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ABSTRAK

Safitri, Dessy Nur. 2018. Pengaruh Pemberian Kefir Susu Sapi Terhadap
Pencegahan Penurunan Aktivitas SOD (Superoxide Dismutase) Plasenta
Tikus Putih (Rattus Norvegicus) Bunting Dengan Paparan Asap Rokok.
Tugas Akhir, Program Studi Kebidanan, Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Pembimbing: (1) Dr. dr. Setyawati Soeharto, M. Kes (2) dr. Astri
Proborini, Sp.A, M. Biomed.

Radikal bebas adalah molekul yang memiliki atom dengan elektron yang
tidak berpasangan dan bersifat reaktif, disebut Reactive Oxigen Species (ROS).
ROS dapat dibentuk melalui jalur metabolik maupun enzimatis. Salah satu
sumber radikal bebas adalah asap rokok. Bahan kimia beracun yang terkandung
didalam rokok mampu memicu pembentukan radikal bebas sehingga
menyebabkan kerusakan oksidatif biologis. Kerusakan oksidatif timbul akibat
ketidakseimbangan oksidan dan antioksidan tubuh, salah satunya SOD
(Superoxide Dismutase). SOD adalah antioksidan endogen yang melindungi
kerusakan sel dengan cara mengkatalisis radikal superoksida menjadi hydrogen
peroksida dan oksigen. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh
pemberian kefir susu sapi terhadap pencegahan penurunan aktivitas SOD
(Superoxide Dismutase) plasenta tikus (Rattus norvegicus) bunting dengan
paparan asap rokok. Studi eksperimental ini menggunakan Post Test Only
Control Group Design.yang dilakukan pada 24 ekor tikus bunting. Sampel dibagi
menjadi 5 kelompok, yaitu kontrol negatif (tanpa asap rokok dan tanpa diberi kefir
susu sapi), kontrol positif (dipapar asap rokok tanpa diberi kefir susu sapi) dan
P1, P2 dan P3 (dipapar asap rokok dan diberi kefir susu sapi dengan dosis 2,5
ml/kgBB; 5 ml/kgBB; 10ml/kgBB). Aktivitas SOD diukur menggunakan
spektrofotometri. Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan
signifikan antar kelompok (p=0,000). Uji Post Hoc pada P1, P2 dan P3 dapat
mencegah penurunan aktivitas SOD (p= 0,000), dan P3 dapat mencapai aktivitas
SOD dalam kondisi yang normal (p=0,051). Terdapat hubungan yang sangat
kuat (r)=0,909 dengan nilai p<0,05 dan kefir susu sapi dapat berpengaruh
terhadap aktivitas SOD sebesar 82,6%. Kesimpulan pada penelitian ini adalah
kefir susu sapi dapat mencegah penurunan aktivitas SOD plasenta.

Kata kunci: Kefir Susu Sapi, Aktivitas SOD (Superoxide Dismutase), Asap
Rokok, Tikus (Rattus norvegicus) Bunting.



ABSTRACT

Safitri, Dessy Nur. 2018. The Influence of Kefir (Cow’s Milk) Administration to
Prevent Reduction of SOD (Superoxide Dismutase) Activity in Pregnant
White Mice (Rattus norvegicus) Placenta Against Cigarette Smoke. Tugas
Akhir, Program Studi Kebidanan, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pembimbing: (1) Dr. dr. Setyawati Soeharto, M. Kes (2) dr. Astri Proborini, Sp.A,
M. Biomed.

A free radical is a molecule containing atom that has unpaired electron
which is reactive, called Reactive Oxygen Species (ROS). ROS can be formed
through both metabolic and enzymatic fascia. One of radical free source is
cigarette smoke. The toxic chemical contained in cigarette can trigger free radical
formation which causes biological oxidative damage. Oxidative damage arises
from oxidants and antioxidants of the body, one of them is SOD (Superoxide
Dismutase). SOD is endogenous antioxidants that protects cell damage by
catalyzing superoxide radical into hydrogen peroxide and oxygen. The objective
of this research is to cognize the influence of kefir administration to prevention of
reduction SOD (Superoxide Dismutase) activity of pregnant white mice placenta
against the cigarette smoke. This experimental study was using Post Test Only
Control Group Design which was applied to 24 pregnant mice. The samples were
divided into 5 groups; they were negative control (unexposed to cigarette smoke
and without cow milk kefir), positive control (exposed to cigarette smoke and
without cow's kefir) and P1, P2 and P3 (exposed to cigarette smoke and
administration of 2,5 ml/kgBB of kefir; 5 ml/kgBB of kefir;10 ml/kg BB of kefir).
The SOD activity was measured using spectrophotometry. The test results of
One Way ANOVA reveal the different significantly among the groups (p=0,000).
The Post Hoc Test of P1, P2, and P3 can prevent the reduction SOD activity
(p=0,000), and P3 can achieve the SOD activity under normal condition
(p=0,051). There is a strong relationship (r)=0,909 and significant value <0,05.
The kefir can affect the SOD activity by 82,6%. The conclusion of the research
shows that kefir can prevent the reduction of SOD activity of placenta against
cigarette smoke.

Keywords: Kefir, SOD (Superoxide Dismutase) Activity, Cigarette Smoke,
Pregnant Mice (Rattus norvegicus)



1.1

BAB 1

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Angka Kematian Ibu (AKI) merupakan salah satu indikator yang
peka terhadap kualitas dan aksesibilitas fasilitas pelayanan kesehatan.
Berdasarkan Survei Demografi dan Kesehatan Indonesia (SDKI) pada
2012, AKI (yang berkaitan dengan kehamilan, persalinan, dan nifas)
berjumlah sebesar 359 per 100.000 kelahiran hidup. Pada 2012 SDKI
kembali mencatat kenaikan AKI yang signifikan, yakni dari 228 menjadi
359 kematian ibu per 100.000 kelahiran hidup (Departemen Kesehatan
Republik Indonesia, 2012). Di Jawa Timur, capaian AKI cenderung
meningkat dalam lima tahun terakhir. Pada 2012 mencapai 97,43 per
100.000 kelahiran hidup (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
2012).

Salah satu yang mempengaruhi kesehatan tubuh adalah faktor
lingkungan yang berkaitan dengan perilaku hidup, yaitu kebiasaan
merokok. Saat ini, merokok tidak hanya dilakukan oleh laki-laki tetapi juga
dilakukan oleh perempuan. Data dari Badan Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan Kementrian Kesehatan RI (2013) menyatakan
bahwa penduduk yang merokok dengan usia 15 tahun keatas masih
belum terjadi penurunan dari 2007 ke 2013. Meningkat dari 34,2% tahun
2007 menjadi 36,3% tahun 2013, 64,9% laki-laki dan 2,1% perempuan

masih menghisap rokok tahun 2013. 1,4% perokok umur 10-14 tahun,



9,9% perokok pada kelompok tidak bekerja, dan 32,3% pada kelompok
kuintil indeks kepemilikan terendah.

Menghisap atau menghirup asap rokok tentunya berbahaya bagi
tubuh. Perempuan yang merokok atau menghirup asap rokok terus
menerus selama kehamilan akan berdampak negatif bagi kesehatan ibu
dan janinnya, seperti berat badan bayi lahir rendah, risiko abortus
spontan, meningkatnya angka kelahiran prematur, risiko penyakit pada
plasenta, meningkatkan risiko kematian bayi baru lahir, peningkatan risiko
kehamilan ektopik, plasenta previa, dan anomali kongenital seperti bibir
sumbing (Liszewski et al., 2007).

Paparan asap rokok adalah paparan asap yang dihirup oleh
seseorang yang bukan perokok utama (Passive Smoker). Asap rokok
tersebut lebih berbahaya bagi perokok pasif karena kandungan zat
kimianya yang lebih tinggi dibandingkan pada perokok aktif (Zisovska,
2010), lima kali lebih banyak mengandung karbon monoksida, empat kali
lebih  banyak mengandung tar dan nikotin (Simpson, 2009).
Karbonmonoksida dapat berdampak buruk pada pernapasan ibu hamil
sehingga janin akan kekurangan oksigen (Ross, 2006). Setiap Kkali
menghirup asap rokok, sengaja maupun tidak, berarti juga mengisap
lebih dari 4000 bahan kimia dan 200 diantaranya beracun seperti CO
(karbonmonoksida) dan nikotin (Sirajuddin dkk, 2011).

Asap rokok tersebut dapat menginduksi pembentukan radikal
bebas sehingga radikal bebas akan meningkat. Secara fisiologis hal
tersebut akan diantisipasi oleh enzim endogenus, yaitu Superoksida

Dismutase (SOD). SOD merupakan antioksidan primer di dalam tubuh



(intraselular). SOD tersebut menandakan status antioksidan dan
digunakan sebagai bioindikator kondisi stres oksidatif (Herdiani, 2016).
SOD berperan penting sebagai pertahanan pertama melawan radikal
bebas dengan cara dismutasi anion superoksida menjadi hidrogen
peroksida dan oksigen (Marks dkk, 2000). Aktivitas dari SOD ini telah
ditemukan di dalam plasenta (Zhang et al., 2002).

Jika paparan radikal bebas tersebut terus menerus terjadi, maka
enzim endogen/SOD dalam tubuh tidak mencukupi. Ketidakseimbangan
produksi radikal bebas/ROS (Reactive Oxygen Species) dan status
antioksidan endogenus tersebutlah yang disebut dengan stres oksidatif
(Halliwell, 2006). Sehubungan dengan potensi toksisitas senyawa radikal
bebas, tubuh membutuhkan antioksidan dari luar yang berfungsi
menetralkan dan mempercepat degradasi senyawa radikal bebas untuk
mencegah kerusakan komponen makromolekul sel dan membantu
meningkatkan antioksidan enzimatis dalam tubuh.

Antioksidan dari luar tubuh dapat diperoleh dengan mengonsumsi
makanan atau minuman yang mengandung antioksidan. Salah satunya
adalah “Kefir’. Penelitian yang berjudul “Antioxidative Activities of Kefir”
menyatakan bahwa kefir merupakan antioksidan potensial yang
berinteraksi langsung dengan berbagai aktivitas antioksidannya yang
bertanggung jawab atas kerusakan oksidatif dan menjadi suplemen
antioksidan alami dalam makanan manusia (Anim, 2005).

Kefir juga memberikan efek antioksidan yang lebih protektif
dibandingkan dengan vitamin E dalam penelitian yang dilakukan pada

hewan coba yang diberi karbon tetraklorida (CCl4) (Guven & Gulmez,



1.2

1.3

2003). Penggunaan kefir disarankan sebagai antioksidan, antimikroba,
antitumor, dan immunomodulator. Penelitian terus dilakukan untuk
menghasilkan perkembangan produk kefir untuk melestarikan konsumen
yang sehat (Maria R. Pradol, 2015).

Kefir yang telah diuji sebagai antioksidan tambahan, masih belum
diteliti pada ibu hamil. Berdasarkan uraian tersebut, peneliti tertarik untuk
meneliti kefir yang telah terbukti sebagai antioksidan, apakah mampu
meningkatkan SOD (Superoxide Dismutase) plasenta tikus putih (Rattus
novergicus) sebagai hewan percobaan bunting dengan paparan asap
rokok. Harapan penelitian ini dapat mencegah dampak negatif radikal

bebas terutama paparan asap rokok pada kehamilan.

Rumusan Masalah

Apakah pemberian kefir susu sapi dapat mencegah penurunan

aktivitas SOD (Superoxide Dismutase) plasenta tikus putih (Rattus

norvegicus) bunting dengan paparan asap rokok?

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan pengaruh pemberian kefir susu sapi terhadap

pencegahan penurunan aktivitas SOD (Superoxide Dismutase) plasenta tikus

putih (Rattus norvegicus) bunting dengan paparan asap rokok.

1.3.2 Tujuan Khusus



1.3.2.1 Membuktikan aktivitas SOD (Superoxide Dismutase) setelah
diberikan kefir susu sapi pada plasenta tikus putih (Rattus norvegicus)
bunting dengan paparan asap rokok.

1.3.2.2 Membuktikan dosis optimal kefir susu sapi yang diberikan pada

tikus putih (Rattus norvegicus) agar dapat memberikan efek terapeutik.

1.4  Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat bagi Akademik
Penelitian ini dapat memberikan kontribusi dalam
mengembangkan ilmu pengetahuan, khususnya kebidanan tentang manfaat
kefir susu sapi sebagai antioksidan terutama saat kehamilan yang rentan

terpapar radikal bebas, seperti asap rokok.

1.4.2 Manfaat bagi Masyarakat
Dapat memberikan informasi dan pengetahuan baru tentang
manfaat kefir susu sapi sebagai antioksidan dalam mencegah penurunan
aktivitas SOD (Superoxide Dismutase) pada kehamilan dengan paparan

asap rokok.

1.4.3 Manfaat bagi Peneliti
Peneliti dapat menambah wawasan keilmuan dan pengalaman
terkait kefir susu sapi yang dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan
sebagai upaya promotif dan preventif kepada ibu hamil yang terpapar
radikal bebas. Penelitian juga digunakan untuk memenuhi persyaratan

memperoleh gelar sarjana kebidanan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rokok

2.1.1 Deskripsi Rokok

Rokok adalah gulungan tembakau yang berbalut daun nipah,
kertas, atau bahan lainnya. Bentuknya silinder dengan diameter 0,5>1cm.
Panjang dan ukurannya bervariasi, tergantung jenis rokoknya. Pada
umumnya panjang rokok sekitar 5 cm. Rokok berisi rajangan daun
tembakau (Sukmana, 2009).

Rokok terbagi dua macam, yaitu rokok yang berfilter dan tidak
berfilter (kretek). Filter rokok terbuat dari bahan busa serabut sintesis
yang berguna menarik nikotin dan tar. Apabila rokok diisap dan
diembuskan akan menghasilkan asap rokok.Asap rokok mengandung
bahan kimia beracun, karsinogenik, mutagenik, maupun radikal bebas
yang stabil dan tidak stabil serta ROS yang dapat menyebabkan
kerusakan oksidatif biologi (Valavanidis, 2009).

Asap rokok yang keluar dari ujung pembakaran rokok atau yang
disebut dengan asap arus samping (Side Stream Smoke) mengandung
komponen gas beracun yang lebih tinggi dibandingkan dengan asap arus
utama (Mainstream Smoke) atau asap rokok yang diisap oleh perokok

aktif (Ambrose and Barua, 2004).



Kebiasaan merokok dapat meningkatkan resiko munculnya
berbagai penyakit seperti penyakit jantung dan gangguan pembuluh
darah, kanker paru-paru, kanker rongga mulut, kanker laring, kanker
esofagus, bronkhitis, tekanan darah tinggi, impotensi, serta gangguan

kehamilan dan cacat pada janin (Irawati dkk, 2011)

2.1.2 Kandungan Rokok

Rokok terbuat dari daun tembakau yang mengandung nikotin dan
zat-zat lain yang bersifat adiktif, seperti piridin, fenol, hidrogen sianida,
amonia, benzene, benza anthracene, benzo pyrene, dan sebagainya. Zat
yang ada dalam rokok mengandung sekitar 4000 komponen kimia. Salah
satunya mengandung ROS (Reactive Oxygen Species), seperti
peroksinitrat dan senyawa organik dari radikal bebas. Kandungan yang
ada dalam rokok ini sangat reaktif dan relatif stabil yang berpotensi
menstimulasi sel untuk memproduksi ROS (Nopya, 2013).

ROS pada rokok memicu hancurnya antioksidan endogen (vitamin
dan enzim) dan mengurangi efek pertahanan tubuh oleh antioksidan
(Valavanidis, 2009).

Nikotin merupakan bahan yang mempunyai aktivitas biologis yang
merangsang bangkitnya adrenalin hormon yang menyebabkan jantung
berdebar-debar dan meningkatkan tekanan darah serta kadar kolesterol
dalam darah. Zat adiktif yang terdapat pada nikotin juga membuat
perokok menjadi ketergantungan. Apabila  berlebihan, dapat
menyebabkan kanker. Zat lainnya adalah tar yang mengandung piridin.
Tar dapat merusak alat pernapasan. Semakin dalam pengisapan rokok,

semakin banyak racun yang mengendap di saluran pernapasan. Tar



mengandung bahan kimia beracun yang bisa merusak sel paru-paru dan

menyebabkan kanker (Sukmana, 2009).

Karbon monoksida merupakan gas yang tidak berbau. Inhalasi gas
ini menyebabkan kerusakan saraf pusat dan asfiksia dengan cara
mengikat hemoglobin secara irreversible (Dorlan, 2011). Karbon
monoksida merendahkan kandungan oksigen di dalam darah dan
meracuni jantung sehingga terjadi kekurangan pasokan oksigen dan
membuat kerja jantung kurang efisien (Smith, 2006).

Timah hitam (pb) terkandung dalam rokok sebanyak 0.5 ug dan
merupakan komponen yang sangat berbahaya. Batas ambang timah

hitam dalam tubuh sekitar 20 miligram per hari (Aditama, 1997)
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Gambar 2.1 Kandungan dalam Rokok (Astuti, 2009)

2.1.3 Bahaya Asap Rokok Selama Kehamilan

Kehamilan merupakan keadaan fisiologis yang disertai dengan
tingginya kebutuhan metabolisme dan peningkatan kebutuhan oksigen.

Secara fisiologis, pertumbuhan plasenta dan berkembangnya
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vaskularisasi saat kehamilan menciptakan lingkungan yang kaya oksigen,
dan masa mitokondria yang berlimpah sehingga mendukung produksi

ROS (Casanueva & Viteri, 2009).

Paparan rokok saat masa kehamilan dapat melalui dua bentuk,
yaitu merokok secara akif dan merokok pasif. Kedua bentuk paparan
rokok tersebut akan berdampak buruk bagi ibu hamil dan janinnya (WHO,
2013). Pada kehamilan yang berkaitan dengan adanya paparan asap
rokok berisiko terkena kerusakan oksidatif, tidak hanya disebabkan oleh
peningkatan secara fisiologis kadar oksigen bebas, tetapi juga oleh

radikal dalam asap rokok (Chelchowska et al., 2011).

Bahan beracun pada rokok dapat dengan mudah melewati
plasenta akibat memiliki berat molekul yang rendah dan sifat plasenta
yang permeabel terhadap komponen rokok tersebut. Bahan tersebut
secara langsung mengubah proliferasi dan diferensiasi trofoblas dan
secara tidak langsung merubah sifat mekanik dari pembuluh darah vili
yang berakibat pada penurunan aliran darah dalam sirkulasi umbilikus.
Nikotin yang terkandung dalam rokok menekan penyerapan asam amino
(AA) vili plasenta, mengikat asetilkolin (Ach) binding site sub unit Alpha
Nicotinic Acetyl Choline Receptors (nAChR). Melalui stimulasi tersebut,
Ach mengontrol penyerapan nutrisi, aliran darah dan volume cairan
dalam pembuluh plasenta dan vaskularisasi selama perkembangan
plasenta (Jauniaux and Burton, 2007).

Dampak yang ditimbulkan pada janin berhubungan dengan risiko

berat badan lahir rendah, peningkatan risiko respiratory distress



syndrome, defek kardiovaskular, celah bibir dan palatum, imunodefisiensi,
dan peningkatan risiko SIDS (Suddent Infant Death Syndrome) (Liszewski

et al., 2007).

2.2 Radikal Bebas

Radikal bebas (bahasa Latin: radicalis) adalah molekul atau
bagian molekul yang tidak utuh lagi karena sebagian telah pecah atau
melepaskan diri kemudian akan melekat pada molekul lain dan merusak
atau mengubah struktur atau fungsi molekul yang bersangkutan
(Tambayong, 2000).

Radikal bebas adalah molekul yang mempunyai sekelompok atom
dengan elektron yang tidak berpasangan pada orbital terluarnya dan
dapat berdiri sendiri. Elektron yang tidak berpasangan ini cenderung
mencari pasangan dengan cara menarik atau menyerang elektron dari
senyawa lain sehingga terbentuk radikal baru. Radikal bebas akan
menarik atau menyerang elektron di sekelilingnya dengan cepat sehingga
bersifat sangat reaktif dan mempunyai waktu paruh yang sangat pendek.
Jika radikal bebas tidak di-inaktivasi, reaktivitasnya dapat merusak
seluruh tipe makromolekul seluler, termasuk karbohidrat, protein, lipid,
dan asam nukleat (Clarkson & Thompson, 2000).

Radikal bebas, sering disebut Senyawa Oksigen Reaktif (SOR),
juga dapat dibentuk melalui jalur enzimatis ataupun metabolik. Proses
asam arakidonat menjadi prostaglandin dan prostasiklin dipacu oleh
enzim lipoksigenase dan siklooksigenase (menghasilkan komponen atau
senyawa oksigen reaktif berupa epoksida dan peroksida), serta oksidase

(berbentuk monoamin oksidase atau aldehid oksidase). Selanjutnya, akan



membentuk radikal anion superoksida atau hidroperoksida (Winarsih,

2007).

Simbol untuk radikal bebas adalah sebuah titik yang berada di
dekat simbol atom (Re). ROS (Reactive Oxigen Species) adalah senyawa
pengoksida turunan oksigen yang bersifat sangat reaktif yang terdiri atas
kelompok radikal bebas dan kelompok nonradikal. Kelompok radikal
bebas antara lain adalah superoxide anion (O,*"), hydroxyl radicals (OHe),
dan peroxyl radicals (RO;). Yang nonradikal, misalnya hydrogen
peroxide (H,0,), dan organic peroxides (ROOH) (Halliwell & Whiteman,
2004).

Tabel 2.1. Jenis Reactive Oxygen Species / ROS (Halliwell &

Whiteman, 2004).

Macam-macam Reactive Oxygen Species / ROS

O, Radikal superoksida (Superoxide radical)
OH- Radikal hidroksil (Hydroxyl radical)

RO,* Radikal peroksil (Peroxyl radical)

RO- Radikal alkoksil (Alkoxyl radical)

10, Oksigen tunggal (Singlet oxygen)

HO,* Radikal hidroperoksil (Hydroperoxyl radical)
H,0, Hidrogen peroksida (Hydrogen peroxide)
ROOH Peroksil Organik (Organic Peroxyl)




Proses secara keseluruhan pembentukan radikal bebas dapat
digambarkan sebagai berikut:
Inisiasi
ROOH + logam ™= ROO- + logam ™™ + H*
Xe+RH > Re + XH
Propagasi
Re + O, ROO-

ROOQO-« + RH - ROOH + Re
Terminasi

ROOQO-« + ROO* > ROOR + O,
ROO- + R* > ROOR

Re+R* > RR

Berdasarkan kimia organik, peroksida adalah suatu gugus
fungsional dari sebuah molekul organik yang mengandung ikatan tunggal
oksigen-oksigen (R-O-O-R'). Jika salah satu dari R atau R' merupakan
atom hidrogen, maka senyawa itu disebut hidroperoksida (R-O-O-H).
Prekursor molekuler dari proses inisiasi adalah produk hidroksiperoksida
(ROOH), peroksidasi lipid merupakan reaksi berantai yang sangat
berpotensi memiliki efek menghancurkan (Siti, 2009).

Radikal bebas akan terbentuk di dalam tubuh sebagai respons
normal sistem biologis. Namun, akan bersifat sangat deskruktif terhadap
sel dan jaringan apabila produksi radikal bebas tubuh tidak terkontrol.
Oleh karena itu, antioksidan tubuh akan bekerja sebagai pertahanan

mengatasi radikal bebas (Winarsih, 2007).



2.2.1 Sumber Radikal Bebas

Menurut Tapan (2005), reaksi pembentukan radikal bebas

merupakan mekanisme biokimia tubuh yang alamiah. Radikal bebas

biasanya hanya bersifat perantara yang dengan cepat diubah menjadi

substansi yang tidak membahayakan tubuh. Namun, ada beberapa

penyebab yang dapat meningkatkan atau memicu pembentukan radikal

bebas:

a) Dari dalam tubuh:

Proses oksidasi yang berlebihan
Proses olahraga yang berlebihan

Latihan yang berlebihan dapat menghasilkan radikal bebas
tambahan sesuai bertambahnya kebutuhan energi dan
pembakaran biokimia dalam tubuh.
Proses peradangan akibat menderita sakit kronis atau
tumor/kanker

Radikal bebas aktif diproduksi dari luka atau otot yang
digunakan secara berlebihan. Termasuk pada penderita
diabetes yang terpapar kadar gula darah yang tinggi. Kondisi
ini menghasilkan molekul oksigen yang tidak stabil terus-
menerus.

Dalam kondisi stres psikologis

b) Dari luar tubuh

Menghirup asap rokok
Radikal bebas dari asap rokok masuk ke dalam tubuh

manusia melalui saluran pernapasan. Molekul oksigen yang



tidak stabil dapat langsung merusak jaringan paru atau
memicu lepasnya spesies oksigen reaktif dalam sel-sel tubuh
termasuk sel darah putih.

- Menghirup udara/lingkungan yang tercemar

Udara yang tercemar menjadi radikal bebas bagi tubuh
yang merusak sel-sel tubuh dengan cara menembus membran

sel.

- Radiasi matahari
- Radiasi foto terapi
- Konsumsi obat-obatan termasuk kemoterapi

- Pestisida dan zat kimia pencemaran lain.

2.2.3 Sistem Pertahanan Antioksidan dan Stress Oksidatif

Produk radikal bebas atau senyawa oksigen reaktif yang
berlebihan di dalam tubuh melebihi pertahanan tubuh akan menimbulkan
stres oksidatif (Agarwal et al., 2005). Stres oksidatif timbul akibat reaksi
metabolik yang menggunakan oksigen dan mengakibatkan gangguan
pada keseimbangan antara oksidan dan antioksidan sel (Halliwell, 2006).
Adanya stress oksidatif yang meningkat akan berdampak buruk pada
beberapa komponen penyusun membrane sel, antara lain kerusakan
pada lipid membrane membentuk malondyaldehyda (MDA), kerusakan
protein, karbonhidrat dan DNA (Kevin et al., 2006).

Tubuh dilengkapi oleh seperangkat sistem pertahanan untuk
menangkal serangan radikal bebas atau oksidan sehingga dapat

membatasi kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas. Adanya



potensi toksisitas senyawa radikal bebas, tubuh memiliki mekanisme
sistem pertahanan alami berupa enzim antioksidan endogen yang
berfungsi menetralkan dan mempercepat degradasi senyawa radikal
bebas untuk mencegah kerusakan komponen makromolekul sel (Valko et
al. 2007).

Sistem pertahanan antioksidan ini antara lain adalah enzim
Superoksida Dismutase (SOD) yang terdapat di mitokondria dan sitosol,
Glutathione Peroxidase (GPX), Glutathione reductase, dan catalase.
Sementara itu, sistem pertahanan atau antioksidan yang berupa
mikronutrien di antaranya adalah (-karoten, vitamin C, dan vitamin E
(Hariyatmi, 2004). Sistem pertahanan ini bekerja dengan beberapa cara,
antara lain berinteraksi langsung dengan radikal bebas, oksidan, atau
oksigen tunggal, mencegah pembentukan senyawa oksigen reaktif, atau
mengubah senyawa reaktif menjadi kurang reaktif (Winarsih, 2007).

Antioksidan enzimatis (Superoxide Dismutase) dan non-enzimatis
mendetoksifikasi ROS dan RNS (Reactive Nitrogen Species) serta
meminimalisasi kerusakan pada biomolekul. Ketidakseimbangan antara
produksi ROS dan kapasitas antioksidan menyebabkan keadaan stres
oksidatif yang berkontribusi pada patogenesis sejumlah penyakit dengan

menimbulkan kerusakan lemak, protein, dan DNA (Wati dkk, 2013).

2.3 Antioksidan
Senyawa antioksidan secara kimia adalah senyawa pemberi
elektron (electron donors). Secara biologis, antioksidan adalah senyawa
yang mampu menangkal atau meredam dampak negatif oksidan dalam

tubuh. Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya
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kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas oksidan dapat
dihambat.Keseimbangan oksidan dan antioksidan berkaitan dengan
fungsi sistem imunitas tubuh terutama untuk menjaga integritas dan
berfungsinya membrane lipid, protein sel dan asam nukleat, serta
mengontrol transduksi signal dan ekspresi gen dalam sel imun.
Komponen terbesar yang menyusun membrane sel adalah senyawa
asam lemak tak jenuh, yang sangat sensitif terhadap perubahan
keseimbangan oksidan-antioksidan (Winarsih, 2007).

Antioksidan mampu menetralisasi radikal bebas dengan cara
mencegah, memotong, dan memperbaiki. Pencegahan dilakukan oleh
SOD (Superoxide Dismutase) dengan cara menghentikan pembentukan
ROS (Devasagayam et al., 2004).

Antioksidan diklasifikasikam menjadi antioksidan enzimatis dan
antioksidan non-enzimatis. Antioksidan enzimatis yang bekerja secara
langsung dalam menetralisasi ROS dan RNS adalah SOD (Superoxide
Dismutase), katalase, glutathione peroksidase, dan glutathione reduktase.
Adapun antioksidan non-enzimatis dibagi menjadi dua, yakni metabolic
antioxidants dan nutrient antioxidants. Metabolic antioxidants dihasilkan
oleh metabolisme tubuh, seperti asam lipid, gluthionin, L-arginin, koenzim
Q10, melatonin, asam urat, bilirubin, dan transferin. Nutrient antioxidants
adalah komponen yang tidak dihasilkan oleh tubuh, tetapi didapatkan dari
makanan atau suplemen, seperti vitamin E, vitamin C, karotenoid,
selenium, mangan, zinc, flavonoid, asam lemak omega 3, dan omega 8

(Pray-Huy et al., 2008).
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Antioksidan dapat menghambat reaksi oksidasi akibat radikal
bebas dan menghancurkan atau menetralkan radikal bebas yang
menyebabkan kerusakan sel dalam tubuh seperti DNA, protein, dan
lemak yang jika dibiarkan akan menyebabkan penyakit degeneratif

seperti kanker, jantung, dan penuaan dini (Sie, 2013).

2.3.1 Jenis Antioksidan

Antioksidan dikelompokkan menjadi dua, yaitu sebagai berikut:
a. Antioksidan Enzimatis

Antioksidan enzimatis disebut pula antioksidan primer (antioksidan
endogenus) yang meliputi enzim SOD, katalase, dan glutathione
peroksida (GSH-Px). Suatu senyawa dikatakan antioksidan primer
apabila dapat memberikan atom hidrogen secara cepat kepada senyawa
radikal. Kemudian, radikal antioksidan yang terbentuk berubah menjadi
senyawa yang lebih stabil. Sebagai antioksidan, enzim-enzim tersebut
menghambat pembentukan radikal bebas dengan cara memutus reaksi
berantai (polimerasi). Kemudian, mengubahnya menjadi produk yang
lebih stabil. Antioksidan dalam kelompok ini disebut juga chain-breaking-
antioxidant. Enzim katalase dan glutathione peroksidase bekerja dengan
cara mengubah H,O, menjadi H,O dan O, sedangkan SOD bekerja
dengan cara mengkatalisis reaksi dismutasi dari radikal anion
superoksida menjadi H,O,. (Winarsih, 2007).

Belleville-Nabet dalam Winarsih (2007) menyebutkan bahwa
antioksidan primer bekerja dengan cara mencegah pembentukan
senyawa radikal bebas baru atau mengubah radikal bebas yang telah

terbentuk menjadi molekul yang kurang reaktif.
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b. Antioksidan Non-enzimatis dibagi menjadi:

- Antioksidan larut lemak, seperti tokoferol, karotenoid, flavonoid,
guinon, dan bilirubin.

- Antioksidan larut air, seperti asam askorbat, asam urat, protein
pengikat logam, dan protein pengikat heme.

Antioksidan enzimatis dan non-enzimatis tersebut bekerja sama
memerangi aktivitas senyawa oksidan dalam tubuh. Terjadinya stres
oksidatif dapat dihambat oleh kerja enzim-enzim antioksidan dalam tubuh
dan antioksidan non-enzimatik.

Menurut Belleville-Nabet dalam Winarsih (2007), secara fisiologis
terdapat dua pertahanan tubuh. Di antaranya sebagai berikut:

- Sistem pertahanan preventif, dilakukan oleh kelompok antioksidan
sekunder. Pembentukan senyawa oksigen reaktif dihambat
dengan cara pengkelatan metal, atau jika sudah terbentuk,
senyawa itu dirusak. Pengkelatan metal terjadi dalam cairan
ektrasel, sedangkan perusakan senyawa oksigen reaktif terjadi di
dalam sel, terutama oleh sistem enzim.

- Sistem pertahanan melalui pemutusan reaksi radikal berantai,
dilakukan oleh kelompok antioksidan primer.

Antioksidan enzimatis dan non enzimatis tersebut bekerja sama
memerangi aktivitas senyawa oksidan dalam tubuh. Selain antioksidan
enzimatis dan non enzimatis, disebutkan terdapat antioksidan tersier
yang meliputi sistem enzim DNA-repair dan metionin sulfoksida
reduktase. Enzim-enzim ini berfungsi dalam perbaikan biomolekuler yang

rusak akibat reaktivitas radikal bebas. Kerusakan DNA yang terinduksi
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senyawa radikal bebas dicirikan oleh rusaknya single dan double strain,

baik gugus non basa maupun basa (Winarsih, 2007).

2.3.2S0D
Radikal bebas yang masuk ke dalam tubuh memiliki penangkal
alami berupa antioksidan. Salah satu bentuk antioksidan adalah
antioksidan enzimatis. Enzim antioksidan yang terdapat di dalam sel
meliputi katalase, glutathione peroksidase, dan superoksida dismutase
(Asayama et al., 1996); copper, zinc-superoksida dismutase (Cu,Zn-SOD)
(Fridovich, 1975) dan mangan superoksida dismutase (MnSOD)

(Marklund, 1984) dalam (Wresdiyati, 2006).

Enzim superoksida dismutase merupakan suatu metaloenzim
yang bertindak sebagai intraseluler utama yang melindungi kerusakan
sel karena radikal superoksida dengan cara mengkatalisis radikal O~
menjadi hidrogen peroksida (H,O,) dan oksigen (O,) berdasarkan reaksi

202- + 2H+ — 02 + H202 (KankOfer 2002)

Pemecahan radikal bebas menjadi hidrogen peroksida itu masih
berbahaya, sehingga SOD bekerja sama dengan enzim glutathione
peroksidase dan katalase untuk memecahnya lagi menjadi air.

Superoksida dismutase (SOD) terdapat di seluruh sel, jaringan
dan cairan tubuh. Sesuai dengan lingkungan aktivitasnya, SOD
memerlukan trace mineral tertentu yang seringkali diklasifikasikan
sebagai mineral antioksidan. Di dalam mitokondria, SOD memerlukan
mangan sedangkan di dalam sel SOD memerlukan tembaga dan seng

(N/A, 2005)
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Sejauh ini, SOD telah digunakan dalam penelitian biomedis baik in
vivo maupun in vitro, baik untuk pencegahan maupun pengobatan
beberapa penyakit tertentu. Cu, Zn-SOD merupakan salah satu
antioksidan endogen yang berperan penting dalam mengkatalisis radikal
bebas anion superoksida menjadi hidrogen peroksida dan molekul

oksigen (Mates et al., 1999 dalam Wrediyati, 2006).

Dengan kemajuan teknik imunositokimia, sel-sel penghasil SOD
telah berhasil dideteksi pada jaringan tikus (Asayama et al.,1989;
Wresdiyati, 1999 dalam Wresdiyati, 2006). Selain terdapat pada jaringan
normal, SOD juga ditemukan pada jaringan neoplastik (Keller et al., 1991
dalam Wresdiyati, 2006). Profil antioksidan SOD juga telah dilaporkan
pada kondisi patofisiologis, seperti stres dan diabetes mellitus (Wresdiyati
et al., 2002, Wresdiyati et al., 2003; Wresdiyati 2003 dalam Wresdiyati,

2006).

2.4 Kefir

2.4.1 Deskripsi Kefir

Kefir adalah susu yang dibuat melalui proses fermentasi
menggunakan mikroba bakteria dan yeast (Winarno & Ivone, 2007). Yang
membedakan produk susu fermentasi adalah jenis bakterinya. Kefir yang
dikenal ada 2 jenis kefir, yaitu kefir yang dibuat dengan susu murni atau
lemak tinggi dan dengan susu nonfat/ kefir bening (Pangkalan lde, 2008).

Kefir merupakan minuman fermentasi yang berasal dari simbiosis
antara khamir dan bakteri atau disebut juga Kefir Grains. Mikroorganisme

yang terdapat pada kefir grains antara lain Lactobacillus plantaturum
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plantaricin, Lactobacillus casei, Streptococcus cremoris, Streptococcus
lactis, Streptococcus diacetylacti (Counsens, 2003). Kefir mampu
menghasilkan alkohol (etanol), karbon dioksida, asam-asam organik
(laktat dan asetat), dan beberapa senyawa lainnya dari hasil penguraian
gula.

Kefir memiliki beberapa keunggulan diantaranya mampu
mengontrol dan menghilangkan bakteri dan yeast patogen yang ada
dalam tubuh, mengontrol kadar kolesterol dengan cara melindungi dari
kerusakan kardiovaskular, mengurangi risiko kanker atau tumor pada
saluran pencernaan dan organ vital lainnya, dan menyembuhkan
penyakit, seperti migrain, diare (Musdholifah & Elok, 2016), dan kadar
alkohol yang dihasilkan relatif lebih rendah dan menjaga keseimbangan
mikroflora dalam usus. Kandungan alkohol pada kefir sebesar 0,5-1%
dan asam laktat 0,9-1,11% (Gaware et al., 2011).

Kandungan laktosa berkurang dalam kefir dan kadar b-
galactosidase meningkat dari hasil fermentasi, dan sedikit peningkatan
proteolisis sehingga meningkatkan kandungan asam amino bebas.
Kandungan protein kefir lebih mudah dicerna dan mengandung asam
amino tryptophan yang memiliki efek menenangkan syaraf (relaksasi).
Efek penenang kefir pada sistem syaraf ini bermanfaat mengatasi
insomnia, stress, depresi dan ADHD (Attention Deficit Hyperactive
Disorder). Perbaikan mikroflora usus dapat dilakukan melalui peningkatan
mikroflora usus yang menguntungkan (bakteri asam laktat) karena dapat
mensintesa vitamin-vitamin dan dapat meningkatkan sistem kekebalan

tubuh (Pangkalan Ide, 2008).
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Kandungan kefir bening setiap 227 gram, kadar energi 110 kalori,
lemak 1 gram, kalsium 300-500 mg. Kandungan lain, seperti bakteri non
patogen yang baik untuk ketahanan tubuh, bakteri Lactobacillus
caucasus, garam-garam mineral, vitamin B complex dan asam laktat.
Selain itu, antioksidan dan asam folat dalam kefir meningkat dibanding
susu biasa. Kelebihannya adalah asam yang terbentuk dapat
memperpanjang masa simpan, mencegah pertumbuhan mikroorganisme
pembusuk sehingga mencegah kerusakan susu, dan mencegah
pertumbuhan mikroorganisme patogen sehinga meningkatkan keamanan

produk kefir (Pangkalan Ide, 2008)

Tabel 2.2 Kandungan Gizi Kefir Bening per 227 gram (Pangkalan Ide,

2008)

Kandungan Gizi Kefir

Per porsi (227 gr)

Energi 160 kkal
Karbonhidrat 8gr
Protein 14 gr
Lemak 39
Natrium 90 mg
Kalsium 300 mg
Vitamin A 500 IU
Vitamin D 100 1V

17



Kefir diyakini sebagai minuman yang berkhasiat multiguna. Bakteri
Asam Laktat (BAL) dalam kefir berfungsi sebagai probiotik yang
bermanfaat menjaga keseimbangan mikroorganisme saluran pencernaan,
menurunkan produksi racun, seperti fenol, ammonia, dan nitrosamine.
Kefir memiliki sistem mikroba kompleks yang tidak hanya ditemukan untuk
menjadi nutrisi bermanfaat namun juga telah terbukti menghambat
sejumlah patogen (Paucean and Carmen, 2008).

Kefir dapat dibuat dengan bahan baku susu sapi, kambing, domba
atau kerbau, baik dalam bentuk bubuk (susu skim) maupun cair (full-
cream, low fat atau non fat). Kefir diolah dengan menambahkan secara
sengaja kefir grains ke dalam susu yang telah dipasteurisasi dan diperam.
Konsentrasi kefir grains akan menentukan lama pemeraman dan
keasaman yang terbentuk sehingga akan berpengaruh terhadap kualitas
produk akhir yang dihasilkan. Kefir yang dibuat dari susu penuh lemak
mengandung 3,5 gram lemak per 100 ml sehingga menghasilkan 62 kcal
per 100 ml, kolesterol dalam lemak susu relatif rendah. Kefir mengandung
12 mg kolesterol per 100 gram (dalam minuman sekitar 3.5% kandungan
lemak) (Pangkalan lde, 2008). Kefir susu sapi memiliki kisaran kadar total

asam laktat 0.42-0.52% dengan nilai pH 4.9-5.5 (Nihayah, 2015).

Gambar 2.2 Bentuk Kefir Grains (Leech, https://authoritynutrition.com)
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Tabel 2.3 Kandungan Gizi Kefir per 100 gram (Jong, 2017)

Nutritional information kefir

Kefir 63 262 | 86,7 3.3 4.5 - 3.5 2,0 1,0 0,0 10,0 0,0
Kefir 0,03 | 0,03 015 0,04 - - 1,0
| | ‘
| - &
| o
| - &
/ Ay R PFODEED R 2 oK
ma mg |
’ e |, 204 e
Kefir | 40 150 | 120,0 | 90,0 | 0,0 - &4 0,40

Bakteri asam laktat (BAL) yang ada pada kefir susu sapi antara
lain Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus mali, Lactobacillus lactis,
Bifidobacterium spychraerophilum dan Enterococcus faecalis (Hsieh et al.,
2012). BAL dalam kefir grains membutuhkan enzim yang dihasilkan khamir
untuk pertumbuhan, sedangkan khamir menggunakan produk hasil
fermentasi BAL sebagai sumber karbon dan energi sehingga BAL dan
khamir dapat tumbuh dengan perbandingan yang seimbang (Kosikowski,
1982).

Mikroba dalam kefir memecah lemak susu, membuat kefir lebih
mudah dicerna. Bakteri Lactobacillus dalam kefir dapat menurunkan
kolesterol, dengan cara menempel pada kolesterol dan membuangnya dari
dalam tubuh. Penambahan kefir grains 30 gram per liter susu dan lama
pemeraman 24 jam pada suhu ruang menghasilkan kefir dengan kualitas

yang sesuai dengan standar susu fermentasi (Pangkalan Ide, 2008).
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Gambar 2.3 Susu Sapi dan Kefir Grains (Wardayati, 2012)

Gambar 2.4 Kefir Susu Sapi (Leech, https://authoritynutrition.com)

2.4.2 Pembuatan Kefir

Kefir sering juga disebut “Yogurt Rusia”. Di Rusia, konsumsi kefir
dianggap penting karena kemampuan probiotik dan peranan sebagai
penunjang kesehatan. Di negara tersebut kefir digunakan secara luas di
rumah sakit dan sanatorium sebagai makanan bagi pasien yang
mengalami gangguan pencernaan, arteriosklerosis, kelainan
metabolisme, seperti tekanan darah tinggi, dan makanan bagi anak-anak
kecil (Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Pasca panen Pertanian,

2007).
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Cara pembuatan kefir kurang lebih sama dengan pembuatan
yogurt. Perbedaannya terletak pada bibit yang digunakan. Untuk kefir
dibutuhkan biji kefir. Bibit kefir adalah campuran protein susu dan mikroba
kefir berbentuk seperti biji-biji berwarna putih kekuningan, berukuran 0,1-
2 cm. Biji kefir mula-mula berukuran kecil seperti biji gandum dan jika
sering digunakan akan tumbuh sebesar biji kenari. Bibit kefir dapat
diperoleh dengan membeli bibit kefir atau dari proses pembuatan kefir
sebelumya. Jika disimpan dengan benar, bibit kefir dapat digunakan
berulang kali tanpa batas (Pangkalan Ide, 2008).

Seliter susu mula-mula dipasteurisasi yaitu dipanaskan pada suhu
85°C selama 30 menit atau pada suhu 95°C selama 5 menit, tujuannya
untuk membunuh mikroba yang tidak diinginkan serta denaturasi protein
sehingga memudahkan kerja mikroba  selama proses fermentasi
kemudian tunggu hingga dingin hingga mencapai suhu kamar (18°C -
25°C). Sejumlah biji kefir dimasukkan ke dalam susu, kurang lebih 50—-60
g per liter susu. Semakin banyak biji yang ditambahkan maka proses
fermentasi menjadi lebih cepat. Setelah selesai, bahan disimpan selama
24 jam sampai terjadi penggumpalan sempurna dan dapat ditingkatkan
aroma dan cita rasanya dengan cara pemeraman kembali pada lemari
pendingin bersuhu 8-10°C selama 15-24 jam (Pangkalan Ide, 2008).

Untuk menghasilkan kefir yang mengandung gas dan alkohol,
perlu disimpan dalam wadah yang ditutup rapat (kedap udara). Jika
wadah terbuka atau ditutup tak rapat, hasil kefir akan menyerupai yogurt
polos. Setelah penyimpanan, dilakukan pengadukan secukupnya.

Kemudian, biji kefir disaring dan dipisahkan dari kefir yang baru jadi. Kefir
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tersebut dapat langsung diminum atau ditutup wadah kefir dan disimpan
lagi selama 12-24 jam sebelum diminum. Setelah disaring, biji kefir dapat
dimasukkan ke dalam susu yang baru. Sebelum itu, sebaiknya biji ini
dibilas dengan air matang yang hangat terlebih dahulu. Cara yang lebih
baru untuk membuat kefir adalah dengan menggunakan bibit serbuk kefir,
seperti bibit serbuk yogurt, berasal dari campuran kefir dan biji kefir yang
diliofilisasi. Kefir lebih awet dibanding yogurt dan dapat bertahan hingga
sebulan lebih di lemari pendingin, tetapi jika dibiarkan di suhu normal,
kefir hanya bertahan dua hari. Untuk menyimpan biji kefir dapat direndam
di dalam kefir atau susu dan ditaruh dalam lemari pendingin. Setelah
sekitar 10 hari hingga dua minggu berlalu, biji kefir dipindahkan ke susu

yang baru untuk menjaga keaktifan mikroba kefir (Widodo, 2002).

2.4.3 Cara Penyimpanan Kefir Susu Sapi

Bibit kefir / Kefir Grains tidak dapat dikeringkan dengan
pemanasan karena sebagian mikroorganisme di dalamnya dapat mati.
Bibir kefir akan aktif jika diawetkan dengan cara pengeringan beku
(freeze drying). Penyimpanan kefir pada suhu rendah mutlak harus
dilakukan dengan tujuan untuk menghambat aktivitas Bakteri Asam
Laktat (BAL) berlanjut sehingga keasaman kefir relatif stabil juga
bertujuan menghambat kontaminasi bakteri pathogen yang berasal dari

lingkungan.

Kosikowski (1982) menyatakan penyimpanan pada suhu 4C
dapat membuat body dan tekstur kefir lebih stabil. Brewer (1994)
menyatakan lama simpan kefir pada suhu rendah sekitar 10 hari. Jika

berlebih maka kualitasnya akan menurun. Kefir yang dibuat dengan
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konsentrasi bibit kefir 3% dengan lama simpan tiga hari akan
menghasilkan kefir dengan kualitas yang sesuai dengan standar susu
fermentasi. Penggunaan susu rendah lemak dengan konsentrasi kefir
grains serta lama simpan kefir dalam suhu rendah akan berpengaruh
terhadap kadar lemak, kadar protein, dan kadar alkohol kefir (Wijayanti,

2002).

2.4.4 Kefir sebagai Antioksidan

Kefir memberikan efek antioksidan yang lebih protektif
dibandingkan dengan vitamin E dalam uji toksisitas dengan karbon
tetraklorida (CCl4) pada hewan percobaan (Guven & Gllmez, 2003).
Penelitian lain oleh Ozcan and K, (2009) mengevaluasi efek dari
suplementasi kefir pada hewan percobaan yang disebabkan stres
oksidatif pada penggunaan timbal. Setelah enam minggu pengobatan,
pengonsumsian kefir ~meningkatkan glutathione peroxidase dan
mengurangi malondyaldehyda. Hasil mendukung hipotesis bahwa kefir

adalah alat potensial dalam pengendalian stres oksidatif.

Liu J, (2005) mengevaluasi aktivitas antioksidan dari kefir yang
dibuat pada susu kambing dan sapi, kelompok ini melaporkan bahwa
besar kemampuan pengikatan Kkefir pada radikal 1,1diphenyl-2-
pikrilhidrazil (DPPH) dan radikal superoksida. Selain menghambat
peroksidasi asam linoleat, aktivitas antioksidan dari kefir dapat
mengurangi kerusakan DNA, yang menjelaskan potensi antikankernya
yang didukung pada penelitian Grishina Anna et al pada tahun 2011.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kefir memiliki kapasitas antioksidan

yang secara signifikan lebih besar daripada susu. Temuan ini

23



menunjukkan bahwa kefir dapat mengurangi kerusakan DNA yang terjadi
pada sel colon manusia. Data yang disajikan menunjukkan adanya
potensi besar dari kefir sebagai antioksidan alami dalam diet manusia

(Grishina Anna et al., 2011).

Di dalam kefir terbentuk asam-asam organik yang diproduksi
bakteri asam laktat yang bersifat sinergesis dengan memberikan ion H+
pada radikal bebas sehingga meningkatkan jumlah aktivitas antioksidan
primer. Aktivitas sinergesis dapat bertindak sebagai donor hidrogen pada
radikal bebas sehingga dapat meregenerasi antioksidan primer
(Pratimasari, 2009). Selain itu, antioksidan sinergesis juga menyediakan
suasana asam yang dapat meningkatkan kestabilan antioksidan.
Meningkatnya aktivitas antioksidan pada akhir fermentasi kefir diduga
akibat aktivitas khamir dan bakteri asam laktat. Khamir memiliki
kemampuan menghasilkan enzim vinyl phenol reductase. Enzim vinyl
phenol reductase beserta enzim ferulic acid reductase akan membentuk
fenol akibat dekarboksilasi asam sinamat dan asam firulat. Lactobacillus
juga diketahui memiliki kemampuan mendegradasi asam ferulat dan
asam sinamat melalui aktivitas enzim ferulic acid reductase dan vinyl
phenol reductase menjadi 4-vinyl phenol dan 4-vinyl guaiacol (Kunaepah,

2008).

Bakteri Lactococcus spp dan Streptococcus thermophilus mampu
mengekpresikan aktivitas enzim antioksidan superoksida dismutase
(SOD), flora bakteri tersebut terutama asam laktat dalam kefir yang

bersifat homofermentatif mempunyai pengaruh positif terhadap anion
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superoksida. Turunan protein dan peptida pada kefir juga menunjukkan

terjadinya peningkatan aktivitas antioksidan (Kesenkasa et al., 2011).

Peptida yang berasal dari hidrolisat protein susu menghambat
oksidasi lipid (Ramos and Xiong, 2001) dan susu sapi yang di
fermentasikan dengan bibit kefir selama 32 jam menunjukkkan hasil yang
signifikan dalam menghambat peroksida asam linoleat dibandingkan susu

segar (Liu J et al., 2005)

2.5 Tikus (Rattus novergicus)

Tikus (Rattus norvegicus) sering digunakan sebagai hewan
percobaan. Tikus ini merupakan hewan yang berukuran lebih besar dari
mencit, lebih cerdas, tenang, mudah digarap dengan perlakuan wajar,
dan kurang suka berkumpul (Syamsudin, 2011).

Ciri-ciri morfologi dari tikus Rattus norvegicus ini antara lain
memiliki berat 150-600 gram, hidung tumpul dan badan besar dengan
pajang 18-25 cm, kepala dan badan lebih pendek dari ekornya, serta
telinga relatif kecil dan tidak lebih dari 20-23 mm (Malole dan Pramono,
1989). Tikus sebagai hewan percobaan ini memiliki kelebihan diantaranya
tidak dapat memuntahkan kembali isi perutnya karena struktur anatomi
yang dimiliki tikus tidak lazim pada tempat bermuara esophagus ke dalam
lambung sehingga mempermudah proses pencekokan perlakuan
menggunakan sonde lambung, dan tidak mempunyai kandung empedu
(Smith dan Mangkoewidjojo, 1988). Selain itu tikus percobaan tidak
pernah berhenti tumbuh, namun kecepatannya akan menurun setelah

berumur 100 hari (Muchtadi et al., 1993).

25



Volume normal lambung yang dimiliki tikus yaitu 3-5 ml. Jika
volume makanan yang diberikan melebihi volume lambung, hal tersebut
dapat berakibat dilatasi lambung secara akut yang dapat menyebabkan
robeknya saluran cerna (Ngatidjan, 2006).

Berikut adalah klasifikasi dari tikus putih (Rattus norvegicus):

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Odontoceti

Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

(Akbar, 2010)

Tikus ini memiliki beberapa galur yang merupakan hasil
pembiakan sesama jenis atau persilangan. Salah satu galur yang sering
digunakan dalam penelitian adalah galur wistar. Tikus ini memiliki telinga
yang panjang, kepala yang lebar, dan ekor yang lebih pendek
dibandingkan panjang badannya (Inglish, 1980).

Usia tikus dewasa berkisar pada 3-4 bulan, kebanyakan tikus
mulai kawain pada usia 8-9 minggu dengan masa kebuntingan 21-22 hari.
Siklus reproduksi pada mamalia (primata) disebut dengan siklus
menstruasi, sedangkan siklus reproduksi pada non-primata (tikus) disebut
estrus. Tikus kawin saat tikus betina pada fase ini. Fase estrus

berlangsung sekitar 4-5 hari dan segera sesudah beranak (Post-partum
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estrus) (Partodihardjo, 1992). Setiap siklus estrus berlangsung selama 12
jam. Fase estrus dapat diketahui dengan adanya sel-sel tanduk yang
banyak pada lumen vagina yang biasanya nampak pada preparat ulas
vagina (Baker et al, 1980)

Tikus bersifat poliestrus, yang mana hewan ini memiliki siklus
birahi lebih dari dua kali dalam satu tahun. Perkawinan yang terjadi dalam
jangka waktu 24 jam, hal ini dapat dketahui dengan mengamati sumbat
vagina yang merupakan penggumpalan air mani dan berasal dari sekresi
kelenjar khusus betina atau dapat memeriksa adanya spermatozoa dalam
sediaan apusan vagina tikus betina (Malole dan Pramono, 1989). Jumlah
anak tikus yang dilahirkan sekitar 6-12 ekor, dengan berat badan lahir
antara 5-6 gram dan memiliki kecepatan tumbuh 5 gram/hari (Smith dan
Mangkoewidjojo, 1988).

Tikus betina akan menjilat vulvanya sebelum anaknya lahir,
selanjutnya tikus tersebut akan menarik anaknya keluar dari vulva
dengan mulutnya. Setelah itu, betina akan memakan plasenta sebelum
menjilat anaknya sampai kering dan akan mengumpulkan semua
anaknya sesudah yang terakhir lahir (Malole dan Pramono, 1989).

Cara penentuan fase estrus pada tikus betina ditandai dengan
tikus percobaan tampak gelisah, adanya kemerahan, pembengkakan, dan
alat kelamin luar yang hangat. Pada fase estrus ini dilakukan pengawinan
dengan tikus jantan. Jika keesokan harinya ditemukan sumbat vagina,
berarti tikus telah mengalami kopulasi dan berada pada kehamilan nol

(Oktavianis, 2011).
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4

Gambar 2.5 Tikus (Rattus norvegicus) Putih (Akbar, 2010)
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

Konsumsi
Kefir Susu
Sapi Kefir
Hari ke 5-18:

- Protein

- Asam
Lemak Jenuh

- Energi
-Karbonhidrat
- Lemak

- Vitamin A
- Vitamin C
- Kolesterol
- Kalsium
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- Iron

- Sodium
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep
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Keterangan Kerangka Konsep:

Asap rokok mengandung bahan kimia beracun, karsinogenik,
mutagenik, maupun radikal bebas yang stabil dan tidak stabil serta ROS
yang dapat menyebabkan kerusakan oksidatif biologi (Valavanidis, 2009).
Kandungan tersebut di antaranya adalah nikotin, tar, karbon monoksida
dan timbal. Kandungan zat yang ada dalam rokok mengandung sekitar
4000 komponen kimia, di antaranya mengandung ROS (Reactive Oxygen
Species), seperti peroksinitrat dan senyawa organik dari radikal bebas
(Nopya, 2013).

Apabila asap rokok tersebut masuk ke dalam tubuh ibu hamil,
maka akan berdampak bagi kesehatan ibu dan keberlangsungan hidup
janinnya. Bahan-bahan tersebut secara langsung mengubah proliferasi
dan diferensiasi trofoblas dan secara tidak langsung merubah sifat
mekanik dari pembuluh darah vili yang berakibat pada penurunan aliran
darah dalam sirkulasi umbilikus dan vasokontriksi pembuluh darah
sehingga timbul ketidakcukupan suplai darah ke jaringan atau organ
tubuh pada jaringan (iskemia). Hal tersebut dapat mencetuskan kejadian
stres oksidatif pada plasenta, kerusakan oksidatif merupakan kerusakan
biomolekul penyusun sel yang disebabkan oleh reaksinya dengan radikal

bebas yang akan menghasilkan lipid peroksida, salah satunya adalah



malondyaldehyda (MDA) serta disertai kerusakan lemak, protein, dan
DNA (Wati dkk, 2013).

Superoksida dismutase adalah salah satu antioksidan enzimatis
yang mendetoksifikasi ROS dan RNS (Reactive Nitrogen Species) serta
meminimalisasi kerusakan pada biomolekul. ROS akan membentuk
radikal anion superoksida atau hidroperoksida (Winarsih, 2007).

Ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan tubuh
tersebut yang membuat adanya masalah, yang mana tubuh
membutuhkan pertahanan untuk menangkal radikal bebas yang berlebih
tersebut. Sistem pertahanan SOD ini bekerja dengan beberapa cara,
antara lain berinteraksi langsung dengan radikal bebas, oksidan, atau
oksigen tunggal, mencegah pembentukan senyawa oksigen reaktif, atau
mengubah senyawa reaktif menjadi kurang reaktif (Winarsih, 2007).

Kefir susu sapi dapat menjadi antioksidan tambahan yang dapat
menetralisasi radikal bebas yang berlebih dalam tubuh. Di dalam kefir
terbentuk asam-asam organik yang diproduksi bakteri asam laktat yang
bersifat sinergis dengan memberikan ion H+ pada radikal bebas sehingga
meningkatkan jumlah aktivitas antioksidan primer. Aktivitas sinergis dapat
bertindak sebagai donor hidrogen pada radikal bebas sehingga dapat
meregenerasi antioksidan primer (Pratimasari, 2009).

Selain itu, antioksidan sinergis juga menyediakan suasana asam
yang dapat meningkatkan kestabilan antioksidan. Bakteri Lactococcus
spp dan Streptococcus thermophilus di dalam kefir mampu
mengekpresikan aktivitas enzim antioksidan superoksida dismutase

(SOD), flora bakteri tersebut terutama asam laktat dalam kefir yang



bersifat homofermentatif mempunyai pengaruh positif terhadap anion
superoksida. Turunan protein dan peptida pada kefir juga menunjukkan
terjadinya peningkatan aktivitas antioksidan (Kesenkasa et al., 2011).
Peptida yang berasal dari hidrolisat protein susu menghambat
oksidasi lipid (Ramos and Xiong, 2001) dan susu sapi yang di
fermentasikan dengan bibit kefir selama 32 jam menunjukkkan hasil yang
signifikan dalam menghambat peroksida asam linoleat dibandingkan susu

segar (Liu J et al,. 2005)

3.2 Hipotesis Penelitian
Pemberian kefir susu sapi dapat mencegah penurunan aktivitas
SOD (Superoxide Dismutase) plasenta tikus putih (Rattus norvegicus)

bunting dengan paparan asap rokok.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian menggunakan desain True
Experimental dengan rancangan penelitian Post Test Only Control Group
Design. Pada penelitian ini hewan coba akan dibagi menjadi kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan. Kelompok kontrol dibagi menjadi dua
kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif (K-) dan kelompok kontrol positif
(K+). Kelompok kontrol negatif (K-) adalah tikus bunting yang tidak
diberikan paparan asap rokok dan tidak diberikan kefir susu sapi,
sedangkan kelompok kontrol positif (K+) adalah tikus bunting yang hanya
dipapar asap rokok tanpa diberikan kefir susu sapi. Kelompok perlakuan
terdiri dari tiga kelompok, diberikan perlakuan paparan asap rokok dan

diberikan kefir susu sapi dengan dosis yang berbeda.

Paparan asap rokok dan pemberian kefir susu sapi dilakukan
mulai hari ke-5 sampai hari ke-18 kebuntingan. Pengukuran aktivitas
SOD plasenta akan dilakukan pada hari ke-19 kebuntingan. Penilaian
dilakukan pada post test dengan membandingkan aktivitas SOD
(Superoxide Dismutase) plasenta pada tikus bunting kelompok kontrol

dan perlakuan.



(Rattus norvegicus)
bunting

or
s P3

s K(-)

K(-) = Kelompok kontrol negatif dengan (n=5); sampel tanpa diberikan

paparan asap rokok dan kefir susu sapi.

K(+) = Kelompok kontrol positif dengan (n=5); sampel diberikan
paparan asap rokok tanpa diberikan kefir susu sapi pada hari ke 5 sampai

18 kebuntingan.

P1 = Kelompok perlakuan 1 dengan (n=5); sampel di berikan paparan
asap rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 2,5 ml/kgBB pada hari ke 5

sampai 18 kebuntingan.

P2 = Kelompok perlakuan 2 dengan (n=5); sampel diberikan asap
rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 5 ml/kgBB pada hari ke 5 sampai

18 kebuntingan.

P3 = Kelompok perlakuan 3 dengan (n=5); sampel diberikan asap
rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 10 ml/kgBB pada hari ke 5

sampai 18 kebuntingan.

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan tikus putih jenis Rattus norvegicus
strain wistar betina yang sehat sebagai hewan coba dan sebelum diberi

beberapa perlakuan akan dikawinkan terlebih dahulu dengan tikus jantan
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a.

b.

agar terjadi kehamilan. Tikus diperoleh dan dipelihara di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Jumlah sampel
tikus yang digunakan pada penelitian ini adalah jumlah pengulangan (n)
untuk masing-masing perlakuan (p) yang dihitung menggunakan rumus

sebagai berikut (Solimun, 2001) dengan p=>5 adalah:

P (n-1)= 15
5(n-1) 215
5n-5 =215
5n =20
n 220:5
n >4

Dari perhitungan didapatkan n = 4, maka dilakukan minimal 4
jumlah sampel untuk setiap kelompok. Dalam penelitian ini menggunakan
5 ekor tikus bunting untuk setiap kelompok sehingga sampel secara

keseluruhan berjumlah 25 ekor.

riteria Inklusi

Jenis tikus Rattus norvegicus strain wistar betina yang sedang bunting.
Tikus dalam keadaan yang sehat, ditandai dengan bulu bersih dan tidak
rontok, nafsu makan baik, serta keaktifan normal.

Usia tikus minimal 8 — 9 minggu

Berat badan sekitar 130-160 gram



4.2.2 Kriteria Ekslusi
a. Tikus yang kondisinya menurun dan atau mati selama penelitian.

b. Tikus yang cepat melahirkan (keguguran atau prematur).

4.2.3 Prosedur dan Teknik Pengambilan Sampel
Penentuan subjek penelitian ini menggunakan metode Rancangan
Acak Lengkap (RAL), yaitu dalam pengelompokan dan pemberian
perlakuan menggunakan teknik randomisasi sederhana. Setiap hewan
percobaan mempunyai peluang yang sama untuk dijadikan sampel pada

kelompok perlakuan maupun kelompok kontrol.

4.3 Variabel penelitian

4.3.1 Variabel Bebas (Variabel Independent)
a. Kefir susu sapi dengan dosis yang berbeda, yaitu dosis 1 (2,5
ml/kgBB), dosis 2 (5 ml /kgBB), dan dosis 3 (10 ml/kgBB)

b. Paparan Asap Rokok Subakut

4.3.2 Variabel Terikat (Variabel Dependent)

Pencegahan penurunan aktivitas Superoksida Dismutase (SOD)
pada plasenta tikus putih bunting.

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

441 Lokasi Penelitian

Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.



4.4.2 Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan kurang lebih 3 bulan sejak bulan oktober

hingga awal januari 2017.

45 Bahan dan Alat/ Instrumen Penelitian

4.5.1 Bahan untuk Pemeliharaan Hewan Coba
a. Makanan hewan coba adalah makanan pakan standart.

Bahan makanan tikus dari beberapa penelitian sebelumnya,
diketahui bahwa kebutuhan makan tikus per ekor setiap harinya
adalah 40 gram yang terdiri dari comfeed PARS Broiler 1 (BR1),
terigu dan air. Dengan perbandingan BR1 dan terigu sebesar 3:1 dan
dicampur air secukupnya.

b. Minuman hewan coba adalah air mineral.

4.5.2 Bahan untuk Perlakuan Hewan Coba
a. Rokok
Paparan asap rokok menggunakan asap rokok kretek.
b. Kefir Susu Sapi
Bibit kefir dan susu sapi murni yang telah di pasteurisasi. Kefir
susu sapi dibeli dalam keadaan sudah jadi di salah satu agen

pembuatan kefir susu sapi di kota Malang.

45.3 Bahan untuk Pembedahan Hewan Coba

a. Ketamin 0,1-0,2 cc

45.4 Bahan untuk Pemeriksaan SOD

a. Xantin
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4.5.9

b. Xantin oksidase
c. PBS (Phosfat Buffer Saline)
d. NBT

e. EDTA

Alat Pemeliharaan Hewan Coba

Alat untuk pemeliharaan hewan coba menggunakan kandang
tikus yang berupa box plastik dengan ukuran 31,5 x 23 x 9 cm sejumlah 1
buah yang diisi dengan sekam dan ditutup dengan kawat kasa dan
diberikan tempat minum tikus, setiap kandang berisi 1 ekor tikus betina

bunting.

Alat untuk Penimbangan Berat Badan Hewan Coba

Neraca Ohaus merek Sartorius.

Alat untuk Pembuatan Kefir Susu Sapi

Beli dalam keadaan sudah jadi.

Alat untuk Pemberian Kefir Susu Sapi
Pemberian kefir susu sapi menggunakan sonde yang dimasukkan

ke dalam mulut sampai lambung tikus dan spuit 3 ml.

Alat untuk Pemaparan Asap Rokok pada Hewan Coba

Alat untuk pemaparan asap rokok pada hewan coba
menggunakan smooking pump buatan Laboratorium Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Alat ini berupa sebuah kotak
yang terbuat dari fiberglass, yang terdiri dari tiga ruangan yang masing-

masing berukuran 26 x 12 x 12 cm3. Pada setiap ruangan terdapat pipa



4.5.10

4511

sebagai pengalih asap rokok. Ketiga pipa keluar menyatu dengan pipa
yang telah dipasangi rokok. Selain itu, terdapat pula pompa yang
berfungsi sebagai penghisap rokok yang kerjanya dibantu dengan adanya
adaptor. Selanjutnya terdapat dua klep yang dapat membuka dan
menutup secara otomatis saat penghisapan dan penutupan asap rokok

yang keluar masuk kotak (Widodo, 2006).

Alat untuk Pembedahan dan Pengambilan Plasenta
a. Kapas

b. Scalpel

c. Gunting

d. Pinset

e. Jarum Pentul

f. Alas Kayu

g. Handscoon

Alat untuk Pengukuran SOD
a. Pipet

b. Timbangan

c. Centrifuge

d. Tabung reaksi

e. Air

f. Spektofotometer

g. Vortex

h. Micropipette

i. Glass wool

j- Seperangkat tabung reaksi



4.6 Definisi Operasional
a. Hewan Coba
Hewan coba yang digunakan pada penelitian adalah tikus putih
(Rattus norvegicus) strain wistar bunting dengan usia 8-9 minggu
dengan berat badan 130-160 gram.
b. Tikus Bunting
Tikus bunting yang dimaksud pada penelitian adalah tikus betina
putih (Rattus norvegicus) strain wistar yang telah dikawinkan dengan
tikus jantan dengan jenis yang sama dan ditandai dengan adanya
tanda-tanda kehamilan yaitu sumbat vagina (vagina plaque) yang
merupakan penggumpalan air mani tikus jantan pada vagina tikus
betina (Kaufman, 1992)
c. Usia Kebuntingan Tikus
Usia kebuntingan tikus percobaan dihitung sejak hari pertama kali
muncul adanya vagina plaque sampai hari ke-19.
d. Asap Rokok
Pemaparan asap rokok bersifat subakut dimulai dari hari ke-5
sampai hari ke-18 menggunakan rokok kretek dibantu sebuah alat
bernama smoking pump milik Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya, paparan asap rokok akan
dilakukan 1x/hari sejumlah 1 batang rokok selama 7.5 menit
(Gamagita, 2016).
e. Kefir Susu Sapi
Kefir susu sapi yang digunakan merupakan produk jadi yang

diperoleh dari iBiIKK Susu Fementasi Fakultas Peternakan Universitas



Brawijaya Kota Malang. Kefir susu sapi tersebut terdiri dari susu yang
diperoleh dari Koperasi Jabung yang kemudian ditambahkan bibit
kefir.

Penggunaan kefir susu sapi tersebut diganti setiap lima hari sekali
karena adanya perbedaan kandungan total bakteri dan protein di

dalam kefir susu sapi (BPKI, 2017)

Tabel 4.1 Jumlah bakteri dan protein hari ke-1 dan hari ke-5 kefir
susu sapi. (Balai Penelitian dan Konsultasi Industri

Laboratorium, 2017)

Hari ke-1 Hari ke-5

TPC (Total Plate Count) 3,8 x 10" kol/gr 2,6 x 10" kol/gr

Protein 4,88 % 4,91%

Kefir susu sapi diambil menggunakan spuit 3 ml dan diberikan per
oral menggunakan sonde pada tiga kelompok perlakuan tikus bunting
dengan dosis yang berbeda. Diantaranya dengan dosis 2,5 ml/kgBB,
5ml/kgBB, 10ml/kgBB dimulai pada hari ke-5 sampai hari ke-18
kebuntingan.

f. SOD

Superoksida Dismutase adalah salah satu antioksidan enzimatik
yang berada pada tubuh makhluk hidup. SOD dapat diukur dengan
metode NBT (NitroBlue-Tetrazolium) dalam satuan U/200mg. Hasil
pengukuran aktivitas SOD pada penelitian diambil dari plasenta tikus

(Rattus norvegicus) bunting yang dipapar asap rokok.



4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1 CaraKerja

4.7.1.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Aklimatisasi hewan coba dilakukan selama tujuh hari terhadap
kondisi air, makanan dan suhu di dalam Laboratorium Farmakologi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.

4.7.1.2 Pembagian Kelompok Hewan Coba

1. Kelompok Kontrol

a. K(-) = Kelompok kontrol negatif dengan (n=5); sampel tanpa
diberikan paparan asap rokok dan kefir susu sapi.

b. K(+) = Kelompok kontrol positif dengan (n=5); sampel diberikan
paparan asap rokok tanpa diberikan kefir susu sapi pada hari ke 5

sampai 18 kebuntingan.

2. Kelompok Perlakuan

a. P1 = Kelompok perlakuan 1 dengan (n=5); sampel di berikan
paparan asap rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 2,5 ml/kgBB
pada hari ke 5 sampai 18 kebuntingan.

b. P2 = Kelompok perlakuan 2 dengan (n=5); sampel diberikan
asap rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 5 ml/kgBB pada hari
ke 5 sampai 18 kebuntingan.

c. P3 = Kelompok perlakuan 3 dengan (n=5); sampel diberikan
asap rokok dan kefir susu sapi dengan dosis 10 ml/kgBB pada

hari ke 5 sampai 18 kebuntingan.
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4.7.1.3 Prosedur Pembuntingan Hewan Coba

Waktu kawin tikus dilakukan pada fase estrus yang ditandai
dengan keinginan untuk kopulasi antara tikus betina dan jantan.
Pengawinan dilakukan dengan mencampur tikus betina dan jantan
didalam kandang yang sama. Fase estrus dapat dirangsang dengan
menggunakan rangsangan feromon. Sinkronisasi fase estrus ini dilakukan
dengan cara memaparkan urin tikus jantan pada tikus betina, hal ini dapat
dilakukan dengan memindahkan sekam yang berasal dari kandang tikus

jantan ke kandang tikus betina (Meziana, 2007).

Setelah tikus betina dipastikan dalam fase estrus, perkawinan
mulai dilakukan dengan mencampur tikus betina dan tikus jantan dengan
perbandingan 1:1. Hal ini dilakukan hingga keesokan harinya. Pada pagi
hari akan dilakukan pemeriksaan vaginal plug. Apabila ditemukan adanya
vaginal plug pada alat kelamin tikus betina, maka hari tersebut dihitung

sebagai hari pertama kebuntingan (Kaufman, 1992)

Tikus yang telah bunting diberi label (permanent board marker)
pada ekor dan dimasukkan ke dalam box dengan kelompok-kelompok
yang sama, sedangkan yang belum bunting dicampur kembali dengan
tikus jantan sampai terjadi kebuntingan pada malam selanjutnya dan
pada pagi hari keesokan harinya akan diperiksa lagi vaginal plug pada

tikus betina (Samsuria, 2009).

4.7.1.4 Pemeliharaan Hewan Coba
Hewan coba dipelihara dan diadaptasikan dengan lingkungan

laboratorium selama tujuh hari pada temperature ruangan yang konstan.
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Hewan coba dipelihara di kotak plastik ukuran 31,5 x 23 x 9 cm sejumlah
1 buah cm yang ditutup dengan tutup kawat dan sekam yang akan diganti
setiap hari senin dan kamis. Setiap kandang ditempati oleh 1 ekor tikus

bunting dan diberi makan sejumlah 40gr/hari/ekor.

4.7.1.5 Penentuan Dosis Kefir Susu Sapi

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Fahmy H.A, Amel F.M,
Ismail pada Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology yang
berjudul Gastroprotective effect of kefir on ulcer induced in irradiated rats
telah terbukti bahwa kandungan yang terdapat pada kefir susu sapi
mampu menjadi antioksidan dan didalam jurnal dikatakan bahwa kefir
susu sapi juga mampu menjadi anti-apoptotic dan radio-protective
activities yang hasilnya (p < 0,05) dengan dosis kefir susu sapi 5ml/kgBB
yang diberi pada tikus. Dengan acuan jurnal tersebut, maka peneliti
memutuskan untuk menggunakan dosis sebesar 2,5 ml/kgBB, 5 ml/kgBB,

dan 10ml/kgBB pada tiga kelompok perlakuan.

4.7.1.6 Pemberian Kefir Susu Sapi
Kefir susu sapi diberikan pada hari ke-5 sampai hari ke-18

kebuntingan secara peroral menggunakan sonde.

4.7.1.7 Pemaparan Asap Rokok pada Hewan Coba
Pemaparan asap rokok dilakukan pada hari ke-5 sampai hari ke-
18 kebuntingan setelah pemberian kefir susu sapi. Paparan rokok
sejumlah 1 batang/hari selama 7,5 menit. Prosedur pemaparan asap
rokok sesuai standar pemaparan asap rokok di Laboratorium Farmakologi

FKUB, sebagai berikut:
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1. Tikus ditimbang berat badannya dengan neraca Ohaus sebelum dipapar
asap rokok.

2. Tempat pemaparan dibersihkan dari kotoran dan sisa asap.

3. Nikotin yang masih melekat di smoking pump dibersihkan terlebih dahulu.

4. Power dan self voltage diperiksa.

5. Rokok dipasang pada pipa sampai batas merah.

6. Tiga ekor dimasukkan ke dalam kotak dan segera ditutup (Smoking
pump).

7. Setiap pemaparan asap rokok dilakukan dengan menjalankan pompa
selama 7,5 menit, kemudian alat dimatikan, tutup dibuka dan selanjutnya
tikus segera dipindahkan ke kandang semula.

8. Setiap pemaparan berikutnya kotak selalu dibersihkan dari sisa asap
rokok perlakuan sebelumnya.

9. Pompa tetap dijalankan tanpa rokok untuk mengeluarkan sisa asap.

10. Langkah-langkah diatas diulangi untuk kelompok tikus berikunya sampai

semua tikus mendapat perlakuan yang sama.

4.7.1.8 Pengambilan Plasenta

Pada hari ke-19 kebuntingan dilakukan pembedahan,
pengambilan plasenta, serta pengukuran aktivitas SOD (U/200mg) pada
semua tikus kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Sebelum tikus
dibedah, tikus dikorbankan dengan cara disuntikkan ketamin 0,1-0,2 ml
ke paha tikus secara intramuscular dan ditunggu sampai tikus lemas
tetapi jantung masih berdetak Selanjtunya tikus dibedah dan diambil
organ plasentanya. Setelah plasenta tikus diambil lalu dilakukan

pembuatan SOD plasenta, hal ini dilaksanakan di Laboratorium
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Farmakologi FKUB. Kemudian pembuatan SOD yang sudah jadi dibawa

ke Biomedik FKUB untuk dilakukan pengukuran aktivitas SODnya.

4.7.1.9 Perlakuan Hewan Coba Sesudah Penelitian

Induk tikus dan anak tikus yang telah di bedah dan tidak

digunakan dikuburkan dengan baik sesuai prosedur. Penguburan

dilakukan oleh petugas Laboratorium Farmakologi FKUB.

4.8.1.10 Pengukuran SOD

o))

. Setelah plasenta diambil,

Timbang plasenta 200 mg untuk masing-masing kelompok.

. Homogenasi dengan cara dicacah dan digerus halus memakai mortar.

Encerkan dengan PBS agar plasenta tercampur menjadi larutan
. Tambahkan PBS pada sampel dengan perbandingan 1:1, tampung
dalam ependorf kemudian divortex.
Sentrifuse dingin 4000rpm 4°C selama 15 menit untuk menurunkan
endapan.
Ambil supernatant, masukkan dalam tabung reaksi lalu tambahkan
reagen EDTA 100 mm 200uL, NBT 25 unit 100uL, Xantin 25 mm
100pL dan XO 1 unit 100uL, tambahkan PBS hingga menjadi 1 ml.
Inkubasi pada suhu 37°C kurang lebih 30 menit.
Sentrifuse 3000 rpm selama 10 menit pada suhu ruang.
Ambil larutan tanpa koloid.
Tambahkan aquadest hingga menjadi 3 cc dan baca absorbansi

dengan spektofotometer dengan A 580 nm.
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Penentuan aktivitas enzim SOD dilakukan dengan metode
konvensional berdasarkan protokol yang mempunyai dasar teori
sebagai berikut: metoda spektrofotometri dengan menginduksi radikal
superoksida yang dihasilkan dari reaksi antara xantin dan xantin
oksidase. Apabila xantin direaksikan dengan enzim xantin oksidase
akan terbentuk radikal bebas superoksida (O,¢). Superoksida akan
mereduksi NBT (NitroBlue Tetrazolium) menjadi formazan berwarna
ungu kebiruan. SOD yang terdapat dalam sampel akan berkompetisi
dengan NBT untuk bereaksi dengan radikal superoksida yang akan
menghambat pembentukan warna. Warna yang terbentuk diukur
dengan spektrofotometer pada A= 580 nm.

Kepekatan warna sampel menunjukan jumlah enzim SOD dalam
sampel tersebut. Semakin ungu kebiruan warna sampel maka
semakin tinggi absorbansi formazan dan semakin rendah aktivitas
SOD dalam sampel, sedangkan semakin muda warna ungu sampel
maka semakin rendah absorbansi formazan dan semakin tinggi
aktivitas SOD dalam sampel.

Pengukuran aktivitas SOD dilakukan secara tidak langsung,
karena yang diukur dengan spektofotometer adalah absorbansi
formazan. Kemudian ditentukan aktivitas SOD dengan menggunakan

kurva standar SOD.
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4.8 Alur Penelitian

Ethical Cleareance

No. 310/ EC/KEPK - S1 -
KB /09/2017

'

Aklimatisasi tikus selama 7

hari

A 4

25 ekor tikus bunting

v

Randomisasi dalam 5

kelompok
y
A 4 l A 4 ¢
K() K(+) P1 P2 P3
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'
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tikus
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Perhitungan aktivitas SOD

plasenta tikus

Gambar 4.1 Skema Alur Penelitian 16




4.9 Analisis Data

Hasil pengukuran SOD plasenta tikus antara kelompok kontrol dan
kelopok perlakuan dianalisa secara statistik menggunakan program
SPSS 16.0 for Windows 10 dengan tingkat signifikansi sebesar 0,005
(p=0,05) dan taraf kepercayaan sebesar 95% (a = 0,05). Berikut
merupakan langkah-langkah uji hipotesis komparatif dan korelatif:

1. Uji Normalitas Data: uji ini bertujuan untuk mengetahui apakah data
bersifat normal atau tidak. Hal ini dikarenakan pemilihan data dan uiji
hipotesis tergantung pada normal atau tidaknya distribusi normal. Jika
data terdistribusi secara normal maka menggunakan mean dan
standar deviasi sebagai pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran.
Namun, jika data terdistribusi secara tidak normal maka menggunakan
median dan minimum-maksimum sebagai pasangan ukuran
pemusatan dan penyebaran pada penyajian data. Untuk uji hipotesis,
jilka sebaran data normal maka menggunakan uji parametrik.
Sedangkan jika sebaran data tidak normal maka menggunakan uji non
parametrik.

2. Uji Homegenitas Varian: uji ini bertujuan untuk menguji Anova
berlaku atau tidak, yaitu apakah data yang diperoleh dari setiap
perlakuan memiliki varian yang homogen atau tidak. Jika varian
homogen, maka Anova dapat digunakan.

3. Uji One Way Anova (Analisis varian satu arah): uji ini bertujuan untuk
membandingkan nilai rata-rata dari masing-masing kelompok
perlakuan dan mengetahui terdapat minimal dua kelompok yang

berbeda signifikan.
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4. Post Hoc Test (Uji Tukey-HSD): uji ini bertujuan untuk mengetahui
kelompok mana yang berbeda signifikan dari hasil uji tes Anova.
Uji Post Hoc yang digunakan adalah uji Tukey dengan tingkat

kemaknaan 95% (p<0,05).

5. Uji Korelasi Pearson: uji ini digunakan untuk mengetahui kekuatan
hubungan antara dua variabel penelitian (Dose Effect Relationship)

antara kefir susu sapi dengan aktivitas SOD.

6. Uji Regresi Linear: uji ini untuk mengetahui persentase aktivitas SOD

yang dipengaruhi oleh kefir susu sapi.
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Pada penelitian ini total sampel dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif (K-) adalah kelompok tikus bunting yang tidak
mendapatkan kefir susu sapi dan paparan asap rokok, kelompok kontrol
positif (K+) adalah kelompok tikus bunting yang hanya mendapatkan
paparan asap rokok tanpa kefir susu sapi, kelompok perlakuan 1 (P1)
adalah kelompok tikus bunting yang mendapatkan kefir susu sapi dengan
dosis 2,5 ml’kgBB dan paparan asap rokok, kelompok perlakuan 2 (P2)
adalah kelompok tikus bunting yang mendapatkan kefir susu sapi dengan
dosis 5 ml/kgBB dan paparan asap rokok, kelompok perlakuan 3 (P3)
adalah kelompok tikus bunting yang mendapatkan kefir susu sapi dengan

dosis 10ml/kgBB dan paparan asap rokok.

Kefir susu sapi diberikan sesuai dosis per kg BB tikus dan asap
rokok dipaparkan 1 batang/hari selama 7,5 menit yang dilakukan sejak
hari 5 hingga hari ke 18 kebuntingan. Pada hari ke 19 kebuntingan
dilakukan pembedahan untuk mengambil sampel plasenta dan dilakukan
perhitungan aktivitas SOD plasenta. Jumlah sampel yang dibedah dan
diuji aktivitas SOD plasentanya sebanyak 24 sampel, pada kelompok
kontrol negatif, kontrol positif, perlakuan 1 dan perlakuan 2 masing-
masing sebanyak 5 sampel, sedangkan pada kelompok perlakuan 3

sebanyak 4 sampel yang dapat dievaluasi.
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Hasil pengukuran aktivitas SOD (Superoksida Dismutase) dapat

dilihat pada tabel dan gambar berikut ini:

Tabel 5.1 Hasil Aktivitas SOD (Superoksida Dismutase) Plasenta
Tikus Putih Bunting dari Beberapa Kelompok Kontrol dan

Perlakuan Kefir Susu Sapi yang di Papar Asap Rokok

Aktivitas SOD (U/200mg)

Kelompok (n) Rata-rata Aktivitas SOD + Std. Deviasi
K- 5 53,13 + 1,355
K+ 5 23,63+ 2,141
P1 5 35,79 + 3,523
P2 5 43,12 + 1,932
P3 4 44,36 + 2,618
AKTIVITAS SOD (U/100 pl)
60 53,13+ 1,355
% 50 43124193 4362618
S 40 35,79 + 3,523
L
% 30 23,63 £ 2,141
@]
W 20
w
)
=
< 0
K+ P1 P2 P3

Kelompok Tikus

Gambar 5.1 Hasil Aktivitas SOD (Superoksida Dismutase) Plasenta

Tikus Putih Bunting dari Beberapa Kelompok Kontrol



dan Perlakuan Kefir Susu Sapi yang di Papar Asap

Rokok

Keterangan:

a. Kelompok Kontrol Negatif (K-): Tanpa dipapar asap rokok dan tanpa
kefir susu sapi

b. Kelompok Kontrol Positif K+): Dipapar asap rokok tanpa kefir susu
sapi

c. Kelompok Perlakuan 1 (P1): Dipapar asap rokok dan diberi kefir
susu sapi dengan dosis 2,5 ml/kgBB

d. Kelompok Perlakuan 2 (P2): Dipapar asap rokok dan diberi kefir
susu sapi dengan dosis 5 ml/kgBB

e. Kelompok Perlakuan 3 (P3): Dipapar asap rokok dan diberi kefir

susu sapi dengan dosis 10ml/kgBB

Analisis data dilakukan dengan menggunakan program komputer
SPSS (Statistical Product and Service Solution) 16.0 for windows.
Analisis data yang digunakan adalah metode One way Anova. Syarat
menggunakan metode One Way Anova adalah sebaran data harus
normal pada uji normalitas dan varian data harus sama pada uji
homogenitas. Berdasarkan uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk
didapatkan nilai signifikan pada kelima kelompok di atas 0,05 (p>0,05),
artinya sebaran data pada penelitian ini normal (lampiran 3) sedangkan
uji homogenitas menggunakan Levene statistic didapatkan nilai sig 0,359
(p>0,05) artinya varians data antar kelompok sama (lampiran 3). Dengan

hal tersebut, maka uji One Way Anova dapat dilakukan.



Dari hasil perhitungan statistika menggunakan metode analisis One
Way Anova, didapatkan hasil nilai signifikan sebesar 0,000 (p<0,05),
dengan hasil tersebut dapat diartikan terdapat perbedaan yang bermakna
minimal antara dua kelompok yang berbeda setelah 14 hari pemberian
asap rokok dan kefir susu sapi dengan dosis yang berbeda-beda.
Sedangkan untuk mengetahui kelompok mana saja yang berbeda dapat
dilakukan perhitungan statistika menggunakan metode analisis Post Hoc
dengan uji Tukey HSD dengan tingkat signifikasi 95% (p<0,05). Dengan

kesimpulan hasil uji Tukey HSD (lampiran 3) sebagai berikut:

1. Kelompok kontrol positif (K+) memiliki perbedaan nilai
aktivitas SOD lebih rendah secara bermakna dibandingkan
kelompok kontrol negatif (K-) (p=0,000)

2. Kelompok P1, P2, P3 semuanya memiliki perbedaan nilai
aktivitas SOD lebih tinggi secara bermakna dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif (K+) (p=0,000)

3. Kelompok P1 dan P2 semuanya memiliki perbedaan nilai
aktivitas SOD lebih rendah secara bermakna dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatif (K-) (p=0,000; p=0,002)

4. Kelompok P3 tidak memiliki perbedaan nilai aktivitas SOD
secara bermakna dengan kelompok kontrol negatif (K-)
(p=0,051)

5. Kelompok P1 tidak memiliki perbedaan nilai aktivitas SOD
secara bermakna dengan kelompok P2 (p=0,13)

6. Kelompok P3 memiliki perbedaan aktivitas SOD secara

bermakna dibandingkan dengan kelompok P1 (p=0,000).



7. Kelompok P3 tidak memiliki perbedaan aktivitas SOD secara

bermakna dengan kelompok P2 (p=0,493)

Untuk mengetahui kekuatan hubungan antara dua variable
penelitian yaitu pengaruh kefir susu sapi terhadap aktivitas SOD
plasenta maka dilakukan uji korelasi Pearson. Hubungan
signifikan ditunjukkan dengan (p<0,05) dan klasifikasi nilai korelasi

Pearson sebagai berikut:

- Nilai korelasi 0 = tidak ada korelasi
- Nilai korelasi 0 — 0,25 = sangat lemah

- Nilai korelasi >0,25 - 0,5 = cukup

- Nilai korelasi >0,5 - 0,75 = kuat

- Nilai korelasi > 0,75 - 0,99 = sangat kuat

- Nilai korelasi 1 = sempurna

Korelasi dapat bertanda positif dan negatif, korelasi yang bertanda
positif menunjukkan arah searah pada dua variabel sedangkan korelasi
yang bertanda negatif menujukkan arah berlawanan. Dari hasil
perhitungan statistika menggunakan uji korelasi Pearson (lampiran 3)

didapatkan hasil-hasil sebagai berikut:

1. Nilai korelasi sebesar (r)=0,909 yang artinya korelasi antara
pemberian kefir susu sapi dengan aktivitas SOD sangat kuat.
2. Arah korelasi positif, artinya semakin tinggi kefir susu sapi,
semakin tinggi pula aktivitas SOD plasenta tikus putih

bunting.



3. Nilai p=0,000 (p<0,05), yang manandakan korelasi yang
signifikan antara pemberian kefir susu sapi dengan aktivitas

SOD.

Untuk mengetahui persentase aktivitas SOD yang dipengaruhi
oleh kefir susu sapi, maka digunakan uji regresi R2, nilai R? didapatkan
sebesar 0,826, apabila dihitung R square x 100 % = 82,6%, yang artinya
kefir susu sapi dapat berpengaruh terhadap aktivitas SOD plasenta

sebesar 82,6%.



BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang
bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian kefir susu sapi
terhadap pencegahan penurunan aktivitas SOD (Superoksida
Dismutase) plasenta tikus putih bunting dengan paparan asap rokok.
Penelitian ini memiliki 5 kelompok sampel dengan pembagian
kelompok kontrol dan perlakuan yang telah diukur pada masing-
masing kelompoknya. Berdasarkan hasil pengukuran kelompok kontrol
negatif (K-) atau kelompok normal didapatkan rata-rata aktivitas SOD
plasenta sebesar 53,13 + 1,355 U/200mg, kelompok kontrol negatif ini
memiliki rata-rata aktivitas SOD yang paling tinggi dibandingkan
dengan kelompok lainnya. Pada kondisi ini menggambarkan kondisi
normal tubuh yang tidak mendapatkan paparan apapun dari luar
termasuk radikal bebas akibat asap rokok. Radikal bebas yang masuk
ke dalam tubuh memiliki penangkal alami berupa antioksidan, salah
satunya pada organ plasenta. Organ plasenta memiliki perlindungan
alami terhadap bahaya radikal bebas salah satu antioksidan yaitu
Cu/Zn-SOD dan MnSOD yang merupakan bagian dari Superoksida
Dismutase yang berada di dalam sel (Wresdiyati, 2006). SOD ini
bekerja dengan memberikan atom hidrogen secara cepat kepada

senyawa radikal sehingga lebih stabil dan menghambat pembentukan



radikal dengan cara memutus reaksi berantai (polimerasi). SOD
bekerja dengan mengkatalisis reaksi dismutasi dari radikal anion
superoksida O,~ menjadi H,O, , kemudian dibantu oleh enzim katalase
dan glutathione peroksidase untuk mengubah H,O, menjadi H,O dan

O, (Winarsih, 2007).

Hasil pengukuran aktivitas SOD pada kelompok kontrol positif
(K+) sebesar 23,63 £ 2,141 U/200mg. Rata-rata hasil pengukuran
aktivitas SOD pada kelompok kontrol positif ini paling rendah
dibandingkan pada kelompok lainnya yang mana kelompok ini adalah
kelompok tikus bunting yang diberi paparan radikal bebas berupa asap
rokok selama 14 hari, berdasarkan uji Tukey HSD didapatkan
perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol positif dan kontrol
negatif (p=0,000). Hasil ini menggambarkan bahwa paparan radikal
bebas (asap rokok) mampu menurunkan aktivitas SOD plasenta pada
tikus bunting. Penurunan aktivitas SOD ini dikarenakan adanya bahan
kimia beracun pada asap rokok yang dapat memicu pembentukan
radikal bebas sehingga menyebabkan kerusakan oksidatif biologi
(Valavanidis, 2009). Kandungan yang ada dalam rokok ini sangat
reaktif dan relatif stabil yang berpotensi menstimulasi sel untuk
memproduksi ROS (Nopya, 2013). ROS pada rokok memicu
hancurnya antioksidan endogen (vitamin dan enzim) dan mengurangi
efek pertahanan tubuh oleh antioksidan (Valavanidis, 2009).

Hal ini dapat meningkatkan risiko terkena kerusakan oksidatif,
yang tidak hanya disebabkan oleh peningkatan secara fisiologis kadar

oksigen bebas saat hamil, tetapi juga oleh radikal karena asap rokok



(Chelchowska et al., 2011). Dengan berat molekul ROS yang rendah
dan sifat plasenta yang permeabel dapat dengan mudah melewati
plasenta, yang tidak hanya merusak sel plasenta saja namun juga
akan berdampak pada janin.

Berdasarkan hasil uji Tukey HSD pada kelompok perlakuan, kefir
susu sapi sebagai antioksidan eksogen mampu memberikan hasil
yang berbeda terhadap pencegahan penurunan aktivitas SOD
plasenta. Hal ini dibuktikan dengan perbandingan signifikansi antara
kelompok kontrol positif (K+) dengan kelompok perlakuan 1, 2 dan 3
sebesar p=0,000.

Pada kelompok Pl dan P2 jika dibandingan dengan kelompok
kontrol positif (K+) terdapat perbedaan yang bermakna (p=0,000; p=
0,000) dan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (K-)
juga terdapat perbedaan yang bermakna sebesar (p=0,000; 0,002), ini
menunjukkan bahwa pada kelompok P1 dan P2 dengan dosis 2,5
mi/kgBB; 5 ml/kgBB dapat mencegah penurunan aktivitas SOD
plasenta namun belum mampu mencapai aktivitas SOD pada kondisi
yang normal. Aktivitas SOD yang meningkat pada kelompok perlakuan
1 dan 2 dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (K+) ini
disebabkan karena adanya pemberian kefir pada kelompok perlakuan
terbukti dapat menjadi antioksidan tambahan dari luar tubuh yang
dapat mencegah kerusakan akibat radikal bebas pada asap rokok.
Asam laktat yang terkandung pada kefir dapat membentuk asam-asam

organik yang bersifat sinergesis dengan memberikan ion H+ pada



radikal bebas sehingga dapat meningkatkan jumlah aktivitas

antioksidan primer dan kestabilan antioksidan (Pratimasari, 2009).

Pada kelompok perlakuan 3 (P3) dengan dosis 10mi/kgBB
ditemukan perbedaan yang bermakna apabila dibandingan dengan
kelompok kontrol positif (K+) yaitu p=0,000 namun ditemukan
perbedaan yang tidak bermakna apabila dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatif (K-) sebesar p=0,051. Dengan demikian
dengan dosis 10ml/kgBB kefir susu sapi sebagai antioksidan eksogen
dapat mencegah penurunan = aktiviias SOD dan mampu
mengembalikan aktivitas SOD ke kondisi normal. Meningkatnya
aktivitas antioksidan tersebut diakibatkan adanya aktivitas khamir dan
bakteri asam laktat pada kefir. Khamir memiliki kemampuan
menghasilkan enzim vinyl phenol reductase. Bakteri Lactococcus spp
dan Streptococcus thermophilus mampu mengekpresikan aktivitas
enzim antioksidan superoksida dismutase (SOD), Flora bakteri pada
asam laktat dalam kefir bersifat homofermentatif sehingga mempunyai
pengaruh positif terhadap anion superoksida (Kesenkasa et al., 2011).
Peningkatan aktivitas antioksidan pada penelitian ini diartikan bahwa
adanya pencegahan penurunan aktivitas SOD akibat kefir dengan
paparan asap rokok sebagai radikal bebas juga diakibatkan karena

adanya turunan protein dan peptida yang bekerja pada kefir.

Dan yang terakhir, perbandingan kelompok perlakuan 3 (P3)
dengan kelompok perlakuan 1 (P1) memiliki perbedaan yang
bermakna sebesar (p=0,000), dan dibuktikan pula apabila

dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (K-) tidak memiliki



perbedaan yang bermakna (p=0,051), yang artinya hal tersebut
menunjukkan bahwa P3 dapat mencapai kondisi normal. Dengan
demikian dapat diketahui bahwa kelompok perlakuan 3 (P3)
10ml/kgBB dapat menjadi dosis optimal dibandingkan dengan dosis
perlakuan 1 (P1) 2,5 ml/kgBB dan perlakuan 2 (P2) 5 ml/kgBB.

Dari hasil ini dapat ditarik kesimpulan bahwa adanya paparan
radikal bebas akibat rokok mampu menurunkan antioksidan plasenta
yang diukur dengan aktivitas SOD plasenta. Kefir susu sapi yang
mengandung antioksidan terbukti pada penelitian ini  mampu
menetralisir radikal bebas sehingga mendukung pencegahan
penurunan aktivitas SOD plasenta dan kelompok perlakuan 3 (P3)
dapat disebut sebagai kelompok perlakuan dengan dosis optimal

sebesar 10ml/kgBB.

Penelitian lain menyebutkan bahwa suplementasi kefir yang diberi
pada hewan percobaan dengan penggunaan timbal selama enam
minggu pengobatan dapat meningkatkan glutathione peroxidase dan
mengurangi malondyaldehyda (Ozcan and K, 2009). Hal ini
mendukung hipotesis bahwa kefir mampu sebagai alat potensial dalam

pengendalian stres oksidatif.

Berdasarkan hasil uji korelasi Pearson didapatkan nilai korelasi
sebesar (r) = 0,909 dengan arah korelasi positif dan nilai p yang
signifikan sebesar p= 0,000 (p<0,05), artinya terdapat hubungan yang
sangat kuat antara pemberian kefir susu sapi dengan aktivitas SOD
yang mana semakin tinggi dosis kefir susu sapi diberikan, semakin

tinggi hasil aktivitas SOD plasenta dan semakin rendah efek akibat



asap rokoknya. Dan juga berdasarkan hasil uji regresi menggunakan
regresi linear didapatkan hasil sebesar 82,6% yang artinya aktivitas

SOD plasenta dipengaruhi oleh kefir susu sapi sebesar 82,6%.

Uji korelasi dan regresi ini menguatkan hasil penelitian bahwa
kefir susu sapi sebagai antioksidan eksogen dalam mencegah
penurunan aktivitas SOD (antioksidan endogen) plasenta tikus putih
yang dipapar asap rokok sebagai radikal bebas memiliki hubungan

yang sangat kuat dan saling mempengaruhi.

Dengan demikian berdasarkan fakta-fakta dan hasil kajian analisa
data diatas maka hipotesa yang menyatakan bahwa pemberian kefir
susu sapi dapat mencegah penurunan aktivitas SOD (Superoxide
Dismutase) plasenta tikus putih (Rattus norvegicus) bunting yang

dipaparkan asap rokok terbukti.

Keterbatasan penelitian ini adalah tidak diketahuinya apakah
dosis diantara perlakuan 2 (5 ml/kgBB) dan perlakuan 3 (10mi/kgBB)
sudah dapat mencapai aktivitas SOD dalam kondisi normal.
Dikarenakan pada penelitian ini dosis pada perlakuan 2 sebesar
5ml/kgBB belum dapat mencapai aktivitas SOD dalam kondisi normal
sedangkan perlakuan 3 dengan dosis 10ml/kgBB sudah dapat
mencapai aktivitas SOD dalam kondisi normal. Selain itu pada
penelitian ini tidak ada kelompok kontrol yang hanya diberikan kefir
susu sapi saja tanpa asap rokok, sehingga masih belum dapat
ditentukan sejauh mana kefir susu sapi ini dapat mempengaruhi

aktivitas SOD tanpa adanya radikal bebas dan aman bagi kehamilan.



BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

1.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian kefir susu sapi
dapat mencegah penurunan aktivitas SOD plasenta tikus putih yang dipapar asap rokok
dan dosis 10 ml/kgBB terbukti dapat menjadi dosis optimal.
1.2 Saran

1. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan menambahkan kelompok kontrol
yang hanya diberi dosis kefir susu sapi tanpa asap rokok sebagai radikal
bebas sehingga masih belum dapat ditentukan sejauh mana kefir susu sapi ini
dapat mempengaruhi aktivitas SOD tanpa adanya radikal bebas dan aman
bagi kehamilan.

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan memasukkan dosis antara 5mil/kgBB
dan 10ml/kgBB untuk mengetahui apakah diantara dosis tersebut juga dapat
mencegah penurunan aktivitas SOD plasenta dan membuat aktivitas SOD
plasenta mencapai kondisi normal.

3. Diperlukan penelitian lebih lanjut dalam mengembangkan kefir susu sapi
sebagai bentuk pencegahan stress oksidatif akibat radikal bebas pada masa
kehamilan, sehingga diharapkan penelitian tentang kefir tidak berhenti sampai
penelitian saja namun ada bentuk real yang dapat dikonsumsi masyarakat

khususnya ibu hamil.
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