah menunjukkan ekspresi 
yang semakin sedikit) [11]. 
 
Analisis Data 

Data hasil pengukuran ekspresi IGF-1, ERK1/2 
dan PPARγ berdasarkan intensitas warna 
kemudian dianalisis statistik dengan meng-
gunakan one way Anova (p<0,05) untuk 
mengetahui adanya pengaruh/perbedaan 
bermakna pada berbagai perlakuan. Selanjutnya 
dilakukan uji Tukey HSD dan LSD untuk 
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mengetahui perbedaan nyata antar perlakuan. 
Untuk mengetahui hubungan antar variabel 
penelitian/analisis jalur dilakukan uji regresi 
dengan estimasi kurva logaritmik (p<0,05). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pengaruh Sari Seduh Teh Hitam Pada Morfologi 
Adiposit 
Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa 
pemberian sari seduh teh hitam menyebabkan 
terjadinya penurunan ukuran sel adiposit dan 
juga diperoleh suatu gambaran pemberian sari 
seduh teh hitam meyebabkan jumlah sel lemak 
yang terbentuk sebagai hasil proliferasi dari 
preadiposit meningkat. Gambaran hasil 
pengamatan morfologi dari adiposit jaringan 
lemak viseral seperti Gambar 1. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Morfologi sel adiposit jaringan lemak viseral 
setelah perlakuan pemberian teh hitam hasil 
pewarnaan imunohistokimia dengan antibodi 

anti PPAR. Gambar diambil dengan fotomikroskop olympus 

dengan perbesaran 400x. (Tanda panah menunjukkan 
perbandingan ukuran sel adiposit pada 4  kelompok). 
Keterangan: A. Kontrol; B. Perlakuan  0,015 g/hari; C. Perlakuan  
0,030 g/hari; D. Perlakuan 0,045 g/hari. 

 
Pengaruh Sari Seduh Teh Hitam terhadap 
Ekspresi IGF-1 

Hasil Ekspresi IGF-1 pada adiposit jaringan 
lemak viseral setelah pemberian sari seduh teh 
hitam selama 90 hari menunjukkan penurunan, 
tetapi penurunan kadar IGF-1 tidak konsisten 
pada setiap perlakuan. Ekspresi IGF-1 adiposit 
jaringan lemak viseral dengan diet tinggi lemak 
menurun setelah dipapar dengan sari seduh teh 
hitam 0,015 g/hari tetapi meningkat pada 
perlakuan 0,030 g/hari dan kemudian diikuti 
penurunan ekspresi IGF-1 pada perlakuan 0,045 
g/hari.  

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 
ekspresi IGF-1 pada perlakuan 0,015 g/hari dan 
0,045 g/hari menurun  secara nyata 
dibandingkan dengan kontrol, tetapi tidak 
didapatkan beda bermakna ekspresi IGF-1 antara 

kontrol dengan perlakuan 0,030 g/hari sari seduh 
teh hitam.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Hubungan antara pemberian teh hitam 

terhadap intensitas warna ekspresi IGF-1 

 (*, signifikan pada p  0.05). 

Pada gambar diatas  dapat disimpulkan 
bahwa peningkatan dosis sari seduh teh hitam  
dapat menekan peningkatan ekspresi IGF-1 
adiposit lemak viseral tikus wistar dengan diet 
tinggi lemak  meskipun tidak konsisten. 
 
Pengaruh Sari Seduh Teh Hitam terhadap 
Ekspresi ERK1/2 

Hasil Ekspresi ERK1/2 pada adiposit jaringan 
lemak viseral setelah pemberian sari seduh teh 
hitam selama 90 hari menunjukkan penurunan 
konsisten pada setiap perlakuan. Ekspresi 
ERK1/21 adiposit jaringan lemak viseral dengan 
diet tinggi lemak menurun setelah dipapar 
dengan sari seduh teh hitam 0,015 g/hari, 0,030 
g/hari dan juga diikuti penurunan ekspresi 
ERK1/2 pada perlakuan 0,045 g/hari.  

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 
ekspresi ERK1/2 pada perlakuan 0,015 g/hari 
0,030 g/hari dan 0,045 g/hari  menurun  secara 
nyata dibandingkan dengan kontrol.  

 
Gambar 3. Hubungan antara pemberian teh hitam 

terhadap intensitas warna ekspresi  ERK1/2 

(*, signifikan pada p  0.05). 
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Pada gambar diatas dapat disimpulkan bahwa 
peningkatan dosis sari seduh teh hitam dapat 
menekan peningkatan ekspresi ERK1/2 adiposit 
lemak viseral tikus wistar dengan diet tinggi 
lemak secara konsisten. 
 
Pengaruh Sari Seduh Teh Hitam terhadap 

Ekspresi PPAR 

Untuk ekspresi PPAR pada adiposit jaringan 
lemak viseral dengan pemberian sari seduh teh 
hitam selama 90 hari menunjukkan penurunan 
konsisten pada setiap dosis perlakuan. Ekspresi 

PPAR adiposit jaringan lemak viseral dengan diet 
tinggi lemak menurun setelah dipapar dengan 
sari seduh teh hitam 0,015 g/hari, 0,030 g/hari 

dan juga diikuti penurunan ekspresi PPAR pada 
perlakuan 0,045 g/hari.  

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 

ekspresi PPAR pada perlakuan 0,015 g/hari 
0,030 g/hari dan 0,045 g/hari  menurun  secara 
nyata dibandingkan dengan kontrol (p ≤0,05). 

Pada gambar di atas dapat disimpulkan 
bahwa peningkatan dosis sari seduh teh hitam  

dapat menekan peningkatan ekspresi PPAR  
adiposit lemak viseral tikus wistar dengan diet 
tinggi lemak secara konsisten. 

 

 
Gambar 4. Hubungan antara pemberian teh hitam 

terhadap intensitas warna ekspresi PPAR 

 (*, signifikan pada p  0.05). 

 
PEMBAHASAN 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
pemberian teh hitam dosis 0,015 g, 0,030 g dan 
0,045 g menyebabkan pengecilan morfologi sel 
adiposit (Gambar 1). Teh sebagai agen 
antiproliferasi berperan di dalam pengontrolan 
massa sel adiposit dan juga sebagai agen anti 
hipertropi pada sel adiposit. Sebagian besar 
pertumbuhan jaringan lemak setelah lahir 
berasal dari hipertropi yang akan dapat mencapai 
ukuran 150 µm pada beberapa spesies [11].  

Marques et al. [7], menyebutkan bahwa induksi 
diet tinggi lemak akan meningkatkan ukuran sel 
lemak inguinal, apabila dibandingkan dengan 
hasil penelitian ini tampak dengan pemberian 
sari seduh teh hitam ukuran sel lemak mengalami 
penurunan pada tiga kelompok dosis perlakuan 
(peningkatan ukuran sel lemak dapat ditekan).  

Rosen et al. [12], menyebutkan bahwa proses 
normal adipogenesis terjadi apabila terdapat 
perubahan fenotip adiposit yang menyebabkan 
perubahan morfologis serta adanya akumulasi 
lipid vakuola akibat induksi oleh faktor transkripsi 
kunci yaitu PPARγ dalam proses adipogenesis. 
Pada penelitian ini, ukuran sel lemak kelompok 
kontrol berbeda dengan tiga kelompok perlakuan 
dosis teh hitam dalam hal ukuran vakuola sel 
lemak. Adanya inhibisi mekanisme kerja dari 
PPARγ sebagai faktor transkripsi kunci 
adipogenesis, menyebabkan proses pemasukan 
asam lemak melintasi membran yang disandi 
oleh gen target PPARγ dan pengikatan lemak 
intraseluler menurun oleh aktivitas metabolik 
senyawa aktif teh hitam. Hal ini berpengaruh 
terhadap ukuran sel lemak jaringan lemak viseral  
hasil proses adipogenesis yang secara normal 
memiliki vakuola besar. Akan tetapi, pada 
penelitian ini proses pembentukan karakteristik 
sel lemak normal tersebut terhambat oleh 
pemberian sari seduh teh hitam.  

Pada hewan yang diberi pakan tinggi lemak 
dan kolesterol, teh hijau, teh hitam, serta 
polifenol teh menyebabkan pencegahan 
peningkatan lipida serum dan hati, menurunkan 
kolesterol total serum atau indeks aterogenik, 
dan meningkatkan ekskresi fekal dari lipida dan 
kolesterol total. Polifenol teh menghambat 
aktivitas catechol-O methyltransferase dan 
bereaksi sinergis dengan kafein untuk 
memperpanjang stimulasi simpatetik dari 
thermogenesis [13]. Hal tersebut mengindikasi-
kan bahwa semakin besar dosis teh hitam yang 
diberikan pada kelompok perlakuan menyebab-
kan penurunan ukuran sel lemak akibat 
terhambatnya pemasukan asam lemak ke 
vakuola dan aktivitas thermogenesis. 

Hasil penelitian juga diperoleh gambaran efek 
pemberian sari seduh teh hitam dapat menekan 
ekspresi IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) yang 
berperan sebagai suatu growth factor penting 
proses adipogensis. IGF-1 bekerja secara autokrin 
pada sel lemak memegang peranan dalam 
stimulasi mitogenik maupun diferensiasi 
preadiposit menjadi adiposit. Menurut Scavo, et 
al. [14], menyebutkan bahwa secara in vitro IGF-
1 bekerja melalui IGF-R kemudian mengalami 
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phosporilasi substrat spesifik seperti Shc dan IRS-
1. IGF-1 dalam proses adipogenesis dengan 
melalui 2 jalur signal transduksi yaitu MAPK 
(Mitogen Activated Protein Kinase) yang 
berperan pada mekanisme diferensiasi dan jalur 
PI3K (Phospatidylinositol 3-Kinase) untuk proses 
pembelahan sel dan penekanan diferensiasi [3]. 
Ekspresi IGF-1 menurun pada kelompok 
perlakuan dari tiga dosis perlakuan yang berarti 
sari seduh teh hitam menghambat 
autophosporilasi IGFR dan menyebabkan 
penurunan ekpsresi IGF-1. 

Adanya penghambatan reseptor tersebut 
sejalan dengan penelitian sebelumnya dimana 
pemberian EGCG dan theaflavin secara in vitro 
dilaporkan dapat menekan autophosporilasi dari 
EGFR dan PDGFR sebagai reseptor dari kedua 
growth factor tersebut [15]. Penelitian ini 
menunjukkan semakin besar dosis teh hitam 
semakin rendah ekspresi dari IGF-1 setelah 90 
hari perlakuan diet tinggi lemak (p=0,00) dengan 
taraf signifikansi P<0,05. Terjadinya variasi 
penurunan ekspresi dari IGF-1 untuk 3 kelompok 
perlakuan terhadap kelompok kontrol, 
dimungkinkan adanya proses homeostasis 
internal sel lemak. Posovsky et al. [16], 
menyebutkan pada preadiposit dan adiposit 
apoptosis memegang peranan penting dalam 
regulasi massa sel lemak. Reseptor untuk ligan 
apoptosis (CD 95, TRAIL-R1 dan 2, dan TNFR) 
diekspresikan baik pada sel adiposit manusia 
ataupun pada hewan. Penghambatan aktivitas 
autokrin dari IGF-1 akan memicu ligan untuk 
berikatan pada death reseptor serta menginduksi 
jalur apoptosis. 

Adanya fluktuasi nilai rata-rata ekspresi IGF-1 
pada 3 kelompok perlakuan adalah gambaran 
konsep pengurangan adiposit dengan apoptosis 
yang berkontribusi secara signifikan terhadap 
massa jaringan lemak. Pada penelitian ini juga 

diketahui ekspresi TNF- meningkat. Penelitian 
terbaru menyebutkan bahwa terjadinya 
apoptosis sel lemak pada hewan coba 
merupakan sebuah mekanisme homeostasis 
terhadap pengontrolan jumlah sel lemak akibat 
induksi ligand pemicu apoptosis. IGF-1 memiliki 
kemampuan untuk mempertahankan preadiposit 
dan adiposit dari induksi ligand pada reseptor 
apoptosis untuk segera melakukan program cell 
death. Pemblokiran jalur PI3K dan p38 MAPK 

akan memacu CD 95, TRAIL, dan TNF- untuk 
segera berikatan pada reseptornya [16]. 

IGF-1 memediasi jalur survival  melewati 
MAPK akan lebih dominan jika jalur PI3K tidak 

dapat berfungsi. IGF-1 menginisiasi aktivasi jalur 
PI3K, p38 MAPK, p42/44 MAPK sebagai sinyal 
survival terhadap stimulasi ligan untuk apoptosis 

sel lemak seperti TNF- [16]. Hal ini juga 
diperkuat dengan gambaran hasil uji regresi 
dimana jalur IGF-1 yang menginduksi terhadap 

PPAR memiliki koefisien lebih besar 
dibandingkan melalui jalur ERK1/2. Hal ini 
berarti, akibat terhambatnya aktivitas ERK1/2, 
maka untuk menjaga homeostasis massa jaringan 
lemak aktivitas jalur PI3K akan meningkat. 
Adanya fluktuasi nilai ekspresi dari IGF-1 
dimungkinkan karena aktivitas survival  terhadap 
inhibisi jalur ERK1/2 oleh pemberian teh hitam 

dan meningkatnya ekspresi TNF-. Yu et al. [15], 
menyatakan bahwa efek penghambatan 
autophosporilasi growth factor pada reseptornya 
paling kuat terjadi oleh senyawa aktif dalam teh 
hitam yaitu TF3 (Theaflavin-3-3’-digallate). 
Sedangkan penelitian Bode dan Dong [17], 
memberikan hipotesis komponen aktif teh hitam 
diduga menghambat phosporilasi pada beberapa 
bagian seperti pada reseptor growth factor, pada 
jalur Ras, anggota jalur MAPKs dan aktivasi serta 
translokasi faktor transkripsi sitoplasmik. Jalur 
yang digunakan oleh IGF-1 adalah melalui jalur 
MAPK. Pada hasil penelitian ini, ekspresi dari 
ERK1/2 pada tiga kelompok dosis perlakuan 
mengalami penurunan. Hasil tersebut didukung 
oleh penelitian Chung et al. [18] yang 
menggunakan mouse epidermal cell line dengan 
pemberian EGCG dan TF3 berhasil menurunkan 
level fosforilasi jalur ERK1/2 dan MEK1/2 sampai 
50%.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa efek 
senyawa aktif teh hitam dapat menekan 
fosforilasi IGF-1 pada reseptornya dan 
menyebabkan  penurunan ekspresi IGF-1 yang 
berkelanjutan dengan penurunan ekspresi 
ERK1/2. Akan tetapi, apakah dengan terjadinya 
penurunan ekspresi IGF-1 dan ERK1/2 
menyebabkan ekspresi dari PI3K meningkat 
masih memerlukan penelitian lebih lanjut sebab 
jalur PI3K berperan dalam mitogenesis dan 
penekanan diferensiasi. Disamping itu, perlu 
penyelidikan lebih lanjut terhadap ekspresi 
protein jalur lain seperti Ras yang juga akan 
mengaktivasi jalur MAPK serta ekspresi dari 
beberapa protein marker untuk perubahan 
morfologi seperti MMP-14, Co6a1, dan Gjb3 yang 
berperan dalam proses akhir adipogenesis. Hasil 
analisis statistik dengan one way Anova 
menunjukkan makin besar dosis teh hitam 
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ekspresi ERK1/2 semakin menurun (p=0,000) 
dengan taraf signifikansi p<0,05. 

Pemberian sari seduh teh hitam pada 
penelitian ini juga menyebabkan penurunan level 
ekspresi PPARγ pada 3 kelompok dosis 
perlakuan. Ekspresi PPARγ sendiri sangat 
tergantung dari inducer alami maupun sintetik 
yang akan mengaktivasinya. Selain itu, PPARγ 
akan teraktivasi setelah terjadi induksi sinyal 
transduksi jalur MAPK khususnya jalur ERK1/2 
untuk segera translokasi pada coding region di 
genom dan mengaktivasi gen-gen penting untuk 
tahap akhir diferensiasi [19]. Akan tetapi, pada 
penjelasan sebelumnya telah disebutkan bahwa 
terjadi penghambatan autofosforilasi dari IGF-1 
pada reseptornya serta penurunan ekspresi 
ERK1/2. Akibat adanya penghambatan tersebut, 
dari hasil penelitian ini menunjukkan semakin 
besar dosis perlakuan ekspresi PPARγ menurun 
secara signifikan (p=0,000) dengan taraf 
signifikansi p<0,05. 

PPARγ akan teraktivasi dan meningkat 
ekspresinya oleh ligan alami berupa asam lemak 
yang terdapat pada diet tinggi lemak sebagai 
inducer diferensiasi serta memicu peningkatan 
ekspresi growth factor IGF-1. Adanya inhibisi 
auotofosforilasi IGF-1 pada reseptornya oleh 
senyawa aktif teh hitam mengakibatkan 
penurunan ekspresi PPARγ secara tidak langsung. 
Chiba et al. [8] menyebutkan adanya induksi diet 
tinggi lemak khususnya VLDL akan meningkatkan 
ekspresi PPARγ pada level mRNA. Senyawa aktif 
dalam teh hitam menyebabkan penurunan 
ekspresi dari PPARγ memiliki kemungkinan jalur 
penghambatan, yaitu melalui penghambatan 
growth factor IGF-1 di reseptor membran dan 
jalur signal transduksinya yaitu jalur MAPK 
khususnya ERK1/2. Mekanisme kerja komponen 
senyawa aktif teh hitam mungkin langsung 
memblokir aktivasi PPARγ pada binding site 
tempat ligan berikatan pada PPARγ seperti yang 
dikemukakan dalam hipotesis Bode dan Dong 
[17] dan hal ini masih memerlukan penelitian 
lebih lanjut. 

Komponen teh hitam dimungkinkan dapat 
menekan level ekspresi PPARγ dengan 
menghambat ataupun menurunkan ekspresi 
faktor transkripsi lain yaitu kelompok C/EBP 
(CCAAT/Enhancer Binding Protein) isoform serta 
SREBP1/ADD1 (Adipocyte Determination and 
Differentiation Factor 1) ataupun pengikatan 
keduanya pada PPARγ. Kedua faktor transkripsi 
ini merupakan aktivator PPARγ dalam proses 
adipogenesis dan masih belum diketahui secara 
in vivo apakah komponen aktif teh hitam dapat . 

Apabila ekspresi dan aktivasi dari PPARγ 
terhambat ataupun menurun, proses akhir 
diferensiasi yang ditentukan oleh beberapa gen 
target PPARγ juga akan terhambat dan secara 
tidak langsung proses diferensiasi juga menurun. 
Hal ini didukung oleh penelitian [20] yang 
menyebutkan penyisipan suatu sekuen basa 
(PTHrP) dalam kultur 3T3-L1 dapat menghambat 
aktivitas PPARγ dan menyebabkan tingkat 
diferensiasi menjadi menurun. Tanabe et al. [21] 
juga menjelaskan adanya pemberian stretching 
mekanik pada kultur 3T3-L1 menyebabkan 
penghambatan aktivitas PPARγ dengan down 
regulation jalur ERK/MAPK sehingga proses akhir 
dari diferensiasi preadiposit menjadi adiposit 
menurun secara signifikan. 

Pada penelitian ini pemberian sari seduh teh 
hitam sebagai bahan alam yang menyebabkan 
penurunan ekspresi PPARγ secara tidak langsung 
seperti yang disebutkan di awal akan 
menentukan perubahan morfologi serta 
akumulasi lipid pada vakuola sel lemak. Hal ini 
terjadi karena penghambatan autofosforilasi 
pada IGFR serta penurunan aktivitas jalur MAPK 
(khususnya ERK1/2) maka beberapa protein 
spesifik (morphological modifier) yang akan 
menginduksi PPARγ juga akan menurun 
ekspresinya serta akan mempengaruhi terhadap 
bentuk dan ukuran akhir sel lemak setelah 
diferensiasi selesai. PPARγ sendiri menurut 
Desvergne dan Wahli [22] sangat berperan untuk 
menginduksi gen spesifik seperti aP2 yang 
berperan untuk pengikatan intraseluler asam 
lemak, CPTI untuk pemasukan asam lemak ke 
mitokondria, FATP untuk transport asam lemak 
melintasi membran, GLUT 4 untuk homeostasis 
glukosa, LPL untuk pelepasan asam lemak dari 
trigliserida serta beberapa gen spesifik lain untuk 
tahap akhir diferensiasi dan apabila aktivasi serta 
ekspresi PPARγ terhambat maka perubahan 
fenotip akhir sel lemak akan mengalami 
perubahan dibandingkan pada kondisi normal. 

Pada hasil analisis jalur terlihat bahwa 
ekspresi IGF-1 memiliki keterkaitan baik pada 
ERK1/2 ataupun terhadap PPARγ secara 
langsung. Dari kerangka konseptual dan 
gambaran mekanisme kerja dari IGF-1 sebagai 
growth factor seperti yang dikemukakan oleh Yu 
Hua et al. [3] dimana IGF-1 dalam mekanisme 
kerjanya untuk menginduksi proses diferensiasi 
dalam proses adipogenesis bisa melewati jalur 
MAPK khususnya jalur ERK1/2 ataupun jalur PI3K. 
Secara jelas nampak bahwa diantara ERK1/2 dan 
PPARγ nilai keeratan hubungan fungsional yang 
cukup tinggi sesuai dengan koefisien regresi  
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(R=0,798 dan R=0,780) dan keduanya memiliki 
hubungan saling menginduksi dalam 2 
arah/timbal balik. Dari analisis regresi diperoleh 
hasil bahwa ERK1/2 dan PPARγ tidak memiliki 
hubungan fisiologis dua arah atau menginduksi 
balik yang cukup kuat terhadap IGF-1. Aktivitas 
ERK1/2 dan PPARγ ditentukan oleh stimulasi IGF-
1 yang bekerja terlebih dahulu pada reseptor 
membran dimana IGF-1 bekerja secara autokrin 
[4, 14, 23]. 

Berdasarkan hasil analisis jalur timbul suatu 
dugaan apabila teh hitam dapat menurunkan 
ekspresi dari IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ terlihat 
bahwa adanya induksi IGF-1 terhadap PPARγ 
kemungkinan juga melewati jalur sinyal 
transduksi lain dilihat dari koefisien regresi lebih 
besar (0,721) dibandingkan induksi lewat jalur 
ERK1/2 (0,580). Hal ini memunculkan suatu 
hipotesis bahwa jalur PI3K yang disebutkan oleh 
Yu Hua et al. [3] dilalui oleh IGF-1 untuk menekan 
proses diferensiasi mungkin meningkat 
aktivitasnya dengan pemberian sari seduh teh 
hitam pada tikus yang diinduksi dengan diet 
tinggi lemak dan menyebabkan ekspresi PPARγ 
sebagai faktor transkripsi kunci adipogenesis 
mengalami penurunan. Dari hasil penelitian ini  
perubahan ekspresi beberapa protein penting 
sebagai marker morfologis untuk proses 
diferensiasi yang berperan penting pada tahap 
akhir adipogenesis masih belum diketahui 
perubahan ekspresinya. Berdasarkan fakta hasil 
penelitian dan kajian teoritik maka hipotesis yang 
menyatakan bahwa sari seduh teh hitam (C. 
sinensis) dapat menurunkan proses diferensiasi 
adiposit pada tikus wistar yang diberi diet tinggi 
lemak melalui pencegahan peningkatan ekspresi 
IGF-1, ERK1/2 dan PPARγ terbukti. 
 
KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan dari hasil penelitian ini maka 
dapat dibuat suatu kesimpulan sari seduh teh 
hitam (C. sinensis) dapat mencegah peningkatan 

ekspresi IGF-1, ERK1/2 dan PPAR  pada tikus 
wistar yang diberi diet tinggi lemak.  

Masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 
pengaruh teh hitam secara in vivo terhadap 
ekspresi protein biomarker MMP-14, Co6a1, dan 
Gjb3, jalur sinyal transduksi PI3K dan faktor 
transkripsi C/EBP, SREBP  serta  bagaimanakah 
pengaruh teh hitam terhadap ekspresi protein 

CD95, TRAIL dan TNF- sebagai pemicu apoptosis 
sel lemak pada proses adipogenesis.  
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ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui miokard infark prematur yang terjadi karena homocystein disebabkan oleh 
adanya mutasi gen C677T MTHFR. Sampel darah diambil dari pasien dengan keadaan intermediate hyperhomocystein) 
sebanyak 14 orang; dua diantaranya hyperhomocystin obligat. Pengukuran DNA Total menggunakan spektrofotometer 
260 nm dan 280 nm dan visualisasi menggunakan elektroforesis gel agarosa. DNA mutan gen MTHFR diamplifikasi 
dengan PCR dan gen MTHFR (C677T) diisolasi menggunakan primer yang dirancang menggunakan Fast PCR. Gen mutan 
MTHFR (C677T) diamplifikasi dan visualisasi melalui Automated Sequencer Analyzer dengan pembanding gen CBS exon 
3, 7, dan 8 normal, serta data sekuens Gene Bank OMIM. Hasil penelitian menunjukkan bahwa determinasi konstruksi 
primer untuk lokus mutasi C677T semakin mudah ditetapkan. Sehingga membuka peluang untuk menggali informasi 
baru mengenai protein patologis pada pasien miokard infark prematur. Molekul polipeptida yang ditemukan memiliki 
sekuens GRLQLRSGPGEAHPK *VW*LL*HLCGRLPQRPPRSREL*G*PEALEGEGVCGSR FHHHAAFL*G dengan berat molekul 
1.6 kda. Pencandraan molekul tersebut dengan NOC  memiliki motif Glycosaminoglycan site dan N-Myristolation site, 
diduga dapat mempercepat proses atherosclerosis dan atherothrombosis. 

 
Kata kunci: Gen MTHFR C677t, homocystein, Premature Cardio Infarction  
 

ABSTRACT 
This research was aimed to assess the premature myocardial infarction which occurred because of the mutation of 
C677T MTHFR gene. Blood samples were taken from 14 patients with intermediate hyperhomocysteine; two of them 
are obligate hyperhomocysteine. DNA Total was assesses by spectrophotometer 260 nm and 280 nm and visualized by 
agarose gel electrophoresis. DNA mutation of MTHFR gene was amplified with PCR and MTHFR (C677T) gene isolated by 
designed primer from Fast PCR. Mutation Gene of MTHFR (C677T) was amplified and visualized by Automated 
Sequencer Analyzer compared to the gene of CBS exon 3, 7, and 8 normal, as well as sequence form Gene Bank NCBI, 
OMIM. The results showed that the primer construction for mutation locus of C677T is getting determined easier. Thus 
open the opportunity to explore new information of pathological protein on the patients of premature myocardial 
infarction. Polypeptide molecules which was found has GRLQLRSGPGEAHPK *VW*LL*HLCGRLPQRPPRSREL*G*PEALEG 
EGVCGSRFHHHAAFL*G sequence with molecular weight 1.6 kda. Molecular sensing with NOC has similar motif to 
Glycosaminoglycan site and N-Myristolation site, which assumed could accelerate the process of atherosclerosis and 
atherothrombosis. 

 
Key words: Gen MTHFR C677t, homocysteine, Premature Cardio Infarction 

 
 
PENDAHULUAN1 

Peningkatan level plasma asam amino 
homocystein telah teridentifikasi sebagai faktor 
resiko independen untuk atherosclerosis, 
termasuk di dalamnya coronary artery disease, 
cerebrovascular disease, peripheral vascular 
disease dan venous trombolism [1-4]. Studi 
mengindikasikan bahwa 15%-30% pasien dengan 
prematur occlusive vascular disease memiliki 
konsentrasi plasma homocystein meningkat 
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secara moderat yakni di atas 15 mmol.L-1. Plasma 
dengan konsentrasi homocystein 5-15 mmol.L-1 
termasuk kategori moderat hyperhomocystein, 
bila konsentrasi plasma mencapai lebih dari 30 -
100 mmol.L-1 disebut sebagai intermediat 
hyperhomocystein, jika homocystein >100 
mmol.L-1 disebut sebagai obligat hyper-
homocystein yang sebenarnya [3,5]. Keadaan 
moderat hyperhomocystein merupakan faktor 
resiko atheroclerosis dan thrombosis yang 
berakibat miokard infark. Kondisi dapat 
mencetus penyakit hipertensi yang merupakan 
salah satu faktor resiko terjadinya penyakit 
jantung koroner dan menyebabkan komplikasi 
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pada organ lain, seperti pada mata, ginjal dan 
otak,  serta pencetus penyakit kanker [6].  

Penyakit-penyakit tersebut disebabkan oleh 
berbagai proses pathogenesis yaitu atheroscle-
rosis, atherotrombosis, proses aging dan 
degenerative, inflamasi dan infeksi serta 
defisiensi nutrisi [7]. Agen patologis penyebab 
penyakit terdiri dari free radical, cholesterol, 
trigliserida, oksidasi LDL, adanya foam cell, juga 
homocystein yang berlebih (hiperhomocystein) 
akibatnya vitamin deficiency dan mutasi genetik.  

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 
profil homocystein pada miokard infark prematur 
di Rumah Sakit di Kota Malang. Penelitian ini 
sebagai pembuktian pola titik mutasi pada 
urutan basa pada gen MTHFR pada nomor 677 
yakni C677T, yang menyebabkan terjadinya 
hiperhomocys-teinemia (HHCys) pada penderita 
miokard infark premature. Penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui miokard infark 
prematur yang terjadi karena homocystein 
disebabkan oleh adanya mutasi gen C677T 
MTHFR, ataukah karena malnutrisi seperti 
defisiensi vitamin yang berkaitan dengan 
metabolisme homocystein. 
 
METODE PENELITIAN 
Isolasi DNA Darah Total 

Darah diambil dari pasien dengan keadaan 
intermediate hyperhomocystein sebanyak 14 
penderita, dengan 2 kasus berstatus hiperhomo-
cystin obligat. Darah sebanyak 10 ml dalam 
tabung vakum bersalut EDTA sebagai anti 
koagulan. Pengukuran konsentrasi DNA total  
dilakukan dengan dengan spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. 
Visualisasi dengan gel agarosa yang di foto 
dengan kamera Polaroid DS-40. Disimpan Cairan 
DNA dalam suhu –20oC. 

 
Visualisasi DNA Gel Agarosa Elektroforesis 

Preparasi 1% agarosa dengan mencampur 0,2 
gr ultra pure agarose dan 1 X TBE sebanyak 20 ml 
dalam flask. Masukan dalam microwave sampai 
mendidih dan campuran merata, ambil dan 
letakan sampai kira-kira suhu mencapai 50-60oC. 
Tambahkan 10 mg/mL ethidium broide sebanyak 
2 µl, campurkan dan tuangkan pada tempat gel. 
Pastikan tebal gel ±3-5 mm. Lepaskan sisir gel 
dan tambahkan buffer elektroforesis sampai 
menutup gel. Dilusi sampel DNA 10 X dengan 1 X 
TAE. Campur 5 µl sampel DNA yang telah diencer 
dengan 1,5 µl loading buffer dan masukan ke 
dalam sumuran menggunakan mikropipet. 

Pasang elektroforesis pada voltase yang konstan 
yaitu 100 volt atau 50 volt. 

 
Amplifikasi DNA Mutan Gen MTHFR  

Amplifikasi DNA mutan gen MTHFR dilakukan 
dengan PCR, menggunakan mikro pipet ukuran  
0,5-10 l dan 10-100 µl. Tabung eppendrof untuk 
PCR volume 500 µl. Perangkat lengkap 
elektroforesis termasuk didalamnya cetak gel 
dan tanki buffer elektroda. DNTP, Taq 
polymerase, dan Primer DNA: Gen MTHFR. 

 
Isolasi Gen MTHFR (C677T) 

Pada sampel dengan kemurnian DNA > 1.5 
dilakukan isolasi gen MTHFR untuk melihat titik 
mutasi C677T. Konstruksi rancangan primer 
menggunakan Fast PCR. Primer Invitrogen 
MTHFR F: GGG AGG CTT CAA CTA CGC AGT GG. 
Lokus Sekuens: 507-529. Primer Invitrogen 
MTHFR R: AGC CTC AAA GAA AAG CTG CGT G. 
Lokus Sekuens: 678-699.Sekuens Produk PCR: 
507-699 =193 bp.  
 
Amplifikasi gen mutan MTHFR (C677T)  

Denaturasi awal 94oC selama 5’, 30 siklus 
dengan kondisi temperatur denaturasi pada suhu 
94oC selama 30 detik. Annealing pada suhu 
62.9oC selama 1 menit, ekstensi pada 72oC 
selama 1 menit, ekstensi tambahan pada suhu 
72

o
C selama 7 menit sebanyak 1 siklus, diakhiri 

dengan temperatur 4oC selama 30 detik. 
 

Visualisasi Hasil Amplifikasi PCR 
Ambil dari tabung mikro berisi DNA gen hasil 

amplifikasi sebanyak 10 µl dicampur dengan 
loading buffer sebanyak 1.5 l dalam masih dalam 
pipet diaduk secara inverse, kemudian masukan 
ke dalam sumur agarose gel 2% dan 
dielektroforesis dengan tegangan 40 volt selama 
2 jam. Kemudian hasilnya divisualisasi dengan 
UV-transilluminator dan di foto dengan kamera 
Polaroid DS-40. 

Pemurnian DNA isolat Gen CBS Exon 3, 7, 
dan 8, serta gen MTHFR, masing-masing 
mencapai 200 pg.uL-1. Disekuens dengan 
Automated Sequencer Analyzer. Hasil sekuensing 
dianalisis dengan membandingkan dengan 
sekuens gen CBS exon 3, 7, dan 8 normal, serta 
gen MTHFR dengan menggunakan data sekuens 
Gene Bank NCBI Tahun 2005, OMIM database. 
Untuk mengetahui posisi mutasi gen CBS dan 
MTHFR. 
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HASIL PENELITIAN 
Perancangan primer mengguna-kan Fast PCR 

tahun 2005 dan ApEditor tahun 2005, dengan 
menggunakan data conserve region gen MTHFR 
dari Genebank NCBI dengan kode akses 1.032 
CCDS-MTHFR tahun 2005. Pemetaan conserve 
region gen MTHFR sebagai berikut. Band isolat 
DNA total dari pasien miokard infark prematur 
adalah sebagaimana gambar 1.1. Pemetaan 
posisi primer pada conserve region MTHFR pada 
Gambar 1.  

Hasil hibridisasi pada primer INV. MTHFR 
diperoleh bahwa primer forward MTHFR-F pada 
posisi 507..529 sedangkan posisi primer reverse 
pada posisi 678..699. Analisis sekuens dengan 
menggunakan automated sequencer dan 
menggunakan  perangkat lunak Artemis versi 7 
tahun 2005 dari The Sanger Institute diperoleh 
bahwa pada posisi titik mutasi C67T terjadi miss 
reading frame pada posisi 677. 

Pemetaan posisi primer dapat melukiskan 
artefak metoda yang digunakan. Seperti yang 
telah dilakukan oleh penelitian sebelumnya 
dimana rentang posisi sekuens nukleotida yang 
besar dipotong dengan enzim HnfI [8,9] (Gambar 
1). Pemetaan gen ini dilakukan dengan input data 
informasi yang terdapat pada Genbank NCBI 
tahun 2005 tentang Consencus Conserve DNA 
Sequence (CCDS) gen MTHFR. Kesesuaian primer 
dengan conserve region MTHFR masing-masing 
100, yang menunjukkan kualitas primer yang 
sesuai untuk membidik fragmen sekuens DNA 
pada conserve region gen MTHFR.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 1. Pemetaan gen MTHFR pada conserve region 

dengan rentang basa nukleotida sebesar 1971 
bp. Posisi mutasi C677T berwarna merah, 
dibidik dengan primer INV MTHFR warna biru. 

 
 

Hasil yang sama diperoleh dari visualisasi 
pemetaan gen MTHFR C677T pada conserve 
region digambarkan dengan ApEditor. komposisi 
Polipeptida hasil translasi teridentifikasi pada 
fragmen 507..699, sekuens asam amino yakni, 
GRLQLRSGPGEAHPK*VW*LL*HLCGRLPQRPPRSEL 
*G*PEALEGEGVCGSRFHHHAAFL*G (warna hijau 
pada Gambar 2.). Molekul ini diduga sebagai 
agen pada proses percepatan terjadinya 
atherosclerosis dan atherotrombosis.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Sekuens DNA pada Lokus 507..701. Terdapat 

penultimatebase mutasi C677T dengan warna 
merah. Primer Sadewa berwarna orange 
sedangkan primer invitrogen berwarna hijau. 
Pada bagian bawah sekuens DNA terdapat 
polipeptida hasil translasi yang merupakan 
molekul patologis secara ruang 3D.  

 
Analisis hibridisasi pada Gambar 3 menun-

jukkan posisi primer pada conserve region CCDS 
MTHFR. Pada primer Phillipe yang digunakan 
mengemukakan bahwa rentang PCR product 
sebesar 1186 bp dan tidak membidik lokus 
C677T. Kualitas primer agar sesuai dengan 
conserve region bernilai kurang dari 100 sehingga 
banyak nukleotida yang tidak sesuai dengan 
pasangan pada conserve region. Kondisi ini dapat 
mengakibatkan tingkat kesulitan untuk dilakukan 
isolasi gen mutan MTHFR C677T.   

Pr.Phil-F2(AI.2003) 471...475
Pr.Phil-R5(AI.2003) 470...467
PP.SDW-2(Sadewa.2002) 460...712
Pr.Phil.F1(AI.2003) 449...453

Pr.Phil-R4(AI.2003) 246...244

Pr.Phil-R3(AI.2003) 169...166
160 HinfI (3)

131 HinfI (3)
Pr.SDW-R2 114...111
Pr.Phil-R2(AI.2003) 114...111

ccds mtfr 1...1968
Pr.SDW-R-1 1...1
Pr.Phil-R1(AI.2003) 1...1

PP.INV.(MZ.2006) 507...699
Primer.INV-F(MZ.2006) 507...526
Pr.Phil-R6(AI.2003) 555...551

Primer SDW-F(Sadewa.2002) 632...652
Pr.SDW Subt C-G 637...637
PP.SDW-1(Sadewa.2002) 644...1065
Pr.PhilF-3(AI.2003) 651...661

Locus Mutasi C677T 673...678
Primer.INV.R(MZ.2006) 697...678

Pr.SDW-R3 829...825
Pr.SDW-R4 835...834

Pr.SDW-R5 855...852
Pr.SDW-R6 937...934
Pr.Phil-R7(AI.2003) 937...934

1804 HinfI (3)

CCDS-MTHFR Locus Primer-c.abi
1971 bp
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Pada penelitian Sadewa [9], yang menyatakan 
bahwa conserve region gen MTHFR dalam posisi 
reverse sehingga primer yang digunakan menjadi 
target sekuens dengan warna biru (Gambar 3). 
Nilai skor kesesuaian (matching) kurang dari 100 
pada posisi 460..712 sekitar 253 bp dimana di 
dalamnya terdapat penultimate base mutasi 
C677T. Jangkau primer ini dengan nilai skor 
sebagaimana pada Gambar 3 menjangkau hampir 
seluruh conserve region (Gambar 1), sehingga 
diperoleh PCR produk dengan rentang yang  
cukup besar dan mendapatkan  sekuens pada 
lokus 460..712. Pada penelitian tahun 2006 
menggunakan primer produksi Invitrogen dengan 
sekuens AGC CTC AAA GAA AAG CTG CGT G, 
tampak bahwa pada lokus 507..526 nilai 
kesesuaian (matching) 100 dan pada lokus 
678..699 dengan nilai yang sama. Hasil PCR 
diperoleh panjang sekuens sebesar 193 bp yang 
menjangkau penultimate base mutan C677T. 

Lokus 507..699 adalah fragmen sekuens DNA 
dari conserve region CCDS-MTHFR. Sekuens DNA 
posisi 507..699 dapat dilakukan translasi dengan 
menggunakan perangkat lunak 
komputer.Polipeptida translasi pada region ini 
dapat divisualisasi dengan menggunakan 
perangkat lunak molekul modeling untuk 
memprediksi struktur, bentuk, dan motif molekul 
yang diduga bersifat patologis. Sehingga 
eksperimen untuk pengkajian proteomik 
patologis dapat dirancang dan diarahkan pada 
target molekul. Penentuan posisi asam amino 
dalam bentuk alfahelix dan betasheets 

ditentukan dengan menggunakan Molecular 
Biology Software [11] dengan sekuens pada 
(Gambar 3.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Band gel elektroforesis gen mutan MTHFR 

C677T pada lokus fragmen DNA 507..699 
pada CCDS-MTHFR 2005.  Frame shift reading 
pada posisi T 677 dengan peptida 
SRSDFSLRLTHSSAL berwarna pink. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Perbandingan oligonukleotida primer dengan analisis sekuens AnnHyb 2005 untuk determinasi posisi 

oligonukleotida dalam conserve region gen MTHFR 
 

Pada visualisasi struktur dilakuakan dengan 
menggunakan software Rastop, PyMol, dan SPDV 
Deepview 3.1 Swiss-prosite. Motif molekul 
berada pada peptida SGP sebagai 
Glycosaminoglycan site, dan GVCGSR sebagai N-
Myristolation site. Pembacaan motif peptida 

menggunakan NOC 2005 (Gambar 4 dan 5). Hasil 
penelitian ini dapat dijadikan kandidat marker 
untuk  penyakit mutasi genetik MTHFR C677T, 
dengan alllel mutan heterozygote CT dan 
homozyogote TT  yang menyebabkan hiper-
homocysteinemia dan hiperhomocysteinuria. 
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Gambar 5. Visualisasi molekul polipeptida translasi dari sekuens DNA pada lokus 507..699. Conserve region CCDS-MTHFR 

sekuens: RLQLRSGPGEAHPK*VW*LL*HLCGRLPQRPPRSREL*G*PEALEGEG VCGSRFHHHAAFL*G, dengan Rastop 
2005, pyMol 2005 dan SPDV 3.1 2004 sebagai potensial elektrostatstik tampak pada warna biru. 

 

KESIMPULAN 
Data/informasi NCBI Genebank conserve 

region CCDS-MTHFR dapat digunakan untuk 
diagnostik penyakit mutasi genetik MTHFR C677T 
pada miokard infark prematur. Sekuens GRLQLR 
SGPGEAHPK*VW*LL*HLCGRLPQRPPRSREL*G*PE
ALEGEGVCGSRFHHHAAFL*G berat molekul 1.6 
kda.  Pencandraan molekul tersebut dengan NOC 
memiliki motif Glycosaminoglycan site dan N-
Myristolation site, diduga dapat mempercepat 
proses atherosclerosis dan atherothrombosis. 
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1   
2   
3   
4   
5   

Sources: Journal of PPSUB 
(Calibri 8.5 Left)

 

Figures 
Figures should be in high resolution and well 

contrast in JPEG or PDF with the following 
conditions: 

 Monochrome image (line art), figures of black 
and white diagram (solid/no shades of gray), 
resolution 1000-1200 dpi (dot per inch). 

 Combination Halftone, combine figure and 
text (image containing text) and coloured 
graphic or in grayscale format. Resolution 
600-900 dpi. 

 Halftone, coloured figure or grayscale format 
without text. Resolution 300 dpi. 

 Black and white figure should be in 
the grayscale mode, while coloured figures 
should be in RGB mode. 

 Figure should not exceed the width of 8 cm 
(one column), 12.5 cm (1.5 columns) or 17 cm 
(two columns). 

 Figures title typed clearly below the figure.  

 Figure with pointing arrow should be grouped 
(grouping). 

 Figures were recommended in black and 
white. 

 Legend or figure description should be clear 
and complete. If compressed, the figure 
should be readable.  

 Statistic graphic should be supplemented with 
data sources.  

 If the figures come from the third party, it 
should have the copyright transfer from the 
sources. 
 
 

 

 

 

 

 

Figure 1. Illustration of Dimensional Figure of one column 

width. Figure dimension adjusted to the width of 

one column. Name the figure (diagram) written 

below the image. 
(Calibri 8.5 Justify) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. . Illustration of Dimensional Figure of two column width. Figure dimension adjusted to the width of two columns (137 

mm).  Figure were align top or bottom of the page. 
(Calibri 8.5 Justify) 

width of 66mm, similar to column width 

height requirement  is adjustable  

width of 137 mm, fit to right and left margins 

height requirement  is adjustable  
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References 

1. Primary references include journal, patent, 
dissertation, thesis, paper in proceeding and 
text book. 

2. Avoid self citation. 
3. Author should avoid reference in reference, 

popular book, and internet reference except 
journal and private ana state institution.  

4. Author was not allowed to use abstract as 
references. 

5. References should been published (book, 
research journal or proceeding). Unpublished 
references or not displayed data can not be 
used as references.  

6. References typed in numbering list (format 
number 1,2,3,…), ordered sequentially as they 
appear in the text (system of Vancouver or 
author-number style). 

7. Citation in the manuscript typed only the 
references number (not the author and year), 
example: Obesity is an accumulation of fat in 
large quantities which would cause excessive 
body weight (overweight) [1]. Obesity is a risk 
factor of diabetic, hypertension dan 
atherosclerosis [2]. 

 
CONCLUSION (Calibri 10 Bold, Left, Capslock) 

Conclusion of the study's findings are written 
in brief, concise and solid, without more 
additional new interpretation. This section can 
also be written on research novelty, advantages 
and disadvantages of the research, as well as 
recommendations for future research.
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