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ABSTRAK

Latar Belakang: Diet tinggi lemak memperburuk stres oksidatif, yang
menyebabkan kerusakan seluler dan memicu berbagai penyakit. Pemberian
propolis tunggal dapat memicu reaksi alergi dan vitamin E dosis tinggi dapat
berisiko pro-oksidan. Kombinasi propolis dan vitamin E dianggap memiliki potensi
sinergis untuk mengatasi stres oksidatif. Tujuan: Membuktikan pengaruh
kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E terhadap kadar superoxide dismutase
(SOD) dan malondialdehyda (MDA).

Metode: Penelitian eksperimental dengan rancangan post test only control group
design pada 30 ekor tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus). Lima kelompok,
termasuk kelompok kontrol sehat (K1), kelompok kontrol negatif yang menerima
induksi diet tinggi lemak (K2), kelompok diet tinggi lemak dan vitamin E dosis 12
mg/kgBB/hari (K3), kelompok diet tinggi lemak dan ekstrak propolis dosis 36
mg/kgBB/hart (K4), dan kelompok diet tinggi lemak beserta kombinasi dosis
ekstrak propolis 18 mg/kgBB/hari dan vitamin E 6 mg/kgBB/hari (K5) yang
diberikan setiap hari selama 14 hari. Sampel darah diambil pada hari ke-15 untuk
mengukur kadar SOD dan MDA menggunakan metode ELISA.

Hasil: Rerata kadar SOD terendah ditemukan pada kelompok K2 (1,334 + 0,187
ng/mL) dan tertinggi pada K3 (1,954 £ 0,156 ng/mL). Uji One-Way ANOVA
(Robust) yang dilanjutkan dengan uji post hoc Tamhane’s T2 menunjukkan
perbedaan signifikan antara K2 dan K3 (p = 0,005). Rerata kadar MDA terendah
ditemukan pada K2 (0,250 + 0,068 mmol/mL) dan tertinggi pada K3 (0,442 + 0,077
mmol/mL). Uji One-Way ANOVA dan uji post hoc LSD menunjukkan perbedaan
MDA yang signifikan antar kelompok (p < 0,05), khususnya antara K2 dengan
seluruh kelompok lainnya.

Kesimpulan: Kadar SOD ditemukan lebih tinggi pada kelompok yang diberikan
vitamin E dosis 12 mg/kgBB/hari.

Kata Kunci: Diet Tinggi Lemak, Ekstrak Propolis, Vitamin E, SOD, MDA
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ABSTRACT

Background: High fat diet (HFD) exacerbates oxidative stress, leading to cellular
damage and triggering various diseases. The administration of a single propolis or
high dose vitamin E risks triggering allergic reactions or pro-oxidant effects.
Therefore, the combination of propolis and vitamin E is considered to have
synergistic potential in mitigating oxidative stress. Objective: To prove the effect of

combining propolis extract and vitamin E on superoxide dismutase (SOD) and
malondialdehyde (MDA) levels.

Method: This experimental research used a post-test only control group design on
30 male Wistar rats (Rattus norvegicus). The subjects were divided into five groups
for 14 days treatment period. Group Kl served as the healthy control, while group
K2 acted as the negative control receiving a high-fat diet. Group K3 received a
high-fat diet and vitamin E at a dose of 12 mg/kgBW/day. Group K4 received a
high-fat diet and propolis extract at a dose of 36 mg/kgBW/day. Group K5 received
a high-fat diet combined with propolis extract at 18 mg/kgBW/day and vitamin E at
6 mg/kgBW/day. The researchers collected blood samples on day 15 to measure
SOD and MDA levels using the ELISA method.

Results: The lowest mean SOD level was observed in group K2 (1.334 £ 0.187) and
the highest in K3 (1.954 £ 0.156). One-Way ANOVA (Robust) followed by
Tamhane’s T2 post hoc test revealed a significant difference between K2 and K3 (p
= 0.005). The lowest mean MDA level was found in K2 (0.250 = 0.068) and the
highest in K3 (0.442 = 0.077). One-Way ANOVA and LSD post hoc tests showed
significant MDA differences between groups (p < 0.05), specifically between K2
and all other groups.

Conclusion: The researchers found higher SOD levels in the group receiving
vitamin E at a dose of 12 mg/kgBW/day.

Keywords: High Fat Diet, Propolis Extract, Vitamin E, SOD, MDA

xxi



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Diet tinggi lemak memicu stres oksidatif melalui mekanisme akumulasi
lipid yang membebani oksidasi mitokondria, sehingga menyebabkan
kebocoran elektron yang memicu produksi Reactive Oxygen Species (ROS)
berlebih. Kondisi stres oksidatif dapat menurunkan ekspresi enzim antioksidan
endogen seperti superoxide dismutase (SOD) dan memicu peroksidasi lipid
yang menghasilkan malondialdehyde (MDA) sebagai produk toksik penyebab
kerusakan sel.' Vitamin E dengan dosis 6 mg/kgBB/hari terbukti efektif
meningkatkan kadar SOD dan menurunkan kadar MDA dengan melindungi
membran sel melalui pemutusan rantai peroksidasi lipid.*” Propolis dapat
mengurangi radikal bebas, mengikat logam, dan dengan dosis 18
mg/kgBB/hari dan 36 mg/kgBB/hari terbukti efektif meningkatkan kadar
SOD.5710:11 penggunaan antioksidan eksogen harus dilakukan secara hati-hati
karena pemberian propolis tunggal atau vitamin E dosis tinggi (vitamin E 27
mg/kgBB/hari telah dikategorikan toksik) dapat memicu efek pro-oksidan,
reaksi alergi, gangguan neurologis, serta meningkatkan risiko stroke

hemoragik.'?"1¢
Ketidakseimbangan antara aktivitas enzim SOD dan produksi MDA

memicu stres oksidatif berkelanjutan yang menyebabkan kerusakan sel.>~

Kegagalan dalam mengelola stres oksidatif akibat konsumsi diet tinggi lemak



memicu disfungsi metabolik dan berkontribusi pada perkembangan berbagai
penyakit."!7 Jaringan seluler menjadi rentan terhadap inflamasi kronis,
kerusakan membran sel, serta berbagai kondisi patologis, termasuk penyakit
kardiovaskular  (aterosklerosis), gangguan metabolik, dan penyakit
neurodegeneratif, +!1%-2!

Penelitian membuktikan bahwa kandungan flavonoid, asam fenolat, serta
terpenoid dalam propolis secara efektif melindungi konsentrasi vitamin C di
dalam jaringan.??> Senyawa fenolik tersebut juga meningkatkan waktu
hambatan oksidasi (/ag time) dalam darah melalui mekanisme penangkapan
radikal bebas maupun pengikatan ion logam.'® Vitamin E bertindak sebagai
antioksidan larut lemak primer yang mendonorkan atom hidrogen untuk
mencegah pcroksidasi  lipid serta menurunkan kadar MDA secara
signifikan.!%?* Propolis menunjukkan aktivitas menyerupai enzim SOD (SOD-
like action) yang menjaga ketersediaan gugus sulthidril seperti gluthation
(GSH), sementara vitamin C dan GSH bekerja meregenerasi vitamin E dari
bentuk radikal bebas nya agar dapat kembali melindungi integritas membran
sel.® Kombinasi propolis dan vitamin E memberikan efek sinergis dalam
menurunkan kadar kolesterol darah serta low-density lipoprotein (LDL) lebih
baik dibandingkan pemberian tunggal, serta meningkatkan kadar high-density
lipoprotein (HDL) secara signifikan.'®?

Mekanisme kerja propolis dan vitamin E yang saling melengkapi menjadi
dasar dalam urgensi penelitian ini, karena kombinasi propolis dan vitamin E

memberikan efek sinergis, berfungsi sebagai agen antioksidan dan pelindung



1.2

1.3

terhadap berbagai kondisi stres oksidatif.”!** Kombinasi propolis dan vitamin
E mampu mengoptimalkan pemulihan status antioksidan seluler melalui
regenerasi vitamin E dan penguatan aktivitas enzim SOD, dan memberikan
perlindungan lebih komprehensif terhadap peroksidasi lipid pada membran sel
dibandingkan pemberian tunggal.'>!*!> Kombinasi polifenol dan vitamin E
dosis sedang secara signifikan lebih baik dalam meningkatkan aktivitas enzim
SOD, kapasitas antioksidan, dan memberi manfaat imunomodulator tambahan
dibandingkan pemberian vitamin E tunggal dosis rendah atau dosis tinggi.>*
Pemilihan strategi kombinasi propolis dan vitamin E dapat menjadi pendekatan
yang paling efektif untuk memulihkan ketidakseimbangan SOD dan MDA
serta mencegah konsekuensi patologis dari stress oksidatif akibat diet tinggi

lemak.

Rumusan Penelitian

“Apakah terdapat pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E
terhadap kadar superoxide dismutase (SOD) dan malondialdehyda (MDA)
pada tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi

lemak?”

Tujuan Penelitian
1.3.1 Umum
Membuktikan pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E

terhadap kadar superoxide dismutase (SOD) dan malondialdehyda



(MDA) pada tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi

diet tinggi lemak.

1.3.2 Khusus

1. Membuktikan efek diet tinggi lemak terhadap kadar superoxide
dismutase (SOD) dan malondialdehyda (MDA).

2. Membuktikan pengaruh vitamin E dengan dosis 12 mg/ KgBB/ hari
terhadap kadar superoxide dismutase (SOD) dan malondialdehyda
(MDA) pada tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang
diinduksi diet tinggi lemak.

3. Membuktikan pengaruh ekstrak propolis dengan dosis 36 mg/ KgBB/
hari  terhadap kadar superoxide dismutase @ (SOD) dan
malondialdehyda (MDA) pada tikus jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak.

4. Membuktikan pengaruh kombinasi ekstrak propolis dengan dosis 18
mg/ KgBB/ hari dan vitamin E dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari
terhadap kadar superoxide dismutase (SOD) dan malondialdehyda
(MDA) pada tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang

diinduksi diet tinggi lemak.



1.4 Orisinalitas Penelitian

Tabel 1.1 Orisinalitas Penelitian

Peneliti,

No Judul Metode Hasil

tahun

1. Hashem, Effect of Vitamin E e Studi in e Propolis dengan dosis
N.M., et  or Propolis vivo pada 150 mg/kg pakan atau
al., Supplementation on  kelinci vitamin E dengan dosis
2013% Semen Quality, jantan New 150 mg/ kg pakan

Oxidative Status and ~ Zealand secara signifikan
Hematobiochemical ~ White meningkatkan kualitas
Changes of Rabbit e Post-test semen, aktivitas
Bucks during Hot only control  seksual, dan kadar
Season group hormon reproduksi
design pada kelinci jantan.

e Propolis atau vitamin E
memperbaiki profil
lipid dengan
menurunkan kolesterol
dan trigliserida serta
meningkatkan high
density lipoprotein
(HDL).

e Propolis secara spesifik
lebih unggul dalam
meningkatkan fotal
antioxidant capacity
(TAC) dan konsentrasi
testosteron.

2. Santos,  Antioxidant Effects e Studi in ¢ Suplementasi propolis
N.W., et of a Propolis Extract  vivo pada dengan dosis 1.200 mg/
al., and Vitamin E in sapi kg bahan kering dan
2016'°  Blood and Milk of Holstein vitamin E dengan dosis

Dairy Cows Fed perah 375 IU/ kg bahan
Diet Containing e Post-test kering pakan sapi perah
Flaxseed Oil only control ~ meningkatkan kualitas
group lemak dan sifat
design antioksidan susu,

meskipun tidak berhasil
mencegah oksidasi
lemak susu.




Almaeen The Protective e Studi in e kombinasi vitamin E-C
, AH., Effect of Propolis vivo pada dengan masing-masing
Ibrahim,  Compared to tikus jantan dosis 50 mg/ kgBB
M.AE., Vitamins C and E Swiss menunjukkan efek
2018° Antioxidant albino perlindungan pada
Mixture in Post-test jaringan paru yang
Cyclophosphamide only control  lebih baik
(CTX) -Induced group dibandingkan propolis
Lung Toxicity In design dengan dosis 90 mg/
Mice kg/ hari pada tikus
yang diinduksi CTX
Sajjad, Synergistic Studi in Kombinasi propolis
S.,etal., Potential of vivo pada dengan dosis 50 mg/
2019% Propolis and tikus albino ~ kgBB dan vitamin E
Vitamin E Against Post-test dengan dosis 150 mg/
Sub-Acute Toxicity only control kgBB secara signifikan
of Aluminum group memperbaiki profil
Chloride (AICl3) in design lipid dan fungsi hati,
Albino Mice: In serta mengembalikan
Vivo Study struktur histologis hati
normal
Sajjad, FEthanolic Extract Studi in Kombinasi propolis
S.,etal., of Propolis and vivo pada dengan dosis 50 mg/
2020’ Vitamin E tikus albino - kgBB dan vitamin E
Attenuates Metal- Post-test dengan dosis 150 mg/
Induced Testicular only control ~ kgBB menunjukkan
Necrosis: Time- group efek sinergis dalam
Related Study on design memulihkan berat
Male Reproductive organ, jumlah, dan

System in Albino
Mice

motilitas sperma.
Perbaikan yang lebih
signifikan pada
pengobatan jangka
panjang menunjukkan
efektivitas antioksidan
alami ini dalam
mengatasi kerusakan
reproduksi.




6. Wani, E., The Influence of e Studi in e Propolis dengan dosis
et al., Continuous Multi vivo pada 3,6 mg/ 200 gBB, 7,2
2020 Stage tikus Wistar mg/ 200 gBB, dan 14,4

Countercurrent jantan mg/200 gBB
Extraction Process e Post-test menunjukkan
(CMCE) Propolis only control ~ peningkatan aktivitas
Extract group enzim SOD secara
Administration on design signifikan
Superoxide e Propolis dengan dosis
Dismutase Activity 3,6 mg/ 200 gBB, dan
and Hepatocytes 14,4 mg/200 gBB
Fibrosis Degree secara signifikan

(An Experimental menurunkan tingkat
Study on Male fibrosis hati

Wistar Rats

Induced with

Carbon

Tetrachloride

(CCly))

7  Ratna- Effect of Tender o Studi in e Kombinasi serbuk air
watl, R.,  Coconut Water vivo pada kelapa muda dengan
et al., Powder Enriched tikus Wistar - dosis 0.4 g/ 200 gBB
2024° with Vitamin E in jantan dan vitamin E dengan

Preventing o Post-test dosis 1.8 U/ 200 gBB

Oxidative Stress of only control  secara efektif

Diabetes Male group mencegah stres

Wistar Rats design oksidatif, yang
ditunjukkan oleh
peningkatan SOD dan

GPx, serta penurunan
MDA, IL-1, IL-6, TNF
o, dan CRP.

Orisinalitas penelitian "Pengaruh Kombinasi Ekstrak Propolis dan Vitamin

E terhadap Kadar Superoxide Dismutase (SOD) dan Malondialdehyde (MDA)
pada Tikus yang Diinduksi Diet Tinggi Lemak" terletak pada potensi sinergis
dari kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E, memungkinkan perbandingan
efektivitas pemberian kombinasi dan pemberian tunggal, serta memberikan

wawasan baru tentang efek perlindungan ekstrak propolis dan vitamin E.



1.5

Penelitian ini berfokus pada kadar SOD (enzim antioksidan endogen) dan
MDA (penanda peroksidasi lipid) sebagai indikator utama stres oksidatif, yang
memungkinkan analisis tentang bagaimana ekstrak propolis dan vitamin E
mempengaruhi pertahanan antioksidan dan kerusakan seluler. Penelitian ini
juga berfokus pada model stres oksidatif yang disebabkan diet tinggi lemak,
yang berbeda dari penelitian sebelumnya yang disebabkan oleh paparan logam
berat, toksisitas obat, atau stres panas. Model stres oksidatif tersebut
memungkinkan pemahaman tentang mekanisme kerja ekstrak propolis dan
vitamin E dalam kondisi patofisiologis yang berbeda. Penelitian ini diharapkan
dapat menjadi sumber ilmiah yang baru, dan spesifik dalam membahas peran
ekstrak propolis dan vitamin E sebagai agen antioksidan dalam mencegah stres

oksidatif yang disebabkan oleh diet tinggi lemak.

Manfaat Penelitian
1.5.1 Teoritis
1. Memberikan kontribusi ilmiah yang spesifik dalam pengembangan
pengetahuan mengenai pengaruh ekstrak propolis dan Vitamin E
sebagai antioksidan sinergis dalam menangkal stres oksidatif akibat
diet tinggi lemak.
2. Memperkaya literatur dan menjadi dasar bagi penelitian lebih lanjut
mengenai mekanisme kerja ekstrak propolis dan Vitamin E dalam
mempengaruhi jalur peroksidasi lipid (MDA) dan sistem pertahanan

antioksidan endogen (SOD).



1.5.2 Praktis

1. Menyediakan data yang dapat digunakan sebagai dasar pertimbangan
dalam pengembangan produk nutrasetikal atau suplemen kesehatan
yang mengandung ekstrak propolis dan Vitamin E untuk pencegahan
kondisi yang terkait dengan diet tinggi lemak dan stres oksidatif,
dengan fokus pada efektivitas kombinasi ekstrak propolis dan vitamin
E dalam meningkatkan kadar SOD dan menurunkan kadar MDA.

2. Memberikan informasi yang spesifik dan terukur bagi tenaga
kesehatan dan masyarakat umum mengenai potensi penggunaan
ekstrak propolis dan Vitamin E sebagai agen pelindung terhadap
kerusakan oksidatif, yang ditunjukkan melalui penurunan kadar MDA
dan perbaikan sistem pertahanan antioksidan endogen (SOD), yang

diakibatkan oleh pola makan tinggi lemak.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Superoxide Dismutase (SOD)
2.1.1 Definisi, Fungsi, dan Mekanisme Kerja
Superoxide dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan endogen
yang berperan sebagai pertahanan utama tubuh terhadap stres oksidatif.
Enzim SOD secara spesifik melibatkan katalisis dismutasi atau
disproporsionasi radikal anion superoksida (O2¢"), yang merupakan hasil
sampingan metabolisme oksigen yang tidak stabil, menjadi hidrogen
peroksida (H20:) dan oksigen molekuler (O2), sehingga menjaga
keseimbangan dinamis antara produksi dan eliminasi oksidan biologis,
serta mencegah efek toksik radikal bebas. 8202528
Hidrogen peroksida (H-0:) yang dihasilkan didegradasi lebih lanjut
menjadi air (H20) melalui kerjasama dengan enzim lain seperti catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GPx), atau peroxiredoxin (PRx) guna
menghindari akumulasi toksik, seperti yang digambarkan dalam Gambar
2.1.'82% Aktivitas SOD dapat berubah menjadi pro-oksidan jika H,O»

yang dihasilkan menumpuk berlebihan, menyebabkan produksi ROS dan

toksisitas pada sel.?’

10
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Gambar 2.1 Mekanisme Pertahanan Antioksidan Seluler®’

2.1.2 Klasifikasi dan Lokalisasi
Enzim SOD bertindak sebagai enzim oksidoreduktase yang
memanfaatkan ion logam transisi (seperti Cu, Zn, Mn) pada situs aktifnya
untuk menjalankan siklus oksidasi dan reduksi secara bergantian, !8-20-30-31
Berdasarkan kofaktor logam dan lokalisasi selulernya, SOD
diklasifikasikan menjadi tiga jenis utama (Gambar 2.2), antara lain:
1. Cu/ZnSOD atau SOD; adalah bentuk SOD intraseluler yang

menyumbang sekitar 80% dari total protein SOD. Enzim SOD;

bertanggung jawab untuk mengatur tingkat dasar stres oksidatif yang
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berasal dari produksi O2¢~ di mitokondria dan sitosol. Enzim SOD;
sering ditemukan di sitoplasma, inti sel, dan ruang antar-membran
mitokondria.*!82° Aktivitas enzim SOD; bergantung pada tembaga
(Cu) sebagai katalis dan seng (Zn) untuk menjaga stabilitas serta

struktur molekuler.'®

. Mn-SOD atau SOD; disintesis di sitoplasma dan kemudian

terlokalisasi di matriks mitokondria. Aktivitas katalitik enzim SOD>

berkaitan dengan kofaktor Mangan (Mn).'®

. EC-SOD atau extracellular = superoxide dismutase (SOD3)

didistribusikan dalam darah, getah bening, cairan sinovial, dan

jaringan ekstraseluler. Enzim SOD; juga menggunakan Cu/Zn sebagai

kofaktor.n'®

rGambar 2.2 Tipe dan Distribusi Enzim SOD dalam Sel'®
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2.1.3 Regulasi Ekspresi
Ekspresi SOD diatur oleh beberapa faktor transkripsi dan jalur
pensinyalan, antara lain:

1. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) dianggap sebagai
pengatur utama ekspresi gen antioksidan setelah berpisah dari protein
kelch-like ECH-associated protein [ (Keapl). Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) bermigrasi ke nukleus, mengikat
antioxidant response element (ARE) pada promotor gen SOD,
meningkatkan ekspresi SOD endogen. '*2°

2. Phosphoinositide 3-kinase (P13K)/ protein kinase b (Akt)/ nuclear
factor-kappa B (NF-kB)/ forkhead box O (FOXO) dilaporkan
meningkatkan ekspresi SOD dengan memindahkan NF-«kB ke dalam
nukleus dan mengeluarkan FOXO ke sitoplasma.etaka’

3. Regulasi SOD melibatkan modifikasi epigenetik, seperti metilasi
DNA, asetilasi histon dan ekspresi mRNA.n #!%2° Metilasi DNA pada
wilayah promotor gen berfungsi sebagai pengatur utama yang dapat
menekan ekspresi gen, khususnya pada SOD;. Asetilasi histon
berperan melalui penataan ulang kromatin untuk meningkatkan atau
menurunkan aksesibilitas gen SOD agar dapat ditranskripsi, terutama
pada SOD».kul'® Jumlah mRNA SOD; dikendalikan setelah proses
pembentukan (pasca-transkripsi) oleh mikroRNA khusus, yaitu miR-
377 dan miR-206, yang bertugas menghentikan pembuatan protein

SOD.*
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2.1.4 Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim SOD
Aktivitas SOD sebagai enzim antioksidan utama dipengaruhi oleh
berbagai faktor yang secara langsung memodulasi produksi, fungsi, atau
stabilitasnya, antara lain:

1. Genetik. Mutasi genetik, khususnya pada gen SOD; kromosom
21922.11, dapat mengubah fungsi enzim dari antioksidan protektif
menjadi neurotoksik. Mutasi genetik memicu misfolding dan agregasi
protein yang terkait dengan penyakit neurodegeneratif.* Genetik
menentukan ketersediaan kofaktor logam yang dibutuhkan untuk
stabilitas struktur enzim SOD.ay*’

2. Jenis Kelamin. Penelitian menemukan bahwa aktivitas enzim SOD
memiliki sifat dimorfik secara seksual. Rata-rata aktivitas enzim SOD
ditemukan jauh lebih tinggi pada wanita dibandingkan pada laki-laki.
Perbedaan pengaruh kadar SOD berdasarkan jenis kelamin
kemungkinan dipengaruhi oleh variasi laju metabolisme, perbedaan
sistem hormon (endokrinologi), serta interaksi genetik dengan
kromosom seks.>?

3. Usia. Usia merupakan faktor paling berpengaruh karena ekspresi SOD
(terutama SOD3) menurun secara signifikan seiring bertambahnya
usia.u'®2® Seiring bertambahnya usia, terjadi penurunan fungsi
proteasome dan gangguan mitokondria yang memicu agregasi protein

SOD; yang beracun.*
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4. Metabolisme. Kondisi metabolik sel sangat memengaruhi aktivitas
enzim SOD1 melalui mekanisme pengaturan jalur mammalian target
of rapamycin complex I (mTORCI1) sebagai respons terhadap
ketersediaan nutrisi.*® Mutasi pada gen SOD1 dapat memicu kondisi
hipermetabolisme pada jaringan otot rangka manusia.”’ Proses
respirasi sel dan rantai pernapasan mitokondria menjadi sumber utama
produksi radikal superoksida di dalam tubuh. Akumulasi superoksida
tersebut secara langsung menentukan tingkat kebutuhan aktivitas
enzim SOD seluler untuk menjaga keseimbangan redoks.’

5. Berat Badan dan Nutrisi. Konsumsi lemak yang berlebihan,
terutama yang kaya asam lemak jenuh, dapat menyebabkan kelebihan
nutrisi, membebani rantai transpor elektron mitokondria dan
menstimulasi B-oksidasi asam lemak bebas, sehingga meningkatkan
produksi ROS, khususnya radikal Q2+ .**** Peningkatan produksi
ROS yang berkelanjutan mengakibatkan peningkatan aktivitas enzim
SOD sebagai reaksi kompensasi, yang pada akhirnya menyebabkan
deplesi karena tubuh kesulitan meregenerasi enzim SOD secepat laju
penggunaannya.®> % Penurunan aktivitas enzim SOD merupakan awal
kegagalan dalam sistem pertahanan antioksidan, yang secara langsung
memicu akumulasi radikal O+~ dan kerusakan pada lipid sel.!*
Aktivitas SOD juga sangat bergantung pada keberadaan kofaktor

logam Cu, Zn, atau Mn. Gangguan pada struktur enzim yang
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menyebabkan pelepasan kofaktor logam akan mengarah pada
inaktivasi enzim SOD.%*

. Aktivitas Fisik. Olahraga, terutama pada ibu hamil, dilaporkan dapat
meningkatkan sekresi SOD3, termasuk dari plasenta ke janin untuk
kesehatan metabolisme pada anak.'®

. Lingkungan. Paparan radiasi ultraviolet B (UVB) dan polutan
lingkungan memicu produksi radikal bebas secara berlebihan. Beban
radikal bebas tersebut memaksa sistem enzim SOD bekerja lebih keras
atau mengganggu keseimbangan aktivitasnya di dalam tubuh.*!8:1%2°
Peningkatan kadar ROS dan H>O, di lingkungan seluler memicu
perubahan fungsi SOD dari enzim menjadi faktor transkripsi di dalam
nukleus:® Paparan zat berbahaya seperti gas mustard dan asap rokok
dapat menghancurkan cadangan SOD endogen secara signifikan. Zat
kimia beracun seperti CTX juga merusak pertahanan enzim SOD
melalui mekanisme stres oksidatif yang ekstrem. !*-20-26

. Stres Oksidatif. Tingkat produksi ROS dan reactive nitrogen species
(RNS) yang tidak terkontrol memicu kebutuhan mendesak akan
aktivitas enzim SOD untuk mencegah kerusakan oksidatif pada
komponen protein, lipid, dan deoxyribonucleic acid (DNA).27283!
Kadar H>0O> yang berlebih dapat merusak stabilitas struktur dimer
SOD; melalui mekanisme modifikasi oksidatif pada residu histidin.*

Kondisi stres oksidatif kronis pada penderita diabetes menyebabkan

kadar SOD menjadi tidak normal di dalam tubuh. Stres oksidatif yang
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berkepanjangan mempercepat proses glikasi yang merusak fungsi
esensial enzim SOD.'®2° Hasil peroksidasi lipid juga dapat bertindak

sebagai perusak fungsi enzimatik SOD secara signifikan.?

2.1.5 Konsekuensi Penurunan Aktivitas Enzim SOD

Penurunan aktivitas enzim SOD dapat menyebabkan berbagai
konsekuensi patologis, terutama berhubungan dengan peningkatan stres
oksidatif dan akumulasi ROS. Ketika aktivitas SOD menurun, terjadi
penumpukan O+ yang meningkatkan stres oksidatif, mengoksidasi
makromolekul vital seperti DNA, protein dan lipid.*>!®2° Kondisi
tersebut memicu mutasi, kerusakan organel scluler, bahkan kematian sel
melalui apoptosis.* Delesi gen SOD, menginduksi produksi berlebih

molekul beracun seperti MDA >’

2.1.6 Metode Analisis
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kompetitif adalah
metode analisis yang sensitif untuk mengukur kadar SOD. Prinsip ELISA
adalah menilai kompetisi antara SOD dalam sampel dan standar SOD
untuk berikatan dengan antibodi spesifik. Penambahan substrat akan
menghasilkan perubahan warna setelah terjadi inkubasi. Konsentrasi
SOD dalam sampel ditentukan dengan mengukur densitas optik pada 450

nm dan membandingkannya dengan kurva standar yang tersedia.*’
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2.2 Malondialdehyde (MDA)
2.2.1 Definisi

Malondialdehid (MDA) merupakan senyawa dialdehid dengan
rumus molekul C3H40; (struktur MDA dapat dilihat pada Gambar 2.3)
yang berperan sebagai spesies elektrofil reaktif dengan tingkat reaktivitas
tinggi, sehingga memungkinkan terjadinya berbagai reaksi silang dengan
bahan biokimia lainnya.*'"* Malondialdehid (MDA) berfungsi sebagai
biomarker atau penanda biologis yang paling luas digunakan untuk
menilai tingkat stres oksidatif.>***7 Konsentrasi MDA di dalam tubuh
mencerminkan derajat kerusakan oksidatif pada membran sel, jaringan,
dan organ akibat proses metabolisme maupun paparan
kontaminan.>#!*2449 Pengounaan MDA sebagai parameter laboratorium
sangat penting untuk mengukur jumlah radikal bebas secara tidak
langsung, karena radikal bebas sulit diukur secara langsung akibat waktu
paruhnya yang sangat pendek.’'*° Malondialdehyde (MDA) memiliki
dampak biologis yang signifikan karena sifatnya yang toksik bagi sel dan
memiliki efek mutagenik yang berpotensi merusak materi
genetik 243450 Malondialdehyde (MDA) dapat merusak integritas
struktur sel dan sering kali ditemukan pada kondisi patologis tertentu,
seperti pada dinding arteri yang mengalami aterosklerosis.>*° Tubuh
manusia umumnya mempertahankan nilai normal MDA pada rentang

2,02 hingga 4,65 pmol/L untuk menjaga keseimbangan fisiologis.>>
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Asam Tiobarbiturat Malondialdehid

Gambar 2.3 Struktur Malondialdehyde (MDA )?!

2.2.2 Mekanisme Peroksidasi Lipid dan Pembentukan MDA

Peroksidasi lipid merupakan proses kerusakan oksidatif yang
menyerang lipid dengan ikatan rangkap karbon-karbon, terutama asam
lemak tak jenuh ganda/ polyunsaturated fatty acids (PUFA) pada
fosfolipid membran sel dan lipoprotein plasma, yang dapat terjadi baik
secara enzimatik melalui peran lipoksigenase (LLOX) dan siklooksigenas
(COX-2) maupun secara non-enzimatik yang dimediasi oleh radikal
bebas.?#1:42:4633 Mekanisme ini berlangsung melalui tiga tahapan utama
yang berkesinambungan, dimulai dari fase inisiasi di mana ROS seperti
radikal hidroksil (*OH) menarik atom hidrogen dari karbon lipid
sehingga terbentuk radikal lipid (L) yang tidak stabil.*¢**>! Fase
selanjutnya adalah propagasi atau reaksi berantai, di mana radikal lipid
bereaksi dengan O» membentuk radikal lipid peroksil (LOO¢*) yang
kemudian menyerang molekul lipid disekitarnya, menghasilkan lipid
hidroperoksida (LOOH) serta radikal lipid baru yang menciptakan
kaskade kerusakan berulang.?!*>! Rangkaian proses peroksidasi lipid

berakhir pada fase terminasi saat struktur LOOH yang tidak stabil
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mengalami dekomposisi, siklisasi, dan pemecahan rantai asam lemak
menjadi senyawa aldehida rantai pendek, MDA sebagai produk akhir
utama yang paling sering diukur,?!:4431-53

Pembentukan MDA dipicu oleh ketidakseimbangan antara
prooksidan dan antioksidan yang bersumber dari faktor endogen seperti
respirasi mitokondria, fagositosis, dan biosintesis tromboksan A2,
maupun faktor eksogen seperti paparan asap rokok, polutan, radiasi UV,
serta  kondisi  patologis layaknya iskemia dan  disfungsi
mitokondria.>*'“#3333* Malondialdehyde (MDA) tidak hanya menetap
sebagai biomarker tetapi juga mengalami metabolisme aktif di dalam
tubuh, terutama melalui peran enzim aldehida dehidrogenase (ALDH),
khususnya isoform ALDH, di tingkat mitokondria, yang bertugas
mengoksidasi MDA 3154

Proses pembersihan MDA dari sistem biologis diakhiri melalui jalur
eliminasi dan ckskresi yang sistematis. Tubuh memanfaatkan sistem
pertahanan antioksidan kompleks, seperti CAT, SOD, dan GPx, untuk
menetralisit ROS atau menguraikan H>O> sebelum pecah menjadi
MDA 3414855 Malondialdehyde (MDA) juga dapat dikonversi menjadi
karbon dioksida (CO;) dalam waktu singkat, sementara sebagian lainnya
diekskresikan melalui urin.*!*!*® MDA juga diketahui dapat disekresikan
dari membran liver ke dalam aliran darah sebagai bagian dari proses

distribusinya sebelum akhirnya dibuang dari tubuh.®’
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2.2.3 Interaksi MDA dan Molekul Lain

Malondialdehyde (MDA) memiliki reaktivitas yang sangat tinggi
namun stabilitas yang rendah sebagai sampel biologis, memicu MDA
untuk berikatan dengan senyawa di sekitarnya secara ireversibel maupun
reversible.>**® Secara kimiawi, sebagai spesies karbonil reaktif, MDA
membentuk ikatan kovalen melalui adisi protein pada gugus amino-&
residu lisin dan arginin lewat reaksi basa Schiff, serta membentuk ikatan
langsung dengan kelompok sulfhidril pada asam lipoat.?!*1* Modifikasi
protein non-enzimatik atau karbonilasi ini bersifat permanen dan
mengakibatkan inaktivasi protein seluler secara luas.>®

Kecenderungan MDA untuk bereaksi cepat dengan protein, asam
amino, dan senyawa biokimia lainnya menimbulkan fenomena yang
dikenal scbagai "masking effect", yang secara signifikan dapat
mengganggu validitas data analisis di laboratorium. Reaktivitas yang
ekstrem ini menyebabkan MDA cepat menghilang dari bentuk bebasnya
karena terikat pada molekul lain, sehingga memicu reaksi silang (cross-
reaction) yang mempersulit pengukuran kadar MDA secara akurat
karena sebagian besar molekul telah berubah menjadi senyawa adisi.*

Interaksi ini mencakup berbagai modifikasi pada biomolekul target
yang vital, mulai dari pembentukan advance lipoxidation end products
(ALE) pada protein dan modifikasi apoprotein LDL, hingga menghambat
enzim mitokondria esensial serta kerusakan enzim Na+/K+-ATPase pada

membran plasma.?!*>*> Pada tingkat genetik, MDA bereaksi dengan
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nukleosida seperti  deoksiguanosin membentuk  substansi /-
methylguanine yang bersifat mutagenik dan genotoksik, sementara pada
komponen lipid, MDA mengubah sifat biomembran endoteliosit dan
memodifikasi LDL-kolesterol menjadi bentuk LDL teroksidasi.!#244:45

Dampak patofisiologis dari modifikasi kovalen ini tidak hanya
merusak struktur, tetapi juga mengubah identitas biologis molekul
autologus menjadi  neo-self antigens atau neoepitop yang
imunogenik.*'3** Pembentukan ikatan silang (cross-linking) pada
kolagen mengakibatkan kekakuan wvaskular, sementara hilangnya
integritas membran sel dan denaturasi protein membran berujung pada
kaskade apoptosis yang memicu gangguan fungsi sel hingga kegagalan

organ individu, *2!41:55-5

2.2.4 Faktor yang Mempengaruhi Kadar MDA
Kadar MDA dapat meningkat akibat berbagai faktor yang memicu
stres oksidatif.?'#3! Peningkatan kadar MDA dipicu oleh produksi
berlebihan dari spesies radikal bebas seperti ROS dan RNS, atau oleh
penurunan jumlah antioksidan.?!** Faktor-faktor yang berkontribusi pada
peningkatan kadar MDA antara lain:

1. Genetik dan Epigenetik. Faktor genetik merupakan penyebab dasar
penuaan dan ketidakseimbangan oksidatif.>! Mutasi atau ekspresi gen
transgenik seperti ALDH2 dapat menurunkan aktivitas pembersihan
aldehida, sehingga meningkatkan kadar MDA.’* Adanya single

nucleotide polymorphism (SNP) pada Faktor Komplemen H (varian
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H402Y) dapat mengganggu kemampuan tubuh menetralisir efek pro-
inflamasi dari MDA.*' Cacat genetik pada reseptor LDL, baik
heterozigot maupun homozigot, secara langsung meningkatkan risiko
oksidasi lipid.>

. Jenis Kelamin. Wanita cenderung lebih tahan terhadap stres oksidatif
karena hormon estrogen memiliki sifat antioksidan kardioprotektif,
namun, titer antibodi IgM spesifik MDA ditemukan lebih tinggi pada
perempuan.®*!

. Usia. Bertambahnya usia meningkatkan akumulasi radikal bebas
endogen dan kerusakan mitokondria.?** Seiring penuaan, terjadi
penurunan pertahanan antioksidan.™>* Kadar MDA plasma meningkat
signifikan pada lansia, dengan kecenderungan terus meningkat hingga
usia 69 tahun.’%>%>3

. Berat Badan dan Indeks Massa Tubuh (IMT). Peningkatan IMT
(obesitas) berbanding lurus dengan peningkatan MDA karena beban
metabolik dan mekanik pada miokardium.? Jaringan adiposa (lemak
perut) meningkatkan produksi ROS yang memicu peroksidasi lipid.*’
Obesitas sarkopenik secara spesifik meningkatkan produk aldehida.>
. Nutrisi dan Diet. Konsumsi makanan berlemak, lemak berlebih,
minyak jelantah, dan kolesterol tinggi meningkatkan peroksidasi lipid

dan titer antibodi terhadap MDA .>*!#*%5 Konsumsi alkohol

berlebihan secara signifikan meningkatkan kadar MDA .?'*> Asupan
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protein, vitamin C (asam askorbat), vitamin E, dan polifenol dapat
menurunkan kerusakan sel dan menyeimbangkan status redoks.>>*

. Aktivitas Fisik. Olahraga berlebihan atau melelahkan (overtraining
syndrome) meningkatkan aktivitas mitokondria dan konsumsi oksigen
secara cepat, yang secara signifikan meningkatkan kadar MDA >2!43
Latihan fisik yang teratur dan berkepanjangan justru dapat
memodulasi kadar MDA dan meningkatkan status antioksidan
endogen.**!

. Gaya Hidup. Kebiasaan merokok (aktif maupun pasif) adalah faktor
utama yang meningkatkan kadar MDA karena radikal bebas dalam
asap rokok memicu peroksidasi lipid secara langsung.>*'*>#° Tekanan
mental dan stres kronis juga memicu ketidakseimbangan oksidan
dalam tubuh.?*>!

. Lingkungan. Polutan dan bahan kimia menjadi sumber eksternal
yang dominan dan berdampak pada peningkatan kadar MDA,
mencakup asap kendaraan bermotor yang mengandung senyawa
berbahaya seperti benzene, dan toluene, serta materi partikulat 2.5,
asap kebakaran hutan, dan limbah industry.>*!2 Kontaminasi air oleh
logam berat seperti kadmium (Cd), seng (Zn), mangan (Mn), merkuri
(Hg), timbal (Pb), zat besi (Fe), dan arsenik (As), serta penggunaan
pestisida dan kontaminan organik seperti bentazone dan klorpirifos,
terbukti secara signifikan memengaruhi derajat oksidasi dalam

tubuh.*>* Radiasi juga berperan penting dalam menginduksi stres
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oksidatif melalui paparan sinar matahari atau UV, radiasi ionisasi,
serta pengaruh suhu panas.»*!** Kondisi lingkungan yang bersifat
fluktuatif seperti faktor musim, perubahan suhu lingkungan, serta
kadar oksigen terlarut dalam air turut berperan dalam menentukan

luasnya kerusakan membran sel akibat serangan oksidan.*!*®

2.2.5 Metode Analisis
Kadar MDA dapat diukur menggunakan metode lain seperti ELISA,
karna memiliki spesifisitas dan sensitivitas yang lebih baik dibandingkan
metode Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS).*647:31
Beberapa penelitian memilih metode ELISA karena prosesnya yang
relatif lebih mudah dan cepat, meskipun biayanya lebih mahal dan

memerlukan pengerjaan oleh ahli di laboratorium.*®

2.3 Diet Tinggi Lemak
2.3.1 Definisi dan Karakteristik

Diet tinggi lemak didefinisikan secara klinis sebagai pola makan
padat kalori dan energi yang melampaui kebutuhan metabolik tubuh,
sehingga menjadi faktor risiko utama bagi berbagai penyakit kronis tidak
menular  seperti sindrom  metabolik, dislipidemia, penyakit
kardiovaskular, diabetes melitus tipe 2, hingga gagal ginjal kronis.>¢% 6>
Diet tinggi lemak dicirikan oleh kepadatan energi yang ekstrem, , di mana

40-60% total kalori bersumber dari lemak.'”>° Diet tinggi lemak tidak

hanya meningkatkan porsi lemak tetapi juga sering kali memodifikasi
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makronutrien lain dengan menurunkan proporsi karbohidrat dan protein
hingga sekitar 20% kkal dan menciptakan ketidakseimbangan energi
yang signifikan.*

Dampak kronis dari diet tinggi lemak memicu perubahan luas yang
mencakup gangguan profil lipid darah, ketidakseimbangan sistem
redoks, dan stres metabolik pada adiposit yang ditandai dengan radikal
bebas. 3% Diet tinggi lemak juga merusak integritas sistem pencernaan
dengan mengubah komposisi mikrobiota usus dan meningkatkan
permeabilitas epitel usus.* % Kerusakan ini meluas hingga ke sistem
saraf pusat, di mana konsumsi kalori berlebih sering kali gagal dideteksi
oleh hipotalamus akibat respons inflamasi lokal, yang pada akhirnya
memicu kelesuan perilaku dan kegagalan regulasi nafsu makan secara

permanen 6364

2.3.2 Metabolisme Lipid pada Diet Tinggi Lemak

Metabolisme lipid diawali di usus halus melalui proses mekanis dan
kimiawi, ketika lemak makanan dipecah oleh empedu dan dihidrolisis
oleh enzim lipase pankreas menjadi asam lemak bebas/ free fatty acids
(FFA) dan monogliserida.’®%” Dalam tahap penyerapan ini, asam lemak
rantai pendek dan sedang/ medium chain fatty acids (MCFA)
ditransportasikan langsung ke hati untuk dioksidasi di mitokondria tanpa
bergantung pada enzim carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-1),
sehingga ~meminimalkan risiko penambahan massa lemak.%®

Monogliserida dan asam lemak rantai panjang/ long chain fatty acids
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(LCFA) dirakit kembali menjadi trigliserida (TG) di dalam sel usus dan
dikombinasikan dengan protein serta kolesterol membentuk kilomikron
sebagai transporter primer yang memasuki sistem limfatik sebelum
menuju aliran darah.’®%% Di dalam sirkulasi, TG dalam kilomikron
dihidrolisis oleh enzim lipoprotein lipase (LPL) menjadi FFA untuk
diserap oleh jaringan adiposa sebagai cadangan energi atau oleh hati,
sementara sisa kilomikron dibawa kembali ke hati.>*

Jalur endogen kemudian dikelola oleh hati yang mensintesis TG dan
kolesterol untuk disckresikan sebagai very low density lipoprotein
(VLDL), melalui aktivitas LPL bertransformasi menjadi intermediate
density lipoprotein (IDL) dan akhirnya menjadi LDL. Low density
lipoprotein (LDL) memiliki peran utama mendistribusikan kolesterol ke
jaringan perifer dan steroidogenik melalui reseptor LDL (Apo B-100,
Apo E), sementara HDL mengelola jalur reverse cholesterol transport
untuk membawa kelebihan kolesterol kembali ke hati.>*38-66

Metabolisme pada jaringan adiposa diatur secara ketat oleh
keseimbangan jalur lipogenik yang dikendalikan insulin melalui aktivasi
faktor transkripsi sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-
lc) (meningkatkan gen acetyl-coa carboxylase (ACC) dan fatty acid
synthase (FAS)), serta jalur lipolitik yang bergantung pada perilipin A
dan lipase sensitif-hormon di bawah kontrol sistem saraf simpatis melalui

norepinefrin.!”* Paparan diet tinggi lemak mengganggu homeostatis ini

dengan meningkatkan fluks FFA ke hati dan memicu biosintesis
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kolesterol berlebih melalui enzim HMG-CoA reductase (HMGR).!*°
Akumulasi lipid yang gagal teroksidasi kemudian disimpan secara
ektopik, memicu lipotoksisitas melalui pembentukan metabolit
berbahaya seperti diasilgliserol (DAG) yang menghambat pensinyalan
insulin melalui aktivasi protein kinase C (PKC), serta ceramide yang
menginduksi stres retikulum endoplasma dan kerusakan neuronal di

hipotalamus. 76263

2.3.3 Diet Tinggi Lemak sebagai Pemicu Stres Oksidatif Sistemik

Konsumsi lemak berlebih, terutama saturated fatty acids (SFA),
memicu stres oksidatif melalui peningkatan B-oksidasi di mitokondria
yang menyebabkan aliran elektron pada sitokrom-c oksidase melampaui
batas normal, schingga menghasilkan radikal anion superoksida dan
ROS.2347 Radikal bebas ini kemudian mengoksidasi LDL dalam
sirkulasi menjadi oxidized LDL (Ox-LDL), yang ditangkap oleh
makrofag melalui reseptor scavenger (CD36 atau SRA), memicu
pembentukan sel busa (foam cells), inflamasi vaskular, dan
ateroma.?>**%! Saturated fatty acids (SFA) seperti palmitat, secara
bersamaan, bertindak sebagai ligan bagi toll like receptor (TLR-2 dan
TLR-4) yang mengaktifkan jalur pro-inflamasi NF-kB, c-jun n-terminal
kinase (INK), dan p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).3+61.68
Diet tinggi lemak juga meningkatkan aktivitas enzim NADPH Oksidase
(NOX) sebagai sumber utama ROS non-mitokondria serta memicu

akumulasi metabolit lipotoksik seperti DAG yang mengaktifkan PKC
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untuk memblokir pensinyalan insulin pada insulin receptor substrate 1
(IRS1), dan biosintesis ceramide yang mengganggu fungsi dan memicu
fragmentasi mitokondria.>!”-"!

Stres oksidatif yang berkelanjutan akhirnya mengganggu
homeostasis retikulum endoplasma, menyebabkan salah lipat protein dan
memicu unfolded protein response (UPR) serta meningkatkan penanda
pro-apoptosis seperti C/EBP homologous protein (CHOP) dan glucose-
regulated protein 78 (GRP78).%' Kondisi ini diperburuk oleh fisi
mitokondria berlebih melalui dynamin-related protein 1 (Drpl) yang
melepaskan sitokrom c ke sitosol untuk membentuk apoptosom bersama
apoptosis. protease activating factor 1 (Apaf-1), yang kemudian
mengaktifkan kaspase 3 dan menyebabkan kematian sel masif.%?
Kematian adiposit melepaskan Damage-Associated Molecular Patterns
(DAMPs) yang mengaktitkan inflamasom NOD-, LRR-, and pyrin
domain-containing protein 3 (NLRP3) melalui kaspase-1, memicu
sekresi interleukin-1 beta (IL-1P) serta infiltrasi makrofag lintas
jaringan.®® Diet tinggi lemak, di saat yang sama, menyebabkan kegagalan
kontrol redoks dengan menurunkan aktivitas sistem antioksidan endogen
seperti SOD, CAT, dan GSH-GPx.'*** Penurunan aktivitas AMP-
activated protein kinase (AMPK) juga melumpuhkan jalur perlindungan
sirtuin 1 (SIRT1) dan peroxisome proliferator-activated receptor gamma

coactivator 1-alpha (PGC-1a), yang berakibat pada hilangnya kontrol
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terhadap mTOR dan SREBP-1c serta melemahnya fungsi Nrf2 dalam
meregulasi gen antioksidan.?!7:61:6?

Asupan PUFA yang tidak seimbang tetap menjadi sasaran radikal
bebas melalui proses peroksidasi lipid yang menghasilkan produk
sitotoksik seperti MDA."#33468 Dj tingkat sistemik, diet tinggi lemak
mengubah profil mikrobiota usus dan memicu endotoksemia metabolik
melalui peningkatan pelepasan lipopolisakarida (LPS) ke sirkulasi yang
berikatan dengan kompleks TLR4/CD14 pada sel imun.®®® Aktivasi
jalur NF-kB oleh LPS ini memicu pelepasan sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-a, IL-6, dan monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) yang
merusak protein tight junction usus (Occludin, ZO-1, Claudin-1),

sehingga memperparah kondisi "usus bocor". %171

2.3.4 Faktor yang Mempengaruhi Respon Metabolik
Dampak diet tinggi lemak dapat bervariasi antar individu atau
penelitian karena respons metabolik tubuh dipengaruhi oleh interaksi
kompleks berbagai faktor, antara lain:

1. Komposisi diet tinggi lemak yang kaya asam lemak jenuh cenderung
lebih berbahaya, asam linoleat (C18:2)/ omega-6 dapat memicu
inflamasi, sedangkan PUFA dan MCFA memiliki efek protektif.17:6>68

2. Kandungan makanan tambahan (seperti fruktosa, sukrosa) dapat
merangsang lipogenesis de novo di hati, yang memperburuk obesitas

dan resistensi insulin.'”’> Kandungan MDA dalam makanan juga
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bersifat sitotoksik dan mutagenik, merusak struktur sel, protein, dan
DNA.!

. Diet tinggi lemak juga dapat mempengaruhi kelangsungan hidup
beberapa strain bakteri dan mengubah komposisi mikrobiota usus
(disbiosis), mempengaruhi ekstraksi energi dari makanan, serta
berkontribusi pada obesitas.”

. Faktor genetik berperan sangat penting karena beberapa strain hewan,
seperti tikus C57BL/6J dengan mutasi pada gen Nnt, lebih rentan
terhadap gangguan metabolik yang diinduksi diet tinggi lemak.'”%
Tikus jantan juga lebih rentan terhadap resistensi insulin yang
diinduksi diet tinggi lemak dibandingkan tikus betina. '7-6%"!

. Diet tinggi lemak mempengaruhi ckspresi gen di hati dan jaringan
adiposa, menurunkan kemampuan tubuh untuk melakukan
kompensasi dan menyebabkan kerusakan sel.!>%372

. Diet tinggi lemak dapat memicu peradangan pada tingkat adiposit,
yang kemudian mengaktifkan TLR-2 dan TLR-4, hypoxia-inducible
factor-1o. (HIF-1a)), dan NF-xB, yang mempengaruhi ekspresi gen.*
Peradangan dapat berinteraksi dengan stres oksidatif dalam sebuah
lingkaran setan, di mana peningkatan satu faktor akan memperburuk
yang lainnya.**

. Kombinasi hiperglikemia, hiperlipidemia, dan peradangan kronis

(terutama TNF-a) pada ginjal secara sinergis menginduksi stres

oksidatif.%> Saraf pada jaringan adiposa memainkan peran penting
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dalam regulasi jalur metabolisme. Penelitian menunjukkan bahwa
denervasi dapat mengubah respons metabolik dan memperburuk stres

oksidatif,*°

2.3.5 Model Induksi Diet Tinggi Lemak

Hewan pengerat, terutama mencit strain C57BL/6, tikus strain
Wistar dan strain Sprague-Dawley, sering digunakan sebagai model
untuk induksi obesitas dan sindrom metabolik yang disebabkan oleh diet
tinggi lemak.'*?? Tikus jantan umumnya dipilih karena kerentanannya
terhadap resistensi insulin yang diinduksi diet tinggi lemak lebih tinggi.
176571 Diet tinggi lemak biasanya mengandung 40-60% kalori total dari
lemak, sementara diet kontrol/ diet rendah lemak mengandung < 10%

17,62,63,68,

lemak L33 Sumber lemak yang digunakan bervariasi, seperti

lemak babi, lemak sapi, minyak nabati, kuning telur puyuh, atau minyak
kedelai terhidrogenasi. '+!7-647>

Karakteristik nutrisi dalam diet tinggi lemak sangat dipengaruhi oleh
sumber lemak yang digunakan, seperti kuning telur puyuh.'’* Pemberian
kuning telur puyuh (Coturnix coturnix japonica L.) dengan dosis 5 mL/
200 gBB selama dua minggu pada tikus jantan galur Wistar secara
signifikan menginduksi kondisi hiperlipidemia dan stres oksidatif, yang
ditunjukkan dengan penurunan laju inhibisi SOD pada organ otak, dan
menegaskan bahwa asupan kuning telur puyuh yang tinggi lemak dan

tinggi kolesterol dapat merusak mekanisme pertahanan antioksidan

endogen.



33

Dominansi SFA tetap dianggap sebagai komponen paling berbahaya.
Saturated Fatty Acids (SFA) yang bersumber dari lemak babi, lemak
sapi, maupun minyak kelapa memiliki sifat lebih obesogenik
dibandingkan lemak tak jenuh karena kurang efisien dioksidasi, sehingga
lebih mudah disimpan dalam jaringan adiposa.!’*%% Konsumsi SFA,
khususnya palmitat, secara spesifik memicu resistensi insulin melalui
jalur ceramide serta mengaktifkan jalur pro-inflamasi NF-kB, JNK, dan

p38 MAPK melalui ligan TLR-2/4,!7-3+5!

Tabel 2.1 Komposisi Kimia Kuning Telur Puyuh Mentah’4-7¢
Komponen Nilai Satuan

Air 49.37 %
Protein 16,32 %
Lemak total 30,56 %
Abu L1-1,3 %
SFA 30,84 + 0,50 g/ 100g total FA
MUFA 47,07 £ 0,63 g/ 100g total FA
PUFA 19,98 £ 0,66 g/ 100g total FA
Fosfor (P) 4.880 mg/ kg
Kalsium (Ca) 1.490 mg/ kg
Zat besi (Fe) 39,39 mg/ kg
Magnesium (Mg) 111,41 mg/ kg
Seng (Zn) 18,98 mg/ kg
Tembaga (Cu) 0,62 mg/ kg
Kolesterol 13,61 £0,87 mg/ g
Rasio PUFA : SFA 0.26 : 1
Rasio ®-6 : -3 64,46 : 1

Peran PUFA dalam diet tinggi lemak sangat bergantung pada jenis
dan rasionya terhadap kesehatan sel. Omega-3 (alpha-linolenic acid
(ALA), eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic acid (DHA))

dikenal bersifat anti-inflamasi dan mampu mengurangi risiko kematian
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kardiovaskular dengan cara menghambat pensinyalan TLR4 dan TNF-
a.'”** Omega-6 (asam linoleat) yang berlebihan justru dapat
meningkatkan inflamasi sistemik.®® Keseimbangan rasio omega-6
terhadap omega-3 sangat penting, dengan rasio ideal berkisar antara 1:1
hingga 4:1 untuk mencegah hambatan konversi omega-3 menjadi rantai
panjang yang menguntungkan.’’

Model induksi diet tinggi lemak pada hewan berhasil menginduksi
berbagai kondisi, termasuk kenaikan berat badan, hiperglikemia,
hiperinsulinemia, dislipidemia, dan perlemakan hati, 76264656871 Djet
tinggi lemak juga menyebabkan peradangan kronis pada jaringan adiposa
dan hipotalamus yang berkontribusi pada resistensi insulin.0:63:68.70
Penelitian juga menunjukkan adanya kerusakan pada organ seperti ginjal,
hati, dan usus, serta disfungsi pankreas.’>’"’* Pada tingkat molekuler,
diet tinggi lemak menginduksi stres oksidatif, ditandai dengan
peningkatan MDA dan penurunan aktivitas enzim antioksidan seperti
SOD."* Variabilitas hasil antar studi seringkali disebabkan oleh

perbedaan genetik, komposisi diet, dan durasi perlakuan,?36368

2.4 Propolis
2.4.1 Definisi dan Komposisi
Propolis, yang secara umum dikenal sebagai "lem lebah", berasal
dari bahasa Yunani pro (di depan/pertahanan) dan polis (kota/komunitas),
yang mencerminkan perannya sebagai pelindung koloni lebah.?>7%:80

Propolis didefinisikan sebagai campuran kompleks resin alami yang
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dikumpulkan oleh lebah madu (terutama Apis mellifera) dari eksudat
tanaman, tunas daun, bunga, batang, dan retakan kulit kayu.*>—®
Propolis mengandung lebih dari 300 hingga 500 senyawa aktif yang
komposisinya dipengaruhi oleh asal geografis, musim, dan
vegetasi.>>3!#2 Secara umum, komponen utama propolis terdiri dari:
1. Resin dan balsam (50%—-60%) yang mengandung flavonoid, asam
fenolik, dan ester.’>%
2. Lilin lebah/ Beeswax (30%-40%).7°%
3. Minyak esensial dan volatil (5%—10%).%>*3
4. Serbuk sari/ Pollen (5%).>%"
5. Senyawa organik & nutrisi yang mencakup vitamin (A, B1, B2,
B3, B6, C, F), mineral (kalsium, magnesium, besi, seng,
mangan), asam amino (valin, leusin, glisin), gula, serta

enzim.35’38’79

2.4.2 Metode Ekstraksi Continous Multistage Counter-Current Extraction
(CMCE)

Ekstraksi cair-cair (liquid-liquid extraction), atau ekstraksi pelarut,
adalah proses penting dalam industri kimia untuk memisahkan
komponen dari campuran cair menggunakan pelarut. Sistem counter-
current multistage (Gambar 2.4) melibatkan kontak berulang antara dua
cairan yang tidak bercampur (campuran awal dan pelarut) yang mengalir

berlawanan arah melalui beberapa tahapan, dengan tujuan



36

memaksimalkan perpindahan zat yang diinginkan dari campuran awal ke

dalam pelarut.*

X Ry

Gambar 2.4 Mectode CMCE®

Prinsip utama dari ekstraksi cair-cair melibatkan sistem dua fase
yang tidak bercampur, di mana larutan dan pelarut pengekstrak harus
tetap tidak bercampur di seluruh rentang konsentrasi zat terlarut selama
proses berlangsung. Setiap tahapan ekstraksi dianggap sebagai tahap
kesetimbangan ideal (teoretis), artinya rafinat (yang telah diekstraksi)
dan ekstrak (fase pelarut yang mengandung =zat terlarut) yang
meninggalkan tahap tersebut berada dalam kondisi setimbang. Proses
yang terjadi bergantung pada transfer massa zat terlarut, di mana
komponen yang ingin dipisahkan berpindah dari fase rafinat ke fase

pelarut berdasarkan perbedaan kelarutan.*

2.4.3 Senyawa Aktif Propolis dalam Modulasi Stres Oksidatif dan

Inflamasi

Propolis mengandung berbagai senyawa bioaktif yang bekerja
secara sinergis, di mana Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)
merupakan komponen utama dan polifenol khas yang ada pada
propolis.’”#* Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) memiliki efektivitas

yang luas, mulai dari regulasi metabolisme dan obesitas melalui
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pengaturan cyclin DI, menghambat diferensiasi preadiposit, serta
penekanan ekspresi protein adipogenik seperti peroxisome proliferator-
activated receptor y (PPAR-y), adipocyte p2 protein (aP2), dan
CCAAT/enhancer-binding  protein  alpha  (C/EBP-a), hingga
kemampuannya menekan kadar leptin serta sitokin proinflamasi seperti
TNF-a dan IL-6.3%8183 Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) juga
menunjukkan peran vital sebagai agen anti-inflamasi dan
imunomodulator dengan menghambat jalur pensinyalan NF-kB dan
nuclear factor of activated T-cells (NFAT), menghambat aktivasi sel T,
serta memodulasi jalur asam arakidonat melalui penghambatan enzim
LOX dan COX.%%%285 Efek perlindungan organ yang ditawarkan CAPE
mencakup sifat neuroprotektif, hepatoprotektif, anti-platelet, dan anti-
nefropati diabetik, yang didukung oleh fungsinya sebagai penangkap
radikal bebas atau ROS yang sangat kuat.?%%5286 Senyawa asam
sinamat/ cinnamic acid berfungsi sebagai agen antibakteri yang mampu
menghambat enzim glycosyltransferase bakteri serta memengaruhi
aktivitas neutrofil dan monosit untuk meningkatkan kekebalan
nonspesifik, sementara turunannya seperti cinnamyl caffeate
memberikan perlindungan sitoprotektif pada jantung.38-:80-8¢

Galangin yang merupakan flavonoid golongan flavonol memiliki
spektrum aktivitas biologis yang luas, mulai dari antibakteri, antijamur,
hingga antivirus.'>”® Galangin juga berperan penting dalam memperbaiki

metabolisme dengan mengatasi resistensi insulin melalui jalur
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Akt/mTOR, sekaligus bertindak sebagai agen antikanker yang
menginduksi apoptosis pada sel melanoma serta memperbaiki fungsi
hati.?*81858 Flavonoid lain seperti rutin telah diidentifikasi secara
molekuler memiliki kapasitas untuk menghambat target kunci virus.°

Komponen flavonoid penting lainnya adalah chrysin yang terbukti
efektif memperbaiki enzim hati, melindungi jantung dari kerusakan
oksidatif, serta menurunkan profil lipid sepertti TG, LDL, dan
kolesterol >8183:8386  Chyygin juga menunjukkan potensi besar dalam
mencegah nefropati diabetik, menurunkan kadar ROS intraseluler, serta
memiliki aktivitas anti-tumor yang luas di berbagai organ.'>7%-81:86

Apigenin  berfungsi  sebagai agen antibakteri dan jika
dikombinasikan dengan naringin, senyawa ini mampu meningkatkan
penyerapan glukosa oleh sel otot serta menghambat glikogen
fosforilase.’®#%% Naringenin dalam bentuk Naringin, yang bekerja
bersama galangin dan krisin, secara efektif berkontribusi dalam
meningkatkan keschatan hati serta mengoptimalkan metabolisme
glukosa dalam tubuh.5%%>

Pinocembrin hadir sebagai flavonoid yang melimpah dengan
manfaat neuroproteksi yang kuat melalui aktivasi jalur Nrf2/ARE untuk
melindungi otak dari stres oksidatif dan apoptosis.****%! Pinocembrin
juga memiliki efek nefroprotektif dengan menghambat akumulasi
matriks ekstraseluler di ginjal serta menjaga kardiomiosit dari cedera, di

samping aktivitas antimikrobanya yang komprehensif.” 8!8
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2.4.4 Propolis sebagai Antioksidan, Antiinflamasi, Imunomodulator dan

Prebiotik

Propolis menunjukkan kapasitas antioksidan yang sangat besar
melalui berbagai mekanisme molekuler, di mana komponen polifenol
dan flavonoid seperti chrysin, galangin, dan CAPE bertindak sebagai
pereduksi serta penampung radikal hidroksil dan superoksida,®3®
Propolis secara langsung melakukan scavenging terhadap radikal bebas,
menghelat ion logam transisi untuk mencegah oksidasi LDL, serta
menghambat - enzim penghasil ROS seperti xantin oksidase dan
NOX.28828687 propolis melindungi PUFA pada membran sel dari
peroksidasi lipid yang ditandai dengan penurunan signifikan kadar
MDA.2>%8 Pada tingkat seluler, propolis  menginduksi translokasi
faktor transkripsi Nrf2 ke nukleus untuk memicu ekspresi gen SOD,
CAT, GPx, heme oxygenase-1 (HO-1), dan NAD(P)H quinone
oxidoreductase 1 (NQQO1).15*>#82 Dalam regulasi metabolik, propolis
menghambat aktivitas enzim lipase pankreas yang menghidrolisis lipid
serta menurunkan jalur PPARy dan C/EBPa melalui komponen CAPE
untuk menghambat diferensiasi adiposit.®’8183

Efek antiinflamasi propolis berperan dalam menghambat aktivasi,
translokasi, serta pembentukan kompleks DNA NF-kB yang merupakan
regulator utama ekspresi gen inflamasi.>3>37 Propolis juga memodulasi
bakteri yang mengaktifkan jalur tersebut dan secara spesifik melalui

CAPE mengganggu aktivasi TLR4 dengan memutus interaksi ligan
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(LPS) pada kompleks reseptor TLR4/ myeloid differentiation factor 2
(MD2) serta menurunkan produksi protein TLR4 di otot,3":80-8288
Propolis menurunkan konsentrasi dan ekspresi gen sitokin pro-inflamasi
seperti TNF-a, I1L-6, IL-1[3.36:838688

Sebagai imunomodulator, propolis memodulasi sistem kekebalan
bawaan dan adaptif dengan meningkatkan aktivitas fagositosis, motilitas
neutrofil dan monosit, serta mengaktifkan makrofag peritonial, yang juga
dimediasi melalui modulasi kaskade gen FOXO dalam resistensi
apoptosis sel leukosit.*>"%®7 Suplementasi propolis terbukti menurunkan
ekspresi protein TLR4 dan menurunkan rasio makrofag M1/M2,
sehingga jumlah makrofag M1 yang pro-inflamasi berkurang.8%8!
Propolis merangsang kelenjar timus, meningkatkan produksi antibodi
(IgG dan IgA)."8t

Propolis bertindak sebagai agen modulator mikrobiota usus yang
menyerupal fungsi  prebiotik dengan = menurunkan kadar LPS
(endotoksin) plasma melalui penekanan bakteri produsen LPS seperti
Alistipes atau Bacteroides dan menormalisasi flora usus.*®#1:8 Propolis
menghalangi interaksi ligan LPS dengan reseptornya, membantu
memperkuat tight junction dan sawar mukosa usus guna mencegah
gangguan epitel atau leaky gut serta menghambat bakteri
proteolitik.”*8%82  Propolis juga memberikan dukungan terhadap

mikrobiota baik dengan meningkatkan kelimpahan bakteri penghasil
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butirat seperti Roseburia serta bakteri yang terlibat dalam metabolisme

asam empedu.®

2.4.5 Efektivitas Propolis

Sebagian besar penelitian mengenai efektivitas propolis dilakukan

pada tingkat praklinis, yaitu pada hewan dan sel, meskipun ada beberapa

studi klinis terbatas pada manusia.>358288

Tabel 2.2 Penelitian in vivo Efektivitas Propolis

Referensi Model Dosis Durasi Parameter Kesimpulan
Hewan Perlakuan yang Diukur
Roquetto,  Mencit jantan  Propolis 2 minggu  Komposisi Propolis
AR., et al galur mentah dan 5 mikrobiota, mengembalikan
(2015)% C57BL/6 0,2% minggu  LPS, TLR4, profil
diinduksi diet  dalam dict GD, TG mikrobiota
tinggi lemak tinggi usus normal,
lemak menurunkan
kadar LPS,
menurunkan
regulasi jalur
TLR4,
penurunan
kadar GD dan
TG
Babatunde, Tikus Wistar ~ Nigerian 28 hari BB, asupan Propolis
IR., et al diinduksi Propolis = pakan, GD, menurunkan
(2015)*° Alloxan 200-300 AST/ALT, kadar glukosa
mg/kgBB/ TG, darah puasa,
hari Kolesterol, = meningkatkan
MDA, SOD, kadar SOD
perubahan serum, serta
histopatologi  memperbaiki
hati dan histologi pada
pankreas pankreas dan

hati
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Tsuchiya, Tikus jantan ~ Propolis 7 hari ALT/AST,  Ekstrak etanol
Y., et al galur Wistar 0,3% SOD;, propolis hijau
(2018)°! diinduksi ~ dalam diet SOD,, CAT, Brasil
Asetaminofen (291 GPxi, GPxs,  mengurangi
mg/kgBB) PRDxq, luas area
GSR, IL1B,  nekrosis pada
IL6, IL10, hati,
TNFa, menurunkan
CCLa, eksprest mRNA
CCLs3, IL10 dan IL1PB
CXCLa,
NOS,,
nekrosis sel
hati
sentrilobular
Rahmah, Tikus jantan Ekstrak 21 hari MDA, 8- Ekstrak
WN., etal galur Wistar  propolis = OH-dG, propolis CMCE
(2019)*? diinduksi . 8,3 10,8 ketebalan menurunkan
MSG mg/kgBB tubulus kadar MDA
seminiferus  dan 8-OH-dG
serta
meningkatkan
ketebalan
tubulus
seminiferus
Wani, E., Tikus jantan Ekstrak 14 hari SOD, Ekstrak
et al galur Wistar  propolis = fibrosis propolis CMCE
(2020)!" diinduksi 3,6-72 hepatosit ~ meningkatkan
CCly — 144 aktivitas SOD
mg/ 200 dan
¢BB mengurangi
derajat fibrosis
pada sel hati

Propolis umumnya dianggap memiliki toksisitas rendah dan efek
samping minimal pada manusia, dengan dosis aman yang disarankan
adalah sekitar 70 mg/hari.'* Ada beberapa laporan efek samping seperti
iritasi mulut, dermatitis, dan reaksi alergi kontak pada individu yang
sensitif terhadap salah satu dari lebih dari 26 zat alergenik yang

diidentifikasi dalam propolis.'* Penggunaan dosis sangat tinggi (> 75 uM
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pada sel) dapat menunjukkan efek pro-oksidan yang berpotensi

merugikan, 31393

2.5 Vitamin E
2.5.1 Definisi, Struktur, dan Klasifikasi

Vitamin E merupakan mikronutrien esensial yang tidak dapat
disintesis oleh tubuh manusia dan ditemukan sebagai faktor pendukung
fungsi reproduksi.'*** Sifat lipofilik vitamin E menjadikannya sebagai
antioksidan larut lemak yang paling melimpah dalam tubuh manusia
yang berfungsi dalam rantai detoksifikasi radikal beracun dari fase larut
lemak ke fase larut air.'*”> Peran tersebut menjadikan vitamin E sebagai
bagian penting dari sistem antioksidan seluler yang bertugas mencegah

stres oksidatif dan peroksidasi lipid (Gambar 2.5). 12°4

CH, CH CH,
i

CH, [ o

(a) (b)

Gambar 2.5 Struktur Tokoferol (TF) (a) dan Tokotrienol (TT) (b)'*

Terdapat delapan bentuk alami vitamin E, yang terbagi menjadi dua
subkelompok utama:!2!14%
1. Tokoferol (TF): Memiliki rantai samping isoprenoid atau fitil yang
jenuh.

2. Tokotrienol (TT): Memiliki rantai samping isoprenoid atau farnesil

yang tidak jenuh dengan tiga ikatan rangkap.
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Masing-masing subkelompok tersebut memiliki empat homolog,
yaitu alfa (), beta (B), gamma (y), dan delta (5).'>!44*7 Perbedaan antar
homolog terletak pada jumlah dan posisi gugus metil pada cincin
fenol.'**" Vitamin E merupakan bagian dari kelompok antioksidan
eksogen atau non-enzimatik, bersama dengan vitamin C, karoten,

flavonoid, asam urat, bilirubin, dan albumin.*°

2.5.2 Farmakokinetik Vitamin E

Penyerapan vitamin E terjadi di saluran pencernaan bagian atas,
khususnya di usus halus.'®** Proses ini sangat bergantung pada
keberadaan lipid makananuntuk proses emulsifikasi dengan bantuan
garam empedu guna membentuk misel.'>!*!1® Efisiensi penyerapan dari
diet biasa diperkirakan sekitar 75%, namun bioavailabilitasnya sangat
bergantung pada jumlah lemak dalam makanan.!*!® Penyerapan ini dapat
berkurang signifikan pada penderita sindroma malabsorpsi lemak, seperti
cholestatic liver disease.'*”® Setelah diserap di usus, vitamin E masuk ke
dalam kilomikron dan diangkut melalui sistem limfatik menuju
hati.!694%%  Keberadaan tokoferol dilaporkan dapat meningkatkan

penyerapan tokotrienol hingga lebih dari dua kali lipat.**
Hati menunjukkan proses stereoselektivitas yang sangat kuat
terhadap vitamin E.!%!® Protein Transfer a-Tokoferol (o -TTP) mengikat
enantiomer RRR- a -tokoferol secara spesifik di dalam hati.'>!® LDL

berperan sebagai major vehicle untuk pengiriman vitamin E ke jaringan

perifer.”” Vitamin E didistribusikan ke berbagai jaringan termasuk hati,
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otot, ginjal, sel darah merah, serum, serta membran mitokondria dan
retikulum endoplasma.'>?%%7 Sekitar 90% hingga 99% simpanan vitamin
E dalam tubuh berada di jaringan adiposa (lemak), dan proses turnover
di jaringan ini berlangsung sangat lambat.'®%3

Metabolisme utama terjadi di hati dan melibatkan retikulum
endoplasma, peroksisom, dan mitokondria.'®®> Hati mengatur
konsentrasi sirkulasi melalui omega-hidroksilasi oleh enzim sitokrom
P450 (CYP4F2). Isoform yang tidak terikat oleh o -TTP dikatabolisme
lebih cepat menjadi metabolit larut air melalui p-oksidasi.'>!® Proses ini
menghasilkan metabolit yang dikenal sebagai CEHC (misalnya o -
CEHC:  2,5,7,8-tetrametil-2-(2"-karboksietil)-6-hidroksikroman).!*!°
Vitamin E juga dapat dioksidasi membentuk hydroquinone yang
dikonjugasikan dengan glukoronat, atau membentuk o -tokoferil quinone
(o -TQ) dan epoxytocopherones melalui reaksi radikal.”>”

Tubuh menentukan rute eliminasi berdasarkan jenis isoform vitamin
E. Empedu mensekresikan vitamin E yang tidak terserap menuju feses.
Feses menjadi jalur utama untuk eliminasi vitamin E dari sistem
pencernaan.'>!%%4% Urin mengeluarkan metabolit larut air seperti o -

CEHC dari ginjal.'>'®?® Ekskresi o -CEHC dalam urin dianggap sebagai

penanda saturasi kapasitas pengikatan o -TTP di hati.'®

2.5.3 Farmakodinamik Vitamin E
Farmakodinamik vitamin E mencakup aktivitas antioksidan lipofilik

dan perannya sebagai modulator fungsi seluler melalui berbagai
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mekanisme biokimia yang kompleks. Vitamin E bekerja sebagai chain-
breaking antioxidant dengan mendonorkan hidrogen fenolik dari posisi
6 cincin kromanol kepada radikal LOOe, sehingga bertransformasi
menjadi radikal a-tokoferoksil (a-TO¢) yang bersifat stabil dan kurang
reaktif.'%” Agar vitamin E tetap efektif dan tidak menjadi pro-oksidan,
radikal a-TOe harus direduksi kembali menjadi bentuk aktif melalui
sistem regenerasi yang didukung oleh ko-antioksidan lain, seperti
vitamin C (askorbat), ubikuinol, GSH, selenitum, asam lipoat, dan
NAD(P)H. 12169597

Vitamin E meregulasi kaskade sinyal seluler seperti NF-xB,
PI3K/Akt/mTOR, dan MAPK, yang secara langsung mengontrol
proliferasi sel serta ekspresi gen tertentu.'*** Vitamin E juga berperan
aktif dalam menghambat enzim seperti PKC, COX-2, dan LOX,
sekaligus menurunkan regulasi molekul adhesi seluler seperti
intercellular adhesion molecule I (ICAM-1) dan vascular adhesion
molecule I (VCAM-1).'%'*%° Vitamin E mampu mengaktifkan jalur Nrf2
yang memicu sintesis enzim antioksidan endogen seperti SOD, CAT, dan
GPx, serta meningkatkan regulasi protein SIRT1.°® Perlu diperhatikan
adanya potensi interaksi obat pada tingkat farmakodinamik-
farmakokinetik, di mana konsumsi vitamin E dosis tinggi dapat
meningkatkan ekspresi protein CYP3A4 di hati yang mempercepat
metabolisme obat-obatan tertentu sehingga berpotensi menurunkan

efektivitas terapinya.'*%
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2.5.4 Efektivitas Vitamin E

Vitamin E memiliki peran multidimensi dalam menjaga integritas
struktural sistem biologis, termasuk melindungi membran sel eritrosit
dan konduktivitas saraf dari kerusakan oksidatif guna mencegah anemia
hemolitik.151% Di organ ginjal, vitamin E bermanfaat memperbaiki profil
lipid serta kelainan hemodinamik pada pasien diabetes.% Pada sistem
kardiovaskular, nutrisi ini melindungi LDL dari oksidasi yang memicu
aterosklerosis, mengatur proses vasodilatasi, dan menghambat agregasi
trombosit.*>1% Vitamin E berkontribusi dalam perbaikan sel beta
pankreas dari kerusakan stres ' oksidatif, misalnya akibat induksi
Streptozocin, yang berdampak pada peningkatan sekresi insulin.®®

Terkait aktivitas enzimatis, vitamin E menunjukkan regulasi bifasik
terhadap SOD; pada tahap awal, vitamin E memberikan sparing effect
dengan bertindak sebagai scavenger radikal bebas yang mengeliminasi
H202 (inhibitor SOD) sehingga aktivitas SOD meningkat, namun
akumulasi dosis tinggi dalam jangka panjang justru dapat menurunkan
aktivitasnya.®®1% Manfaat klinis lainnya terlinat dari penurunan kadar
MDA sebagai penanda peroksidasi lipid, sementara fraksi tokotrienol
secara spesifik membantu menurunkan kolesterol dan memiliki potensi

anti-kanker melalui induksi penahanan siklus sel.%*96%8
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Tabel 2.3 Penelitian in vivo Efektivitas Vitamin E

Referensi Model Dosis Durasi Parameter Kesimpulan
Hewan Perlakuan  yang Diukur p
Campuran
kaya y-TF Campuran kaya
0 Y-TF
0,3% .
dalam menunjukkan
Das diet 8-OH-dG, efek
Gunta. S Tikus (56.1% v- nitrotyrosine, sitoprotektif
ugt a’l ”  betina ’TFO Y 14 hari Nrf2, SOD, dan mencegah
(2014)!02 ACI 22.3% 5- CAT, GPx, 8- hiperplasia
isoprostane  payudara yang
TF, 11,5% . .
diinduksi
o TE 2 estrogen
1,2% B- &
TF)
v-TF mencegah
W NE-«xB, IL-1B, keterlambatan
. . 35 mg/ TNF-a, Nrf2,  penyembuhan
Shma;" W ﬂi‘;; keBB . NQOLHO-I, lukadengan
(2017)103 JI CR per-oral seu MnSOD, CAT, menghambat
5X per GPx, SIRT-1, NF-«xB dan
minggu PGCl-a, pS3 menurunkan
stress oksidatif
Fungsi Vitamin E
kognitif, meningkatkan
perubahan fungsi kognitif,
Vasei, Tikus Vliamm E histopatologi mengurangi
. =100, . otak dan stress oksidatif
FM., et al  jantan 28 hari | S
(2024 NMR 200, 400 jantung, di jaringan otak
mg/ kgBB MDA, SOD, dan jantung,
GPx, mempengaruhi
konsentrasi penanda
mRNA genetik aging
Fortifikasi Fortifikasi
bubuk air bubuk air
. Tikus kelapa SOD, GPx, kelapa muda
Ratnawati, . . .
R et al jantan muda 78 hari MDA, IL-1,  dengan vitamin
(2'62 4y galur dengan IL-6, TNF- a, E efektif
Wistar  vitamin E CRP mencegah
=1,81U/ stress oksidatif

200 gBB

dan inflamasi
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Untuk penggunaan yang aman, asupan adekuat pada dewasa sehat
berkisar antara 11-15 mg/hari, sedangkan batas atas toksik ditetapkan
bervariasi antara 300 mg hingga 1.000 mg/hari.1*18% Dosis yang sangat
tinggi harus dihindari karena berisiko menurunkan status vitamin K dan
dapat memicu tocopherol-mediated peroxidation (TMP) yang justru
mempercepat oksidasi LDL jika konsentrasi vitamin E terlalu tinggi

tanpa pendamping ko-antioksidan yang cukup.1216.9599.101



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Diet tinggi lemak dapat mempengaruhi keseimbangan metabolik dan
homeostasis  seluler, memicu - serangkaian proses patologis yang
mengakibatkan stres oksidatif sistemik.'*!'%> Konsumsi diet tinggi lemak
memicu peningkatan penyerapan lipid di usus halus melalui pembentukan
kilomikron.>!% Kilomikron yang bersirkulasi mengangkut TG ke jaringan
perifer dan hati, schingga meningkatkan kadar TG plasma.'? Kelebihan TG di
sirkulasi berperan dalam pembentukan DL dan, selanjutnya, OxLDL.?
OxLDL berfungsi sebagai ligan proinflamasi bagi makrofag, memicu
polarisasi makrofag M1 serta meningkatkan pelepasan sitokin inflamasi dan
ROS.%1'%® Proses oksidasi LDL dapat memperburuk stres oksidatif di jaringan
hati dan vaskular, sehingga memperburuk siklus inflamasi sistemik.%*7°

Asam Lemak Jenuh (SFA), sebagai komponen utama TG, menginduksi
serangkaian jalur patologis lipotoksisitas, yang ditandai dengan peningkatan 3
oksidasi berlebihan di mitokondria, sehingga secara langsung menghasilkan
ROS dalam jumlah tinggi.!”!” Asam Lemak Jenuh (SFA) juga berperan dalam
pembentukan metabolit bioaktif Ceramide dan DAG.'% Diacylglycerol (DAG)
mengaktivasi PKC, yang memicu fosforilasi IRS-1 pada serin, menghambat

jalur PI3K/Akt, dan menyebabkan resistensi insulin.'”®® Resistensi insulin

50
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yang mengganggu jalur PI3K/Akt dapat menstimulasi mTOR. Aktivasi mTOR,
yang berinteraksi dengan SREBP-1C, dapat meningkatkan lipogenesis
sekaligus meningkatkan ROS.!” Gangguan pada jalur PI3K/Akt selanjutnya
dapat menurunkan aktivitas AMPK, yang melemahkan kapasitas antioksidan
seluler melalui inaktivasi SIRT1 dan Nrf2.%!'" Asam Lemak Jenuh (SFA) dan
ceramide menginduksi stress reticulum endoplasma dengan mengaktifkan jalur
protein kinase R-like ER kinase (PERK)/MAPK, meningkatkan ekspresi
CHOP.SMML2  C/EBP - Homologous Protein (CHOP) memicu jalur
proapoptosis melalui pelepasan sitokrom-C dan aktivasi kaspase-3, yang pada
akhirnya meningkatkan pembentukan ROS dan memperburuk stres oksidatif
sistemik.%>!1%Asam Lemak Tak Jenuh Ganda (PUFA) memiliki peran ganda
yang kontradiktif. Asam Lemak Tak Jenuh Ganda (PUFA) berfungsi protektif
karena mengaktivasi PPAR-y, yang menekan ekspresi NF-kB; namun, PUFA
juga rentan terhadap oksidasi oleh LOX dan COX, menghasilkan eikosanoid
pro-oksidatif yang meningkatkan produksi ROS. 13113

Jalur inflamasi akibat diet tinggi lemak juga melibatkan gangguan pada
homeostasis usus.>*® Diet tinggi lemak menyebabkan disbiosis dan merusak
gut barrier, meningkatkan translokasi LPS serta trimethylamine n-oxide
(TMAO) ke sirkulasi sistemik. 7'7*!16 Lipopolisakarida (LPS) berikatan
dengan TLR 2/4, memicu kaskade /-kappa-B kinase f (IKKf) dan menginduksi
aktivasi faktor transkripsi sentral, NF-kB.%%®! Aktivasi NF-kB meningkatkan
ekspresi sitokin proinflamasi, seperti TNF-o dan IL-6.26%616% Sijtokin

proinflamasi tersebut menstimulasi NOX dan uncoupling protein 2 (UCP2),
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memicu polarisasi makrofag M1 pro-inflamasi, dan melepaskan lebih banyak
ROS 17117118

Peningkatan produksi ROS yang berlebihan memicu respons kompensasi
seluler dengan menginduksi disosiasi Nrf2 dari Keap1.!* Translokasi Nrf2 ke
nukleus berfungsi meningkatkan ekspresi enzim antioksidan endogen; namun,
ROS yang berlebihan menghambat transkripsi gen antioksidan dan
menyebabkan penurunan aktivitas SOD.? Radical oxygen species (ROS) yang
berlebihan juga memicu peroksidasi lipid, menghasilkan produk toksik stabil
MDA, yang merupakan penanda kerusakan oksidatif. 336>

Faktor perancu biologis seperti berat badan, status nutrisi, jenis kelamin,
usia, faktor genetik, serta aktivitas fisik dan gaya hidup memodulasi respons
stres oksidatif dengan memengaruhi kadar SOD dan MDA .>**>! Kondisi
berat badan berlebih atau obesitas berkorelasi signifikan dengan kenaikan
kadar MDA akibat tingginya beban metabolik dan akumulasi lemak yang
memicu laju pembentukan radikal bebas.**”3! Nutrisi memainkan peran yang
sangat penting; diet tinggi lemak, kolesterol, serta konsumsi daging asap dan
alkohol dapat menghancurkan cadangan SOD endogen dan meningkatkan
peroksidasi lipid, sementara asupan fitokimia, sayuran, buah-buahan, dan
kofaktor logam (Fe, Mn, Cu, Zn) sangat dibutuhkan untuk mendukung aktivitas
katalitik enzim SOD.!?26273%45  Jenis kelamin juga mempengaruhi
keseimbangan redoks, karena wanita memiliki hormon estrogen yang berperan

kardioprotektif sehingga cenderung memiliki pertahanan antioksidan yang
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lebih kuat dibandingkan laki-laki yang seringkali menunjukkan kadar MDA
yang lebih tinggi.>**

Proses penuaan merupakan faktor paling dominan yang mengakibatkan
penurunan ekspresi SOD (terutama SOD3) dan gangguan fungsi mitokondria,
yang berujung pada akumulasi radikal bebas serta peningkatan MDA secara
signifikan.*!85%5% Paparan lingkungan seperti polusi udara, radiasi ultraviolet,
asap rokok, dan logam berat (Cd, Hg, Pb) memperburuk stres oksidatif yang
memaksa sistem SOD bekerja melampaui kapasitasnya.?®2°4%>2 Faktor genetik
melalui mutasi pada gen SOD;, SOD», atau SODs serta adanya polimorfisme
dapat menentukan kerentanan individu terhadap penyakit degeneratif dan
kemampuan tubuh dalam menetralisir efek pro-inflamasi dari MDA 2282941

Faktor epigenetik (metilasi DNA, modifikasi histon, dan regulasi miRNA)
memainkan peran penting dalam mengatur keseimbangan antioksidan dan stres
oksidatif, 'yang secara langsung memengaruhi kadar SOD dan pembentukan
MDA. Metilasi DNA pada promotor (terutama SOD3) dan asetilasi histon pada
daerah enhancer (SOD;) menjadi pengatur utama yang dapat menekan atau
meningkatkan transkripsi gen tersebut.'® Regulasi pasca-transkripsi melibatkan
mikroRNA, seperti miR-377 dan miR-206 yang menghambat SOD, serta miR-
21 yang menargetkan SOD;3.*2®

Propolis dan vitamin E menawarkan pendekatan yang efektif untuk
memulihkan ketidakseimbangan antara antioksidan dan stres oksidatif. 7-1%23

Propolis dan vitamin E berfungsi sebagai antioksidan kuat dengan

meningkatkan ekspresi Nrf2 dan kapasitas SOD serta menekan pembentukan
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ROS, sehingga menurunkan kadar MDA dan meningkatkan aktivitas
SOD. 415338082 pronolis menginduksi pembentukan SOD karena kandungan
mineral seperti seng (Zn), tembaga (Cu), dan mangan (Mn) yang penting
sebagai kofaktor penting untuk SOD.%”® Propolis memiliki peran
imunomodulator dan antiinflamasi komprehensif dengan menghambat aktivasi
TLR4/IKKpB, menekan jalur NF-kB, dan menurunkan ekpresi sitokin pro-

inflamasi.'>8°

Propolis juga menunjukkan potensi prebiotik dengan
memperkuat tight junction usus dan menurunkan produksi LPS,88119:120
Kombinasi propolis dan vitamin E berpotensi sinergis dalam mengatasi stres
oksidatif, karena kandungan bioaktif propolis dapat berperan dalam
meregenerasi vitamin E yang teroksidasi dan meningkatkan aktivitas enzim

SOD, serta vitamin E melengkapi sinergi dengan secara langsung melindungi

membran sel dan memutus rantai peroksidasi lipid.'*!*!3
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Gambar 3.1 Kerangka Teori
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3.2 Kerangka Konsep

Kadar SOD

Ekstrak propolis dan
vitamin E

Kadar MDA

Gambar 3.2 Kerangka Konsep

3.3 Hipotesis

Terdapat pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E terhadap
kadar superoxide dismutase (SOD) dan malondialdehyda (MDA) pada tikus

putih (Rattus norvegicus) galur Wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental dengan
menggunakan hewan coba tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus).
Rancangan penelitian yang digunakan adalah post-test only control group
design. Hewan coba dibagi secara acak ke dalam 5 kelompok, yang terdiri dari

2 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan dan dapat dilihat pada gambar

» OKI1

o] OK2

» OK3

h 4

OK4

4.1.
— Kl
K2
P NI o] R K3
» K4
K3
Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian
Keterangan:
P = Populasi penelitian
S = Subjek penelitian
R = Random alokasi
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K1 = Kelompok kontrol sehat (tanpa diinduksi diet tinggi lemak)
K2 = Kelompok kontrol negatif (diinduksi diet tinggi lemak)
K3 = Kelompok perlakuan 1 (diinduksi diet tinggi lemak dan diberi

vitamin E dengan dosis 12 mg/ KgBB/ hari selama 14 hari)
K4  =Kelompok perlakuan 2 (diinduksi diet tinggi lemak dan diberi
esktrak propolis dengan dosis 36 mg/ KgBB/ hari selama 14 hari)
K5 = Kelompok perlakuan 3 (diinduksi diet tinggi lemak, diberi
vitamin E dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari dan esktrak propolis
dengan dosis 18 mg/ KgBB/ hari dan selama 14 hari)
OK1 = Observasi kadar SOD dan MDA kelompok kontrol sehat (K1)
OK2 = Observasi kadar SOD dan MDA kelompok kontrol negatif (K2)
OK3 = Observasi kadar SOD dan MDA kelompok perlakuan 1 (K3)
OK4 = Observasi kadar SOD dan MDA kelompok perlakuan 2 (K4)
OK5 = Observasi kadar SOD dan MDA kelompok perlakuan 3 (K5)
4.2 Populasi dan Teknik Pengambilan Sampel
4.2.1 Populasi dan Sampel
Populasi pada penelitian ini berupa sejumlah tikus jantan galur
Wistar (Rattus norvegicus) yang memenuhi kriteria inklusi dan sudah
diaklimatisasi pada kondisi lingkungan laboratorium, di Laboratorium
Intregrated Biomedical Laboratory (IBL) Fakultas Kedokteran (FK)
Universitas Islam Sultan Agung (UNISSULA) Semarang.
4.2.2 Besar Sampel
Berdasarkan rumus Federer (1963) untuk uji eksperimental, sampel
penelitian didapatkan dari perhitungan berikut:
(p-1) (n-1) > 15
(5-1) (n-1) > 15
4n-4 >15
n>475=5
Keterangan:

p = Jumlah kelompok perlakuan
n = Jumlah sampel tiap kelompok
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Berdasarkan hasil perhitungan, jumlah sampel untuk setiap
kelompok adalah 5 ekor tikus. Antisipasi drop out sebesar 10% perlu

diperhitungkan dengan rumus koreksi berikut:

no 5
1—-do 1-01

Ngo =

Sehingga jumlah sampel pada penelitian ini berjumlah 30 ekor tikus
jantan galur Wistar (Rattus norvegicus).
4.2.3 Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel pada penelitian ini dilakukan dengan metode
simple random sampling.
4.2.4 Kriteria Inklusi
1. Usia 10-12 minggu
2. Berat 200-220 g
3. Kondisi sehat, aktif, dan tidak ada kelainan anatomis
4.2.5 Kriteria Eksklusi
1. Tikus yang sakit/ mati selama penelitian
4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel
1. Variabel bebas : Ekstrak propolis dan vitamin E
2. Variabel terikat : Kadar SOD dan MDA

3. Variabel prakondisi : Diet tinggi lemak
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4.3.2 Definisi Operasional
1. Ekstrak Propolis

Ekstrak propolis yang digunakan merupakan produk HDI
PROPOELIX™ produksi PT. Harmoni Dinamik Indonesia dengan
sediaan 200 mg per kapsul. Dosis yang diberikan kepada tikus
adalah 18 mg/ KgBB/ hari dan 36 mg/ KgBB/ hari, yang diperoleh
melalui konversi dosis manusia (200 mg dan 400 mg) ke dosis tikus
dengan berat badan sekitar 200 g.'' Pemberian ekstrak propolis
dilakukan melalui sonde oral setiap hari selama 14 hari.
Skala : Nominal

2. Vitamin E

Vitamin E yang digunakan adalah vitamin E dalam bentuk alami
yaitu d-a tokoferol, produk Natur-E Skin Start produksi PT. Darya-
Varia Laboratoria Tbk dengan sediaan 100 IU per kapsul. Dosis yang
diberikan kepada tikus adalah 6 mg/ KgBB/ hari dan 12 mg/ KgBB/
hari, yang diperoleh melalui perhitungan konversi satuan [U ke mg
(1 IU =0,67 mg) dan konversi dosis manusia (100 IU dan 200 IU)
ke dosis tikus dengan berat badan sekitar 200 g.!* Pemberian
suplemen vitamin E dilakukan melalui sonde oral setiap hari selama
14 hari.

Skala : Nominal
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Kadar Superoxide Dismutase (SOD)

Kadar SOD merupakan hasil pengukuran kadar SOD dari
sampel serum yang diambil dari pleksus sinus orbital pada hari ke-
15 setelah diberikan perlakuan dan dianalisis menggunakan metode
ELISA dengan microplate reader pada panjang gelombang 450 nm
dengan satuan nanogram/mililiter (ng/ mL).*

Skala : Rasio
Kadar Malondialdehyde (MDA)

Kadar MDA merupakan hasil pengukuran kadar MDA sampel
serum yang diambil dari pleksus sinus orbital pada hari ke-15 setelah
diberikan perlakuan dan dianalisis menggunakan metode ELISA
dengan microplate reader pada panjang gelombang 450 nm dengan
satuan nanogram/mililiter (ng/ mL).4647!

Skala : Rasio

4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat

Alat yang digunakan:

1.

Kandang tikus beserta tempat pakan dengan ukuran P: 40 cm, L: 30
cm, T: 20 cm

Timbangan

Alat sonde

Mikropipet

Mikropipet tip ukuran 100 pL dan 10 pL
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6. Pipa hematokrit
7. Vial tube ukuran 1,5 mL
8. Sentrifuge
9. Inkubator
10. ELISA reader
4.4.2 Bahan
Bahan yang digunakan:
1. Tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus)
2. Pakan tikus standar
3. Aquadest
4. Kuning telur puyuh mentah
5. Ekstrak propolis
6. Vitamin E (d-o tokoferol)
7. Reagen SOD ELISA kit
8. Reagen MDA ELISA kit
4.5 Prosedur Penelitian
4.5.1 Ethical Clearance
Ethical Clearance untuk penggunaan hewan coba diperoleh dari
Komisi Etik Penelitian FK UNISSULA Semarang dengan nomor No.
567/X1/2025/Komisi Bioetik sebelum penelitian dimulai, sebagai
persetujuan resmi yang menjamin penelitian dilakukan sesuai dengan

standar etika penelitian.
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4.5.2 Aklimatisasi
Sebelum perlakuan, sebanyak 30 ekor tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) diaklimatisasi selama 7 hari di laboratorium IBL FK
UNISSULA Semarang. Selama periode aklimatisasi, seluruh tikus
diberikan pakan dan minum standar. Setelah aklimatisasi, tikus dibagi ke
dalam 5 kelompok secara acak (terdiri dari 2 kelompok kontrol dan 3
kelompok perlakuan).
4.5.3 Penetapan Dosis Ekstrak Propolis dan Vitamin E
1. Dosis Ekstrak Propolis
Penentuan dosis ekstrak propolis yang digunakan berdasarkan
pada penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa dosis 18 mg/
KgBB/ hari dan 36 mg/ KgBB/ hari terbukti efektif dalam
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan SOD pada tikus.!!
2. Dosis Vitamin E
Penentuan dosis vitamin E (d-o tokoferol) yang digunakan
berdasarkan pada penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa
vitamin E dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari terbukti efektif dalam
meningkatkan kadar SOD dan menurunkan kadar MDA pada tikus.’
4.5.4 Komposisi Diet Tinggi Lemak
Diet tinggi lemak terdiri dari kombinasi pakan standar dan kuning
telur puyuh mentah. Pakan standar berupa pemberian pelet tikus merk
HI-PRO-VITE dan aquadest secara ad libitum yang diganti sisanya

setiap pagi.
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Tabel 4.1 Komposisi Pakan Standar merk HI-PRO-VITE

Komposisi Kadar
Air 13,1% (max)
Protein kasar 14,0% (min)
Lemak kasar 3,0% (min)
Serat kasar 9,0 (max)
Abu 8,0% (max)
Kalsium 0,7-1,2%
Fosfor 0,5% (min)
Urea N/D
Aflatoksin 60/ kg (max)
Lisin 0,63% (min)
Metionin 0,25% (min)

Kuning telur puyuh digunakan sebagai model induksi diet tinggi
lemak karena kaya lemak, rasio PUFA/SFA lebih rendah, dan rasio -
6/®-3 lebih tinggi (standar rasio 1-4 : 1) sehingga bersifat pro-
inflamasi.”” Kuning telur puyuh diberikan melalui sonde oral dengan
dosis 2 mL/ 200 gBB/hari.!?!122

4.5.5 Pembagian Kelompok Perlakuan

Setelah menjalani aklimatisasi selama 7 hari, 30 ekor tikus jantan
galur Wistar (Rattus norvegicus) dibagi secara acak ke dalam 5 kelompok
(K1, K2, K3, K4, K5), dan diberikan perlakuan selama 14 hari sebagai
berikut:

1. Kelompok Sehat (K1): Diberikan pakan standar dan aquadest
setiap hari.

2. Kelompok Kontrol Negatif (K2): Diberikan pakan standar,
aquadest dan diinduksi dengan diet tinggi lemak.

3. Kelompok Perlakuan 1 (K3): Diberikan pakan standar, aguadest

dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta diberikan suplemen
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vitamin E (d-o tokoferol) dengan dosis 12 mg/ KgBB/ hari melalui
sonde oral.

Kelompok Perlakuan 2 (K4): Diberikan pakan standar, aquadest
dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta diberikan ekstrak
propolis dengan dosis 36 mg/ KgBB/ hari melalui sonde oral.
Kelompok Perlakuan 3 (K5): Diberikan pakan standar, aquadest
dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta diberikan kombinasi
ekstrak propolis dengan dosis 18 mg/ KgBB/ hari dan vitamin E (d-

a tokoferol) dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari melalui sonde oral.

4.5.6 Penimbangan Berat Badan

Penimbangan berat badan tikus dilakukan secara berkala pada semua

kelompok sebelum dilakukan aklimatisasi, setelah aklimatisasi, setelah 7

hari perlakuan, dan setelah 14 hari perlakuan.

4.5.7 Prosedur Pengambilan Sampel sebagai Spesimen

1.

Setelah tikus selesai mendapatkan perlakuan sesuai dengan protokol
penelitian, tikus dipuasakan selama 12 jam.

Pengambilan sampel darah dilakukan dari area pleksus retro-orbital
menggunakan pipa hematokrit, dengan volume + 1,5 mL.

Darah yang telah diambil disimpan dalam vial tube bersih tanpa
antikoagulan (red top) untuk selanjutnya dilakukan preparasi

spesimen.
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4.5.8 Preparasi Spesimen
1. Darah yang telah ditampung didiamkan pada suhu ruang selama 10-
20 menit.
2. Sampel darah kemudian disentrifugasi pada kecepatan 2000-3000
rpm selama 15 menit.
3. Serum darah tikus dipisahkan dan dapat disimpan pada suhu -20°C
untuk selanjutnya dianalisis.
4.5.9 Pemeriksaan Profil Lipid
Pemeriksaan profil lipid dilakukan sebagai langkah awal sebelum
pemeriksaan kadar SOD dan MDA untuk mengevaluasi pengaruh diet
tinggi lemak terhadap perubahan kondisi lemak dalam darah.
4.5.10 Prosedur Pemeriksaan Kadar SOD dan MDA
Sampel serum yang telah diperoleh kemudian dianalisis kadar SOD
dan MDA menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA untuk kadar
SOD dan MDA dilakukan sesuai dengan prosedur yang tertera dalam
petunjuk reagensia, menggunakan alat microplate reader dengan panjang
gelombang 450 nm. Tahapan pemeriksaan kadar SOD dan MDA adalah
sebagai berikut:
1. Persiapan Reagen:
a. Larutkan enzyme stock solution dengan enzyme diluent di atas
€es.
b. Siapkan substrate application solution dan enzyme working

solution sesaat sebelum digunakan.
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Langkah Pengujian:

a.

Tambahkan 20 pL aquadest dan 20 pL enzyme working solution

ke sumur kontrol.

b. Tambahkan 20 pL sampel dan 20 pL enzyme working solution
ke sumur sampel.

c. Tambahkan 200 pL substrate application solution ke semua
sumur.

d. Inkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit.

e. Baca nilai optical density. (OD) pada 450 nm menggunakan
microplate reader.

Perhitungan:

a. Hitung rasio dengan rumus yang disediakan sesuai dengan tipe

sampel.



4.6 Alur Penelitian

30 tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang memenuhi kriteria inklusi

diaklimatisasi selama 7 hari

h 4

Random alokasi

h 4

h 4

h 4

Penimbangan berat badan sebelum perl

akuan, setelah 7 hari dan setelah 14 hari

|

K1 K2 K3 K4 K5
l v 4 L J v
Pakan Pakan Pakan Pakan Pakan
standar dan standar, standar, standar, standar,
aquadest aquadest dan aqueacdest, aquadest, aquadest,
selama 14 pakan tinggi pakan tinggi pakan tinggi pakan tinggi
hari lemak lemak lemak lemak
(kuning telur| |(kuning telur| |(kuning telur| |(kuning telur
puyuh puyuh puyuh puyuh
mentah) mentah) mentah) mentah)
sebanyak 2 sebanyak 2 sebanyak 2 sebanyak 2
mL/ 200 ¢BB mL/200 ¢gBB| ' |mL/200 gBB mL/ 200 gBB
tikus/ hari tikus/ hari tikus/ hari tikus/ hari
melalui dan dan dan
sonde oral pemberian pemberian kombinasi
selama 14 vitamin E eskirak esktrak
hari dengan dosis propolis dosis propolis dosis
12 mg/ KgBB 36 mg/KgBB 18 mg/ KgBB
tikus/ hari tikus/ hari tilkus/ hari
melalui melalui dan vitamin
sonde oral sonde oral E dengan
selama 14 selama 14 dosis 6 mg/
hari hari KgBB tikus/
hari melalui
sonde oral
selama 14
hari

v

!

Pemeriksaan Profil Lipid

Pemeriksaan kadar SOD dan MDA

Analisis Data

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.7 Analisis Hasil

Data yang diperoleh dari pengujian kadar SOD dan MDA selanjutnya
dianalisis menggunakan program SPSS. Tahap awal meliputi uji statistik
deskriptif untuk mendapatkan gambaran umum data. Penelitian ini meilakukan
uji asumsi klasik, yang terdiri dari uji normalitas data menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan uji homogenitas varians dengan uji Levene. Data kadar SOD
memenuhi syarat distribusi normal namun varians tidak homogen sehingga
dilakukan uji One-Way ANOVA (Robust) dan dilanjutkan dengan uji post hoc
Tamhane’s T2 untuk menentukan perbedaan signifikan antar kelompok. Data
kadar MDA memenuhi syarat distribusi normal dan varians homogen sehingga
dilakukan uji One-Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji post hoc LSD untuk
menentukan perbedaan signifikan antar kelompok. Seluruh prosedur statistik
dilakukan untuk menilai perbedaan signifikan kadar SOD dan MDA pada

setiap kelompok perlakuan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Gambaran Umum Hewan Coba

Hewan coba berupa 30 ekor tikus jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus) berumur 10-12 minggu dengan berat badan awal berkisar
antara 180-200 g yang diperoleh dari Kemuning beserta Certificate of
Strains Wistar Rat. Seluruh hewan dinyatakan sehat berdasarkan Surat
Keterangan Kesehatan Hewan No. 008/SKKH/X1/2025 dari Dinas
Pertanian, Pangan dan Perikanan Kabupaten Karanganyar. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium IBL FK UNISSULA Semarang dengan
kondisi ruangan terjaga pada suhu 25 £ 2 °C dan siklus terang—gelap
selama 12 jam. Tikus ditempatkan dalam kandang plastik berjeruji logam
dengan ventilasi yang baik. Sebelum diberikan perlakuan, seluruh hewan
coba menjalani masa aklimatisasi selama 7 hari untuk beradaptasi dengan
lingkungan laboratorium. Selama masa penelitian, tikus diberikan pakan
standar dan air minum secara ad libitum.

Hewan coba dibagi ke dalam 5 kelompok perlakuan, yang terdiri dari
kelompok sehat yang diberikan pakan standar dan aquadest secara ad
libitum (K1), kelompok kontrol negatif yang diberi pakan standar,
aquadest dan diinduksi dengan diet tinggi lemak berupa kuning telur

puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20 gBB tikus/ hari melalui sonde oral
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(K2), kelompok yang diberi pakan standar, aquadest, diinduksi dengan
diet tinggi lemak berupa kuning telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20
gBB tikus/ hari, dan vitamin E dengan dosis 12 mg/ kgBB/ hari melalui
sonde oral (K3), kelompok yang diberi pakan standar, aquadest,
diinduksi dengan diet tinggi lemak berupa kuning telur puyuh mentah
sebanyak 2 mL/ 20 gBB tikus/ hari, dan ekstrak propolis dengan dosis 36
mg/ kgBB/ hari melalui sonde oral (K4), serta kelompok yang diberi
pakan standar, aquadest, diinduksi dengan diet tinggi lemak berupa
kuning telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20 gBB tikus/ hari, dan
ekstrak propolis dengan dosis 18 mg/ kgBB/ hari serta vitamin E dengan
dosis 6 mg/ kgBB/ hari melalui sonde oral (K5) yang diberikan selama
14 hari. Seluruh hewan coba dapat menyelesaikan penelitian hingga akhir
(tidak ada yang mati) sehingga jumlah hewan coba pada masing-masing

kelompok tetap sama hingga akhir perlakuan.

5.1.2 Hasil Pemeriksaan Kadar Superoxide dismutase (SOD)

Hasil pemeriksaan kadar SOD yang dianalisis secara deskriptif dapat
dilihat pada Tabel 5.1. Kelompok K2 menunjukkan rerata kadar SOD
yang paling rendah yaitu 1,334 + 0,187 ng/mL. Kelompok K3
menunjukkan rerata kadar SOD yang paling tinggi yaitu 1,954 + 0,156
ng/mL. Berdasarkan data pada Tabel 5.1, diperoleh nilai p < 0,05 pada
hasil uji One-Way ANOVA Robust, yang menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan kadar SOD yang signifikan secara statistik pada berbagai

kelompok penelitian.
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Tabel 5.1 Rerata dan Simpangan Baku (Mean = SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan Kadar
SOD (ng/mL) pada Berbagai Kelompok Perlakuan

. L. K1 K2 K3 K4 K5

Statistik n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Mean 1,708 1,334 1,954 1,674 1,776
Std. Deviation 0,181 0,187 0,156 0,216 0,387
Saphiro-Wilk 0,155 0,110 0,634 0,227 0,051

Levene 0,016
One-Way «
ANOVA Robust 0,007

Uji One-Way ANOVA Robust* signifikan jika p < 0,05

Analisis dilanjutkan dengan uji post hoc Tamhane’s T2, yang dapat
dilihat pada Gambar 5.1, wuntuk mengetahui kelompok yang

menunjukkan perbedaan signifikan.

2.5
*
s — e
_
-
£
n L
by
()
(@)
bl |
(0]
©
O
~
0.5
0
K1 K2 K3 K4 K5

Gambar 5.1 Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Tamhane’s T2 yang Dilakukan
untuk Mengetahui Perbedaan Kadar SOD Antar Kelompok (Uji
Post Hoc* signifikan jika p < 0,05)

5.1.3 Hasil Pemeriksaan Kadar Malondialdehyde (MDA)
Hasil pemeriksaan kadar MDA yang dianalisis secara deskriptif

dapat dilihat pada Tabel 5.2. Kelompok K2 menunjukkan rerata kadar
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MDA vyang paling rendah yaitu 0,250 + 0,068. Kelompok K3

menunjukkan rerata kadar MDA yang paling tinggi yaitu 0,442 + 0,077.

Tabel 5.2 Rerata dan Simpangan Baku (Mean = SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan Kadar

MDA (mmol/mL) pada Berbagai Kelompok Perlakuan

. K1 K2 K3 K4 K3

Mean 0,434 0,250 0,442 0,356 0,416

Std. Deviation 0,070 0,068 0,077 0,043 0,093

Saphiro-Wilk 0,703 0,281 0,222 0,665 0,982

Levene 0,577
One-Way %
ANOVA DIt

Uji One-Way ANOVA * signifikan jika p < 0,05

Berdasarkan hasil analisis statistik - deskriptif, Kelompok K2
menunjukkan rerata kadar MDA yang paling rendah yaitu 0,250 = 0,068
mmol/mL. Kelompok K3 menunjukkan rerata kadar MDA yang paling
tinggi yaitu 0,442 £ 0,077 mmol/mL. Berdasarkan hasil uji One Way
ANOVA, diperoleh nilai p < 0,05, yang menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan kadar MDA yang signifikan secara statistik antar kelompok
penelitian. Analisis dilanjutkan dengan uji post hoc LSD, yang dapat
dilihat pada Gambar 5.2, untuk mengetahui kelompok yang
menunjukkan perbedaan signifikan. Berdasarkan hasil uji lanjut
menggunakan metode Post Hoc LSD, diperoleh bahwa terdapat
perbedaan kadar MDA yang signifikan secara statistik pada beberapa

kelompok penelitian (p < 0,05).



74

o

o
®

*

" ®
° ®

_/_g 0.7 *
= 0.6 —>* o
£
© 0.5
)
T 0.4
]
203
l_
T 0.2
©
O
¥ 0.1

0

K1 K2 K3 K4 K5

Gambar 5.2 Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) LSD yang Dilakukan untuk
Mengetahui Perbedaan Kadar MDA Antar Kelompok (Uji Post
Hoc* signifikan jika p < 0,05)
5.1.4 Hasil Pemeriksaan Berat Badan
Berat badan diukur pada 3 waktu pengamatan, yaitu sebelum
perlakuan (HO), hari ke-7 (H7), dan hari ke-14 (H14). Rerata berat badan

awal tikus pada seluruh kelompok berada pada kisaran 200,78 + 0,07 g

hingga 206,26 + 4,52 g.

Tabel 5.3 Rerata dan Simpangan Baku (Mean £ SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan
Berat Badan (BB) Tikus (g) Sebelum Perlakuan

BB Statistik K1 K2 K3 K4 K5
Mean 201,43 200,78 205,73 204,78 206,26
Std. Deviation 2,11 0,07 427 4,57 4,52
HO  Saphiro-Wilk 0,001 0,212 0,255 0,042 0,040
Levene 0,001
Kruskal-Wallis 0,006*

Uji Kruskal-Wallis* signifikan jika p < 0,05
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Gambar 5.3 Diagram Batang Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Mann Whitney U
yang Dilakukan untuk Mengetahui Rata-rata Berat Badan Tikus
pada Saat Sebelum Perlakuan pada Masing-Masing Kelompok
Perlakuan (Uji Post Hoc* signifikan jika p < 0,05)

Pola perubahan berat badan pada berbagai kelompok sebelum

diberikan perlakuan dan hasil uji post hoc Mann Whitney U dapat dilihat

pada Gambar 5.3.

Tabel 5.4 Rerata dan Simpangan Baku (Mean + SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan
Berat Badan (BB) Tikus (g) Sebelum dan Selama Perlakuan Antar Kelompok

Kelompok Statistik BB HO BB H7 BB H14
Mean £ SD 200,60+ 0,32 213,68 +10,04 213,91 +10,14
K1 Saphiro-Wilk 0,001 0,536 0,562
Levene 0,056
Kruskal-Wallis 0,011*
Mean = SD 200,78 £0,07 216,98 £14,80 228,30+ 11,80
Saphiro-Wilk 0,212 0,202 0,124
K2 Levene 0,002
One-Way 0,004*
ANOVA Robust
Mean = SD 205,73 £4,27 203,21 £5,31 203,46 + 5,13
K3 Saphiro-Wilk 0,255 0,010 0,002
Levene 0,469

Kruskal-Wallis

0,208
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Mean = SD 204,78 £4,57 204,48 +4,66 199,48 + 0,99
K4 Saphiro-Wilk 0,042 0,067 0,027
Levene 0,002
Kruskal-Wallis 0,003*
Mean = SD 206,26 4,52  205,45+5,05 200,08 £0,16
K5 Saphiro-Wilk 0,040 0,005 0,070
Levene 0,000
Kruskal-Wallis 0,003*

HO = sebelum perlakuan, H7 = hari ke-7 perlakuan, H14 = hari ke-14 perlakuan
Uji One-Way Anova Robust/ Kruskal-Wallis* signifikan jika p < 0,05

Pada hari ke-7, kelompok K2 menunjukkan peningkatan berat badan
paling tinggi mencapai 216,98 £14,80 g dan kelompok K3 menunjukkan
rerata berat badan paling rendah yaitu 203,21 £5,31 g. Pada hari ke-14,
kelompok K2 ‘menunjukkan peningkatan berat badan paling tinggi,
mencapai 228,30 + 11,80 g dan kelompok K5 menunjukkan rerata berat
badan 200,08 + 0,16 g, serta menunjukkan penurunan laju peningkatan
berat badan yang paling rendah dibanding kelompok lain yang mendapat
diet tinggi lemak. Hasil analisis statistik (Tabel 5.4) menunjukkan bahwa
kelompok K1, K4, dan K5 yang dilakukan uji perbedaan Kruskal-Wallis
menunjukkan adanya perbedaan berat badan yang signifikan selama
penelitian (p < 0,05). Kelompok K3 juga dianalisis menggunakan uji
Kruskal-Wallis, namun hasil menunjukkan tidak ada perbedaan berat
badan yang signifikan secara statistik (p = 0,208). Kelompok K2
memiliki data yang terdistribusi normal namun tidak homogen sehingga
dilanjutkan dengan wuji One-Way ANOVA Robust dan ditemukan
perbedaan berat badan yang signifikan selama penelitian (p = 0,004).

Pola perubahan berat badan pada berbagai kelompok sesuai dengan jenis
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perlakuan yang diberikan dan hasil uji post hoc Mann Whitney U dapat

dilihat pada Gambar 5.4.
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Gambar 5.4 Diagram Batang Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Mann Whitney U
yang Dilakukan untuk Mengetahui Rata-rata Berat Badan Tikus
pada Saat Sebelum Perlakuan, Hari ke-7, dan Hari ke-14 pada
Masing-Masing Kelompok Perlakuan (Uji Post Hoc* signifikan
jika p < 0,05)

Perubahan berat badan tikus pada masing-masing kelompok
menunjukkan variasi yang berbeda. Hasil analisis statistik perubahan
berat badan tikus dapat dilihat pada Tabel 5.5. Kelompok K2
menunjukkan peningkatan berat badan yang lebih besar dengan rerata
sebesar 24,51 + 12,43 g. Kelompok K5 menunjukkan penurunan berat
badan paling besar dengan rerata —6,18 + 4,37 g. Hasil uji normalitas
(Shapiro—Wilk) menunjukkan bahwa data perubahan berat badan pada
kelompok K1, K2, dan K4 berdistribusi normal (p > 0,05), sedangkan

pada kelompok K3 dan K5 data tidak berdistribusi normal (p < 0,05).
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Tabel 5.5 Rerata dan Simpangan Baku (Mean = SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan
Perubahan Berat Badan (g) Sebelum dan Setelah Perlakuan pada Berbagai

Kelompok Perlakuan
Statistik K1 K2 K3 K4 KS
Mean 12,48 24,51 -2,26 -5,30 -6,18

Std. Deviation 10,73 12,43 2,60 4,30 4,37
Saphiro-Wilk 0,770 0,123 0,021 0,213 0,046
Levene 0,004
Kruskal-Wallis 0,000*
Uji Kruskal-Wallis* signifikan jika p < 0,05

Analisis perbedaan antar kelompok dilanjutkan menggunakan uji
Kruskal-Wallis yang menunjukkan terdapat perbedaan perubahan berat
badan yang signifikan secara statistik antar kelompok penelitian (p =
0,000). Untuk membedakan perubahan berat badan pada berbagai
kelompok penelitian, digunakan uji post hoc Mann Whitney U yang dapat

dilihat pada Gambar 5.5.
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Gambar 5.5 Diagram Batang Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Mann Whitney U
yang Dilakukan untuk Mengetahui Perubahan Berat Badan Tikus
pada Saat Sebelum dan Setelah Perlakuan pada Berbagai
Kelompok Perlakuan (Uji Post Hoc* signifikan jika p < 0,05)
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5.1.5 Hasil Pemeriksaan Profil Lipid
Berdasarkan hasil analisis uji statistik, profil lipid (kadar kolesterol

total, HDL, LDL, dan trigliserida) menunjukkan variasi nilai rerata antar
kelompok perlakuan dan dapat dilihat pada Tabel 5.6. Rerata kadar
kolesterol total tertinggi ditemukan pada kelompok K2 sebesar 91,50 +
23,18 mg/dL. Rerata kadar kolesterol total paling rendah pada kelompok
KS5 sebesar 64,00 + 18,24 mg/dL. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan kadar kolesterol total yang signifikan secara
statistik antar kelompok perlakuan (p = 0,023).

Tabel 5.6 Rerata dan Simpangan Baku (Mean + SD), Uji Normalitas

(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan Profil
Lipid (mg/dL) pada Berbagai Kelompok Perlakuan

Profi} Statistik KI K2 K3 K4 K5
Lipid
Kolesterol Mean 82,00 91,50 67,50 64,33 64,00
Std. Deviation 14,71 23,18 10,19 11,20 18,24
Saphiro-Wilk 0,545 0,174 0,001 0,081 0,614
Levene 0,333*
Kruskal-Wallis 0,023*
HDL Mean 51,33 42,67 39,83 40,50 40,00
Std. Deviation 12,43 9,13 6,46 6,15 13,03
Saphiro-Wilk 0,907 0,863 0,006 0,198 0,619
Levene 0,169
Kruskal-Wallis 0,431
LDL Mean 13,00 21,00 10,67 9,83 8,83

Std. Deviation 3,34 6,78 2,33 3,48 3,31
Saphiro-Wilk 0,252 0,108 0,421 0,817 0,093
Levene 0,084*

One-Way %
ANOVA 0,000
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Trigliserida Mean 85,83 196,50 106,83 66,83 79,00
Std. Deviation 16,70 75,87 28,63 13,67 35,15
Saphiro-Wilk 0,500 0,495 0,848 0,798 0,437

Levene 0,036
One-Way %
ANOVA Robust 0,010

Uji One-Way Anova/ Robust/ Kruskal-Wallis* signifikan jika p < 0,05

Untuk membedakan kadar kolesterol total (Gambar 5.6) antara 2
kelompok perlakuan, digunakan uji post hoc Mann Whitney U yang
menunjukkan adanya perbedaan kadar kolesterol yang signifikan pada

beberapa kelompok perlakuan.
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Gambar 5.6 Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Mann Whitney U yang
Dilakukan untuk Mengetahui Perbedaan Kadar Kolesterol Total
Antar Kelompok (Uji Post Hoc* signifikan jika p < 0,05)

o O

Kadar Kolesterol (mg/dL)

o

Rerata kadar HDL (Tabel 5.6) tertinggi terdapat pada kelompok K1
sebesar 51,33 + 12,43 mg/dL, dan terendah pada kelompok K3 sebesar
39,83 + 6,46 mg/dL. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa tidak
terdapat perbedaan kadar HDL yang signifikan secara statistik antar

kelompok perlakuan (p = 0,431).
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Gambar 5.7 Diagram Batang Kadar HDL Antar Kelompok

Rerata kadar LDL (Tabel 5.6) tertinggi ditemukan pada kelompok
K2 sebesar 21,00 + 6,78 mg/dL, dan rerata paling rendah pada kelompok
K5 sebesar 8,83 # 3,31 mg/dL. Analisis perbedaan antar kelompok
dilakukan menggunakan uji One-Way ANOVA yang menunjukkan
terdapat perbedaan kadar LDL yang signifikan secara statistik antar
kelompok perlakuan (p = 0,000). Hasil uji post hoc LSD untuk kadar LDL
(Gambar 5.8) menunjukkan adanya perbedaan kadar LDL yang

signifikan pada beberapa kelompok perlakuan.
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Gambar 5.8 Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) LSD yang Dilakukan untuk
Mengetahui Perbedaan Kadar LDL Antar Kelompok (Uji Post
Hoc* signifikan jika p < 0,05)

Rerata kadar trigliserida (Tabel 5.6) tertinggi ditemukan pada
kelompok K2 sebesar 196,50 + 75,87 mg/dL, dan rerata paling rendah
pada kelompok K4 sebesar 66,83 + 13,67 mg/dL. Analisis perbedaan
dilakukan menggunakan uji One-Way ANOVA Robust yang menunjukkan
terdapat perbedaan kadar trigliserida yang signifikan secara statistik antar
kelompok perlakuan (p =0,010). Hasil uji lanjut (Post Hoc) untuk kadar
trigliserida (Gambar 5.9) menunjukkan adanya perbedaan kadar

trigliserida yang signifikan pada beberapa kelompok perlakuan.
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Gambar 5.9 Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Tamhane’s T2 yang Dilakukan
untuk Mengetahui Perbedaan Kadar Trigliserida Antar Kelompok
(Uji Post Hoc* signifikan jika p < 0,05)

5.2 Pembahasan
5.2.1 Dinamika Superoxide Dismutase dan Malondialdehyde

Penanda stres oksidatif dalam penelitian ini menunjukkan pola yang
tidak sederhana antar kelompok perlakuan. Kadar SOD paling rendah
ditemukan pada kelompok K2, yang menjelaskan bahwa produksi ROS
yang berlebihan mengakibatkan penggunaan intensif enzim antioksidan
endogen untuk menetralisir radikal bebas. Kondisi ini mencerminkan
adanya penipisan cadangan pertahanan primer seluler akibat stres
oleh karakteristik jaringan lemak, khususnya white adipose tissue, yang
dapat berperan sebagai sumber utama ROS sekaligus lokasi aktivasi
respons adaptif antioksidan.'?*!?* Perbedaan kapasitas ekspansi dan
distribusi jaringan lemak antar tikus dapat bertindak sebagai faktor

perancu yang menyebabkan respons SOD sistemik tidak selalu
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sebanding dengan beban oksidatif aktual.'*® Hasil temuan pada penelitian
ini didukung oleh sebuah penelitian yang mencatat adanya penurunan
SOD secara sistemik pada kondisi stress oksidatif kronis.>*’®%" Stres
oksidatif yang berlangsung lama juga dapat memicu perubahan
epigenetik pada gen antioksidan, termasuk gen SOD, sehingga terjadi
supresi ekspresi SOD meskipun ROS tetap tinggi, terutama pada jaringan
yang mengalami inflamasi metabolik.*!82%

Pemeriksaan kadar MDA menunjukkan hasil yang tampak
bertentangan dengan teori, karena kadar MDA paling rendah justru
ditemukan pada kelompok kontrol negatif (K2) dengan pemberian diet
tinggi lemak. Fenomena ini terjadi karena fase adaptasi seluler melalui
aktivasi jalur Nrf2 yang meningkatkan kapasitas pertahanan endogen
untuk menetralisic ROS sebelum menyerang lipid membran, #20-27:2%:50
Aktivasi jalur eliminasi sekunder seperti enzim ALDH berperan dalam
mendetoksifikasi MDA secara aktif, sehingga kadar MDA dalam
sirkulasi tampak rendah.’'>* Regulasi epigenetik terhadap enzim ALDH2
dapat meningkatkan kapasitas eliminasi MDA, mengonfirmasi fenomena
rendahnya kadar MDA yang terdeteksi’'** Mekanisme lain yang
berkontribusi berupa pembentukan ikatan kovalen antara MDA dan
protein plasma yang menghasilkan adducts, sehingga epitop MDA tidak
terdeteksi secara optimal saat pemeriksaan laboratorium,**->!

Peningkatan kadar SOD pada kelompok K3 menunjukkan adanya

upaya optimalisasi sistem pertahanan primer seluler yang diperkuat
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dengan pemberian vitamin E.°*7 Vitamin E bekerja efektif sebagai
scavenger yang menetralkan ROS dan menyingkirkan akumulasi H>O»
sebagai inhibitor alami SOD, sehingga memulihkan bioaktivitas enzim
SOD untuk bekerja maksimal.!*!°! Peningkatan aktivitas SOD yang
tidak diimbangi oleh aktivitas CAT dan GPx dapat menyebabkan
akumulasi H:0., yang dalam kondisi tertentu justru berpotensi
menghasilkan radikal hidroksil melalui reaksi Fenton, sehingga SOD
dapat berperan sebagai pemicu stres oksidatif sekunder.?

Peningkatan kapasitas antioksidan enzim SOD berbanding terbalik
dengan profil peroksidasi lipid, di mana kelompok K3 justru
menghasilkan kadar MDA yang paling tinggi akibat fenomena TMP.”
Meskipun dikenal sebagai antioksidan kuat yang melindungi membran
sel dan menekan pembentukan ox-LDL, vitamin E memiliki sisi
paradoks saat berinteraksi dengan LDL. Sebuah penelitian menyebutkan
bahwa vitamin E dosis 100, 300, dan 600 mg/kgBB yang diberikan tanpa
ko-antioksidan yang memadai dapat berubah menjadi pro-oksidan.”®!%!

Kondisi ini terjadi ketika konsentrasi vitamin E di dalam struktur lipid
meningkat melampaui ambang batas atau kapasitas pengikatan protein
pengangkutnya, sehingga teroksidasi menjadi radikal tokoferil yang
justru melanjutkan rantai peroksidasi lipid.®>'%!
5.2.2 Perubahan Berat Badan antar Kelompok
Hasil penelitian menunjukkan adanya perubahan berat badan antara

kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan. Paparan diet tinggi
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lemak berupa kuning telur puyuh mentah terbukti meningkatkan massa
tubuh hewan coba secara signifikan, dengan rerata tertinggi pada
kelompok K2 sebagai kontrol negatif (24,51 = 12,43 g). Diet tinggi lemak
meningkatkan asupan lemak jenuh dan kolesterol yang secara fisiologis
mengaktifkan proses lipogenesis hepatik melalui jalur SREBP-1C dan
FAS, sehingga mengakibatkan akumulasi trigliserida dan ekspansi
jaringan adiposa melalui mekanisme adipogenesis.®!%>#>8¢ Peningkatan
berat badan pada kelompok yang diberi diet tinggi lemak (K2) selaras
dengan penelitian yang menyatakan bahwa pemberian diet tinggi lemak
dalam waktu beberapa hari - 1 minggu sudah cukup untuk memicu
ketidakseimbangan metabolisme energi dan signifikan meningkatkan
massa tubuh.!7-63

Pemberian perlakuan berupa vitamin E (K3), ekstrak propolis (K4),
ataupun kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E (K5) menunjukkan
tren penurunan berat badan dibandingkan dengan berat awal, dan
penurunan berat badan paling besar ditemukan pada kelompok K5 (-6,18
+ 4,37 g). Hal ini mencerminkan adanya kontrol massa tubuh yang lebih
baik pada kelompok yang diberikan kombinasi propolis dan vitamin E
dibandingkan pemberian antioksidan tunggal, sehingga menunjukkan
efek sinergis dari propolis dan vitamin E dalam memperbaiki
metabolisme energi.!®?* Penurunan berat badan pada kelompok K5
dipengaruhi oleh kandungan flavonoid dan asam fenolik dalam ekstrak

propolis yang dapat menghambat adipogenesis melalui supresi ekspresi
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protein PPARy dan C/EBPa.?!®* Senyawa aktif propolis mengaktivasi
AMPK, sehingga menekan ekspresi gen lipogenik dan meningkatkan
pemanfaatan asam lemak melalui B-oksidasi mitokondria.®**¢ Vitamin E
berperan dengan menurunkan stress oksidatif, memperbaiki sensitivitas
insulin, menstabilkan metabolisme lipid dan regulasi energi.'**>® Hal
ini didukung ole penelitian yang menyatakan bahwa pemberian propolis
dan vitamin E dapat memperbaiki status metabolik.>*? Interpretasi hasil
tetap perlu mempertimbangkan faktor lain, seperti variasi aktivitas fisik
antarhewan dan potensi stres fisiologis akibat prosedur sonde oral harian
yang dapat memengaruhi nafsu makan dan keseimbangan energi.'?%!1?
Kondisi ini menjadi penting untuk diperhatikan karena kelompok kontrol
sehat tidak mendapatkan perlakuan sonde, sehingga peran stres akibat
prosedur /andling terhadap perubahan berat badan masih mungkin
terjadi.!®
5.2.3 Analisis Profil Lipid Lengkap
Diet tinggi lemak pada kelompok K2 menyebabkan peningkatan
signifikan kadar kolesterol total, LDL, dan trigliserida.'**3! Asupan
kolesterol dan lemak jenuh yang tinggi memicu peningkatan
pembentukan kilomikron di usus sebagai sarana transportasi lipid
menuju sirkulasi serta merangsang peningkatan produksi VLDL di
hati.!>347% kondisi ini terjadi melalui peningkatan aktivitas enzim
HMGR dan ekspresi apolipoprotein B-100, yang berperan penting dalam

sintesis dan sekresi lipoprotein aterogenik.'”-1%
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Kelompok K5 yang diberikan kombinasi ekstrak propolis dan
vitamin E secara signifikan menurunkan kadar kolesterol dan LDL.
Kandungan flavonoid dalam propolis berperan dalam menghambat
aktivitas HMGR serta meningkatkan ekspresi dan aktivitas reseptor LDL
di hati, sehingga mempercepat pembersihan LDL dari sirkulasi.?®*
Vitamin E bekerja sebagai antioksidan dengan melindungi PUFA di
dalam fosfolipid membran dan lipoprotein plasma dari kerusakan
oksidatif, sehingga efektif mencegah peroksidasi lipid dan menekan
pembentukan ~ Ox-LDL.'®%*%  Pencegahan  oksidasi  LDL
mempertahankan kemampuan [LDL untuk dikenali oleh reseptor
fisiologis. dan mencegah ditangkap oleh scavenger receptor pada
makrofag, sehingga menghambat pembentukan sel busa dan proses
aterosklerosis.*®!° Hal ini didukung oleh sebuah penelitian yang
menyatakan bahwa kombinasi propolis dan vitamin E menunjukkan
penurunan kadar LDL yang lebih besar dibandingkan jika diberikan
secara tunggal.”

Kelompok K4 yang diberikan ekstrak propolis secara signifikan
menurunkan kadar trigliserida. Senyawa bioaktif dalam propolis mampu
menghambat aktivitas enzim lipase pankreas, sehingga menurunkan
hidrolisis trigliserida dan mengurangi penyerapan asam lemak di usus.
Mekanisme ini berkontribusi langsung terhadap penurunan kadar

trigliserida sirkulasi tanpa harus melalui jalur oksidatif yang kompleks,
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sehingga efek penurunan trigliserida pada kelompok K4 menjadi lebih
menonjol dibandingkan kelompok perlakuan lainnya.%¢-¢7
5.2.4 Keterbatasan Penelitian

Pada penelitian ini didapatkan beberapa faktor yang membatasi
generalisasi hasil penelitian secara luas. Jumlah konsumsi pakan dan
aktivitas fisik hewan coba tidak diukur secara teliti setiap hari sehingga
menyebabkan variasi proses metabolisme energi antar tikus menjadi sulit
untuk dikendalikan sepenuhnya. Pengambilan sampel darah hanya
dilakukan satu kali pada akhir masa perlakuan (hari ke-15). Prosedur
tunggal ini mengakibatkan perubahan kadar stres seluler tidak dapat
dipantau secara berkala selama masa pemberian perlakuan. Variabel
penelitian ini dibatasi pada kadar SOD  dan MDA melalui uji
laboratorium tanpa mencakup pengukuran sistem antioksidan endogen
lainnya sehingga hasil peneclitian kadar MDA yang tidak linier tetap
menjadi dugaan ilmiah.

Proses pemberian perlakuan melalui sonde oral setiap hari berisiko
menimbulkan rasa sakit atau luka ringan pada tenggorokan hewan coba.
Tindakan medis tersebut dapat memengaruhi hasil pengukuran kadar
MDA di luar pengaruh pemberian diet tinggi lemak. Semua keterbatasan
ini mempengaruhi kepastian bahwa seluruh pemberian perlakuan pada

hewan coba masuk ke dalam sistem metabolisme tubuh secara sempurna.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan mengenai pengaruh

kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E terhadap kadar SOD dan MDA pada

tikus jantan galur Wistar (Rattus novergicus) yang diinduksi diet tinggi lemak

dapat ditarik kesimpulan yang menjawab tujuan penelitian, yaitu:

1.

Induksi diet tinggi lemak menggunakan kuning telur puyuh mentah dengan
dosis 2 mL/ 200 gBB/ hari terbukti mempengaruhi status stres oksidatif,
yang ditandai dengan perubahan kadar SOD dan MDA secara signifikan

pada tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus).

. Pemberian vitamin E dengan dosis 12 mg/kgBB/hari berpengaruh signifikan

terhadap perubahan kadar SOD dan MDA pada tikus jantan galur

Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak.

. Pemberian ekstrak propolis dengan dosis 36 mg/kgBB/hari berpengaruh

signifikan terhadap perubahan kadar SOD dan MDA pada tikus jantan galur
Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak.

Pemberian kombinasi ekstrak propolis dengan dosis 18 mg/kgBB/hari dan
vitamin E dengan dosis 6 mg/kgBB/hari berpengaruh signifikan terhadap
perubahan kadar SOD dan MDA pada tikus jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak.

90
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6.2 Saran

1.

Penelitian selanjutnya sebaiknya mengukur berat sisa pakan harian secara
akurat dan menggunakan kandang aktivitas (activity cage) untuk memantau

pergerakan fisik tikus guna meminimalkan variabel perancu.

. Pengambilan sampel darah secara berkala agar perubahan kadar stres

oksidatif dan dapat terpantau secara dinamis selama masa perlakuan.

. Menambah variabel pengukuran dalam sistem antioksidan endogen baik

yang enzimatis maupun non enzimatis untuk memberikan gambaran

mekanisme perlindungan sel yang lebih utuh.

. Pemberian plasebo melalui sonde oral kepada kelompok kontrol sehat agar

seluruh kelompok mendapatkan tingkat stres fisik dan frekuensi kontak

(handling) yang seragam.
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