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RINGKASAN

RETNO MARDHIATI A. Pengaruh Campuran Minyak Zaitun Extra Virgin dan
Madu terhadap Status Imun dan Kesehatan Pencernaan (Vili dan Kripta).
Dibimbing oleh SRI ANNA MARLIYATI, DRAJAT MARTIANTO, SITI
MADANIJAH, dan | WAYAN T. WIBAWAN.

Extra Virgin Olive Oil (EVOO) dan madu sering digunakan masyarakat
untuk meningkatkan kesehatan. EVOO memiliki kandungan mayor yakni asam
lemak, dimana asam lemak tertinggi yakni (Monounsaturated Fatty Acids/MUFA).
Kandungan mayor lainnya dalam EVOO antara lain asam lemak tak jenuh ganda
(Polyunsaturated Fatty Acids/PUFA) dan vitamin E. Kandungan madu terbanyak
adalah karbohidrat, dimana komposisi lebih banyak fruktosa daripada glukosa.
Kandungan minor EVOO dan madu antara lain senyawa polifenol, beberapa
vitamin, dan mineral. Beberapa manfaat EVOO dan madu dalam kesehatan adalah
sebagai imunomodulator dan meningkatkan kesehatan pencernaan.

Penelitian ini memiliki beberapa tujuan yaitu untuk (1) mengidentifikasi
sifat kimia EVOO dan kandungan zat gizi pada sampel produk EVOO, (2)
mengidentifikasi sifat kimia dan kandungan zat gizi sampel produk madu, (3)
menganalisis pengaruh pemberian EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu
terhadap aktifitas dan kapasitas makrofag pada tikus putih (Rattus novergicus)
jantan galur Sprague Dawley, (4) menganalisis pengaruh pemberian EVOO, madu,
dan campuran EVOO+madu terhadap sitokin (IL-12, IL-2, IFN-y) pada tikus putih
(Rattus novergicus) jantan galur Sprague Dawley, (5) menganalisis pengaruh
pemberian EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu terhadap kesehatan
pencernaan (panjang vili dan kedalaman kripta) pada tikus putih (Rattus
novergicus) jantan galur Sprague Dawley.

Alur penelitian terdiri dari (1) pemilihan bahan sampel produk EVOO dan
madu, (2) pemilihan hewan coba secara acak, (3) pemberian bahan perlakuan
selama 28 hari, (4) pelaksanaan bedah, pengambilan cairan peritoneal, darah, dan
organ usus halus, (5) pemeriksaan aktivitas dan kapasitas makrofag, sitokin, dan
jaringan usus halus.

Bahan sampel produk EVOO dan madu diperoleh dari supermarket besar di
wilayah DKI Jakarta. Jumlah sampel EVOO dan madu, masing-masih satu merek
produk. Analisis sifat kimia dan kandungan zat pada EVOO dan madu dilakukan di
Laboratorium Balai Besar Industri Agro (BBIA) Kementerian Perindustrian Bogor
dan Laboratorium Biofarmaka IPB Bogor pada tahun 2018-2019. Bahan perlakuan
pada penelitian ini terdiri dari EVOO, madu, campuran EVOO+madu, stimuno, dan
aquades. Pelaksanaan penelitian studi hewan coba menggunakan desain faktorial.
Jumlah hewan coba yang digunakan ada 80 ekor tikus (Rattus novergicus galur
Sprague Dawley), berjenis kelamin jantan, berumur 2-3 bulan, memiliki berat
badan 150-200 g. Tikus dibagi pada 3 kelompok eksperimen dan 2 kelompok
kontrol (Eevoo, Emadu, Eevoo+madu, Kpositify Knegatif). Jumlah tikus 16 ekor tiap
kelompok. Pengamatan dilakukan pada hari ke 7, 14, 21, 28. Pemberian bahan
perlakuan, dan pengambilan cairan makrofag, darah dan organ pada hewan coba
dilakukan di Rumah Sakit Hewan dan Laboratorium Bakteriologi dan Imunologi
Fakultas Kedokteran Hewan IPB. Pemeriksaan darah dan jaringan usus tikus,
dilaksanakan di Pusat Studi Satwa Primata (PSSP) Lembaga Penelitian dan



Pengabdian Masyarakat IPB. Analisis statistik menggunakan One Way of Anova
dan Duncan sebagai uji Post Hoc Test.

Hasil penelitian menunjukkan sampel produk EVOO memenuhi standar
kimia EVOO. Hasil pemeriksaan beberapa asam lemak tidak jenuh pada sampel
EVOO menunjukkan kandungan asam oleat 74,7%, kandungan asam linoleat
7,65%, dan kandungan asam linolenat pada sampel EVOO 1,63%. Hasil kandungan
asam lemak jenuh pada sampel EVOO menunjukkan kandungan asam palmitat
sesuai standar 10,4%. Kandungan asam stearat sampel EVOO berada dibawah 5%
yaitu 4,31. Kandungan beberapa zat gizi lainnya, menunjukkan kandungan vitamin
E pada sampel sebesar 20,6 mg/kg, kandungan zat besi sebesar 1,2 mg/kg,
kandungan total flavonoid tertinggi pada sampel sebesar 0,36 %(b/b), dan
kandungan total karotenoid tertinggi pada sampel sebesar 25,2 mg/kg.

Penelitian pada sampel madu menunjukkan pH sebesar 4,04, kadar air
berkisar 19,2%, kadar abu 0,37% b/b, keasaman 16,4 ml NAOH 1 N/ kg, aktifitas
enzim diastase 10,2 DN. Kandungan fruktosa dan glukosa pada sampel besar 22,4
g/100 g dan 27,6 g/100g. Kandungan gula pereduksi 60,6% pada sampel.
Kandungan energi dan karbohidrat pada sampel sebesar 322 kal/100 g dan 80,3%.
Kandungan mineral Cu dan Zn pada sampel sebesar 0,05 mg/kg dan 0,86 mg/kg.
Kandungan zat besi pada sampel sebesar 20,1 mg/kg. Kandungan total flavonoid
dan karotenoid pada sampel sebesar 0,07 % b/b dan 0,64 mg/kg.

Hasil penelitian menunjukkan ada pengaruh pemberian campuran EVOO
dan madu terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag tikus secara signifkan (p<0,05).
Aktivitas makrofag tertinggi pada kelompok tikus yang diberi campuran
EVOO+madu terjadi pada hari ke 28 yaitu sebesar 72,12+2,06 %. Kapasitas
makrofag tertinggi pada kelompok tikus yang diberi campuran EVOO+madu pada
hari ke 28, sebesar 3539,4+59,5 bakteri per 50 makrofag aktif.

Hasil penelitian menunjukkan tidak ada pengaruh pemberian campuran
EVOO+madu terhadap kerja interleukin 2 (IL-2), IL-12, dan IFN-y (p>0,05). Kadar
IL-12, pada kelompok tikus yang diberi campuran EVOO+madu, mengalami
penurunan secara signifikan, dari hari ke 7 sampai ke 28. Hal ini menunjukkan
faktor lamanya pemberian perlakuan berpengaruh siginifikan pada penurunan kadar
IL-12. Interaksi antara pemberian bahan perlakuan dengan lama pemberian
perlakuan memberikan pengaruh terhadap kerja IL-2 (p<0,05) pada semua
kelompok perlakuan, namun tidak mempengaruhi kadar 1L-12 dan IFN-y.

Hasil analisis panjang vili dan kedalaman kripta usus halus pada
kelompok tikus yang diberi campuran EVOO+madu menunjukkan ukuran panjang
vili tertinggi 685,31+37,91 um dan kedalaman kripta tertinggi 332,80+19,6 um
pada hari ke 14. Ukuran kedalaman kripta memiliki perbedaan secara signifikan
berdasarkan waktu perlakuan dan bahan perlakuan.

Penelitian ini, memberikan informasi tentang pemberian campuran
EVOO+madu dapat meningkatkan kerja sistem imun non spesifik makrofag dan
kesehatan pencernaan (panjang vili dan kedalaman kripta usus halus), namun tidak
pada sitokin dalam sistem imun spesifik. Rekomendasi dari penelitian ini,
mengonsumsi campuran EVOO+madu akan mendapatkan sinergi daripada
mengonsumsi sendiri-sendiri.

Kata kunci: kripta, madu, makrofag, minyak zaitun, sitokin, vili



SUMMARY

RETNO MARDHIATI A. The Effect of Extra Virgin Olive Oil and Honey
Mixture on Immune Status and Digestive Health (Villi and Crypts). Advised by SRI
ANNA MARLIYATI, DRAJAT MARTIANTO, SITI MADANIJAH, and |
WAYAN T. WIBAWAN.

Extra Virgin Olive Qil (EVOQ) and honey are often used by the society to
improve health. EVOO possesses major content, namely, fatty acid with
monounsaturated fatty acids (MUFA) as the highest fatty acid contained in EVOO.
Some other major contents are including polyunsaturated fatty acids (PUFA) and
vitamin E. Meanwhile in honey, the highest content is carbohydrate, mostly
monosaccharides with more fructose than glucose in their composition. The minor
content of EVOO and honey comprises polyphenols, and couples of vitamin and
mineral. Some benefits of EVOO and honey in health are as immunomodulator and
to improve digestive health.

This study has several objectives, namely, (1) to identify chemical
properties and nutrient content of EVOO product samples, and (2) to identify
chemical properties and nutrient content of honey product samples, (3) to analyze
the effect of EVOO, honey, and the mixture of EVOO and honey adnministration
on macrophage activity and capacity of white male rats (Rattus norvegicus)
Sprague Dawley strain, (4) to analyze the effect of EVOO, honey, and the mixture
of EVOO and honey administration on cytokines of white male rats (Rattus
norvegicus) Sprague Dawley strain, and (5) to analyze the effect of EVOO, honey,
and the mixture of EVOO and honey administration on digestive health (villi length
and crypt depth) of white male rats (Rattus norvegicus) Sprague Dawley strain.

The procedure of this research comprised (1) the selection of treatment
ingredients from EVOO and honey samples containing the highest total flavonoid
and carotenoid, (2) the random selection of trial animal, (3) the treatment for 28
days, (4) dissection process, peritoneal fluid, blood, and small intestine collection,
and (5) the examination of macrophage activity and capacity, cytokine, and small
intestinal tissue.

EVOO and Honey samples were obtained from wholesale supermarkets
located in Great Jakarta district. The respective total sample of EVOO and honey,
was one product brand. The chemical properties and nutrient content analyses of
EVOO and honey were performed in BBIA (Center of Agro Based Industry)
Laboratory of Ministry of Industry and Biofarmaka laboratory of IPB (Bogor
Agricultural University) in 2018-2019. EVOO and honey used in animal study were
those with the highest flavonoid and carotenoid content of all EVOO and honey
samples. The treatment ingredients in this study were EVOO, honey, the mixture
of EVOO and honey, Stimuno, and Aquades. The animal study was performed using
factorial design. The trial animal used in the study was 80 male rats (Rattus
novergicus galur Sparague Dawley), aged 2 months, and weighted between 150-
200 g. They were divided into three experimental groups and 2 control groups
(Eevoo, Ehoney, EEvoO+honey, Kpositive, Knegative) with 16 rats in each group. The
observation was performed on day 7, 14, 21, and day 28. The administration of
treatment ingredients was done in Animal Hospital and Bacteriology and
Immunology of Veterinary Medicine Faculty (FKH) IPB University. Meanwhile,



rats blood and intestinal tissues were observed in The Center of Primate Study of
IPB Institute for Research and Community Service. Statistical analyses were
performed using One Way Anova and Duncan as Post Hoc Test.

The study showed that the product sample of EVOO complied the chemical
standard of EVOO. The examination of several unsaturated fatty acids in EVOO
sample showed 74,7% oleate acid content, 7,65% linoleate acid content, and 1,63%
linolenate acid content. Moreover, the examination of saturated fatty acids in
EVOO product sample revealed around 10,4% palmitate acid content, which
complied the standard. It was also seen that the stearate acid content of EVOO
sample was below 5%, or 4,31 to be exact. The other nutrient contents showed in
the sample were 20,6 mg/kg Vitamin E, 1,2 mg/kg Fe, 0,36%(b/b) of the highest
total flavonoid and 25,2 mg/kg of the highest total carotenoid.

The examination on honey sample revealed pH of 4,04, 19,2 % of water
content, 0,37% b/b of ash content, acid level of 16,4 ml NAOH 1 N/ kg, and diastase
enzyme activity of 10,2 DN. Additionally, the fructose and glucose content was
high, namely 22,4 g/100g and 27,6 g/100g (respectively). The reducing sugar
content found in the sample was 60,6%. The energy and carbohydrate content was,
respectively, 322 cal/100g and 80,3%. Further, the sample contained 0,05 mg/kg
Cu and 0,86 mg/kg Zn. Its Fe content was 20,1 mg/kg. Finally, the sample’s total
flavonoid and carotenoid content was 0,07 % b/b and 0,64 mg/kg.

The result showed that there was a significant effect of EVOO and honey
mixture administration on rats' macrophage activity and capacity (p<0,05). The
highest macrophage activity of rat group administered with EVOO and honey
mixture was occurred on day 28 by 72,12+2,06 %. Meanwhile, the highest
macrophage capacity was seen in rats group administered with EVOO and honey
mixture on day 28, that was 3539,4+59,5 bacteria per 50 active macrophages.

The result revealed that there was no effect of EVOO and honey mixture
administration on the working of interleukin 12 (IL-12), IL-2, and IF-y (p>0,05).
IL-12 level on the same group of rat experienced significant decrease from day 7
trough day 28. It indicates that the length of the treatment factor had significant
effect on the decrease of IL-12 level. The interaction between treatment ingredient
administration with the length of the treatment put an effect on the work of IL-2
(p<0,05) of all rat groups. Nevertheless, it did not have effect on the level of IL-12,
and IFN-y.

The analysis of small intestinal villi length and crypt depth on rat group
administered EVOO and honey mixture resulted that the longest villi was
685,31+£37,91 um and the deepest crypt was 332,80+19,6 um on day 14. There was
a significant difference of crypt depth based on the length of treatment time and the
ingredient.

This study suggests that the administration of EVOO and honey mixture can
improve the work of non spesific immune system macrophage and the health of
small intesine (villi length and crypts depth), but not the work of cytokine in specific
immune systeme. It is advised, from the result of this study, to consume the
combination of EVOO and honey to obtain its synergy rather than consuning them
separately.

Key words: cytokines, crypts, honey, macrophages, olive oil, villi
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| PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Minyak zaitun ekstrak virgin (Extra Virgin Olive Oil ) atau EVOO, salah
satu makanan fungsional yang memberikan dampak pada kesehatan manusia
(Salazar et al. 2017). Jenis minyak zaitun yang memiliki kandungan zat gizi yang
terbaik untuk dikonsumsi dan memiliki fungsi kuat pada kesehatan adalah EVOO.
EVOO merupakan jenis minyak zaitun yang diperoleh secara mekanik dari perasan
pertama, tanpa melalui penyulingan dan pengolahan kimia. Rasa EVOO tiap merek
dagang berbeda (International Olive Council/IOC 2017).

Diet mediterania memiliki ciri kebiasaan mengonsumsi banyak asam lemak
tak jenuh, sedikit asam lemak jenuh, kacangan-kacangan, buah-buahan, dan
beberapa sumber alami asam lemak tak jenuh tunggal seperti zaitun dan alpukat.
Kebiasaan mengonsumsi EVOO juga menjadi salah satu kebiasaan dalam diet
mediterania. EVOO sering digunakan sebagai campuran dalam makanan olahan
(Campos et al. 2013). Harvey et al. (2010) menyatakan mengonsumsi asam oleat
dalam diet mediterania, dapat menetralkan dampak negatif asam lemak jenuh pada
sel endotel. Sameh et al. (2018) menyatakan EVOO bagian dari diet mediterania
yang memberikan manfaat untuk kesehatan jantung, pencegahan kanker,
modifikasi respon imun, dan inflamasi.

Cicerale et al. (2010) menyatakan EVOO bersifat kardioprotektif, hipotensi,
antihiperglikemik, antimikroba, dan antiinflamasi. EVOQO, sebagai minyak nabati
yang mengandung asam lemak tak jenuh tunggal yang tinggi, terutama asam oleat,
dimana asam oleat pada EVOO, memiliki peran penting pada kesehatan (Pravst
2014). Agrawal et al. (2017) menyatakan bahwa reaksi oksigen dan asam lemak
membentuk senyawa baru, bernama oxylipins. Oxylipins merupakan hasil dari
oksigenasi asam lemak dari turunan asam palmitat (C16), asam stearat (C18), asam
arakidonat (C20), asam behenat (C22), dan memiliki kemampuan imunitas.

Selain asam lemak, kandungan EVOO vyang juga berkaitan dengan
kesehatan yaitu senyawa fenolik (Caro et al. 2006; Dinnela et al. 2012; Borges et
al. 2017; Agrawal et al. 2017). Menurut Borges et al. (2017) bahwa kandungan
senyawa utama fenolik di EVOO yang teridentifikasi terdiri dari flavonoid
(apegenin, luteolin), asam fenolik (naringenin, asam p-koumarat, asam vanilla) dan
alkohol fenolik (hydroxytyrosol). Fenolik dalam EVOO memiliki kemampuan
perlindungan mukosa/lendir pada lambung, perlindungan pada hati, anti-inflamasi
dan anti-neoplasma, aktivitas antimikroba dan efek biokimia pada peningkatan
kerja enzim dan hormon (Narayana et al. 2001). Agrawal et al. (2017) menyatakan
EVOO memiliki kandungan oleocanthal dan tyrosol, dimana oleocanthal
merupakan antioksidan yang terkandung dalam EVOO, yang juga bersifat
antiinflamasi. Borges et al. (2017) dan Sameh et al. (2018) menyatakan kandungan
minor zat gizi lainnya pada EVOO seperti tocopherol, squalene, dan Coenzyme Q10
(CoQ10) juga berkaitan dengan kesehatan.

EVOO juga memiliki peran pada kesehatan pencernaan antara lain sebagai
antimikroba, meningkatkan penyerapan sari makanan, dan metabolisme dalam
organ pencernaan. Medina et al. (2007) menyatakan EVOO memiliki kemampuan
antibakteri yang kuat pada spektrum yang mikroorganisme yang luas. Senyawa
fenolik dalam EVOO mampu menghambat kerja bakteri di usus seperti Clostridium
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dan E.Coli. Dinnela et al. (2012) menyatakan penelitian in vitro, aktivitas
antioksidan fenol EVOO, mereproduksi cairan lambung selama proses pencernaan,
sehingga terjadi perubahan fisikokimia di lambung dan usus halus. Menurut Bintari
dan Nugraheni (2012) adanya kenaikan berat badan pada tikus setelah diberi
perlakuan EVOO, dimana pemberian EVOO 0,5 g (naik 8,86 g), pemberian 0,7 g
(naik 8,43 g), pemberian 0,9 g (naik 7,85 g) dibandingkan sebelum diberi perlakuan.
Hal ini menunjukkan kemungkinan besar disebabkan adanya peningkatan
metabolisme dalam pencernaan setelah diberi perlakuan EVOO.

Madu sering digunakan oleh masyarakat sebagai suplemen untuk mencegah
penyakit, meningkatkan daya tahan tubuh, meningkatkan kesehatan pencernaan,
memelihara dan memulihkan kesehatan (Samarghandian et al. 2017). Selain itu,
madu juga merupakan produk alam dengan nilai gizi yang sangat tinggi yang
berkontribusi pada status gizi manusia (Manyi-Loh et al. 2011). Oskouei et al.
(2012) menyatakan selain sebagai suplemen makanan bergizi, madu juga
digunakan dalam pengobatan pengobatan tradisional maupun modern.

Madu memiliki kandungan karbohidrat tinggi. Madu mengandung
karbohidrat 80% dalam bentuk fruktosa dan dekstrosa, sisanya dalam bentuk
disakarida, polisakarida, oligasakarida. Beberapa enzim seperti enzim bersifat
protektif, fosfatase, glikosa oksidase, amilase, katalase, diastase, invertase, dan
perioksidase, ditemukan pada madu, dimana enzim-enzim tersebut berkaitan
dengan peningkatan status imun dan kesehatan pencernaan (O’sullivan et al. 2013;
Kivrak et al. 2017). Cortez et al. (2013) menyatakan madu memiliki kandungan
gula yang tinggi, asam organik, asam amino, vitamin dan mineral yang berguna
untuk kesehatan tubuh.

Ustadi et al. (2017) menyatakan rerata kadar fenolik madu Kaliandra
(557,93 mg GAE/100 g), madu Karet (385,63 mg GAE/100 mg), madu Randu
(309,12 mg GAE/100 mg). Rerata kadar flavonoid madu Kaliandra (156,27 mg
QE/100 g), madu Karet (63,4 mg QE/100 g), madu Randu (47,25 mg QE/100 g).
Rerata aktivitas antioksidan (ICsg) madu Kaliandra (3.36 mg/mL), madu Karet
(15,08 mg/mL), madu Randu (16,83 mg/mL). Sumarlin et al. (2014) menyatakan
bahwa madu lokal memiliki potensi sebagai antioksidan. Madu memiliki senyawa
asam kafeat, ester fenil asam kafeat, krisin, galangin, kuersetin, kaempferol,
akasetin, pinosembrin, pinobanksin, dan apigenin yang berfungsi sebagai
antioksidan. Uji antioksidan menemukan madu dari Bali dan dari Papua memiliki
antioksidan lebih tinggi.

Sistem imun terbagi menjadi system imun non spesifik dan spesifik.
Peningkatan status imun non spesifik akan terlihat adanya peningkatan aktivitas
dan kapasitas fagosit makrofag. Beberapa sitokin merupakan bagian dari sistem
imun spesifik (Guyton 2012; Harti 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014).
Beberapa penelitian menyatakan kandungan zat dalam EVOO dan madu memiliki
kemampuan antiinflamasi dan antibakteri serta mampu mengaktifkan komponen
status imun baik non spesifik maupun spesifik. Hasil beberapa penelitian juga sudah
membuktikan kemampuan EVOO dan madu dalam meningkatkan kesehatan
pencernaan dan penyerapan zat gizi.

Penelitian sinergi EVOO dan madu masih sedikit dilakukan. Penelitian
Suminar et al. (2014) merupakan penelitian yang membuktikan adanya sinergi
pemberian EVOO dengan madu dalam menurunkan kadar Low-density lipoprotein
(LDL) darah tikus dibandingkan pemberian tunggal EVOO atau madu. Hendrasyah


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samarghandian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28539734

3

et al. (2014) membuktikan dalam penelitiannya, campuran EVOO dan madu lebih
tinggi meningkatkan kadar HDL dalam darah daripada pemberian tunggal EVOO
atau madu.

Penelitian yang memberikan bukti ilmiah kemampuan EVOO dan madu
pada peningkatan sistem imun dan kesehatan pencernaan belum pernah dilakukan
terutama pada kemampuan makrofag, sitokin dan kesehatan usus halus. Penelitian
ini akan membuktikan dan menganalisis pengarun Campuran EVOO-+madu
terhadap sistem imun dan kesehatan pencernaan. Pembuktian ilmiah perlu
dilakukan untuk memberikan informasi dan bukti bahwa produk EVOO dan madu
di supermarket masih memiliki kemampuan meningkatkan sistem imun dan
mendukung kesehatan pencernaan, serta adanya daya ungkit yang sinergi terhadap
status imun dan kesehatan pencernaan, jika pemberian EVOO dicampur dengan
madu.

1.2 Rumusan Masalah

Sistem imun dan kesehatan percernaan merupakan bagian penting yang
berkaitan dengan kesehatan secara keseluruhan. EVOO dan madu sudah menjadi
salah satu suplemen atau makanan fungsional yang sering dikonsumsi masyarakat.
Khasiat EVOO dan Madu dalam meningkatkan 3ebera imun dan pencernaan sudah
dibuktikan oleh 3 eberapa penelitian terdahulu, namun pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap 3 ebera imun dan kesehatan pencernaan masih perlu
pembuktian secara ilmiah. Berdasarkan hal diatas, maka pertanyaan penelitian
sebagai berikut :

1. Bagaimana sifat kimiawi dan kandungan zat gizi serta zat bioaktif pada sampel
produk EVOO dan madu.

2. Apakah ada pengaruh pemberian EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu
terhadap 3eberapa sitokin seperti interleukin 12 (IL-12), interleukin 2 (IL-2),
interferon gamma (IFN-y) pada tikus.

3. Apakah ada pengaruh pemberian EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu
terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag pada tikus.

4. Apakah ada pengaruh pemberian EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu
terhadap panjang vili dan kedalaman kripta pada tikus.

1.3 Tujuan

Tujuan umum penelitian ini adalah mempelajari pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap status imun dan kesehatan pencernaan. Penelitian ini
memiliki 3eberapa tujuan khusus, yaitu :

1. Mengidentifikasi sifat kimiawi, kandungan zat gizi, dan zat bioaktif pada sampel
produk EVOO.

2. Mengidentifikasi sifat kimiawi, kandungan zat gizi, dan zat bioaktif pada sampel
produk madu.

3. Menganalisis pengaruh bahan perlakuan (EVOO, madu, dan campuran
EVOO+madu) terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag pada tikus.

4. Menganalisis pengaruh bahan perlakuan (EVOO, madu, dan campuran
EVOO+madu) terhadap IL-12, IL-2, dan IFN-y pada tikus.
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5. Menganalisis pengaruh bahan perlakuan (EVOO, madu, dan campuran
EVOO+madu) terhadap panjang vili dan kedalaman kripta (usus halus) pada
tikus.

1.4 Manfaat

Manfaat utama yakni memberikan bukti ilmiah bahwa campuran
EVOO+madu dapat meningkatkan status imun dan kesehatan pencernaan.
Penelitian ini memberikan informasi tentang pengaruh campuran EVOO+madu
dalam meningkatkan aktivitas dan kapasitas makrofag serta kerja 4eberapa sitokin,
hal ini merupakan gambaran status imun. Penelitian ini juga memberikan informasi
tentang kesehatan pencernaan yang dilihat dari panjang vili dan kedalaman kripta
setelah pemberian campuran EVOO+madu. Campuran EVOO+madu daya tahan
tubuh dan kesehatan pencernaan. Pemanfaatan campuran EVOO+madu dalam
kesehatan akan berdampak penurunan penyakit menular dan tidak menular di
masyarakat terutama kesehatan pencernaan. Penelitian ini juga diharapkan akan
memberikan gambaran adanya sinergis dalam campuran EVOO+madu untuk
peningkatan imun dan kesehatan pencernaan.

1.5 Ruang Lingkup

Perlakuan yang diberikan pada hewan coba (tikus) adalah pemberian EVOO,
madu, dan campuran EVOO+madu. Penelitian ini menganalisis status imun melalui
kerja makrofag dan sitokin setelah pemberian EVOO, madu dan campuran
EVOO+madu, sedangkan analisis kesehatan pencernaan melalui gambaran panjang
vili dan kedalaman kripta. Variabel yang diamati adalah aktivitas makrofag,
kapaitas makrofag, IL-12, IL-2, IFN-y, panjang vili, dan kedalaman kripta.

1.6 Kebaruan (novelty)

Penelitian ini merupakan penelitian yang memiliki novelty pada pembuktian
dampak positif yang dihasilkan dari pemberian campuran EVOO+madu terhadap
kerja fagosit oleh makrofag (aktivitas dan kapasitas makrofag), kerja 4ystem4a
sitokin IL-12, IL-2, IFN-y, daripada pemberian tunggal EVOO atau madu saja.
Penelitian ini juga membuktikan campuran EVOO+madu dapat meningkatkan
kesehatan pencernaan, yang dilihat dari panjang vili dan kedalaman kripta usus
halus. Keterbaruan yang lain, penelitian ini membuktikan dampak positif dari
pemberian campuran EVOO+madu atau EVOO atau madu, dipengaruhi juga oleh
lamanya waktu pemberian perlakuan. Dampak positif pemberian campuran
EVOO+madu daripada pemberian tunggal EVOO atau madu, membuktikan adanya
sinergi kandungan EVOO dan madu pada 4ystem imun dan kesehatan pencernaan.

1.7 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini sebagai berikut :

1. Ada perbedaan aktivitas dan kapasitas makrofag pada tikus yang diberikan
EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu.

2. Ada perbedaan kadar sitokin (IL-12, IL-2, IFN-y) pada tikus yang diberikan
EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu.

3. Ada perbedaan panjang vili dan kedalaman kripta pada tikus yang diberikan
EVOO, madu, dan campuran EVOO+madu.



IT TINJAUAN PUSTAKA

2.1 EVOO
2.1.1 EVVOO dan Sifat Fisikokimia

EVOO menurut Internasional Olive Council dan International Food
Standar adalah minyak yang diperoleh dari proses penggilingan buah zaitun
pertama atau perasan pertama cara mekanis atau fisik lainnya dalam kondisi
termal, dengan keasaman tidak lebih dari 0.8 gram per 100 gram, tidak
mengalami perlakuan kimiawi. EVOO diperoleh dari buah zaitun yang sehat,
dan diproses sesaat setelah panen, memiliki nilai keasaman bebas yang sangat
rendah. Keasaman bebas dengan cepat meningkat dengan adanya jamur dan
mikroorganisme (Peri 2014). Cara mekanis yang tidak menyebabkan
perubahan pada EVOO, dimana belum menjalani perlakuan selain pencucian,
penuangan, sentrifugasi dan filtrasi (WHO and FAO 2015). Wilayah yang
paling banyak memproduksi EVOO adalah Spanyol (40%), kemudian Itali
(21%), Yunani (13%), Tunisia (5,9%), Syria (4,8%), Turki (4,6%), Moroco
(3,2%), Portugis (1,6%), dan lainnya 5,9 % (Aparicio dan Harwood 2013).

Vossen (2007) menyatakan produk EVOO yang memiliki kandungan
polifenol terbanyak antara lain berasal dari Bosana (Itali), Coratina (ltali),
Cornicabra (Spanyol), Chemlali (Tunisia), Manzanillo (Spanyol), Maurino
(Itali), Mission (USA), Moraiolo (Itali), Picual (Spanyol), Picholine (Perancis).
Ketaren (2012) menyatakan EVOO termasuk klasifikasi minyak non drying oil.
Hammad (2010) menyatakan jenis minyak zaitun menurut Internasional
Council of Olive Oil terdiri dari EVOO, minyak zaitun virgin (virgin olive oil),
minyak zaitun sulingan (refined olive oil), minyak zaitun murni (pure olive oil)
dan minyak ampas zaitun (pomace olive oil).

Roiaini et al. (2015) menyatakan salah satu produk EVOO Malaysia
memiliki bilangan iod 94,01 gl»/100g, bilangan peroksida 10,62 meq O./kg
sampel, bilangan asam lemak bebas 0.42%. Menurut WHO dan FAO (2015),
angka peroksida 20 meq O./kg minyak, penyerapan dalam sinar ultra violet
K270 < 0,22 untuk EVOO dan penyerapan dalam sinar ultra violet K232 < 0,25
untuk EVOO, pelarut halogenasi maksimal 0,1 mg/kg, jumlah seluruh pelarut
halogenasi maksimal 0,2 mg/kg, kelembaban dan bahan mudah menguap
maksimal 0,2 %, kotoran yang tidak larut maksimal 0,1 %; bahan metal Fe
maksimal 3 mg/kg, bahan metal tembaga/Cu maksimal 0,1 mg/kg, senyawa
terpenoid/sterol dalam fraksi n-heksana/ stigmastadiena maksimal 0,15 mg/kg,
jumlah asam palmitat dan asam stearat maksimal 1,5 %, masa jenis relative
0,910-0,916, indeks refraktif 1,4677-1,4705, bilangan saponifikasi(mg KOH/g
minyak) 1,84-196, bilangan iod 75-94 gl./100g, unsaponifiable maksimal 15
g/kg. Peri (2014) menyatakan ambang jenuh air EVOO adalah 300-400 mg per
kg minyak, namun jumlahnya sering mencapai jumlah yang lebih tinggi,
berkisar antara 300 sampai 1200 mg per kg EVOO.

2.1.2 Kandungan EVOO beserta Fungsinya

Kandungan EVOO terbanyak adalah asam lemak. Radzikowska et al.
(2019) menyatakan asam lemak terbagi 2 yakni asam lemak jenuh dan asam



lemak tak jenuh. Beberapa asam lemak jenuh yang berkaitan dengan respon
imun yakni asam stearat, asam palmitat, asam mirastat, asam laurat. Asam
stearat banyak terdapat di daging dan lemak. Asam palmitat banyak terdapat di
minyak palm dan mentega. Minyak miristat banyak terdapat di kelapa dan
mentega. Asam laurat banyak terdapat di inti palm dan kelapa. Asam strearat
Asam lemak tak jenuh terdiri dari monounsaturated (MUFAS) dan
polyunsaturated (PUFAs). Asam oleat/C18:1 banyak terdapat di zaitun dan
kemiri. PUFAs terbagi 2 yakni omega 3 dan omega 6. Omega 3 terdiri dari
asam linolenat-o. (ALA)/C18:3, asam eicosapentaenoic (EPA)/C20:5, dan
docosahexaenoic (DHA)/C22:6. Omega 6 terdiri dari asam linoleat
(LA)/C18:2, asam linolenic-y (GLA)/C18:3, dan asam arakidonat (AA)/C20:4.
ALA banyak terdapat di kedelai dan canola. EPA banyak terdapat di ikan
salmon dan minyak hati ikan kod. DHA banyak terdapat di ikan salmon, tuna,
dan kerang. LA banyak terdapat di minyak safflower dan daging. GLA banyak
di minyak nabati. AA banyak terdapat di telor dan unggas.

Ghanbari et al. (2012) menyatakan kandungan EVOO yang
teridentifikasi dalam beberapa penelitian antara lain asam lemak, senyawa
fenol, tokoferol, pitosterol, pigmen, senyawa aromatik, squalen, dan triterpen
dialkohol. Kandungan zat gizi EVOO terbagi 2 yakni kandungan mayor dan
kandungan minor. Kandungan mayor pada EVOO adalah asam lemak. Asam
oleat merupakan kandungan asam lemak tak jenuh tunggal yang terbanyak
pada EVOO. Dalam EVOO juga terdapat beberapa asam lemak tak jenuh ganda
dan asam lemak jenuh. Kandungan senyawa minor pada EVOO terdiri dari
senyawa fenol, vitamin, dan mineral. Moulodi et al. (2015) menyatakan
kandungan mayor dan minor EVOO dipengaruhi sumber daerah, jumlah
produksinya, waktu memanen, dan tingkat teknologi yang digunakan dalam
memprosesnya.

WHO dan FAO (2015) menyatakan standar beberapa jumlah asam
lemak dalam EVOO. EVOO mengandung asam lemak jenuh dan asam lemak
tak jenuh. Asam lemak tak jenuh tunggal terbanyak dalam EVOO adalah asam
oleat (asam 9-oktadekanoat) (Tabel 1).

Tabel 1 Standar jumlah asam lemak dalam EVOO

Asam Lemak % Asam Lemak %
C14:0 asam miristat 0,0-0,05 (C18:1 asam oleat 55,0-83,0
C16:0 asam palmitate 7,5-20,0  C18:2 asam linoleate 3,5-21,0
C16:1 asam palmitoleat 0,3-3,5  C20:0 asam arakidat 0,0-0,6
C17:0 asam heptadekanoat 0,0-0,3  C20:1 asam cis-11-eikosenoat 0,0-0,4
C17:1 cis-10-heptadekanoat 0,0-0,3  C22:0 asam behenat 0,0-0,2
C18:0 asam stearate 0,5-5,0  C24:0 asam lignoserat 0,0-0,2

Asam oleat dalam EVOO sebanyak 65-85 % (Peri 2014). Asam oleat
(C1s:1) merupakan asam lemak tidak jenuh memiliki satu ikatan rangkap
(Winarno 2008). Asam lemak oleat memiliki bentuk rantai L, sehingga asam
oleat termasuk asam dengan ikatan rangkap cis (Murray et al. 2009; Mark et
al. 2014). (Gambar 1)



Gambar 1 Struktur asam oleat

Ikatan rangkap dari asam lemak tak jenuh secara alami, sering memiliki
konfigurasi cis. Konfigurasi cis berarti bahwa atom hidrogen yang terikat pada
ikatan rangkap berada di sisi yang sama (FAO 2010). Adanya ikatan cis
membatasi kemampuan asam lemak untuk dipadatkan dan dapat
mempengaruhi titik lebur lemak. Mark et al. (2014) menemukan titik leleh
yang dimiliki asam oleat, lebih rendah daripada suhu tubuh. Asam oleat juga
memiliki ketahanan oksidasi dibandingkan asam lemak lainnya. Fungsi
biologis asam oleat diantaranya mencegah pencetus asma, antikanker dengan
memperbaiki sel dan jaringan rusak, melindungi integritas sel membran,
meningkatkan kolesterol baik, menurunkan kolesterol buruk, dan menurunkan
tekanan darah (Champe et al. 2011; Peri 2014; Mark et al. 2014).

de-Moraes et al. (2018) menyatakan asam oleat dapat meningkatkan
proliferasi peroksisom yang diaktifkan reseptor (PPAR). PPAR memodulasi
metabolisme, peradangan, dan Infeksi. PPAR-y dapat meningkatkan eliminasi
bakteri melalui pembentukan aktivitas neutrofil ekstraseluler. Asam oleat
meningkatkan metabolisme lipid yang bekerja pada target PPAR. Harvey et al.
(2010) menyatakan asam oleat mampu mengurangi dan menetralkan dampak
negatif asam lemak jenuh yang proinflamasi dan bersifat sitotoksisitas. Asupan
asam oleat dalam diet mediterania dapat menghambat aktivasi endotel dengan
menekan upregulasi molekul adhesi.

Dalam 100 g EVOO terdiri dari 13,8-20% lemak jenuh, 55-83 %
lemak tak jenuh tunggal, omega-6 sebesar 9,7-16,4 %, omega 3 sebesar 0,76-
1 % dan trigliserida 97-99% (Cicerale et al. 2009; Amiot 2014; Peri 2014;
Sarolic et al. 2014; Orsavova et al. 2015). Pravast (2014) menyatakan dalam
tubuh, asam stearat dapat dikonversikan menjadi asam oleat oleh enzim
desaturase, hal ini yang menyebabkan asam oleat tidak masuk sebagai minyak
esensial bagi tubuh. Asam oleat dan oleocanthal memiliki kemampuan
menurunkan peradangan (Cicerale et al. 2009). Pravast (2014) menyatakan
molekul asam oleat berinteraksi dengan membran plasma dan berkontribusi
dalam aktivasi jalur intraseluler.

Peri (2014) menyatakan EVOO mengandung 1-3 % komponen minor
yang terdiri dari  campuran kompleks zat polar (soluble), nonpolar
(unsaponifiable) dan amphiphilik: hidrokarbon, tokopherol, senyawa fenolik,
sterol, klorofil, karotenoid, monogliserida dan digliserida, asam lemak bebas,
ester dan lainnya. Jumlah senyawa fenolik dalam EVVOO rerata 230 mg per-kg
EVOO dengan kisaran 50-800 mg per-kg EVOO. Radzikowska et al. (2019)
menyatakan kandungan zat bioaktif pada EVOO vyakni hydroxytyrosol,
protocatechuic acid, elenolic acid, gallic acid, syringic acid, p-coumeric acid,



4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, ferulic acid, cinamic acid, tyrosol, vanilic
acid, homovanilitic acid, oleuropein, apigenin, o-coumaric acid,
demethyloleuropein, ligstroside, cyanidin-3-rutinosida, rutin, apigenin-7-

glucoside, luteolin, luteolin-4-glucoside, luteolin-7-glucosude,
hespiridin,luteolin-7-rutinoside, quercetin, sinapic acid, 3,4
dehidroxyphenylethanolelenolic acid, chlorogenetic acid,

deacetoxyoleuropein, nuzhenide, dan verbascoside. Dapat dilihat pada Gambar
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Gambar 2 Struktur beberapa senyawa fenolik dalam EVOO

Peri (2014) menyatakan EVOO mengandung 1-3 % komponen minor
yang terdiri dari  campuran kompleks zat polar (soluble), nonpolar
(unsaponifiable) dan amphiphilik: hidrokarbon, tokopherol, senyawa fenolik,
sterol, klorofil, karotenoid, monogliserida dan digliserida, asam lemak bebas,
ester dan lainnya. Jumlah senyawa fenolik dalam EVVOO rerata 230 mg per-kg
EVOO dengan kisaran 50-800 mg per-kg EVOO. Radzikowska et al. (2019)
menyatakan kandungan zat bioaktif pada EVOO yakni hydroxytyrosol,
protocatechuic acid, elenolic acid, gallic acid, syringic acid, p-coumeric acid,
4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, ferulic acid, cinamic acid, tyrosol, vanilic
acid, homovanilitic acid, oleuropein, apigenin, o-coumaric acid,
demethyloleuropein, ligstroside, cyanidin-3-rutinosida, rutin, apigenin-7-

glucoside, luteolin, luteolin-4-glucoside, luteolin-7-glucosude,
hespiridin,luteolin-7-rutinoside, quercetin, sinapic acid, 34
dehidroxyphenylethanolelenolic acid, chlorogenetic acid,

deacetoxyoleuropein, nuzhenide, dan verbascoside. Dapat dilihat pada Gambar
2.

Manfaat flavonoid dalam EVOO antara lain untuk melindungi struktur
sel, meningkatkan efektifitas vitamin C, dan antiinflamasi. Dalam EVOO, ada
senyawa organik bernama squalene yang berkaitan dengan sistem imun
walaupun dalam bentuk minor berkisar 0,7%. Squalene merupakan
hidrokarbon utama dalam EVOO. Squalene juga diduga memiliki kemampuan
anti neoplasia pada usus besar, payudara dan prostat, perlindungan kanker kulit,
sebagai scavenger, dan menghambat lipoperoksida. Kandungan tokoferol
dalam EVOO berfungsi sebagai antioksidan alami. Jenis tokoferol dalam
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EVOO sangat lengkap (o, B, y, 8). Salah satu mineral dalam EVOO yakni
potassium, yang berkontribusi menjaga kenormalan tekanan darah, terlibat
proses pengolahan energi tubuh, dan mendukung pengeluaran sodium. Nidhi
et al. (2013) menyatakan manfaat EVOO untuk pencernaan salah satunya
dengan meningkatkan penyerapan sari-sari makanan. Hasil penelitiannya
menemukan penyerapan lutein di usus lebih tinggi setelah pemberian EVOO
dibandingkan minyak yang lain.

Kandungan antioksidan dalam EVOO mengurangi dampak radikal
bebas yang merusak DNA dan protein pada sel. yang memiliki kemampuan
meningkatkan kekebalan tubuh, antineoplastic pada kanker usus, payudara dan
prostat. EVOO mengandung 200 - 700 mg squalene per 100 g minyak. Ada
hidrokarbon lainnya seperti [B-karoten dalam jumlah kecil. Kandungan
tokoferol dalam EVOO, bekerja sebagai antioksidan, dengan mencegah radikal
bebas dan mencegah reaksi peningkatan LDL akibat oksidasi. EVOO
mengandung 150 sampai 250 mg / kg a-tocopherol. Serolic et al. (2014)
menemukan EVOO mengandung tokoperol jenis o-T, B-T, 6-T, y-T, a-T3, dan
v-T3. Total tokopherol dan tokotrienol berkisar 100 s/d 270 mg/kg. Dimana
wilayah memberikan perbedaan kandungan tokoferol. Cunha et al. (2006)
Kandungan fitosterol EVOO bervariasi dari 100 sampai 250 mg /100 g minyak,
dimana 90- 95% adalah B-sitosterol. Adanya 75% vitamin K dan 72% vitamin
E dalam 100 gram EVOO.
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Gambar 3 Manfaat EVOO untuk kesehatan

Servili et al. (2014) menyatakan senyawa fenolik yang paling penting
adalah 5-hydroxytyrosol dan esternya oleuropein. Adanya rasa pahit dan getir
menjadi ciri dari oleuropein yang mengandung antioksidan tinggi. Oleuropein
dan hydroxytyrosol, memiliki aktivitas antioksidan yang kuat yang terkait
dengan antiinflamasi. Beberapa senyawa fenolik juga terkandung dalam
EVOO dalam jumlah yang rendah, seperti asam caffeic, vanillic acid, dan
ferulic acid. Senyawa fenolik EVOO berfungsi antara lain sebagai
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antiinflamasi, antioksidan, antimikroba, antikanker, meningkatkan kerja sistem
saraf pusat, sistem kardiovaskular, sistem endokrin, sistem pernafasan, dan
memodulasi imun, seperti terlihat pada gambar 3.

Virruso et al. (2014) menyatakan zat nutrasetikal utama EVOO yakni
berbagai senyawa fenolik, seperti oleocanthal, oleuropein, hydroxytyrosol, dan
tyrosol. Mekanisme EVOO sebagai zat nutrasetikal diwakili oleh kerja
hydroxytyrosol dan oleocanthal menghambat siklooksigenase (COX-1 &
COX-2) yang bertanggung jawab untuk produksi prostaglandin. Oleuropein
adalah pemulung radikal yang menghambat oksidasi lipoprotein densitas
rendah.

Servili et al. (2014) menyatakan polifenol EVOO memliki kemampuan
untuk memodulasi fungsi imun. Peran hydroxytyrosol dalam kandungan
EVOO sebagai bioaktif dalam kemampuan meningkatkan daya kekebalan
tubuh. Adanya sifat anti-inflamasi pada EVOO telah dikaitkan sebagian untuk
senyawa minor seperti tirosol, squalene atau p-sitosterol. Peradangan
merupakan respon biologis yang kompleks yaitu diatur oleh sejumlah besar
mediator inflamasi dilepaskan dari sel-sel seperti makrofag, limfosit, leukosit,
dan sel mast.

Pencegahan dan pengobatan beberapa penyakit dikaitkan dengan
kandungan beberapa zat gizi dalam EVOO. Hal ini yang menjadi alasan EVOO
termasuk makanan fungsional. Zat gizi dalam EVOO berbentuk antioksidan,
asam lemak essensial, asam lemak jenuh yang rendah, asam lemak tak jenuh
tunggal yang tinggi (Sarolic et al. 2014).
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Gambar 4 Manfaat EVOO berdasarkan kandungan zat gizinya.

Caramia et al. (2012) menyatakan beberapa zat bioaktif pada EVOO
seperti senyawa phenol, berkaitan dengan penurunan oksidasi dan stress oksidasi,
antiinflamasi, dan profil trombosit. EVOO memiliki kemampuan antiinflamasi,
yang didukung zat bioaktif EVOO oleocanthal. Asam oleat berkaitan
menurunkan oksidasi dan stres oksidatif. EVOO mengurangi produksi radikal
bebas dan mencegah kerusakan pada membran sel, mitokondria, dan DNA.
(Gambar 4)
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2.2 Madu
2.2.1 Madu dan Sifat Fisikokimia

Rababah et al. (2014) menyatakan madu adalah produk alami yang
dihasilkan dari nektar tanaman berbunga yang dikumpulkan dan diproses oleh
kumpulan lebah madu. Suranto (2007) menyatakan proses terbentuknya madu
berasal dari cairan nektar dari bagian selain bunga atau cairan nektar,
mengalami peragian. Kelenjar nektarifer menghasilkan nektar, sebagai larutan
gula, namun konsentrasi yang dihasilkan beragam. Konsentrasi nektar
dipengaruhi oleh kelembaban udara, tanah, jenis tanaman. Proses invertase
terjadi dimana cairan manis nektar dirubah menjadi gula. Proses invertase
menggunakan enzim sukrase dan enzim sakharase. Dalam nektar, terdapat
enzim sakharase dan sukrase, kedua enzim ini juga ada di air liur lebah. Enzim
tersebut mengubah nektar menjadi madu. Proses selanjutnya, dengan
pengurangan kadar air dalam nektar yang telah mengalami invertase.
Pengurangan kadar air dengan penguapan alami dan pengipasan sayap lebah,
setelah kadar air berkurang, lebah menutup dengan lapisan malam. Chakir et
al. (2016) menyatakan beberapa madu asal Maroko memiliki rerata, kadar air
berkisar ( 17,14%), pH (4,13), kadar asam bebas (19,69 meqg/kg), lakton (8,07
meq/kg), total asam (27,64 meqg/kg), HMF (13,4 mg/kg), diastase (11,91
°Gothe), fruktosa (40,32%), glukosa (30,77), dan sukrosa (1,05%).

Di Indonesia, madu lebih banyak berasal dari jenis lebah Apis dorsata
(Sumatera, Jawa, Kalimantan, Sulawesi, Nusa Tenggara), Apis cerana (dataran
tinggi Sumatera Tengah), Apis cerana (perkebunan kelapa Jawa), Apis
andreniformis ( Sumatera, Jawa, Kalimantan, Nusa Tenggara), Apis
koschevnikovi (Kalimantan dan Sumatera), Apis nuluensis (Dataran tinggi
Sarawak, Kalimantan), Apis Nigrocincta (Sulawesi, Kalimantan, Mindanao),
dan Lebah genus Meliponini di hutan Indonesia, serta lebah genus Trigona
yang bersifat asam dan memiliki kelebihan tahan fregmentasi. Apis melifera
dikenal dengan lebah eropa, sering digunakan sebagai lebah ternak. Lebah
hutan yang dikenal Apis dorsata (Hadisoesilo 2001).

Pemeriksaan sifat fisikokimia madu antara lain warna, pH, aktivitas air
(aw), nilai konduktivitas listrik, rotasi optik, dan visikositas, kepadatan
(densitas), higroskopis, tegangan permukaan, suhu, warna, aroma, rasa,
kristalisasi, dan memutar optik. Rata-rata madu yang memiliki nilai
konduktivitas listrik diatas 0,024 mS/cm, nilai pH berkisar 3,42-6,01, nilai aw
berkisar 0,55-0,75, Rotasi optik memberi gambaran konsentrasi jenis gula
dalam madu. Angka viskositas madu menurut SNI 10 poise (Apriani et al.
2013).

Warna madu ditentukan oleh jenis tanaman penghasil nektar, usia madu,
kandungan mineral, dan lama penyimpanan (Apriani et al. 2013; Wibowo et al.
2016; Adalina 2017; Kivrak et al. 2017). Warna madu diukur dengan satuan
nilai intensitas yaitu mm pfund. Adalina (2017) menyatakan warna madu tidak
menentukan kualitas madu. Madu hutan asal kabupaten Bima memiliki nilai
intensitas warna 39 mmpfund.

Nilai pH madu menunjukkan tingkat keasaman. Semakin tinggi tingkat
keasaman madu maka pH semakin kecil. Nilai pH ditentukan juga oleh asam
organik (asam format, asam asetat, asam sitrat, asam laktat, asam butirat, asam



12

oksalat, dan asam suksinat) yang ada pada madu. Kivrak et al. (2017)
menyatakan pH madu dipengaruhi oleh proses, tekstur, stabilitas, dan umur
simpan. Ditemukan jamur dan ragi pada madu asal Turki, ketika pH asam.
Madu asal Turki memiliki pH berkisar 3,33-5,54, tidak berbeda jauh dengan
madu asal Maroko dengan pH berkisar 3,52-5,13 (Chakir et al. 2011). Adalina
(2017) menyatakan madu hutan asal kabupaten Bima memiliki nilai pH 4,2.
Jika pH madu yang rendah akan mencegah adanya pertumbuhan
bakteri.Tingkat keasaman madu hutan asal kabupaten Bima 6,73 meg/kg, dan
Apriani et al. (2013) menyatakan pH madu Sumatera Barat berkisar 3,42—
6,01.

Hydroxymethylfurfural (HMF) memiliki satuan mg/kg. HMF
merupakan parameter kesegaran madu. HMF juga merupakan indikator
kerusakan madu saat proses penyaringan. Kandungan HMF pada madu Turki
berkisar 0,58 — 4,25 mg/kg, sedangkan madu Meksiko berkisar 9,39-18,35
mg/kg dan madu Maroko berkisar 0,09-53,38 mg/kg (Chakir et al. 2011,
Cortez et al. 2013; Kivrak et al. 2017). Semakin kecil angka HMF semakin
baik. Asosiasi madu di Eropa menetapkan standar HMF dibawah 40 mg/kg.

Kadar air madu dipengaruhi oleh iklim, dan penanganan paska panen
(Gairola et al. 2013). Kadar air madu hutan asal kabupaten Bima 26%.
Kandungan air pada madu diukur dengan alat hydrometer yang dibantu dengan
thermometer. Alat lain untuk pengukuran air pada madu yaitu refractometer

Kandungan senyawa dalam madu dipengaruhi oleh asal nektar, iklim,
dan cara pengolahan madu. Standar madu berdasarkan SNI tahun 2013
memiliki perubahan pada kandungan gula pereduksi menjadi minimal 65%b/b,
sedangkan standar lainnya masih sama dengan SNI 2004 (Tabel 2).

Tabel 2 Standar Madu Berdasarkan SNI 01-3543-2013

Jenis Uji Satuan Persyaratan
Aktivitas enzim diastase, min. DN 3
Hidroksimetilfurfural (HMF), maks. mg/kg 50
Air, maks. % b/b 22
Gula pereduksi, min. % b/b 65
Sukrosa, maks. % b/b 5
Keasaman, maks. ml NaOH 1 N/kg 50
Padatan yang tak larut dalam air, maks. % b/b 0,5
Abu, maks. % b/b 0,5
Cemaran logam

Timbal (Pb), maks. mg/kg 1,0

Tembaga (Cu), maks. mg/kg 5,0

Cemaran arsen (As), maks. mg/kg 0,5

2.2.2 Kandungan Madu beserta Fungsinya

Madu adalah larutan kental yang mengandung berbagai molekul,
termasuk fruktosa dan glukosa (80-85%), air (15-17%), abu (0,2%), protein
dan asam amino (0,1-0,4%), dan jumlah enzim, vitamin, dan zat lainnya,
seperti senyawa fenolik (Rao et al. 2016). Komposisi madu paling dominan
adalah karbohidrat. Glukosa dan fruktosa merupakan komponen utama madul.
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Kedua monosakarida tersebut dikenal dengan gula pereduksi. Monosakarida
yang paling dominan adalah fruktosa dan glukosa. Monosakarida sekitar 75 %
pada madu (da Silva et al. 2016; Miguel et al. 2017). Kandungan disakarida
dan trisakarida berkisar 10-15 % dari karbohidrat madu. Madu juga
mengandung maltose dan sukrosa (Ratnayani et al. 2008). Kandungan gula
pada madu akan mengalami perubahan jika disimpan terlalu lama. Adalina
(2017) menyatakan komposisi kimia madu hutan kabupaten Bima mengandung
glukosa 27,11%, fruktosa 40,73%, sukrosa 0,61% dengan total gula 68,45%.
Selain itu madu juga mengandung asam amino, protein, enzim, asam organik,
vitamin, mineral, zat volatil, dan polifenol. Proline merupakan jenis protein
paling banyak pada madu. Protein lain berbentuk enzim (diastase atau amilase,
invertase atau sukrase atau a-glukosidase). Glukonat merupakan asam organik
terbanyak di madu.

Tabel 3 Rerata komposisi madu di Indonesia

Kandungan Rerata Kisaran SD
Fruktosa/Glukosa 1,23 0,76-1,86 0,128
Fruktosa, % 38,38 30,91-44,26 1,77
Glukosa, % 30,31 22,89-44,26 3,04
Maltosa, % (sakarida tereduksi) 7,30 2,7-16,0 2,1
Sukrosa, % 1,31 0,25-7,57 0,87
Gula, % 83,72

Mineral (abu), % 0,17 0,020-1,028 0,15
Asam bebas (asam glukonat) 0,43 0,13-0,92 0,16
Nitrogen 0,041 0,000-0,133 0,026
Air, % 17,2 13,4-22,9 15
pH 3,91 3,42-6,01 -
Total Keasaman, ,eq/kg 29,12 8,68-59,49 10,33
Protein, mg/100g 168,6 157,7-256,7 70,9

Berdasarkan SNI 2013 kandungan dalam madu berisi gula pereduksi
>65% dan sukrosa < 5%). Suranto (2007) menyatakan beberapa hasil penelitian
menunjukkan rerata komposisi madu di Indonesia, Kandungan tertinggi pada
kadar gula sebesar 83,72 % (dapat dilihat pada Tabel 3). Oskouei et al. (2011)
menyatakan kandungan karbohidrat sebesar 82,4 g/100g, fruktosa 38,5 g/100g,
glukosa 31 g/100g, dan sukrosa 1 g/100g.

Adalina (2017) menyatakan madu mengandung vitamin: tiamin (B1),
riboflavin (B2), asam nikotinat (B3), asam pantotenat (B5), piridoksin (B6),
biotin (B8), asam folat (B9), dan vitamin C. Kandungan mineral dalam madu
antara lain kalium, magnesium, kalsium, besi, fosfor, natrium, mangan, yodium,
seng, lithium, kobalt, nikel, kadmium, tembaga, barium, kromium, selenium,
arsenik, dan perak (Ajibola 2015; da Silva et al. 2016; Miguel et al. 2017).
(Tabel 4).

Tabel 4 Kandungan mineral pada madu (mg/100g)

Mineral Kandungan Mineral Kandungan
Aluminium (Al) 0,01-2,4 Magnesium (Mg) 0,7-13
Arsenik (Ar) 0,014-0,026  Mangan (Mn) 0,02-2

Barium (Ba) 0,01-0,08  Molibdenum (Mo) 0-0,004
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Tabel 4 Kandungan mineral pada madu (mg/100g)

(lanjutan)
Mineral Kandungan Mineral Kandungan
Boron (B) 0,05-0,3 Nikel (Ni) 0-0,051
Bromin (Br) 0,4-1,3 Pospor (P) 2,15
Kadmium (Cd) 0-0,001 Potassium (K) 40,3500
Aluminium (Al) 0,01-2,4 Magnesium (Mg) 0,7-13
Arsenik (Ar) 0,014-0,026 Mangan (Mn) 0,02-2
Barium (Ba) 0,01-0,08 Molibdenum (Mo) 0-0,004
Boron (B) 0,05-0,3 Nikel (Ni) 0-0,051
Bromin (Br) 0,4-1,3 Pospor (P) 2,15
Kadmium (Cd) 0-0,001 Potassium (K) 40,3500
Kalsium (Ca) 3-31 Rubidium (Rb) 0,040-3,5
Klorin (CI) 0,4-56 Selenium (Se) 0,002-0,01
Kromium (Cr) 0,01-0,3 Sodium (Na) 1,6-17
Kobal (Co) 0,1-0,35 Silikon (Si) 0,05-24
Tembaga (Cu) 0,02-0,6 Strontium (Sr) 0,04-0,35
Flour (F) 0,4-1,34 Belerang (S) 0,7-26
lodium (1) 10-100 Vanadium (V) 0-0,013
Besi (Fe) 0,03-4 Seng (Zn) 0,5-2
Timbal (Pb) 0,001-0,03  Zirkonium (Zr) 0,05-0,8
Litium (Li) 0,225-1,56

Madu juga mengandung polifenol dalam bentuk asam fenolat dan
flavonoid. Madu memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi untuk menangkal
radikal bebas (da Silva et al. 2016; Miguel et al. 2017). Uthurry et al. (2011)
menyatakan polifenol terbagi menjadi polifenol berat molekul rendah dan
polifenol berat molekul tinggi.

O, OH
HO
HO OH
H OH
p-Coumaric acid Gallic acid Ellagic acid
OOH
0
H xn
K« H
HyCO OCH4,
H
Ferulic acid Syringic acid Caffeic acid

Gambar 5 Struktur asam fenolik pada madu

Afrin et al. (2018) menyatakan madu mampu mencegah kanker kolon
dengan mengurangi proliferasi sel dan meningkatkan  aktivitas enzim
antioksidan (SOD, katalase, glutathione peroksidase dan glutathione
reductase). Niat et al. (2017) menyatakan madu memiliki kemampuan
regenerasi sel epitel dan regenerasi jaringan oleh komponen
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imunomodulatornya. Cianciosi et al. (2020) menyatakan mekanisme kerja
senyawa fenol mencegah kanker kolonrektal, dengan menginduksi produksi
ROS intraseluler, dan menginduksi apoptosis.

Polifenol dengan berat molekul rendah yang terdiri dari fenol sederhana
dan flavonoid, dan polifenol dengan berat molekul tinggi yang diwakili oleh
tanin. Khasiat madu lebih banyak dipengaruhi flavonoid. Flavonoid dapat
meningkatkan produksi enzim, menghambat radikal bebas, dan menstimulasi
hormon. Flavonoid sebagai salah satu polifenol, yang memberikan sumbangan
atom hidrogen, dimana minimal ada satu gugus hidroksil terikat ke cincin
aromatik dalam molekul. Flavonoid diklasifikasikan berdasarkan tingkat
oksidasi cincin C menjadi flavon (seperti apigenin, luteolin dan diosmetin),
flavonol, (seperti quercetin, myricetin dan kaempferol), flavanon (seperti
naringenin dan hesperidin), flavan-3-ols, (seperti katekin dan epikatekin),
antosianidin dan glikosida (seperti malvidin, sianida dan pelargonidin).
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Gambar 6 Struktur flavonoid dalam madu

Erejuwa et al. (2014) menyatakan kandungan asam fenolik pada madu
terdiri dari p-Coumaric acid, gallic acid, ellagic acid, ferulic acid, syringic
acid, dan caffeic acid (Gambar 5). Kandungan flavonoid dalam madu terdiri
dari chrysin, kaempferol, quercetin, pinobaksin, pinocembrin, luteolin,
apigenin, hesperetin, naringenin, dan genistein. (Gambar 6)

Pasupuleti et al. (2017) menyatakan beberapa flavonoid seperti
kaemphenol, chrysin, galangin, quercetin, caffeic acid, acacentin, dan
pinocembrin pada madu, berhubungan dengan proses induksi membran
mitokondria, proses induksi apoptosis, proses mengaktifkan jalur mitokondria,
dan perbaikan inflamasi. Jaganathan dan Mandal (2009) menyatakan beberapa
polifenol sederhana dalam madu, yaitu, asam caffeic, phenyl ester asam caffeic,
chrysin, galangin, quercetin, kaempferol, acacetin, pinocembrin, pinobanksin,
dan apigenin bersifat antiproliferasi sehingga dapat mencegah kanker.

Rababah et al. (2014) menyatakan aktivitas kandungan flavonoid,
antosianin dan antioksidan pada madu tergantung tanaman sumber nektar, dan
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senyawa tersebut dapat rusak karena proses oksidasi. Madu mengandung
senyawa fenolat yang memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi. Cahyati
(2008) menyatakan flavonoid dalam madu dibagi menjadi 3 kelas dengan
struktur yang mirip yaitu flavono, flavon, dan flavanon. Kandungan kadar
fenolat total paling tinggi pada madu randu dibandingkan madu kopi, sawit,
dan rambutan. Ratnayani et al. (2012) menyatakan madu randu dan kelengkeng
yang beredar dipasaran, memiliki kandungan total senyawa fenolat 1375,89 mg
GAE/kg dan 1136,49 mg GAE/kg. GAE (gallic acid equivalent) yaitu jumlah
kesetaraan mg asam galat dalam 1 g sampel. Beberapa senyawa fenolat yang
terdapat pada madu antara lain asam galat, asam sinamat, pinocembrin, krisin,
dan kumarin. Machado et al. (2020) menyatakan senyawa volatil pada madu
dapat digunakan untuk menilai kualitas madu tersebut. Madu memiliki sifat
imunomodulator, salah satunya dengan menekan produksi TNF-a. dan aktivasi
NF-kB sehingga madu menjadi suplemen mempercepat pemulihan kesehatan.
(Gambar 7)
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Gambar 7 Hubungan zat bioaktif pada madu dan manfaat madu

Madu berperan penting untuk kesehatan pencernaan. Adanya enzim
yang terkandung pada madu dapat meningkatkan penyerapan molekul.
Kemampuan madu sebagai bakterisidal dan memiliki kandungan prebiotik
yang tinggi (inulin, oligofruktosa, dan oligosakarida). Adanya peningkatan
pertumbuhan Lactobacillus dan Bifidobacteria setelah mengonsumsi madu
sebagai suplemen makanan. Adanya penurunan kejadian konstipasi dan
kembung setelah mengonsumsi madu. Cholid et al. (2011) menyatakan madu
memiliki manfaat menurunkan demam, meningkatkan nafsu makan,
meningkatkan porsi dan frekuensi makan. Adanya pemendekan lama hari
rawat dan menurunkan frekuensi diare hari ke 4 dan 5, pada balita yang diare
dengan pemberian suplemen madu dibandingkan dengan kelompok tanpa
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suplemen madu. Madu memiliki kemampuan memperbaiki kerusakan
permukaan Kkripta usus dan dapat menumbuhkan kuman komensal dalam usus
dengan kemampuan melekat pada enterosit mukosa usus sehingga dapat
menghambat kolonisasi sejumlah kuman dalam usus.

Madu bermanfaat sebagai antibakterial atau antimikroba pada kasus
gastroenteritis pada balita (Cholid et al. 2011). Madu memiliki manfaat
sebagai prebiotik, dimana adanya peningkatan bakteri baik dalam pencernaan
setelah pemberian madu (Kajiwara et al. 2002). Terjadi penurunan atau daya
hambat terhadap pertumbuhan bakteri streptococcus pyogenes, berbanding
lurus dengan meningkatnya konsentrasi madu. Konsentrasi minimal madu
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri adalah 95 % (Erwiyatno et al.
2012).

Ajibola (2015) menyatakan madu dapat meningkatkan fungsi
gastrointestinal seperti pencernaan dan penyerapan. Hal ini dibuktikan dengan
adanya peningkatan berat badan dan pertumbuhan makroskopik organ pada
mencit. Adanya peningkatan produksi enzimatik oleh pankreas dan fungsi
pencernaan oleh mikroflora pada usus. Pada mikroskopis dibuktikan adanya
peningkatan pertumbuhan vili usus. Madu juga meningkatkan populasi
Bifidobakteria dan laktobasilus dalam usus, yang merupakan efek dari
kandungan oligosakarida. Adanya sifat sinergi pada madu di saluran cerna.
Vallianou et al. (2014) menyatakan adanya perkembangan morfologi usus dan
mikrokopis serta pertumbuhan sel di gastrointestinal. Kekuatan sinergi ini
antara fruktosa dan oligosakarida dalam madu yang meningkatkan fungsi
pencernaan, sehingga meningkatkan penyerapan zat gizi dan meransang
stimulasi insulin. Adanya asam kynurenic, asam glukonat dalam madu dan
hidrogen peroksida (hasil produksi enzim glucose oxidase), berkontribusi
terhadap sifat antimikroba. Adanya pH yang rendah, kadar gula yang tinggi,
dan kadar air yang rendah, mendukung sifat antibakteri. Madu memiliki efek
penghambatan 60 macam bakteri. Beberapa hasil penelitian juga menunjukkan
madu mampu memperbaiki stres oksidatif pada ginjal hewan percobaan,
dengan turunnya malondialdehida.

2.3 Sistem Imun

Tubuh manusia dilengkapi dengan sederetan mekanisme pertahanan yang
bekerja untuk mencegah masuk dan menyebarnya agen infeksi yang disebut sebagai
sistem imun. Sistem imun diperlukan tubuh untuk mempertahankan keutuhannya
terhadap bahaya yang dapat ditimbulkan berbagai bahan dalam lingkungan hidup.
Keberadaan dan kerja sistem imun, merupakan mekanisme yang sangat penting
bagi tubuh makhluk hidup. Sistem imun merupakan pertahanan yang bekerja saat
tubuh merespon benda asing yang masuk ke dalam tubuh. Harti (2013) menyatakan
dasar sistem imun, pengenalan tubuh terhadap benda asing (non self) atau bukan
benda asing (self), dimana tubuh akan melakukan upaya mengeluarkan benda asing
tersebut.

Optimalisasi kerja sistem imun tergantung pada beberapa faktor seperti
spesies, genetik, usia, hormon, suhu, zat gizi, dan flora bakteri normal. Salah satu
faktor yaitu zat gizi, asupan makanan yang masuk ke dalam tubuh akan
mempengaruhi kerja sistem imun. Beberapa zat gizi dapat meningkatkan atau
menurunkan sistem imun dalam tubuh. Penerimaan zat gizi pada sistem imun dalam
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tubuh tiap individu tidak selalu sama dikarenakan adanya faktor genetik yang juga
mempengaruhi sistem imun (Baratawidjaja dan Rengganis 2014). Sistem imun
merupakan kumpulan mekanisme yang melindungi tubuh terhadap infeksi dengan
cara mengidentifikasi dan membunuh substansi patogen (Sudiono 2014).

Sistem imun dapat dibagi menjadi sistem imun non spesifik dan spesifik.
Respon imun diperantarai oleh berbagai sel dan molekul larut yang disekresi oleh
beberapa sel dalam sistem imun. Sel-sel utama yang terlibat dalam reaksi imun
adalah limfosit (sel B, sel T, dan sel NK), fagosit (neutrofil, eosinofil, monosit, dan
makrofag), sel asesori (basofil,sel mast, dan trombosit), sel-sel jaringan, dan lain-
lain. Bahan larut yang disekresi dapat berupa antibodi, komplemen, mediator
radang, dan sitokin (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely
2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Playfair dan Chain 2015).

Respon sistem imun ketika mikroba masuk ke tubuh, sistem imun bekerja
dengan 3 lapisan pertahanan. Pertahanan pertama yang akan bekerja adalah
pertahanan fisik, biokimia dan humoral pada sistem imun nonspesifik. Pertahanan
kedua yang akan bekerja adalah sistem imun seluler pada sistem imun non spesifik.
Pertahanan ketiga yang akan bekerja adalah sistem imun spesifik (Hasdianah et al.
2013).

Sistem imun non spesifik, yang melindungi tubuh pertama kali dari invasi
mikroorganisme melalui aktivitas makrofag atau sel imun lainnya, sedangkan
imunitas spesifik yang berperan dalam pembentukan antibodi yang bersifat
antiinflamasi yang berkembang lebih lambat namun lebih efektif. Sistem imun
nonspesifik memiliki ciri-ciri respon cepat, tidak membutuhkan pajanan
sebelumnya (tidak berubah oleh infeksi), selalu siap, dan tidak ada respon memori.
Sistem imun spesifik memiliki ciri-ciri respon lambat, membaik jika infeksi
berulang, membutuhkan memori, membutuhkan pajanan sebelumnya (Weir 1990;
Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja
dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair
dan Chain 2015; Radji 2015).

Cara kerja sistem imun non spesifik dan spesifik sangat berbeda, namun
kedua sistem ini saling bekerjasama. Contoh adanya kerjasama antara sistem imun
non spesifik dan sistem imun spesifik, dapat dilihat pada kerjasama komplemen
dengan fagosit dan antibodi atau makrofag dengan sel T (Weir 1990; Roitt 2003;
Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan
Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan
Chain 2015; Radji 2015).

2.3.1 Sistem Imun Non Spesifik

Sistem imun yang nonspesifik merupakan pertahanan pertama dalam
menghadapi mikroba baik yang pernah terpapar sebelumnya ataupun belum
pernah. Sistem imun nonspesifik terdiri dari pertahanan fisik (kulit, selaput
lendir, silia, batuk, dan bersin), pertahanan larut terdiri dari biokimia dan
humoral, dan pertahanan seluler. Pertahanan biokimia terdiri dari lisozim,
sekresi sebaseus, laktoferin, dan asam neuraminik. Pertahanan humoral terdiri
dari komplemen, Acute Phase Protein (APP), mediator asal lipid, dan sitokin
IL-1, IL-6, TNF-o, Pertahanan seluler meliputi fagosit mononuklear dan
polimorfonuklear, sel NK, sel mast, basophil, eosinophil, dan sel dendritik
(Weir 1990; Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely
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2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al.
2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

Pertahanan fisik diantaranya kemampuan barrier epitel, pergerakan silia
dan peristaltik. Barier epitel merupakan barier fisik yang dapat menghambat
masuknya mikroba dan membantu dalam pelepasan mikroba yang menempel
di permukaan epitel. Asam lemak yang dilepas kulit mempunyai efek
denaturasi terhadap protein membran sel. Pergerakan silia dan peristaltik juga
menjaga saluran nafas dan saluran pencernaan dari mikroba (Baratawidjaja dan
Rengganis 2014). Kulit dan selaput lendir menghalangi tempat masuknya
mikroba dan mengeluarkan peptida antimikroba dan enzim (Louise 2011).
Pergerakan epitel paru-paru dan peristaltik saluran cerna, mendorong mikroba
melintasi permukaan selaput lendir dan keluar dari tubuh (Parmely 2013).

Pertahanan biokimia, terjadi saat beberapa mikroba masuk melalui
kelenjar sebaseus dan folikel rambut dihalangi oleh pH asam keringat dan
sekresi sebaseus. Lisozim dan fosfolipase dalam keringat, ludah, air mata, air
susu ibu dapat melindungi mikroba, dimana lisozim dapat menghancurkan
lapisan peptidoglikan dinding bakteri (Baratawidjaja dan Rengganis 2014).
Pertahanan biokimia lainnya antara lain cairan lambung dan mukus cairan
hidung (Weir 1990; Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013;
Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah
et al. 2014; Sudiono 2014, Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

Pertahanan humoral dalam sistem imun nonspesifik menggunakan
molekul larut yang diproduksi pada lokalisasi infeksi atau jauh dari tempat
infeksi, Molekul yang diproduksi berbentuk peptida antimikroba
(Baratawidjaja dan Rengganis 2014). Faktor humoral berperan penting dalam
inflamasi dimana terjadi pengumpulan sel-sel fagosit dan terjadinya edema.
Pertahanan humoral juga menggambarkan mikroba yang dapat menembus
epitel dan masuk jaringan atau sirkulasi darah akan mendatangkan sel fagosit
seperti protein plasma dan sistem komplemen akan menyerang mikroba yang
masuk tersebut. Pertahanan humoral terdiri dari komplemen, protein fase akut,
mediator asal fosfolipid, dan sitokin IL-1, IL-6, TNF-a (Weir 1990; Roitt
2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja
dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014;
Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

Pertahanan humoral yang bekerja dalam protein fase akut terdiri dari C-
reative Protein (CRP), lektin, protein lainnya seperti haptoglobin. CRP akan
mengikat mikro-organisme, protein C pneumokok menjadi kompleks, dan
mengaktifkan komplemen. Sintesis CRP yang akan meningkat meninggikan
viskositas plasma dan laju endap darah. Lektin berperan mengikat manosa
dalam polisakarida, mengaktifkan komplemen dan sebagai opsonin, serta
Serum amyloid protein mengikat lipopolisakarida dinding bakteri dan
berfungsi sebagai reseptor untuk fagosit. Protein fase akut bekerja dalam
peningkatan laju endap darah akibat infeksi. Protein fase akut juga bekerja
dengan meningkatkan resistensi pejamu, mengurangi cedera jaringan dan
memperbaiki cedera inflamasi (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti
2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014,
Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).
Pertahanan humoral yang bekerja dalam mediator asal fosfolipid dengan
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meningkatkan respon inflamasi, Sitokin yang berada dalam pertahanan
humoral merupakan sitokin proinflamasi, dimana sitokin tersebut menstimulus
hati untuk bersintesis dan melepas sejumlah protein plasma (Roitt 2003; Louise
2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis
2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain
2015; Radji 2015). Sistem imun nonspesifik juga memiliki pertahanan seluler,
Pertahanan seluler melibatkan beberapa sel yaitu sel fagosit, sel Natural Killer
(NK), sel mast, sel neutrophil, eosinophil, basophil, sel darah merah, dan
trombosit. Fagositosis merupakan mekanisme pertahanan yang dilakukan oleh
sel —sel fagosit, dengan jalan mencerna mikroorganisme/partikel asing. Sel
fagosit dibagi menjadi 2 jenis yaitu fagosit mononuklear dan polimorfonuklear.
Fagosit mononuklear yaitu monosit yang berimigrasi ke jaringan menjadi
makrofag, sedangkan polimorfonukelar adalah granulosit yaitu netrofil, eusofil,
basophil, dan cel mast (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013;
Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah
et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

2.3.2 Sistem Imun Spesifik

Sistem imun spesifik memiliki memori sehingga mampu memberikan
perlindungan saat infeksi terjadi berulang. Sistem imun spesifik bekerja lambat,
tergantung pada pajanan, dan memiliki memori yang mempengaruhi respon
sistem imun spesifik. Sistem imun spesifik merupakan sistem pertahanan tubuh
yang bertindak sebagai respon yang ditimbulkan karena adanya antigen
tertentu yang belum pernah terpapar zat asing tersebut (Kresno 2001). Sistem
imun spesifik bekerja dalam pertahanan terhadap bakteri yang hidup
intraselular, virus, jamur, parasit dan keganasan (Roitt 2003; Louise 2011,
Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014;
Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015;
Radji 2015). Sistem imun spesifik terdiri dari sistem imun spesifik humoral dan
sistem imun spesifik selular. Sistem imun spesifik diperankan oleh sel limfosit
yang dapat mengenali substansi asing yang masuk ke dalam tubuh. Limfosit
terdiri dari limfosit B dan sel limfosit T (Somprayrac 2015). Sel T dan Sel B
diproduksi disumsum tulang. Sel T berproliferasi dan berdiferensiasi dalam
kelenjar timus, sedangkan sel B di sumsum tulang (Roitt 2003; Louise 2011;
Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014;
Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015;
Radji 2015).

Respon imun spesifik bekerja dalam beberapa tahapan yaitu pengenalan
antigen, aktivasi limfosit, eliminasi antigen, homeostasis, dan memilki memori.
Setelah sel Thative terpajan dengan antigen yang dipresentasikan APC, sel Thative
juga menstimulus sel B, Sel Tnaive dan sel B mengalami ekspansi dan
berdiferensiasi. Sel Tnative menjadi sel Tefextor. Setelah aktivasi limfosit, terjadi
eliminasi mikroba melalui imunitas selular dan imunitas humoral. Kondisi
homeostasis mendukung terjadinya apoptosis. Setelah selesai proses apoptosis,
sistem imun spesifik menyimpan memori terhadap antigen tersebut (Roitt
2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja
dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014;
Playfair dan Chain 2015; Radji 2015). Hal ini dapat dijelaskan pada gambar 8.
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Gambar 8 Respon imun spesifik

2.3.2.1 Sistem Imun Spesifik Humoral

Peran limfosit B dalam sistem imun spesifik humoral. Limfosit B
akan berproliferasi dan berdiferensiasi dan berkembang menjadi sel plasma
yang memproduksi antibodi, yang berfungsi sebagai pertahanan terhadap
infeksi ekstraselular, virus, dan bakteri serta menetralkan toksinnya.
Antibodi merupakan protein yang diproduksi oleh sel-sel plasma sumsum
tulang belakang sebagai bagian dari respon imun dari sel B. Sel B yang
diransang oleh mikroba akan berproliferasi, berdiferensiasi, dan
berkembang menjadi sel plasma yang memproduksi antibody. Sistem imun
spesifik humoral menstimulus sel B untuk memproduksi 1gG, 1gA, IgM, IgE,
dan IgD. Kekurangan atau ketiadaan antibodi atau imunoglobulin dapat
disebabkan oleh infeksi, abnormalitas genetik atau efek terapi. Hasil
pengukuran imunoglobulin dapat memberikan informasi tentang
imunodefisiensi dan respon terhadap infeksi (Gaw et al. 2011). Sel B akan
berproliferensi dan berdiferensia, dengan adanya stimulus dari mikroba
ekstraseluler. Sistem imun spesifik humoral juga mengeluarkan beberapa
sitokin antara lain IL-12, IL-15, dan IL-10 (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton
2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014,
Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain
2015; Radji 2015).
2.3.2.2 Sistem Imun Spesifik Seluler

Sistem imun spesifik seluler, bekerja pada diferensia sel T. Sel T
berdiferensia menjadi sel Th, Treg, Tdth, CTL/Tc, dan NKT. Sel T memiliki
subset sel yang fungsinya berlainan yaitu CD4* (Thl, Th2) dan CD8".
Bratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan CD8" memiliki hubungan
seluler utama pada sel T sitotoksik, pada komponen membran reseptor MHC



22

kelas 1. CD8" memusnahkan sel yang terinfeksi (Murray et al. 2009; Harti
2013; Baratawidjaja & Rengganis 2014).

Sel CD4" dalam sistem imun spesifik seluler, dapat mengaktifkan
makrofag untuk menghancurkan mikroba (Murray et al. 2009; Harti 2013;
Baratawidjaja & Rengganis, 2014). Suseptibilitas dan resistensi hewan
terhadap infeksi mikroba sangat tergantung pada aktivasi dari sel CD4" yang
berdiferensiasi menjadi 2 kelompok berdasarkan pola sekresi sitokin yakni
pola respon Thl dan pola respon Th2 (Pediatrician 2012). Wiedosari (2007)
menyatakan aktivasi sel limfosit T-helper (Th) CD4* mempengaruhi
suseptibilitas dan resistensi hewan terhadap infeksi mikroba. Berdasarkan
sekresi sitokin, sel ThCD4" berdiferensiasi menjadi 2 kelompok yaitu pola
respon Thl dan pola respon Th2. CD4* merupakan petanda sel Th yang
meningkatkan aktivasi dan maturase sel B dan sel T sitotoksik, juga
mengatur reaksi peradangan menahun yang spesifik terhadap antigen
melalui stimulasi makrofag. Subset limfosit Th-1 memproduksi IFN-y, IL-
2, dan IL-12. Sedangkan subset Th-2 memproduksi IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
dan IL-10. Sitokin yang menghasilkan sel Thl menghambat kerja sel Th2,
dan sebaliknya. Respon imun cenderung memilih pola respon Th1 atau pola
respon Th2 (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely
2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al.
2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).
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Gambar 9 Pengenalan antigen pada Sel B dan sel Th

Sel B dan sel T yang terpapar oleh mikroba akan teraktivasi, Sel B
mendapatkan stimulus untuk membentuk antibody. Sel Th terpapar oleh
antigen mikroba yang dipresentasikan oleh APC, sehingga sel Th
mendapatkan stimulus untuk mengeluarkan sitokin. Sitokin yang diproduksi
akan mengaktifkan makrofag, terlibat inflamasi, dan terjadi aktivasi sel T
dan sel B dalam bentuk proliferasi dan diferensiasi Th2 (Roitt 2003; Louise
2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan
Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014;
Playfair dan Chain 2015; Radji 2015). Hal ini dapat dilhat pada Gambar 9.
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Harti (2013) menyatakan kemampuan tubuh mengenal benda asing
ditentukan oleh Major Histocompatibility Complex (MHC). MHC
merupakan gen yang akan menyandi molekul yang akan mengikat peptida
antigen yang dikenali sel T. MHC mengikat peptida pada permukaan sel.
Hasdianah et al. (2013) menyatakan MHC merupakan molekul yang
melekat pada permukaan membran sel, Glikoprotein MHC bersifat
polimorfisme. MHC dibagi menjadi MHC | dan MHC II. Molekul CD4*
membentuk ikatan tambahan dengan MHC kelas Il pada sel penyaji antigen
(Baratawidjaja & Rengganis 2014).

2.4 Sitokin

Bratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan sitokin merupakan protein
pembawa pesan kimiawi atau mediator interseluler berperan mengendalikan respon
imun seluler dan humoral. Sitokin merupakan protein polipeptida pada sistem imun.
Fungsi sitokin mengatur interaksi antar sel dan memacu reakstivitas antar sel pada
sistem imun nonspesifik dan sistem imun spesifik. Sitokin diproduksi sangat cepat
dan tidak disimpan sebagai molekul dalam tubuh. Efek sitokin dapat secara lokal
atau sistemik. Efek sitokin terjadi melalui ikatan dengan reseptornya pada membran
sel. Sitokin berpengaruh terhadap sintesis dan efek sitokin lainnya. Sitokin berperan
dalam aktivasi sel T, sel B, monosit, makrofag, inflamasi dan induksi sitotoksisitas.
Sitokin dapat menunjukkan reaksi yang tumpeng tindih Th2 (Roitt 2003; Louise
2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014;
Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015;
Radji 2015).

Sitokin IFN-y dan IL-12 terlibat dalam aktivasi makrofag dalam sistem
imun nonspesifik. Makrofag memproduksi TNF-a yng bekerja pada sel epitel
pembuluh darah. Sistem imun spesifik diawali dengan makrofag mengaktifkan sel
TCD4" setelah memproduksi IL-2. Sel CD4" mengaktifkan beberapa sitokin seperti
IFN-y, IL-2, IL-4, IFN-y, IL-5, IFN-y mengaktifkan makrofag, sel B memproduksi
antibodi, dan IL-2 serta IFN-y mengaktifkan sel CD8" untuk proses diferensiasi
CTL (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013;
Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono
2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

Shaikh (2011) menyatakan sitokin yang bekerja pada inflamasi dibagi
menjadi 2 kelompok. Peradangan akut melibatkan IL-1, TNF-a, IL-6, IL-11, IL-8
dan kemokin lainnya, Sedangkan untuk peradangan kronis terbagi dua yaitu sitokin
pada respon humoral (IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, dan IL-13) dan sitokin seluler (IL-1,
IL-2, IL -3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12 dan interferon), mengubah faktor
pertumbuhan-f, dan faktor nekrosis tumor o dan (). Dapat terlihat pada Gambar
10.
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Gambar 10 Sitokin pada sistem imun nonspesifik dan spesifik

2.4.1 Sitokin pada Sistem Imun Nonspesifik

Sistem imun nonspesifik, sitokin diproduksi makrofag dan sel NK.
Sitokin berperan dalam inflamasi dini, merangsang proliferasi, diferensiasi,
dan aktivasi sel efektor seperti makrofag. Sitokin yang terlibat dalam sistem
imun nonspesifik antara lain IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, 1I-18, IFN-a., IFN-
B, IFN-y, TNF-a, dan kemokin. Sitokin IL-1, TNF-a, dan IL-6 merupakan
sitokin proinflamasi yang meransang hati mensintesis dan melepaskan protein
plasma seperti CRP, Manna Binding Lektin (MBL), dan serum amyloid protein
(SAP), serta beberapa sitokin. Sitokin IL-1, IL-6, dan TNF-a merupakan
bagian dari pertahanan humoral pada sistem imun non spesifik. Komponen
pertahanan seluler sistem imun non spesifik meliputi fagosit, makrofag, sel NK
dan sel mast (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely
2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al.
2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).

Pada sistem imun non spesifik, ada beberapa reseptor yang berfungsi
menemukan mikroba penyebab infeksi. Reseptor berbentuk molekul larut dan
reseptor tidak larut. Reseptor berbentuk molekul larut seperti komplemen,
MBL, Lipopolysacharide Binding Protein (LBP) dan CRP. Reseptor yang
tidak larut seperti toll-like receptor (TLR), scavenger receptor, nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD), dan fragmen crystallizable (FcR).
Baratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan kerja beberapa sitokin dalam
sistem imun nonspesifik, sebagai berikut :
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241.11L-6

IL-6 berasal dari makrofag, sel endotel, dan sel T, IL-6 merupakan
sitokin proinflamasi, IL-6 bekerja dalam sistem imun nonspesifik dan
sistem imun spesifik. Bony et al. (2012) menyatakan IL-6 dikenal sebagai
sitokin multifungsi itu mengatur respon imun, haematopoiesis, fase akut
respon, dan peradangan.
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Gambar 11 Efek biologis interleukin 6 (IL-6)

Sasaran dari IL-6 dalam sistem imun nonspesifik pada sintesis APP
di hati, dan proliferasi sel plasma. Setelah sintetis APP dihati, kemudian
melepas protein plasma seperti CRP, Manna Binding Lektin (MBL), dan
serum Amyloid Protein (SAP), dan sitokin. IL-6 diproduksi oleh makrofag,
sel B, sel T, dan beberapa sel lainnya. IL-6 terlibat dalam produksi platelet,
pembentukan koloni berbagai jalur sel, aktivasi osteoklas, produksi Ig oleh
sel B, produksi CRP, diferensiasi sel T dan lainnya (Roitt 2003; Louise
2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan
Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014;
Playfair dan Chain 2015; Radji 2015). Hal ini dapat dilihat pada gambar
11.

24.1.21L-12

Sitokin IL-12 terlibat dalam sistem imun nonspesifik. 1L-12
sebagai mediator terhadap mikroba intraseluler. IL-12 juga sebagai kunci
pada imunitas spesifik seluler. IL-12 diproduksi oleh fagosit mononuklear
dan sel dendritik yang diaktifkan oleh APC mikroba. Tugas IL-2 adalah
menstimulus produk IFN-y oleh sel NK dan sel T, diferensiasi sel T CD4"
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menjadi sel Th1l. IL-12 adalah sitokin utama yang menginduksi ke subset
Thl. Sel Thl mengaktifkan IFN-y untuk mengaktivasi makrofag, I1L-12
juga meningkatkan fungsi sitolitik sel NK dan sel T CD8". Dapat dilihat
pada gambar 12.
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Gambar 12 Interleukin 12 (IL-12)

2.4.1.3 TNF-a

Infeksi yang berat sapat memicu produk TNF-a. TNF-o berasal
dari fagosit mononuclear dan sel T yang diaktifkan antigen, sel NK, dan
sel mast. IFN-y yang diproduksi sel T dan sel NK juga merangsang
makrofag antara lain mensintesis TNF-a. Kadar TNF-a yang rendah
bekerja terhadap lekosit dan endotel, menginduksi inflamasi akut. Kadar
TNF-a yang sedang, terlibat dalam inflamasi sistemik. Kadar TNF-a-
tinggi dapat menimbulkan kelainan patologik syok. Bony et al. (2012)
menyatakan TNF-o memainkan peran penting dalam peradangan proses
dan diproduksi pada tahap awal oleh makrofag aktif.

TNF-o memiliki efek biologis dengan mengaktifkan dan
mengerahkan neutrophil dan monosit ke tempat infeksi. Meningkatkan
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ekspresi molekul adhesi sel endotel vaskuler untuk leukosit. TNF-a
meransang sel fagosit mononuclear untuk mensekresi IL-1.

2.4.2 Sitokin pada Sistem Imun Spesifik

Sitokin yang bekerja pada sistem imun spesifik, diproduksi oleh sel T,
yang juga mengaktifkan sel-sel imun spesifik. Sitokin yang bekerja pada sistem
imun spesifik antara lain IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-16, II-17, IL-23, IL-
25, IL-31, Tumor Growth Factor (TGF) -y, dan limfotoksin (Roitt 2003; Louise
2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis
2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014; Sudiono 2014; Playfair dan Chain
2015; Radji 2015).

2.4211L-2

IL-2 salah satu sitokin yang bekerja pada sistem imun spesifik. IL-
2 menjadi faktor pertumbuhan untuk sel T yang diransang oleh antigen.
Ekspresi reseptor I1L-2 ditingkatkan oleh ransangan antigen. IL-2 juga
meningkatkan proliferasi dan diferensiasi sel imun pada sistem imun
spesifik. 11-2 diproduksi oleh sel T, dimana efek biologis meningkatkan
proliferasi sel T, sel NK, dan sel B, serta sintesis antibody. Dapat dilihat

pada gambar 13.
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Gambar 13 Interleukin 2 (IL-2)
2.4.2.2 IFN-y

IFN-y termasuk jenis IFN tipe 2. Beberapa referensi menyatakan
IFN-y juga berperan pada sistem imun nonspesifik. IFN-y berperan
dalam imunitas spesifik seluler. IFN-y merupakan aktivator utama
makrofag. IFN-y berperan dalam aktivasi imunitas seluler sel makrofag.
IFN-y juga meransang ekspresi MHC-1 dan MHC-II. IFN-y
meningkatkan aktivitas sel T yang akan menginduksi imunitas humoral.
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Meningkatkan diferensiasi sel CD4" naif ke subset sel Th1 dan mencegah
proliferasi sel Th2. IFN-y bekerja pada sel B untuk meningkatkan
mikroba yang diopsonisasi. IFN-y juga mampu mengaktifkan neutrofil
dan meransang efek sitolitik sel NK. Efek biologis IFN-y terhadap
aktivasi makrofag dan meningkatkan aktivitas mikrobisidal. Efek
biologis IFN-y terhadap kerja sel B untuk mengikat antibody dengan
komplemen. Efek biologis IFN-y pada sel T CD4*, mendukung
perkembangan sel Thl. IFN-y  bekerja pada APC makrofag untuk
meningkatkan ekspresi MHC dan presenting antigen. Hal ini dapat
diperjelas dengan Gambar 14.
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Gambar 14 Interferon (IFN) -y

2.5 Makrofag

Sacher dan McPherson (2012) menyatakan monosit membentuk 5-8% dari
leukosit di dalam darah. Monosit matang beredar secara singkat di dalam darah
perifer dan kemudian masuk kejaringan menjadi makrofag. Makrofag juga
termasuk transient cells yang berasal dari sumsum tulang belakang dan beredar di
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dalam aliran darah, yang kemudian adanya sinyal atau stimulus, sel makrofag
masuk ke jaringan. Makrofag memiliki diameter 10-30 m dan berbentuk tidak
beraturan. Makrofag merupakan sel efektor dalam sirkulasi di tubuh. Makrofag
berfungsi sebagai sel fagosit, mediator inflamasi, presentasi antigen, terlibat pada
proses spesies reaktif oksigen, memproduksi beberapa sitokin, dan memproduksi
protein komplemen (Roitt 2003; Louise 2011; Guyton 2012; Harti 2013; Parmely
2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Soedarto 2014; Hasdianah et al. 2014;
Sudiono 2014, Playfair dan Chain 2015; Radji 2015).
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Gambar 15 Alur perjalanan makrofag

Baratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan sel utama fagitositik
adalah makrofag dan leukosit polimorfonukleus. Makrofag merupakan sel monosit
yang berasal dari sumsum tulang memasuki jaringan. Makrofag berasal dari sel
induk pluripotent. Awal perjalanan makrofag dari sumsum tulang belakang sebagai
monosit darah, Ketika monosit masuk ke jaringan, berubah menjadi makrofag.
Setelah berada di jaringan, makrofag membentuk organel dan enzim yang
membantu proses kerja fagositosis. Salah satu makrofag adalah makrofag
peritoneum. Monosit darah dan makrofag jaringan merupakan sel yang sama yang
berada di lokasi yang berbeda. Makrofag adalah sel yang merupakan bagian dari
jaringan sel darah putih yang memiliki kemampuan fagosit. Makrofag melakukan
fagositosis paling efisien. Makrofag memegang peranan utama sebagai sel-sel
pengembara yang mengambil antigen asing dan menghancurkannya dengan enzim-
enzim lisosom yang berada di dalam granulanya (Gambar 15).

Makrofag memiliki kemampuan menangkap ransangan, memakan, dan
mencerna antigen. Aktivasi makrofag didukung oleh sitokin yang dilepaskan oleh
sel Th dan oleh mediator respon inflamasi. Makrofag peritoneal bebas dalam cairan
peritoneum. Beberapa antigen dikeluarkan dan sisanya dipaparkan kembali ke
permukaan makrofag.

Gartner et al. (2014) menyatakan makrofag termasuk sel yang stabil dan
berumur panjang. Waktu hidup sel makrofag sekitar 2 bulan. Bentuk makrofag
menjadi 2 sel yaitu fagosit dan antigen presenting cells (APC). Permukaan sel
makrofag tidak merata, dan makrofag yang lebih aktif akan memiliki lipatan dan
lekuk pada membran plasma dikarenakan pergerakan sel dan fagositosis. Fungsi
makrofag diantaranya memfagosit sel tua/rusak/mati, respon imun, dimana limfosit
akan mengaktivasi makrofag dan meningkatkan aktivitas fagositnya. Makrofag
mampu membunuh mikroba dan mengeluarkan sekresi sitokin yang proinflamasi.
Makrofag juga bisa diaktivasi oleh sel NK. Makrofag yang teraktivasi akan
bergerak lebih aktif dibandingkan yang tidak teraktivasi.
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Baratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan proses fagositosis berjalan
secara bertahap dan berurutan. Sel fagosit mengenal mikroorganisme/partikel asing
(recognition), tahap kedua sel fagosit bergerak menuju mikroorganisme tersebut
(chemotaxis), tahap ke 3 sel fagosit melekat dengan mikroorganisme (adhesion),
tahap ke 4 sel fagosit akan menelan mikrorganisme (ingestion), tahap ke 5 sel
fagosit menstimulus lisosom yang berisi enzim penghancur mikroorganisme
tersebut (Digestion), tahap ke 6 sel fagosit mengeluarkan produk  sisa
mikroorganisme (releasing). Setiap tahap fagositosis, akan terjadi proses biokimia
(Guyton 2012; Harti 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014). Dapat dilihat pada
Gambar 16.
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Menurut Radji (2015) menyatakan sistem imun nonspesifik menjadikan sel-
sel makrofag dan neutrofil sebagai sel pertahanan tubuh yang mampu menelan dan
memusnahkan organisme asing yang masuk ke dalam tubuh tanpa adanya antibodi.
Bony et al. (2012) menyatakan peradangan merupakan respon biologis yang
kompleks yaitu diatur oleh beberapa mediator inflamasi seperti makrofag, limfosit,
leukosit, dan sel mast. Ward et al. (2017) menyatakan saat terjadi peradangan,
leukosit, sel darah putih (neutrophil dan monosit) akan ditarik ke tempat
peradangan oleh molekul sinyal yaitu kemokin. Monosit menjadi makrofag
jaringan yang akan melakukan fagositosis organisme penyebab peradangan,,

Playfair dan Chain (2015) menyatakan monosit merupakan prekusor
makrofag jaringan yang bertugas membuang jaringan yang rusak akibat
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mikroorganisme. Makrofag jaringan juga merupakan sumber penting sitokin
inflamasi TNF-y, IL-1, dan IL-6. Lisosom polimorfonuklear, monosit dan makrofag
melepas enzim pembunuh bakteri (baktersidal).

perbunuhan
intraselular

ketahanan hidup

fagositosis intraselular

\N =
bakteri
protozoa dll.

pembunuhan
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il

v
]
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AKTIVASI MAKROFAG

Gambar 17 Aktivasi makrofag

Makrofag memulai kerja fagosotosisnya, setelah ada infeksi dan peradangan,
yang berdampak pada pembengkakkan tiap sel-sel ini dengan cepat. Banyak
makrofag yang bergerak membentuk pertahanan. Makrofag dapat memfagositosis
jauh lebih banyak daripada neutrophil dan juga memakan banyak jaringan nekrotik
(Guyton dan Hall 2007). Proses inflamasi merangsang polimorfinuklear mengalami
apotosis dan berkurang jumlahnya pada hari 3-5 digantikan fungsinya oleh
makrofag (Putu et al. 2007). Ketika ada infeksi atau radang, makrofag teraktivasi,
melakukan endositosis, degradasi enzimatik, dan melepaskan sitokin. Makrofag
bekerja pada imunitas seluler. Fagositosis oleh makrofag mengaktivasi respon
limfosit. Limfosit mengaktifkan makrofag dan membantu memusnahkan mikroba
yang difagosit. Sitokin yang berperan sebagai aktivator makrofag adalah IFN-gama
(Champe et al. 2011). Makrofag juga diatur aktivasinya oleh sel T (limfosit T)
sebagai Cell-Mediated Immunity (Harti 2013). Pada beberapa keadaan, monosit
berubah menjadi makrofag yang lebih aktif. Makrofag terstimulasi sehingga
bermigrasi dan melakukan aktivitas fagosit (Sacher dan McPherson 2012). Mark
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et al. (2014) menyatakan makrofag memiliki reseptor scavenger golongan A (SR-
A) yang dapat berikatan dengan berbagai jenis molekul. Adanya reseptor ini,
melakukan tugasnya dekat membran sel. Aktivasi makrofag dapat dilihat pada
Gambar 17.
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Gambar 18 Presentasi antigen sel

Bakteri memiliki kemampuan mengaktivasi makrofag. Makrofag yang
teraktivasi mengirimkan info ke sel T dengan CD4" sebagai sel mediasi imunitas.
Sel T mengaktifkan berbagai sitokin IFN-y. Adanya sitokin IFN-y, mengaktivasi
makrofag, sehingga terjadi proses fagositosis olenh makrofag dan pemusnahan
bakteri. IFN-y meningkatkan ekspresi reseptor dengan cepat. Dapat dilihat pada
Gambar 18.

2.6 Usus Halus

Saluran pencernaan terdiri dari mulut, esophagus, lambung, usus halus dan
usus besar. Beberapa cairan yang disekresikan oleh beberapa organ, masuk ke
saluran pencernaan untuk membantu cerna makanan dan penyerapan zat gizi.
Sekresi mukosa saluran pencernaan mengandung peptida antimikroba yang dapat
memusnahkan mikroba yang pathogen. Beberapa gangguan kesehatan yang dapat
terjadi di usus. Emmanuel dan Inns (2017) menyatakan malabsorpsi dapat
disebabkan gangguan struktur usus halus, gangguan mukosa usus halus.
Malabsorpsi berdampak defisiensi kombinasi makronutrien (karbohidrat, lemak,
protein) dan mikronutrien (vitamin dan mineral). Akibat kegagalan intestinal
(sindrom usus halus) dimana fungsi usus halus untuk melakukan pencernaan dan
absorpsi tidak berjalan normal. Hal ini menunjukkan pentingnya mengonsumsi
makanan bergizi untuk mencegah terjadinya gangguan pada usus halus.

Usus halus terdiri atas 3 bagian yaitu duodenum, jejunum, dan ileum.
Duodenum adalah bagian sesudah lambung. Jejunum merupakan tempat
penyerapan glukosa, asam amino, dan asam lemak. Saluran pencernaan terdiri dari
lapisan serosa, otot longitudinal, pleksus meinterikus, otot sirkular, pleksus sub
mukosa, kelenjar, sub mukosa, mukosa muskularis, lapisan mukosa, lamina propria,
kelenjar getah bening, epitel, dan vilus. Vili terdiri dari sel epitel silindris sebaris
yang berjejer dan jaringan ikat longgar lamina propria. Ward et al. (2017)
menyatakan serosa merupakan lapisan terluar, yang merupakan lapisan jaringan
ikat. Muskularis eksternal merupakan wilayah antara serosa dengan batas akhir otot
sirkular. Pleksus submukosa dan pleksus meinterikus merupakan jaringan sel saraf.
Sel saraf ini yang bekerjasama dengan jaringan otot untuk melakukan gerakan cerna
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dan berkontraksi. Jaringan longitudinal ketika berkontraksi akan memendekkan
saluran pencernaan.

Vili intestinal
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Gambar 19 Bagian-bagian saluran pencernaan

Duodenum bagian terpendek yang hanya sebagian terbungkus selaput
peritoneum. Duodenum memiliki vili yang banyak, tinggi, dan terbentuk seperti
lembaran daun. Duodenum memiliki kripta dan kelenjar Liberkun dengan jumlah
dan keadaan normal, dan ada kelenjar sub mukosa (Brunner). Kelenjar Brunner
berfungsi menghasilkan mucus dan bikarbonat. Usus halus memiliki enzim
pencernaan, peptide antimikrobal, dan ada aliran cairan ke usus besar.

Ward et al. (2017) menyatakan jejunum memiliki vili lebih kecil dan sedikit
daripada duodenum. Kelenjar submukosa (Brunner) tidak jelas terlihat di jejunum.
Sel goblet pada permukaan vili terlihat banyak di jejunum. Sel goblet mengeluarkan
lendir di permukaan mukosa. Lendir tersebut akan mencegah patogen infeksi sel
epitel. Bagian mukosa terdapat vili, kripta, dan kelenjar liberkun. Kripta bergerak
setiap 10-14 jam untuk mengganti sel epitel yang lepas. Waktu yang dibutuhkan
oleh sel epitel untuk berpindah dari kripta hingga ujung vili sekitar 48 jam. Sel
epitel vili mengandung filamen aktin dan myosin yang berfungsi untuk pergerakan
mikrovili. Mikrovili berperan menyerap zat gizi (Gambar 19). Proses penyerapan
makanan pada tikus terjadi dibagian jejunum dan ileum. lleum memiliki bentuk vili
nya seperi ibu jari, sedikit kelenjar liberkun, dan sedikit sel goblet, dan terdapat
jaringan limfatik. Kelenjar liberkun terdiri atas stem sel, sel goblet, dan lainnya.
Sel goblet penghasil mukus dan sel panet penghasil lisozim (Bratawidjaja &
Rengganis 2014; Ward et al. 2017).

Gartner dan Hiatt (2014) menyatakan lamina propria bersifat sangat
vaskular, dimana mengandung kelenjar, pembuluh limfe dan sistem jaringan limfoit
terkait mukosa atau mucous-associated lymphoid tissue/MALT. Bratawidjaja dan
Rengganis (2014) menyatakan MALT pada saluran cerna merupakan jaringan
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limfoid tanpa kapsul. MALT mengdukung sel limfosit dan antigen presenting cell
(APC) yang mengawali respon imun spesifik.

Usus halus tempat utama, makanan dicerna dan tempat penyerapan hasil
cerna. Usus halus berbentuk seperti selang, yang tersusun dari duodenum, jejunum,
dan ileum. Proses makanan di usus halus, diawali di duodenum, dimana hasil
pemecahan lemak menghasilkan asam lemak di duodenum tersebut, yang
merangsang pelepasan 2 hormon polipeptida yaitu peptide penginhibisi ester dan
kolesistokinin yang akan menghambat pelepasan gastrin maupun asam.
Kolesistokinin juga menstimulasi pelepasan pepsinogen untuk pencernaan protein,
Sifat keasaman dinetralkan dengan sekresi dari pankreas dan empedu (Ward et al.
2017).

Dinding usus halus berlipat lipat dengan banyak tonjolan-tonjolan kecil
seperti jari yang disebut vili. Diantara vili-vili terdapat sejumlah kelenjar kecil yang
dikenal dengan nama kripda. Kripda mensekresi 3 liter cairan hipotonik setiap
harinya. Permukaan vili dilapisi oleh lapisan sel epitel yang juga berbentuk tonjolan
kecil yang disebut mikrovili atau dikenal dengan brush border, yang posisinya
mengarah ke lumen. Adanya pergantian sel epitel setiap 6 hari sekali (Ward et al.
2017). Musinogen, bahan terbentuknya mukus yang melapisi lumen. Sel DNES
yang berfungsi menghasilkan hormon parakrin dan endokrin, hanya ada 1 % sel
DNES di antar vili pada usus kecil.

Usus halus memiliki permukaan yang luas untuk menyerapan makanan.
Usus halus menyerap air, elektrolit, karbohidrat, asam amino, mineral, lemak dan
vitamin. Mekanisme pergerakan dari lumen ke sirkulasi bervariasi. Karbohidrat
diabsorpsi sebagian besar dalam bentuk monosakarida (glukosa, fruktosa, dan
galaktosa). Karbohidrat dipecah menjadi monosakarida oleh enzim yang dilepas
brush border (maltase, isomaltase, sukrase, dan laktase). Transportasi
monosakarida yang terjadi di usus halus berdasarkan prinsip difusi dan pergerakan
ion-ion. Polipeptida yang masuk ke usus halus, berubah menjadi oligopeptide
dengan enzim protease dari pankreas. Enzim protease yang dilepas oleh pankreas
adalah tripsin dan kimotripsin. Oligopeptida dipecah lagi menjadi asam-asam
amino oleh enzim pankreas yang bernama karboksipeptidase dan enzim pada sel
epitel lumen yaitu aminopeptidase. Asam amino bebas akan masuk ke sel epitel
berdasarkan prinsip transport aktif dan pergerakan ion (Gartner dan Hiatt 2014;
Ward et al. 2017).

Pencernaan lemak paling banyak terjadi diusus halus. Enzim yang bekerja
adalah lipase, dimana lemak dipecah menjadi monogliserida dan asam lemak bebas.
Proses pemecahan lemak diawali oleh emulsifikasi, dimana droplet lipid besar
dipecah menjadi droplet lipid kecil. Zat emulsi diusus halus yaitu asam empedu,
asam kolat, dan asam kenodeoksikolat. Asam lemak bebas dan monogliserida
dengan zat emulsi asam empedu membentuk misel. Bagian luar misel bersifat
hidrofilik dan bagian dalam misel bersifat hidrofobik. Misel dapat memasuki
lapisan aqueous yang mengelilingi mikrovili, dimana monogliserida, asam lemak
bebas, Kkolesterol, dan vitamin larut lemak bergerak dengan prinsip difusi aktif.
Vitamin larut lemak (vitamin A, D, E, dan K) mengikuti absorpsi lemak, sedangkan
vitamin larut air diabsorpsi melalui difusi, kecuali vitamin B12 yang harus
berikatan dengan faktor intrinsik (Gartner dan Hiatt 2014; Ward et al. 2017).

Gartner dan Hiatt (2014) menyatakan permukaan luminal usus halus
bermodifikasi agar meningkat permukaannya. Modifikasi pertama adalah plika



35

sirkularis, dimana adanya lipatan transfersal tinggi mencapai 8 mm dan panjang 5
cm, plika ini tidak hanya memperluas permukaan usus kecil sebanyak 2-3 tetapi
juga mengurangi kecepatan gerakan. Modifikasi kedua adalah vilus, terdapat pada
tonjolan lamina propria yang berbentuk mirip jari dan diliputi epitel. Vili adalah
bangunan tetap yang berjumlah 10-40 per mm2. Jumlah paling banyak di
duodenum. Tinggi vili berkisar 0,5 — 1,5 mm. Vili menyebabkan permukaan usus
halus seperti beledu dan meningkatkan luas permukaan usus kecil menjadi 10 kali
lipat. Modifikasi ketiga adalah mikrovilus, yaitu modifikasi plasmalema berupa
tonjolan pada permukaan apical sel epitel yang melapisi vili intestinal, dan
meningkatkan luas permukaan usus halus sebanyak 20 kali. Ward et al, (2017)
menyatakan mikrovilli merupakan bagian dari sitoplasma yang berbentuk tonjolan
seperti jari dan berukuran kecil dari permukaan sel pada lumen (rongga usus). Pada
histologi, gambar mikrovili seperti batas bergurat pada sel absortif usus. Mikrovili
sel epitel usus halus dapat berbentuk pendek dan jarang pada sel yang kurang aktif.
Mikrovili merupakan bagian dari sel yang berfungsi menambah luas permukaan sel,
sekresi, penyerapan. Setiap villus terdiri mikrovilus.

Adanya modifikasi ini meningkatkan permukaan absorpsi zat gizi sebanyak
400-600 kali. Pada epitel yang melapisi vili dan permukaan antarvili terdiri dari sel
absorpsi permukaan, sel goblet dan sel DNES. Sel absorpsi juga melakukan re-
esterifikasi asam lemak, mengandung enzimmatik. Sel goblet adalah kelenjar
uniselular, terbanyak pada ileum, berfungsi membuat musinogen, bahan
terbentuknya mucus yang melapisi lumen. Sel DNES yang berfungsi menghasilkan
hormon parakrin dan endokrin, hanya ada 1 % sel DNES di antar vili pada usus
halus. Usus halus memiliki permukaan yang luas untuk menyerapan makanan.
Usus halus menyerap air, elektrolit, karbohidrat, asam amino, mineral, lemak dan
vitamin. Mekanisme pergerakan dari lumen ke sirkulasi bervariasi. Karbohidrat
diabsorpsi sebagian besar dalam bentuk monosakarida (glukosa, fruktosa, dan
galaktosa). Karbohidrat dipecah menjadi monosakarida oleh enzim yang dilepas
brush border (maltase, isomaltase, sukrase, dan laktase). Transportasi
monosakarida yang terjadi di usus halus berdasarkan prinsip difusi dan pergerakan
ion-ion (Gartner dan Hiatt 2014; Ward et al. 2017).

Polipeptida yang masuk ke usus halus, berubah menjadi oligopeptida
dengan enzim protease dari pankreas. Enzim protease yang dilepas oleh pankreas
adalah tripsin dan kimotripsin. Oligopeptida dipecah lagi menjadi asam-asam
amino oleh enzim pankreas yang bernama karboksipeptidase dan enzim pada sel
epitel lumen yaitu aminopeptidase. Asam amino bebas akan masuk ke sel epitel
berdasarkan prinsip transport aktif dan pergerakan ion (Gartner dan Hiatt 2014;
Ward et al. 2017).

Usus halus memiliki permukaan yang luas untuk menyerapan makanan.
Usus halus menyerap air, elektrolit, karbohidrat, asam amino, mineral, lemak dan
vitamin. Mekanisme pergerakan dari lumen ke sirkulasi bervariasi. Karbohidrat
diabsorpsi sebagian besar dalam bentuk monosakarida (glukosa, fruktosa, dan
galaktosa). Karbohidrat dipecah menjadi monosakarida oleh enzim yang dilepas
brush border (maltase, isomaltase, sukrase, dan laktase). Transportasi
monosakarida yang terjadi di usus halus berdasarkan prinsip difusi dan pergerakan
ion-ion (Gartner dan Hiatt 2014; Ward et al. 2017).

Polipeptida yang masuk ke usus halus, berubah menjadi oligopeptida
dengan enzim protease dari pankreas. Enzim protease yang dilepas oleh pankreas
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adalah tripsin dan kimotripsin. Oligopeptida dipecah lagi menjadi asam-asam
amino oleh enzim pankreas yang bernama karboksipeptidase dan enzim pada sel
epitel lumen yaitu aminopeptidase. Asam amino bebas akan masuk ke sel epitel
berdasarkan prinsip transport aktif dan pergerakan ion (Gartner dan Hiatt 2014;
Ward et al. 2017).
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Gambar 20 Sel absorpsi, sel goblet, dan kriptus lieberkuhn

Pencernaan lemak paling banyak terjadi diusus halus. Enzim yang bekerja
adalah lipase, dimana lemak dipecah menjadi monogliserida dan asam lemak bebas.
Proses pemecahan lemak diawlin oleh emulsifikasi, dimana droplet lipid besar
dipecah menjadi droplet lipid kecil. Zat emulsi diusus halus yaitu asam empedu,
asam kolat, dan asam kenodeoksikolat. Asam lemak bebas dan monogliserida
dengan zat emulsi asam empedu membentuk misel. Bagian luar misel bersifat
hidrofilik dan bagian dalam misel bersifat hidrofobik. Misel dapat memasuki
lapisan aqueous yang mengelilingi mikrovili, dimana monogliserida, asam lemak
bebas, kolesterol, dan vitamin larut lemak bergerak dengan prinsip difusi aktif.
Vitamin larut lemak (vitamin A, D, E, dan K) mengikuti absorpsi lemak, sedangkan
vitamin larut air diabsorpsi melalui difusi, kecuali vitamin B12 yang harus
berikatan dengan faktor intrinsik (Gartner dan Hiatt 2014; Ward et al. 2017).

Kesehatan usus dapat digambarkan dari pH usus, viskositas digesta usus,
aktivitas enzim proteolitik usus, jumlah, dan tinggi villi. Adanya enzim protease
yang terhidrolisis dalam usus akan meningkatkan ion H* sebagai akibat pemecahan
protein menjadi asam-asam amino penyusunnya. Waktu ikatan peptide dipecah,
gugus karboksil dan gugus amino akan terionisasi. Adanya peningkatan H* akan
menurunkan pH larutan. Proses hidrolisis ikatan peptida pada protein menyebabkan
kandungan NH** dan COO" dari protein akan meningkat yang akan meningkatkan
kelarutannya, berat molekul dari protein dan polipeptida menurun, dan bersifat
hidrofobik. Viskositas yang rendah akan menyebabkan jumlah usus halus lebih
banyak dan merangsang tinggi villi yang lebih tinggi. Aktivitas proteolitik usus
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berkaitan dengan enzim protease, dimana konsentrasi enzim protease berhubungan
dengan aktivitas proteolitik. Enzim protease membantu menetralkan kelebihan
komponen nitrogen di dalam usus halus dan mendukung terjadinya dekomposisi
sejumlah molekul komponen nitrogen menjadi lebih kecil sehingga mudah diserap.
Peningkatan kedalaman kripta akan menurunkan aktivitas enzim yang disekresikan
oleh ujung vili. Kerusakan ileum dapat dilihat dari pelebaran lamina propria, atrofi
vili, hyperplasia, penumpukan epitel, penyatuan vili, penumpukan limfosit, dan
peradangan pembuluh kapiler (Fitasari 2012).

Tao dan Kendall (2014) menyatakan fungsi utama usus halus ada 2 yaitu
proses pencernaan dan penyerapan makanan. Winarno dan Winarno (2017)
menyatakan bagian usus halus mengandung bakteri Bifidobacterial dan
Lactobacillus, yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri negatif dan dapat
mengurangi penyerapan lemak darah. Bakteri positif dalam saluran pencernaan
dapat dimasukan dalam tubuh dengan minuman probiotik, dimana probiotik akan
meningkatkan keseimbangan microflora usus. Sedangkan prebiotic dapat
dikonsumsi dalam bentuk makanan, Salah satu karbohidrat yang termasuk prebiotik
yaitu oligosakarida. Oligosakarida dapat terbentuk dari fruktosa dan glukosa serta
bahan lain seperti lakto selulosa, oligosakarida kedelai, palatinose, isomaltive,
glukooligosakarida, dan xilo oligosakarida. Bakteri diusus halus dapat mengalami
pertumbuhan yang berlebihan sehingga tidak ada keseimbangan bakteri baik dan
bakteri jahat.

2.7 Mekanisme EVOO dan Madu pada Status Imun dan Kesehatan
Pencernaan

EVOO dan madu memiliki kandungan zat gizi yang terlibat dalam
mekanisme status imun dan kesehatan pencernaan. Kandungan EVOO yang
memiliki kandungan asam lemak, vitamin E, dan senyawa phenol, ditemukan
memiliki peran dalam status imun dan kesehatan pencernaan. Kandungan madu
yang juga ditemukan beberapa peneliti, memiliki peran terhadap status imun dan
kesehatan pencernaan, terutama senyawa fenol. Santangelo et al, (2018)
menyatakan EVOO telah dikaitkan, selain kandungan lemak tak jenuh tunggal,
dengan adanya senyawa fenolik yang memiliki sifat antioksidan, anti-inflamasi dan
imunomodulator. Penelitian in vitro dan in vivo menunjukkan bahwa EVOO dengan
kandungan polifenolnya dapat memperbaiki gejala penyakit pada penyakit
inflamasi kronik seperti radang usus, dengan memodulasi beberapa jalur molekuler,

Kandungan zat gizi EVOO dibagi menjadi senyawa mayor dan senyawa
minor. Senyawa mayor EVOO yakni asam lemak, sedangkan senyawa minor terdiri
dari vitamin, mineral, dan zat bioaktif. Gambino et al. (2018) menyatakan EVOO
memiliki kemampuan antiinflamasi. Kemampuan antiinflamasi ini, didukung
kandungan MUFA (Monounsaturated Fatty Acids) yang tinggi. EVOO memiliki
kemampuan antiinflamasi dan memodulasi fungsi imun, juga dikarenakan
kandungan senyawa minor yang terdiri dari senyawa fenolik, pitosterol, tokoferol
dan pigmen. Beberapa senyawa minor ini yang diduga memiliki kemampuan
antiinflamasi yakni hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein, oleokantal, squalen atau
sitosterol, menjaga efek antioksidan. Campos et al. (2013) menyatakan pakan tikus
dicampur dengan EVOO 35,6-71,6% membuktikan hambatan proliferasi limfosit.

EVOO memiliki kandungan asam oleat yang tinggi, Asam oleat berkaitan
dengan oksidasi dan stress oksidatif. EVOO juga memiliki kandungan vitamin E
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dan senyawa phenol. Kemampuan antiinflamasi EVOO didukung oleh adanya
senyawa bioaktif oleokantal (Caramia et al. 2012; Ward et al. 2017). Kandungan
zat dalam EVOO merupakan zat stimulan dalam status imun. Zat stimulan ini dapat
dapat menstimulasi makrofag, menyebabkan peningkatan produksi sitokin IL-6
dan TNF- o, dan melepaskan nitrit oksida. Zat stimulan secara in vitro ke dalam
suspensi sel peritoneal tikus dapat meningkatkan respiratori, fagositosis, aktivitas
killing terhadap sel target. Zat stimulan melalui reseptor mannose yang terdapat di
permukaan sel makrofag.

Zat stimulan pada EVOO dapat meningkatkan produksi IL-12 dan maturase
dari sel dendritik sehingga sel dendritik sebagai antigen presenting cell (APC) dapat
meningkatkan ekspresi molekul major histocompatibility complex (MHC) kelas 11
yang mendukung fungsi limfosit ThCD4* menjadi optimal. ThCD4" berdiferensiasi
menjadi 2 subset berdasarkan pola sekresi sitokin setelah distimulasi oleh antigen.

Asam lemak tak jenuh tunggal yang terdapat dalam EVVOO terlibat dalam
mekanisme perubahan fluiditas membran sel plasma, produksi ekosanoid,
mengurangi stres oksidatif, dan mengurangi kematian sel. Perubahan fluiditas
membran sel dapat memodifikasi pengikatan sitokin dan memperkuat reseptor.
Kondisi ini, menyebabkan juga terekspresi molekul MHC I1 dan adhesi interselular-
1 (ICAM-1). Eikosanoids merupakan mediator lemak yang terlibat dalam inflamasi.
Asam lemak tak jenuh dalam EVOO terlibat pada proliferasi limfosit, produksi
sitokin, aktivitas sel NK, dan molekul perekat. Asam lemak EVOO terlibat dalam
menurunkan proliferasi limfosit. Produksi sitokin berkurang setelah pemberian
EVOO. IL-2 merupakan sitokin yang bertanggungjawab untuk proliferasi limfosit
T. Sintesis IL-12 berkurang setelah mengonsumsi EVOO. Asam oleat dalam EVOO
mengurangi aktivitas sel NK. ICAM-1 merupakan molekul adhesi pada sel leukosit
dan sel endotelosit. Asam oleat EVOO juga meningkatkan kapabilitas makrofag
untuk menghancurkan patogen (Campos et al. 2013).

Calder et al. (2002) menyatakan proses asam lemak pada sistem imun
melalui peningkatan sintesis membran. Komposisi asam lemak mengubah fluiditas
membran sel. Fluiditas membran merupakan regulator dari fagositosis. Fluiditas
membran plasma mempengaruhi interaksi antar sel dan fungsi sel. Fluiditas
membran sel meningkatkan kerja enzim. Perubahan karakteristik struktur membran
plasma mampu meningkatkan kerja eikosanoid dan mengubah aktivitas protein
yang berfungsi sebagai transduser sinyal. Pengikatan sitokin dengan reseptornya
semakin meningkat.

Katzung et al. (2012) menyatakan asam lemak EVOO mempengaruhi
fosfolipid pada membran sel. Asam arakidonat dengan enzim siklogenase,
menghambat pembentukan eicosanoid, prostaglandin, dan tromboksan, Asam
arakidonat menjadi leukotrienes. Leukotrienes merupakan mediator yang
menggerakan aktivasi fagosit sel leukosit. Ada penurunan leukotriene B4 (LTB4)
dan IL-6 setelah mengkonsumsi EVOO. Asam arakidonat menghasilkan
tromboksan yang memodulasi leukosit dalam proses inflamasi (Gambar 21).

Wiedosari (2007) menyatakan efek modulator berasal zat bioaktif dalam
EVOO yang meningkatkan aktivitas sel-sel efektor seperti limfosit dan makrofag
sehingga memproduksi dan melepaskan sitokin, interlukin (IL)-1, IL-6, IL-12, dan
tumor necrosis factor alpha (TNF-a). Zat bioaktif meningkatkan maturase sel
limfosit T-helper CD4" menjadi Thl dan imunitas non spesifik dengan
meningkatkan sintesis sitokin.
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Gambino et al. (2018) menyatakan EVOO memiliki kemampuan
antiinflamasi dan memodulasi fungsi imun, juga dikarenakan kandungan senyawa
minor yang terdiri dari senyawa fenolik, pitosterol, tokoferol dan pigmen. Beberapa
senyawa minor ini yang diduga memiliki kemampuan antiinflamasi yakni
hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein, oleokantal, squalen atau sitosterol, menjaga
efek antioksidan. Amiot (2014) menyatakan EVOO memiliki peran dalam
menurunkan peradangan, dimana CRP dan sitokin IL-6 menurun setelah konsumsi
EVOO. Aydar et al. (2017) menyatakan hyroxytyrosol dalam EVOO menghambat
pembengkakan inflamasi dan penekanan sitokin proinflamasi. Larussa et al. (2017)
menyatakan asupan oleuropen menunjukkan menunjukkan perbaikan kerusakan
inflamasi penurunan kadar CD3, CD4, dan CD20 dan peningkatan CD68 pada 14
pasien menderita ulcerative colitis.
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Gambar 21 Mekanisme asam lemak dalam sistem imun
pembentukan eocosonoid

Amiot (2014) menyatakan senyawa fenolik EVOO seperti oleukantal dan
estertirosol bekerja dengan menurunkan aktifitas COX-1 dan COX-2.
Penghambatan enzim COX menghasilkan pengurangan arakidonat menjadi
ekosanoid, prostaglandin, dan thrombosan pada jalur inflamasi. Senyawa fenol
seperti oleokantal dan estertirosol juga menghambat COX 1 dan COX-2.
Kandungan fenolik EVOO menurunkan ekspresi gen yang terkait dengan inflamasi
NF-kB dan COX-2. Hydrositirosol melindungi sel terhadap stress oksidatif. Virruso
et al. (2014) dan Martin et al. (2012) menyatakan mekanisme EVOO melibatkan
kerja hydroxytyrosol dan oleocanthal menghambat siklooksigenase (COX-1 dan
COX--2) yang bertanggung jawab untuk produksi prostaglandin, oleuropein
sebagai pemulung radikal yang menghambat oksidasi lipoprotein densitas rendah.
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Siswanto et al. (2013) menyatakan EVOO juga mengandung zat gizi mikro,
salah satunya adalah vitamin E. Bersama dengan vitamin E dan karotenoid,
semuanya berperan penting untuk status imun dan kesehatan pencernaan sebagai
antiinflamasi dan antibakteri. Kandungan vitamin E dalam EVOO juga terlibat
dalam sistem imun. Vitamin E sebagai antioksidan juga melindungi membran sel
dan menjaga permeabilitas membrane. Integritas membran sel mempengaruhi kerja
sel Th dalam berinteraksi dengan APC. Peningkatan komunikasi sel juga didukung
oleh integritas membran sel yang juga mempengaruhi produksi sitokin. Vitamin E
meningkatkan proliferasi sel T (Siswanto 2013). Peningkatan aktivitas dan
kapasitas makrofag didukung kerja metabolisme vitamin E yang terdapat dalam
EVOO (Lee etal. 2018). Ozden et al. (2012) menyatakan kandungan vitamin E 100
mg/ kg bb, dapat meningkatkan peroksida lipid.

Vitamin E merupakan antioksidan yang berperan pada membran eritrosit
dan lipoprotein plasma, dengan mempertahankan integritas membran sel. Vitamin
E banyak terdapat dimembran sel sehngga vitamin E mampu melindungi membran
sel dari radikal bebas. Vitamin E juga memiliki kemampuan menjaga permeabilitas
membran sel. Kemampuan membran sel mempengaruhi fungsi imunitas, dimana
sel-sel imun pada membran sel akan berinteraksi dengan antigen presenting cell
(APC). Kemampuan membran sel juga mempengaruhi kemampuan komunikasi sel
dan produksi sitokin serta meningkatkan proliferasi sel T. Vitamin E meningkatkan
fungsi imun juga melalui peningkatan produksi interferon yang berperan antar
komunikasi sel. Produksi sitokin sangat ditentukan oleh reseptor yang terdapat
dalam membran sel (Siswanto et al. 2013).

Zat besi juga terdapat dalam kandungan EVOO. Zat besi merupakan zat
yang terlibat dalam reaksi oksidasi dan reduksi. Keberadaan besi dalam bentuk ion
Fe3* dan Fe?*, akan terlibat dalam respirasi sel, dimana besi sebagai kofaktor bagi
enzim-enzim dalam reaksi oksidasi reduksi. Respirasi sel sangat mempengaruhi
kemampuan sel. Keterlibatan zat besi terbesar dalam imunitas, yaitu saat
pembentukan sel-sel limfosit, aktivitas neutrophil, diferensiasi dan proliferasi sel
NK serta aktivitas superoksida dismutase (SOD).

Zampa et al. (2006) menyatakan mekanisme EVOO dalam kesehatan
pencernaan, dengan memodulasi efek dari koloni mikroflora yang dilakukan oleh
senyawa phenol. EVOO dapat meningkatkan kesehatan melalui efek positif pada
mikrobiota usus. EVOO mempengaruhi permeabilitas usus dan memodifikasi
komposisi mikrobiota. De Pablo et al. (2014) menyatakan zaitun dapat menjadi
media pembawa bakteri probiotik untuk manusia. Adanya peningkatan bakteri
positif pada usus dapat meningkatkan fungsi usus dengan adanya pengasaman di
epitel usus dan menurunkan permeabilitas usus. Adanya bakteri positif mendukung
kondisi homeostatis, produksi dan kerja sitokin oleh makrofag.

Madu memiliki banyak zat yang bermanfaat untuk tubuh. Kandungan madu
terdiri dari karbohidrat, protein, asam amino, enzim, vitamin dan mineral, serta
senyawa bioaktif (Hosseinzade et al. 2019). Kandungan glukosa dalam madu
berkaitan dengan metabolism tubuh yang menghasil ATP, survival ukuran dan
aktivasi sel, dan produksi sitokin. Glukosa juga memberikan energi bagi limfosit.
Madu dapat memunculkan ledakan oksidatif dan meningkatkan kerja makrofag.
Adanya akumulasi fagosit, produksi ROS, dan aktivasi thrombin pada kerusakan
endotel. Madu juga terlibat dalam memperkuat pensinyalan sel, Erjewa et al. (2014)
menyatakan madu memiliki pontensi sebagai imunostimulan. Madu kaya flavonoid
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akan mengaktifkan jalur mitokondria dan melepas protein seperti sitokrom C yang
dianggap sebagai agen sitotoksik potensial.

Cortes et al. (2011) menyatakan madu meningkatkan kerja sel T dan sel B,
serta aktivasi neutrophil. Madu merangsang pelepasan sitokin dan memodulasi
proses fagositosis. Efek ini terkait dengan unsur gula dan senyawa bioaktif yang
ada pada madu. Gula pada madu lebih mudah dicerna oleh tubuh. Vitamin dan
mineral pada madu juga berkaitan dengan sistem imun dan kesehatan pencernaan.
Beberapa mineral dalam madu diantaranya zink, potasium, kalsium, zat besi,
magnesium, fosfor, selenium, dan kromium. Madu juga mengandung vitamin B1
dan B2, serta beberapa enzim.

Al Waili dan Boni (2003) menyatakan madu terlibat dalam kondisi
inflamasi  melalui jalur mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan
mengaktifkan faktor nuklir kappa B (NF-kB), menurunkan COX-2, LOX-2, CRP,
IL-1, IL-6, IL-10, dan TNF-a. Senyawa fenol pada madu juga berperan dalam
aktivitas antiinflamasi. Kandungan senyawa fenol seperti chrysin, quercetin, asam
ferulic, asam ellagic, hesperetin menurunkan sitokin proinflamasi (TNF-o, IL 1P
dan IL 10) dan NO. Chrysin ditemukan mengurangi aktivitas COX-2. Luteolin
mengurangi molekul adhesi dan TNF-a,, dan mengurangi infiltrasi leukosit dalam
jaringan. Quersetin mengurangi CRP dan serum amyloid A serta fibrinogen.

Penelitian tentang madu berkaitan dengan sistem imun dan kesehatan
pencernaan sudah pernah dilakukan dan terbukti bahwa madu memiliki potensi
sebagai immunostimulan. Erejuwa et al. (2014) menyatakan madu memiliki
kemampuan menurunkan proliferasi, menururnkan IL-1 dan IL-6. Tonks et
al.(2003) menyatakan studi in vitro pada supernatant kultur sel 3 madu ( manuka,
pasture, jelly bush) dengan sel MM6 dengan konsentrasi 1 %(b/v) selama 0-24 jam
menunjukkan semua madu signifikan melepas TNF-a, IL-1p, dan IL-6 dari sel
MMBG6. Owoyele et al. (2011) menemukan bahwa tikus Wistar diberi madu dengan
dosis 2,61 g/kg untuk studi anti-inflamasi. Pemberian madu secara signifikan
mengobati kondisi peradangan akut dan kronis, sebagian disebabkan oleh
penghambatan pelepasan NO.

Ebrahimi et al. (2016) menyatakan tidak ada efek samping madu selama dan
pasca perlakuan. Kelompok perlakuan mengalami penurunan jumlah sel darah
putih, sampai batas normal, sedangkan kelompok yang tidak diberi perlakuan tetap
memiliki jumlah sel darah putih diatas normal. Kelompok perlakuan mengalami
penurunan komplikasi gastrointestinal, secara signifikan. Gonzalez-Gil et al. (2016)
menyatakan ada hubungan antara kebiasaan konsumsi selai madu dengan kadar
CRP, dimana anak yang kebiasaan mengkonsumsi selai madu memiliki penurunan
kadar CRP dalam darah.

Vallianou et al. (2014) menyatakan madu memiliki kemampuan
merangsang monosit, menjadi prekursor makrofag, untuk mensekresikan TNF-a.
Adanya protein glikosilasi dalam madu dapat menginduksi sekresi TNF-a oleh
makrofag, dan sitokin ini berperan dalam mekanisme peradangan. Madu juga
menstimulasi aktivitas limpofisis dan fagositis. Limpofisis yakni pembentukan sel
darah putih yang berperan penting dalam fungsi kekebalan tubuh, sedangkan
fagositis yakni pembentukan sel fagosit.

Pasupuleti et al. (2017) dan Al Waili dan Boni (2003) menyatakan flavonoid
yang ditemukan dalam madu telah terbukti menginduksi apoptosis dan mencegah
pelepasan IL-1B, IL-6, TNF-a, iNOS, dan COX-2. Mitogen-activated protein
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kinase (MAPK) dan nuclear factor kappa B (NF-kB) adalah dua jalur utama yang
bertanggung jawab untuk respon inflamasi dalam sel. MAPK adalah jalur sinyal
utama dalam regulasi proliferasi sel, kelangsungan hidup, dan diferensiasi. NF-xB
adalah faktor transkripsi yang vital dalam pengaturan respon imun dan peradangan.
Aktivasi MAPK dan NF-kB mengaktifkan gen proinflamasi dan menghasilkan
protein inflamasi atau sitokin. Ini termasuk cyclooxygenase-2 (COX-2), protein C-
reaktif (CRP), lipoxygenase-2 (LOX-2), interleukin (IL-1p, IL-6), dan TNF-a. Hal
ini disebabkan adanya, quercetin dan kaempferol (flavonoid dalam madu) dan
beberapa protein madu. Madu dapat menurunkan konsentrasi sitokin peradangan
seperti TNF-a, IL-1pB, dan IL-6. Nguyen et al. (2019) menyatakan mekanisme zat
gizi dalam madu pada sistem imun melalui jalur lipoxgenase asam arakidonat.
Madu menghambat aktivasi NFKB oleh TNF-a.. Madu juga menghambat produksi
ROS. Haynes et al. (2011) menyatakan madu memiliki zat bioaktif yang bersifat
antiinflamasi. Madu memiliki kemampuan untuk penyembuhan luka dan
meransang pertumbuhan epitel dan jaringan baru.

Li et al. (2018) menyatakan madu meningkatkan enzim melalui mediasi
nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2), mengurangi peradangan dengan
inaktivasi mitogen activated protein kinase (MAPK), menurunkan regulasi jalur
NF-kB, dan mengurangi apoptosis melalui pengaturan B-cell lymphoma (Bcl-2).
Madu dapat menghambat aktivasi toll like receptor (TLR)2 dan TLR4, dan
fosforilasi MAPK, serta mengurangi produksi sitokin proinflamasi (IL-1p, IL-6,
TNF-a). Jalur pensinyalan intraseluler berkaitan menekan aktivasi jalur NF-kB,
meningkatkan oksidasi asam lemak dengan meningkatkan regulasi PPAR-a,
menghambat lipogenesis melalui penurunan regulasi SREBP-1c dengan
mengaktifkan MAPK, dengan pengaktifan transkripsi STAT, reseptor diaktifkan
PPAR dan TLR. Ibnu (2019) menyatakan proses inflamasi dapat dihambat oleh
madu, dengan mempengaruhi pelepasan sitokin jalur sel monosit. Madu
menginduksi TNF-o melalui Toll-Like Receptor (TLR) 4.

Madu juga memiliki kemampuan prebiotik. Madu memiliki kandungan
oligosakarida, sebuah senyawa karbohidrat rantai pendek yang memiliki efek
prebiotik pada saluran gastrointestinal. Oligosakarida merangsang pertumbuhan
populasi bifidobakteri dan laktobasilli di usus besar, yang difermentasi secara
selektif oleh bakteri tersebut. Kejadian ini meningkatkan produksi asam lemak
rantai pendek, menurunkan pH, dan mengurangi penyerapan lemak. Bogdanov
(2016) menyatakan madu memiliki efek prebiotik dan probiotik. Efek prebiotik
pada madu, terkait dengan kandungan senyawa oligosakarida yang meningkatkan
jumlah bifidobakterial dan laktobasilli dalam usus. Efek probiotik pada madu,
terkait adanya bakteri positif, salah satunya Gluconobacter oxydans dalam madu
segar India yang berusia 2-3 bulan setelah dipanen. Kandungan madu yang bersifat
antibakteri disebabkan adanya methylglyoxal (MGO) yang memiliki sifat antibiotik
alami, dalam bentuk senyawa dihydroxyacetone. Kandungan madu yang bersifat
antibakteri disebabkan adanya methylglyoxal (MGO) yang memiliki sifat antibiotik
alami, dalam bentuk senyawa dihydroxyacetone.

Cholid et al. (2011) menyatakan pemberian madu menurunkan frekuensi
diare dan memperpendek lama hari rawat pada pasien diare akut yang berusia 1-5
tahun. Li et al. (2018) menyatakan madu memiliki kandungan quercetin dapat
mengembalikan ketidakseimbangan mikrobiota usus dan induksi jalur TLR-4, yang
mengakibatkan penyumbatan deregulasi gen metabolisme lipid. Ibnu (2019)
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menyatakan madu memiliki sifat antibakteri dengan spekrum luas, tanpa risiko
resisten. Sifat antibakteri madu memodulasi imunitas dan inflamasi.

Quercetin  menurunkan sitokin proinflamasi TNF-a dan IL-6 serta
meningkatkan sitokin antiinflamasi IL-10. Pengaturan makrofag M2 antiinflamasi
dan menurunkan makrofag M1 proinflamasi. Li et al. (2016) menyatakan quercetin
mencegah TNF-o, meningkatkan aktivitas PPARy, dan menurunkan NF-kB.
Manfaat polifenol memediasi mikrobiota usus.

2.8 Campuran EVOO dengan Senyawa Lainnya beserta Dosis dan Lamanya
Perlakuan

Penelitian yang terkait dengan pembuatan campuran EVOO dan madu
merupakan kebaruan dari penelitian ini. Penelitian yang sudah ada adalah campuran
madu, bee pollen dan EVOO dengan perbandingan 1:1:1, dimana campuran ini
dapat menghambat pertumbuhan S. aureus dan Candida albicans pada penelitian
in vitro (Al-Waili 2005). Banyaknya dosis zat imunomodulator tidak menunjukkan
besarnya efektifitas, namun menunjukkan modulasi yang lebih cepat (Sasmito
2017).

Oswan et al. (2017) menyatakan adanya sinergis terapi ibuprofen dengan
EVOO dalam mengendalikan peradangan akut. Dosis EVOO dosis 8 mL/kg berat
badan pada tikus albino dan dosis ibuprofen 100 mg/kg. Bintari dan Nugraheni
(2012) menemukan adanya kenaikan berat badan pada tikus setelah perlakuan
EVOO, dimana pemberian 0,5 g (naik berat badan 8,86 g), pemberian 0,7 g (naik
berat badan 8,43 g), pemberian 0,9 g (naik berat badan 7,85 g), dengan kendali berat
badan sebelum diberi perlakuan. Shobirin et al. (2014) melakukan eksperimen
untuk mengetahui kadar kolesterol tikus setelah pemberian EVOO 1 ml dan madu
1,35 ml setiap hari, selama 15 hari. Syamsu (2017) menyatakan menggunakan dosis
minyak pada penelitian eksperimen yang terkait dengan profile lipid sebesar 0,36
ml/ 200 g berat badan tikus/tiap hari, selama 14 hari, temuan hasil signifikan adanya
pengaruh EVOO terhadap penurunan kadar kolesterol total dan LDL. Penelitian
terkait hormon fertilitas pada Rattus novergicus dengan dosis EVOO 1,5 ml/kgBB,
3 ml/kgBB, 4,5 ml/kgBB, selama 36 hari menunjukkan dosis terbaik 4,5 ml/kgBB
(Setiyaningsih et al. 2018). Hassanzadeh-Taheri et al. (2019) menyatakan
pemberian selama 5 bulan dengan dosis 10 % dan 20 % EVOO pada pakan tikus,
tidak memberikan gambaran patologis kelainan ginjal. Hendrasyah et al. (2014)
menyatakan penelitian kadar HDL pada tikus dengan lama pemberian 15 hari
dengan dosis campuran EVOO 1 ml dan madu 1,35 ml. Situmorang et al. (2019)
menyatakan campuran herbal Andaliman tradisional suku Batak di Indonesia dan
EVOO (0,45 g EVOO / 200 g BB) pada tikus, dapat menurunkan tekanan darah
secara signifikan. Shobirin et al. (2014) menyatakan penggunaan dosis campuran
madu 1,35 ml dan EVOO 1 ml selama 15 hari, memberikan pengaruh pada
penurunan kadar trigliserida. Djaelani (2015) menyatakan dosis EVOO 10 ml/kg
pakan tikus, berpengaruh menurunkan kadar kolesterol.

Veni (2012) menyatakan menggunakan dosis EVOO 4,8 g/hari pada
perempuan hiperkolesterolemia selama 6 minggu. Alonso et al, (2005) menyatakan
lama perlakuan pemberian EVOO pada studi manusia berkisar 3-8 minggu.
Ghanbari et al. (2012) menyatakan Badan Pengawas Obat dan Makanan Amerika
Serikat mengizinkan adanya klaim manfaat EVOO pada kesehatan kardiovaskuler
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dengan dosis konsumsi 2 sendok makan per-hari. Martin-Pelédez et al. (2015)
menyatakan mengonsumsi EVOO 25 ml/hari selama 3 minggu.

Suplementasi madu sebanyak 20 g dengan penambahan aquadest steril 10
cc per-hari, diberikan secara oral pada balita yang mengalami diare, diberikan
dalam waktu 3 kali sehari. Adanya pengurangan frekuensi diare menjadi kurang
dari 3 kali sehari. Efek madu terhadap kesehatan manusia dirasakan setelah
mengkonsumsi selama 2-3 minggu dengan dosisi madu 50-80 g per-hari atau 0,8 —
1,2 mg per-berat badan (Cholid et al. 2011).

Chepulis dan Starkey (2008) menyatakan 45 tikus Sprague Dawley yang
mendapatkan makanan ditambah 7,9% sukrosa dan 10 % madu selama 52 minggu
mengalami kenaikan berat badan. Vallianou et al. (2014) menyatakan madu dapat
mengobati tukak lambung dan gastritis, dengan memperbaiki mukosa usus yang
rusak, merangsang pertumbuhan jaringan baru, bekerja sebagai agen antiinflamasi,
dan meningkatkan penyerapan makanan sehingga mempercepat pertumbuhan.
Pemberian madu 0,32 g/100 g berat badan selama 52 minggu menambah berat
badan mencit yang berusia 8 minggu. Gollu et al. (2008) menyatakan dosis 10 g/kg
madu pada tikus dalam penelitian histologi ileum usus halus. Ariefdjohan et al.
(2008) menyatakan pemberian madu 200, 500, atau 800 mg madu selama 8 minggu
diberikan pada tikus untuk mengamati penyerapan kalsium.

Reagen-Shaw et al. (2007) menyatakan perhitungan dosis pemberian bahan
perlakuan atau dosis ke hewan coba menggunakan metode The Body Surface Area
(BSA). Metode BSA merupakan konversi dosis menggunakan metode normalisasi
luas permukaan tubuh. Metode BSA dikeluarkan dari Center for Drug Evaluation
and Research, Center for Biologics Evaluation and Research, USA. Metode
konversi BSA sudah mempertimbangkan beberapa faktor seperti pengeluaran
kalori, metabolisme basal, volume darah, protein plasma, dan fungsi ginjal. BSA
menggunakan faktor Km dalam perhitungan. Faktor K manusia dewasa adalah 37,
faktor Km hewan coba tikus yaitu 6, sedangkan mencit faktor Ky nya adalah 3,
faktor Km kelinci yaitu 12. Rumus perhitungan dosis berdasarkan metode BSA.

Hewan K,
Dosis Manusia (mg/kg) = Dosis Hewan (mg/kg) x

Manusia K,

Gambar 22 Perhitungan konversi dosis manusia dan dosis hewan coba

2.9 Rattus norvegicus

Penelitian eksperimen menggunakan hewan percobaan merupakan
penelitian yang memiliki waktu relative singkat dengan hasil akhir yang bervariasi.
Penelitian imunologi  sering menggunakan hewan percobaan karena objek
penelitiannya dapat dikontrol. Keberhasilan penelitian ditentukan juga dengan
keberhasilan menjaga stabilitas kondisi hewan percobaan. Menjaga kestabilan
hewan percobaan dengan memperhatikan pakan yang mengandung komposisi zat
gizi seimbang seimbang, adanya kestabilan suhu, kelembaban, intensitas cahaya,
dan kenyamanan hewan percobaan sehingga tidak mengalami stress.

Jenis hewan percobaan yang sering digunakan untuk studi imunologi antara
lain tikus, mencit, marmot, rat dan ayam. Mikroba akan menekan proses
pembentukan antibodi atau bersifat imun supresif. Penelitian imunologi
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membutuhkan hewan percobaan yang bebas mikroba sehingga hewan percobaan
perlu dipelihara dalam tempat dengan lingkungan yang steril. Studi fungsi
makrofag menggunakan hewan percobaan, dengan pengambilan makrofag dari
peritoneum hewan percobaan, yang kemudian diletakkan pada cawan petri, setelah
itu diberikan stimulan. Pengamatan yang dilakukan adalah peristiwa fagositosis
yang terjadi disertai keluarnya berbagai macam bahan sekret. Fungsi makrofag
dinilai dari derajat kecepatan fagositosis dan tinjauan kimia pada sekret yang
dihasilkan. Makrofag dari peritoneum diperoleh dengan cara menginfeksi hewan
percobaan dengan mikroba secara parenteral, umum atau lokal secara
intraperitoneal (Malole dan Pramono, 1989).

Kementerian Pertanian (2017) menyatakan hewan percobaan tikus terdiri
dari tikus hitam (Rattus rattus) dan tikus putih (Rattus norvegicus). Penentuan
Rattus norvegicus sebagai hewan percobaan dikarenakan ada kemudahan untuk
kontrol pakan, kontrol kesehatan, kontrol umur, bobot badan, jenis kelamin, dan
kontrol silsilah genetik.

Rattus norvegicus, salah satu hewan coba yang sering digunakan dalam
penelitian status imun dan kesehatan pencernaan, Umur Rattus norvegicus 4-5
bulan dengan bobot badan tikus putih jantan 267-500 g sedangkan tikus putih betina
225-325 g. Rattus norvegicus mempunyai 3 galur yaitu Sprague Dawley, Wistar,
dan Long Evans. Galur Sprague Dawley memiliki tubuh yang ramping, kepala kecil,
telinga tebal, dan rambut halus dan pendek, ekor lebih panjang daripada badan.
Kelebihan Rattus norvegicus memiliki pola makan omnivora, saluran pencernaan
dengan tipe monogastric, mudah dicekok, tidak mengalami muntah, dan tidak
memiliki kantung empedu (Kementerian Pertanian 2017).

Persiapan penelitian dimulai dari persiapan kandang tikus putih. Kandang,
ukuran 45 x 30 x 15 cm yang terbuat dari plastik dan kawat, dengan sekam padi
sebagai alas kandang. Kandang mencit dibuat sesuai standar antara lain kelembaban
kandang berkisar 40-70 %, dengan suhu 21-24°C dan ventilasi udara 15 ACH (air
change per hour) serta kadar ammonia dibawah 22 ppm. Tiap kandang terdapat
tempat pakan dan minum. Pakan Rattus norvegicus sesuai standar dan air minum
ad libithum. Kebutuhan air minum Rattus norvegicus adalah 15 ml/100 g/hari
(sekitar 5-8 ml/ekor/hari) sedangkan kebutuhan berat pakan kering sekitar 48
g/ekor/hari (Maulan dan Syahruddi (2017).

Rattus norvegicus diletakkan pada bidang permukaan yang kasar, kemudian
dipegang tengkuknya dengan ibu jari dan jari telunjuk dan ekor tetap dipegang.
Sarung tangan atau forcep harus dibersihan dengan desinfektan seperti vircon setiap
kali memindahkan Rattus norvegicus dari kelompok lainnya. Perlakuan jika
pengambilan darah dilakukan beberapa kali maka pengambilan darah Rattus
norvegicus, direkomendasikan volume darah 1,5 % dari total berat badan Rattus
norvegicus, dan bisa diambil kembali setelah 2 minggu. Jika pengambilan darah
interval mingguan maka volume darah 0,5 % dari berat badan Rattus norvegicus.
Rattus norvegicus dewasa ukuran 78-80 ml/kg, dapat diambil sekitar 10 % dari
berat badan. Setiap melakukan injeksi pada Rattus norvegicus perlu digunakan
jarum suntik baru dan steril, serta selalu menyuntikkan dengan bevel jarum
menghadap ke atas. Kementerian Pertanian (2017) menyatakan suntikan
intraperitoneal dapat dilakukan pada bagian kuadran posterior abdomen (Gambar
23). Tikus dipegang pada bagian punggungnya, jarum diinjeksikan di posisi bawah
lekukan lutut, Kkiri atau kanan dari garis tengah. Saat penelitian, menghindari
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injeksi pada garis tengah untuk mencegah penetrasi ke dalam kantung kemih. Sudut
kemiringan jarum sekitar 45° ke tubuh.

Gambar 23 Posisi hewan coba (mencit) pada saat penyuntikan
intraperitoneal

Saat anastesi pada tikus, dibutuhkan pertimbangan strain, umur, berat badan,
mikroba yng diinduksi, dan jenis prosedur eksperimental. Pengaruh anastesi
berjalan cepat dikarena ukuran tubuh Rattus norvegicus yang kecil. Obat anastesi
yang digunakan Ketamine sebanyak 40-75 mg/kg BB tikus dan Xylazine 5-12
mg/kg BB tikus.

Penelitian ini menggunakan Ketamine 75 mg/kg BB tikus dan Xylazine 12
mg/kg BB tikus. Jika bobot badan tikus 200 g maka Ketamine yang diberikan 0,15
ml dan Xylazine 0,12 ml. Tikus tidak puasa sebelum dianastesi karena tikus tidak
memiliki reflek muntah. Pre-anestesi transquilizer dan analgesika dapat diberikan
pada tikus untuk mengurangi ketakutan, stress dan mempercepat fase pemulihan.
Anastesi pada tikus dilakukan secara injeksi atau inhalasi,

Penanganan hewan coba memenuhi prinsip 3 R (Replacement, Reduse,
Refinement) dan 5 F (Freedom from hungry and thirsy, freedom from discomfort,
freedom from pain, injury, and disease, freedom from fear and distress, freedom to
express natural behavior). Replacement dilakukan dengan memilih hewan coba
strata bawah. Reduse dilakukan dengan meminimalkan jumlah hewan coba yang
digunakan. Refinement dilakukan dengan memberikan kesejahteraan pada hewan
coba. Hewan coba harus bebas dari lapar dan haus, memperhatikan ketersediaan
makanan dan minuman. Hewan coba bebas dari ketidaksenangan (discomfort),
memberikan perlakukan yang menyenangkan hewan coba dengan memberikan
kenyamanan (inconvenience). Hewan coba bebas dari luka dan penyakit. Hewan
coba bebas untuk mengekspresikan kebebasannya, misalnya dengan memberikan
kandang tempat tikus dipelihara harus menjamin keleluasan gerak tingkah laku
tikus, keleluasan penglihatan, dan keleluasan penciuman.

2.10 Staphylococcus aureus

Beberapa penelitian in vivo atau in vitro, yang terkait manfaat madu dan
EVOO untuk kesehatan, menggunakan bakteri S. aureus. Triana (2014)
menyatakan S. aureus sering berada di saluran pencernaan atau selaput mukosa.
Bakteri S. aureus ini merupakan bakteri aerob dan berjenis gram positif yang
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tumbuh pada suhu optimum 37°C. S. aureus merupakan salah satu bakteri yang
bersifat resisten terhadap antibiotik ampisillin. Karimela et al. (2017) menyatakan
S. aureus memiliki karakteristik fisik berbentuk bulat, bergerombol, berdiameter
0,5 um - 1 um. Harris et al. (2002) menyatakan S. Aureus mlebih banyak ditemukan
di lingkungan rumah sakit, yang menginfeksi pasien dengan menurunkan kekebalan
tubuh pasien. S. aureus dapat menginfeksi sampai ke pembuluh darah dan jaringan
limfatik. Kemudahan melihat S. aureus dikarenakan bakteri S. aureus berbentuk
kokus (bulat). Bakteri gram positif hanya memiliki membran.

"Bakteria positil-Gram
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Gambar 24 Dinding membran sel pada bakteri gram positif

Barata Dinding bakteri gram positif terdiri dari asam lipoteikoik, asam
teikoik, protein dinding sel, peptidoglikan, dan membran sitoplasma. Ewnetu et al.
(2014) menyatakan pada penelitian in vitro. S. aureus ATCC 25923 memiliki
penghambatan pada test isolasi bakteri sebesar 22,5 mm pada medium yang berisi
madu. Noori dan Waili (2005) menyatakan S. aureus dapat dihambat pada
konsentrasi minimum madu pada media sebesar 50%. Uthurry et al. (2011)
menyatakan S. aureus tidak tumbuh di madu, aktivitas anti-mikroba berkaitan
dengan senyawa fenolik yang terkandung di madu. Madu lebih sensitive pada
bakteri gram positif daripada gram negatif. Komposisi fenolik madu dan
keberadaan hidrogen peroksida berkaitan dengan kemampuan antimikroba madu.

Medina et al. 2006 menyatakan S. aureus tidak bertahan setelah 1 jam kontak
dengan EVOO. Oleuropein, hydroxytyrosol dan tyrosol merupakan senyawa
fenolik yang secara statistik berkorelasi dengan kelangsungan hidup bakteri,
Estevinho et al. (2008) menyatakan madu warna hitam lebih memiliki aktivitas
antimikroba dibandingkan madu terang. Bakteri S. aureus merupakan
mikrorganisme yang paling sensitif untuk uji antimikroba pada madu dibandingkan
Bacillus subtilis, Staphylococcus lentus, Klebsiella pneumoniae, dan Escherichia
coli.

Nesovi¢ et al. (2020) menyatakan lebih efektif dengan penggunaan bakteri
gram positif dalam penelitian madu. Bakteri gram positif tidak memiliki membran
luar tetapi memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal di dinding sel bakteri gram
positif yang melindungi membran sel. Membran sel dari bilayer fosfolipid memiliki
karakter amfifilik. Dinding bakteri S. aureus terdiri dari asam lipiteikoik, asam
teikoik, protein dinding sel memiliki asam lipoteikoik.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0188440904001134#!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Estevinho+L&cauthor_id=18940227
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2.11 Kerangka Pemikiran

EVOO dan madu memiliki banyak kandungan zat gizi yang dapat
meningkatkan daya tahan tubuh atau mengatur sistem imun tubuh. EVOO
mengandung beberapa zat antara lain asam lemak tak jenuh tunggal, asam lemak
tak jenuh tunggal, senyawa fenolik, vitamin, dan mineral. Madu mengandung
banyak zat diantaranya fruktosa, asam fenolik, enzim, vitamin, dan mineral.
Campuran EVOO + madu, akan memiliki kandungan zat gizi lebih banyak daripada
pemberian hanya EVOO saja atau madu saja. Campuran EVOO + madu, memiliki
komponen yang akan menstimulus sistem imun dan meningkatkan kerja vili serta
kripta usus halus. Asam lemak tak jenuh pada EVOO menjadi salah satu komponen
terbesar dalam membran sel.

Sistem imun bersifat komplek. Makrofag adalah salah satu bagian dari sel
darah putih yang diproduksi oleh sel induk di sumsum tulang belakang, yang
memiliki kemampuan mengembara ke semua sel. Jenis makrofag ada 2 yakni
makrofag yang beredar dalam sel-sel dan makrofag yang menetap dalam sel. Fungsi
makrofag adalah mengfagosit benda asing salah satunya bakteri. Makrofag
membentuk kantong yang disebut fagosom dan di membran sel terdapat lisosom
yang berisi enzim hidrolitik utnuk mencerna bakteri. Salah satu enzim yang
disekresikan oleh makrofag yakni lisozim. Lisozim akan menyerang dinding sel
beberapa bakteri. Mekanisme lisozim menyerang dinding sel bakteri dengan
memutuskan rantai ikatan -1,4-glikosida antara asam-N-asetil glukosamin dengan
asam-N-asetil pada peptidoglikan. Setelah proses fagositosis berjalan, makrofag
mengeluarkan protein yang mampu mengidentifikasi kuman tersebut, Setelah itu
makrofag mengeluarkan enzim mikrobioksida untuk membunuh kuman.

Makrofag memberikan sinyal pada sel limfosit, tentang keberadaan kuman
tersebut. Hal ini, makrofag akhirnya dikenal sebagai Antigen Presenting Cells
(APC). Makrofag juga teraktivasi oleh kuman/bakteri yang masuk ke dalam tubuh.
Bakteri memiliki reseptor yang dikenal dengan Pathogen Associated Molecular
Pattern (PAMP), seperti lipopolisakarida pada dinding kuman atau peptidoglikan.
Lipopolisakarida merupakan PAMP untuk bakteri negatif dan peptidoglikan untuk
bakteri positif. Kemudian reseptor dalam sistem imun, yang dikenal sebagai
Pattern-Recognition Receptor (PRR) mengenali PAMP. PRR menjadi peringatan
dini dalam tubuh, sehingga respon imun alami menjadi cepat. PRR sebagian besar
ditemukan pada makrofag. Ikatan antara PRR dengan PAMP menimbulkan aktivasi
jalur sinyal intraseluler, secara umum dikenal dengan inflamasi dan adanyanya
ikatan molekul bakteri dengan reseptor permukaan makrofag memicu proses
penghancuran bakteri atau makrofag teraktivasi melakukan fagositosis.
Penghancuran bakteri dilakukan dengan serangan respiratori dari makrofag yang
aktif. Proses ini melepaskan salah satu ROS.

Makrofag memberikan sinyal pada sel limfosit, tentang keberadaan kuman
tersebut. Hal ini, makrofag akhirnya dikenal sebagai Antigen Presenting Cells
(APC). Makrofag juga teraktivasi oleh kuman/bakteri yang masuk ke dalam tubuh.
Bakteri memiliki reseptor yang dikenal dengan Pathogen Associated Molecular
Pattern (PAMP), seperti lipopolisakarida pada dinding kuman atau peptidoglikan.
Lipopolisakarida merupakan PAMP untuk bakteri negatif dan peptidoglikan untuk
bakteri positif. Kemudian reseptor dalam sistem imun, yang dikenal sebagai
Pattern-Recognition Receptor (PRR) mengenali PAMP, PRR menjadi peringatan
dini dalam tubuh, sehingga respon imun alami menjadi cepat. PRR sebagian besar
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ditemukan pada makrofag. Ikatan antara PRR dengan PAMP menimbulkan aktivasi
jalur sinyal intraseluler, secara umum dikenal dengan inflamasi dan adanyanya
ikatan molekul bakteri dengan reseptor permukaan makrofag memicu proses
penghancuran bakteri atau makrofag teraktivasi melakukan fagositosis.
Penghancuran bakteri dilakukan dengan serangan respiratori dari makrofag yang
aktif. Proses ini melepaskan salah satu ROS yakni zat H202 (hidrogen peroksida)
untuk membunuh kuman. Makrofag juga bekerjasama dengan sel mast, yakni sel
jaringan besar yang melepaskan mediator inflamasi, kemudian meningkatkan
permeabilitas vaskular.

| Humiu |

L ]
Mimyak Zartun

Elcstra ‘n’uE

e | Camparan | the— Madu

1. Asum Lemak Tak Jenuk Tunggal 1. Zag Grizz Makro
2 Azam Lemak Tak Jepub Ganda 2 Kadar Fruakioss
¥ Flavemosd dan ksobencad ¥, Kadawr Ghakona
4. Vibamsn (vit E) 4. Kadar Sukroia
5 Almeril (Fa) 5 hlimeral (Cu. 22 Fo. 52)

| muima —= ]  Mikofig [ Lt ]

l—I [
1 il
i -2 - -
- -[F:\I.? Smalae
s =
-
| Lomfout
12 4 b it o - 2 B
E Banm Litozmn : B
e | At |
Fagosit Bakteni [
LA Fi
e - =y o = x L
Varishel vang diteliti [ | Varighel yamg tidak diteliti 1|

Gambar 24 Kerangka pemikiran

Molekul Mayor Histocompability Complex (MHC) merupakan sistem
molekul yang heterogen. MHC pada semua sel merupakan MHC |, sedangkan
MHC Il pada makrofag dan sel dendrit. MHC menyajikan peptida antigenik pada
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reseptor sel T. Proses ini terjadi pada makrofag yang mengirim informasi tentang
antigen pada limfosit T melalui molekul MHC IlI. Setelah itu limfosit T
mensekresikan beberapa sitokin. Sitokin merupakan sebuah glikoprotein. Sitokin
dapat berasal dari sel T helper, sel natural killer (NK) dan makrofag. Jumlah sitokin
banyak dan memiliki perbedaan fungsi dan perbedaan asal terbentuknya.

Limfosit merupakan sel kecil dalam darah yang memiliki siklus dari
jaringan kembali ke limfe atau sebaliknya, dikenal sebagai sel limfoid. Sel limfoid
terdiri dari sel B dan sel T serta sel NK. Sel T berdiferensiasi menjadi sel Thy dan
sel Thy. Makrofag yang teraktivasi, kemudian memproduksi beberapa sitokin
seperti TNF-a, IL-12, dan IL-6. Limfosit Thy yang teregulasi oleh IL-12 dan IFN-
vy, memproduksi sitokin proinflamasi seperti IL-2 dan IFN-y. IFN-y akan
mengaktivasi makrofag untuk melakukan fungsi fagositnya. Proses ini berjalan
secara kompleks. Limfosit T yang berdiferensiasi menjadi sel Th, yang
menghasilkan sitokin untuk peningkatan kerja limfosit B sebagai produsen antibodi.

Campuran EVOO dan madu juga mendukung kesehatan pencernaan.
Penelitian ini mengamati panjang vili dan kedalaman kripta sebagai bagian
kesehatan pencernaan. Vili dan kripta yang diukur merupakan bagian dari usus
halus tikus.
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1T METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu pelaksanaan penelitian adalah bulan Mei 2018 sampai Juli 2019.
Penelitian ini melakukan analisis sifat kimia serta zat gizi EVOO dan madu di Balai
Besar Industri Agro (BBIA) Bogor. Analisis aktivitas dan kapasitas makrofag
dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan Imunologi Fakultas Kedokteran
Hewan IPB Bogor. Analisis sitokin interleukin 12 (IL-12), Interleukin 2 (IL-2), dan
Interferon gamma (IFN-y) dan analisis panjang vili serta kedalaman kripta usus
halus dilakukan di PSSP (Pusat Studi Satwa Primata) IPB Bogor.

3.2 Alat dan Bahan

Sampel produk EVOO dan sampel produk madu menjadi bahan perlakuan
di penelitian ini. Sampel produk EVOO dan madu yang digunakan 1 merek sampel.
Sampel produk EVOO dan madu berasal dari supermarket besar di DKI Jakarta.
Bahan yang digunakan untuk pemeliharaan dan penanganan hewan coba yakni obat
cacing (combantrin) dan AIN-93M. Bakteri yang digunakan S. aureus dari
Laboratorium Bakteriologi dan Imunologi Fakultas Kedokteran Hewan IPB Bogor.
Bahan kimia yang digunakan untuk pemeriksaan kimia EVOO dan madu meliputi
alkohol 95%, larutan Wijs, larutan pati, NaOH, KOH 0,1 %, asam asetat glasial,
Na25203 0,1 N, kloroform, metanol, alkohol netral, indikator Phenolflatein, HCL
0,5 N, dan Aquades. Bahan kimia yang digunakan untuk pemeriksaan makrofag,
sitokin, panjang vili, dan kedalaman kripta meliputi Ketamine, Xylazin, NacCl,
pewarna Giemsa 10%, metanol, etanol, Buffered Neutral Formalin (BNF) 10 %,
Xylol, aquades, paraffin, dan minyak imersi.

Alat yang digunakan untuk pemeriksaan EVOO dan madu antara lain oven,
kertas saring, timbangan analitik, cabinet dryer, labu erlenmeyer, hot plate,
pendingin, refraktometer abbe, corong pemisah, vochdost, pipet ukur, gelas kimia,
penangas air, termometer, blender, piknometer, gelas ukur, peralatan ekstraksi
soxhlet, buret, dan desikator. Alat pemeriksaan makrofag, sitokin, panjang vili dan
kedalaman kripta tikus meliputi sonde, jarum suntik 1 ml, 3 ml, dan 5 ml, kit bedah
hewan coba, mikro pipet, effendorf, cover glass, object glass, colony counter, botol
gelas ukuran 250 ml, gelas ukur, tabung EDTA, tabung vaccutainer kecil, alat
mikrosentrifus (Sigma 16,000 rpm), kit Elisa, Elisa reader, mikroskop cahaya
beserta kamera (Nikon Eclipse 80i, DS Fil, Jepang), sarung tangan, dan masker.

3.3 Prosedur Kerja

Penelitian awal dilakukan analisis sifat kimia dan kandungan zat gizi
sampel produk EVOO dan sampel produk madu. Penelitian utama merupakan
penelitian eksperimen pada hewan coba dengan desain faktorial, dengan
pengamatan variabel bahan perlakuan dan waktu perlakuan. Pengujian perlakuan
dilakukan secara in vivo, Tahapan penelitian terdiri dari :

1. Pemeriksaan karakteristik kimiawi dan kandungan zat gizi sampel produk
EVOO dan sampel produk madu.

2. Pengambilan darah dan pemeriksaan darah untuk uji sitokin (I1L-12, 1L-2,
dan IFN-y).
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3. Pengambilan dan pemeriksaan cairan peritoneal untuk uji aktivitas dan
kapasitas makrofag.

4. Pengambilan dan pemeriksaan histologi usus halus untuk analisis panjang
vili dan kedalaman kripta.

Tahapan penelitian 2 sampai 4 dilakukan setiap minggu. Tahapan sebagai berikut :

a. Tahapan Penelitian | : Identifikasi sifat kimiawi dan kandungan zat gizi sampel
produk EVOO dan madu.

Beberapa variabel pengamatan pada sampel produk EVOO. Sifat kimia
meliputi air, abu, bilangan iod, bilangan penyabunan, dan bilangan asam. Asam
lemak meliputi asam laurat, asam miristat, asam palmitat, asam stearat, asam oleat,
asam linoleat, dan asam linolenat. Zat gizi minor meliputi vitamin E,zat besi, total
flavonoid, dan total karotenoid.

Pengujian sampel yang berkaitan dengan sifat kimia EVOO dilakukan
dengan beberapa metode yakni SNI 01-3555-1998 (air), SNI 01-3555-1992 (abu),
SNI 01-3555-1998 (bilangan iod, bilangan penyabunan, bilangan asam).
Pemeriksaan kadar asam lemak dengan metode GC sesuai IUPAC metode 2,301.
Pemeriksaan total flavonoid dan total karetonoid, dengan teknik spektrofotometer.
Pemeriksaan vitamin E dengan HPLC, Pemeriksaan zat besi dengan metode AOAC
999.11. Bahan dan alat yang digunakan sesuai dengan standar prosedur yang akan
dilakukan. Analisis data dilakukan dengan analisis deskriptif.

Identifikasi sampel produk madu meliputi aktivitas enzim diastase, ph,
keasaman, kadar air, dan kadar abu. Analisis kadar gula pada sampel produk madu
meliputi glukosa, fruktosa, dan sukrosa. Kandungan zat gizi makro meliputi energi,
karbohidrat, protein, dan lemak. Beberapa kandungan mineral dalam madu juga
diidentifikasi (Cu, Zn, Fe, dan Selenium). Zat bioaktif yang diamati yakni total
flavonoid dan total karotenoid.

Pemeriksaan pH dengan metode SNI 01-2891-1992. Pemeriksaan air
dengan metode SNI 3545:2013, pemeriksaan abu dengan SNI 01-2891-1992,
metode SNI 3545:2013 untuk mengetahui bilangan keasaman dan enzim diastase.
Pemeriksaan energi dan karbohidrat dengan metode 1K.5.4.5, pemeriksaan protein
dan lemak dengan metode SNI 01-2891-1992. Metode HPLC untuk pemeriksaan
gula (sukrosa, glukosa, fruktosa). Analisis kandungan mineral menggunakan
dengan metode AOAC 999.11. Metode spektrofotometer untuk analisis total
flavonoid dan total karotenoid. Analisis data pada tahapan ini, menggunakan
analisis deskriptif dengan menampilkan hasil pemeriksaan yang diperoleh dari
laboratorium.

b. Tahapan Penelitian 11-1V : Studi hewan coba untuk mengetahui kadar beberapa
sitokin, aktivitas dan kapasitas makrofag, panjang vili usus halus serta
kedalaman kripta.

Penelitian berkaitan dengan makrofag, sitokin, panjang vili, dan
kedalaman kripta, dilakukan dengan metode eksperimen. Desain yang digunakan
adalah desain faktorial. Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yakni bahan
perlakuan dan lamanya perlakuan.
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3.4 Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan hewan coba. Rattus norvegicus yang berjenis
kelamin jantan, dari galur S. Dawley. Tikus yang digunakan berumur 2-3 bulan
dengan bobot badan 150-200 g. Bratawidjaja dan Rengganis (2014) menyatakan
adanya kemiripan sistem imun antara hewan rat dengan sistem imun manusia, dan
hewan golongan rat memiliki imunitas alamiah yang kuat. Rattus norvegicus
dengan alur Sprague Dawley memiliki respon yang kuat untuk sistem imun seluler
dan humoral, Tikus yang digunakan berjenis kelamin jantan. Pemilihan jenis
kelamin jantan dikarenakan kondisi tikus jantan tidak banyak dipengaruhi oleh
kondisi hormon. Umur tikus yang digunakan umur 2-3 bulan dan bobot badan 150-
250 g (Sulistiani dan Rahayuningsih 2015).

Ada 5 kelompok hewan coba yang terdiri dari 1 kelompok kontrol negatif,
1 kelompok positif, dan 3 kelompok eksperimen, dimana pengamatan akan
dilakukan pada 4 waktu. Jumlah tiap kelompok ada 4 tikus. Perhitungan rumus
menggunakan rumus Federer. Sumber hewan coba dari Balai Besar Penelitian
Veteriner, Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Kementerian Pertanian.
Kriteria pemilihan tikus antara lain : jenis kelamin, umur dan berat badan tikus
sesuai kriteria, tikus sehat dan lincah. Tikus akan dikeluarkan sebagai sampel jika
tikus tersebut mengalami bobot badan yang turun, mengalami sakit, dan mati saat
masa penelitian. Tikus dipilih ke tiap kelompok secara random. Selama penelitian,
penanganan hewan coba sudah menimbangkan prinsip 3 R dan 5 F. Selama
penelitian, penggunaan hewan coba sudah memenuhi prinsip Replacement, Reduse,
dan Refinement. Penelitian sudah memilih hewan coba terrendah dalam klasifikasi,
menggunakan sampel minimal, dan memberikan kesejahteraan pada hewan coba.
Selain itu, hewan coba dipelihara dengan baik dalam masa adaptasi penelitian
dengan kondisi terjaga dari kelaparan dan kehausan ( Freedom From Hungry and
Thirsty), ketidaknyamanan (Freedom From Discomfort), tidak mengalami rasa
sakit, cedera, dan penyakit (Freedom From Pain, Injury and Disease), tidak
mengalami ketakutan dan kesusahan (Freedom From Fear and Distress) serta
hewan coba dapat berperilaku secara alami (Freedom to Express Natural
Behaviour).

Tikus dipeliharan terlebih dahulu dalam kandang selama 7 hari, Ukuran
kandang 50 x 30 x 20 cm. Tiap kandang diisi oleh 2 tikus. Suhu kandang 26+2 °C
dan kelembaban berkisar 30-40%, pencahayaan 12 jam terang dan gelap. Selama
pemeliharaan tikus diberi sirup combantrin 0,012 ml/kg BB. Kandang dibersihkan
setiap hari, alas kandang (beeding) diganti 2 kali seminggu. Pakan tikus
menggunakan merek American Institute of Nutrition (AIN)-93M dan minum secara
ad libitum. AIN-93M yang digunakan memiliki kandungan serat 4,38 g, lemak
kasar 6,17 g, protein kasar 13,8 g, bahan kering 88 g, kandungan mineral kalsium
1,49 g, fosfor 0,58 g, nitrogen 59,68 g. El-Arab et al. (2006) menyatakan pakan
AIN-93 M terkandung, protein (14%), pati (62,07%), sukrosa (10%), lemak (4%),
serat (5%), campuran mineral (3,5%), campuran vitamin (1%) ), L-sistin (0,18%),
bitatrat kolin (0,25%), dan tetra-butilhidrokuinon (0,00008%).

Setelah adaptasi selama 7 hari, pada hari ke 8, tikus diberikan bahan
perlakuan sesuai dengan hasil hitung rumus konversi pakan. Pemberian bahan
perlakuan dilakukan sampai 28 hari. Pada hari ke 7, 14, 21, dan ke 28, dilakukan



55

uji makrofag dan sitokin serta pengambilan organ usus halus. Tiap kelompok
diambil 5 ekor tikus pada hari pengamatan tersebut.

3.5 Bahan Perlakuan : Dosis EVOO, madu, dan Campuran EVOO+madu

Bahan perlakuan terdiri dari EVOO, madu dan campuran EVOO+madu.
Merek EVOO dan madu yang digunakan memiliki kandungan flavonoid tertinggi.
Campuran EVOO+madu yang dilakukan dengan perbandingan 1:1 tanpa
penambahan emulsifier. Pembuatan bahan perlakuan dilakukan tiap hari. Bahan
perlakuan yang diberikan ke tikus sesuai dengan rumus sebagai berikut :

KM manusia (37)
Dosis Tikus = Dosis Manusia (mg/kg) x

KM tikus (6)

Gambar 25 Rumus perhitungan sampel hewan coba

Kontrol positif (Stimuno) hanya diamati untuk melihat pengaruh EVOO,
madu dan campuran EVOO+madu terhadap status imun, sedangkan pengaruh
EVOO, madu dan campuran EVOO+madu terhadap kesehatan pencernaan
(panjang vili dan kedalaman kripta) hanya menggunakan kontrol negatif. Kontrol
negatif hanya diberikan aquades sebanyak 1 ml. Pemberian bahan uji madu pada
tikus dilakukan dengan pengenceran terlebih dahulu, dengan penambahan aquades
(Mustaba et al. 2012).

Dosis madu yang diberikan 0,8 g/ekor/hari. Dosis EVOO yang diberikan
0,185 g/ekor/hari. Dosis campuran dengan menambah dosis EVOO dan madu.
Dosis stimuno 0,25 ml/ ekor/ hari. Dosis akuades 1 ml/ ekor/hari.

Tikus dipilih ke tiap kelompok secara random. Kelompok yang dibuat ada
5 kelompok untuk analisis sitokin dan makrofag, sedangkan analisis pnjang vili dan
kedalaman krita hanya menggunakan 1 kelompok control. Pemberian perlakuani
diakukan selama 28 hari. Pengambilan darah, cairan makrofag, dan organ usus
halus dilakukan setiap hari ke 7, 14, 21, dan 28, diambil 5 tikus dari tiap kelompok,

Tahapan tindakan yang dilakukan, tikus diinduksi bakteri S, aureus
sebanyak 1 ml dengan konsentrat 10 cfu, pada bagian intraperitoneal, Setelah 1
jam, tikus dianastesi dengan Ketamine 0,15 ml dan Xylazin 0,12 ml. de-Moraes et
al. (2018) menyatakan membius tikus melalui intraperitoneal injeksi Ketamine dan
Xylazin. Kemudian pengambilan darah tikus dari jantung secara maksimal atau
exanguinasi. Setelah tikus mati, dilanjutkan dengan pengambilan cairan
peritonealnya dan organ usus halus, alur penelitian, hal ini dapat dilihat pada
Gambar 18.

3.6 Analisis data

Analisis data dengan analisis deskriptif (rerata dan standar deviasi) dan uji
One Way of Anova dengan uji Post Hoc menggunakan Test Duncan. Variabel yang
diamati kadar IL-12, IL-2, dan IFN-y, aktivitas makrofag, kapasitas makrofag, serta
panjang vili, dan kedalaman kripta.



56

3.7 Etik penelitian

Semua tindakan dan prosedur pada hewan coba sudah mendapatkan
persetujuan dari Komisi Etik Hewan Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada
Masyarakat (LPPM) IPB Bogor. Surat persetujuan etik No. 142-2019 IPB pada
tanggal 3 Mei 20109.
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IV IDENTIFIKASI SIFAT KIMIA DAN ZAT GIZI PADA
SAMPEL PRODUK EVOO

4.1 Pendahuluan

Extra Virgin Olive Oil (EVOO) merupakan salah satu bahan makanan
yang menjadi pilihan masyarakat, untuk dikonsumsi secara rutin untuk
meningkatkan dan memelihara kesehatan. Di Indonesia, EVOO sebagai suplemen
kesehatan memiliki harga yang lebih mahal dibandingkan tumbuhan herbal lokal,
namun harga EVOO masih terjangkau oleh masyarakat.

Kualitas kandungan zat gizi dalam produk EVOO sangat dipengaruhi oleh
proses pengepakan, penyimpanan, dan pendistribusian EVOO. Kra¢mar et al.
(2019) menyatakan penyimpanan produk EVOO meningkatkan bilangan peroksida
berkisar 50-80%. Produk EVOO dari Spanyol menunjukkan kandungan asam
lemak dapat stabil dalam waktu 2 tahun.

Winarti (2010) menyatakan pangan fungsional memiliki persyaratan
adanya klaim kesehatan, memiliki takaran berstandar, keamanan konsumsi, dan
penyajian tidak berbentuk produk obat. EVOO termasuk bahan makanan fungsional
dikarenakan mengandung zat gizi yang meningkatkan kesehatan. EVOO memenuhi
syarat sebagai makanan fungsional berdasarkan secara ilmiah memiliki takaran dan
keamanan konsumsi, memiliki klaim kesehatan secara ilmiah, dan penyajiannya
berbeda dengan produk obat-obatan. EVOO mengandung senyawa yang dapat
mempengaruhi fungsi tubuh, memberikan efek fungsional dengan menurunkan
risiko timbulnya penyakit. EVOO memiliki senyawa makronutrien dan senyawa
mikronutrien yang dapat memberikan efek kesehatan, hal ini yang mendukung
EVOO termasuk pangan fungsional.

Sarolic et al. (2014) menyatakan adanya potensial EVOO dalam kesehatan
diantaranya kesehatan kardiovaskuler, menurunkan enzim proinflamasi,
menurunkan beberapa penyakit infeksi dan non infeksi seperti hipertensi, diabetes,
jantung. Champe et al. (2010) menyatakan metabolisme lipid dalam makanan
berkaitan dengan kesehatan. Lipid sebagai sumber energi, media pada vitamin yang
tidak larut dalam air, mendukung fungsi koenzim, fungsi hormon, meningkatkan
kemampuan protein intra sel yang melekat pada membran. Peri (2014) menyatakan
kandungan asam lemak tidak jenuh rantai tunggal terutama asam oleat pada produk
EVOO merupakan salah satu yang memperkuat integritas sel membran dan
membantu perbaikan sel dan jaringan yang rusak.

Borges et al. (2017) menyatakan kualitas EVOO ditentukan oleh
kandungan asam lemak tak jenuh tunggal yang tinggi yakni asam oleat (C18:1), zat
lainnya vitamin E, zat besi (Fe), kandungan flavonoid, dan kandungan karotenoid,
beserta beberapa zat bioaktif seperti hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein, oleukantal,
dan squalen. (diperkirakan 1-3 %). Kandungan zat bioaktif dalam EVOO sulit
untuk terdeteksi dikarenakan jumlah zat sangat minor.

Beberapa studi ilmiah menyatakan kandungan utama EVOO yaitu asam
lemak yang terdiri dari beberapa asam lemak jenuh dan asam lemak tak jenuh.
Asam lemak tak jenuh tunggal (MUFA) menjadi zat gizi utama EVOO yang ikut
berperan dalam kesehatan terutama meningkatkan kadar HDL (Cicerale et al. 2009;
Sarolic et al. 2014; Peri 2014; Amiot 2014; Orsavova et al. 2015;). Kandungan
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MUFA EVOO paling tinggi jika dibandingkan dengan minyak kacang-kacangan,
minyak jagung, minyak kedelai, dan minyak bunga matahari (Sarolic et al. 2014).

EVOO juga memiliki kandungan asam lemak tak jenuh ganda (Orsavova
et al. 2015; Sarolic et al. 2014; Peri 2014; Amiot 2014; Cicerale et al. 2009). Asam
lemak dalam EVOO pada beberapa penelitian ditemukan EVOO mengandung
trigliserida 97-99%, asam lemak tak jenuh tunggal 55-83%, asam lemak jenuh 13.8-
20%, asam linoleate 9.7-16.4%, asam linolenat sebesar 0.76-1% (Orsavova et al.
2015; Sarolic et al. 2014; Peri 2014; Amiot 2014; Cicerale et al. 2009). Kandungan
total sterol buah EVOO berkisar 20.2-54.8 mg/100g, total alkohol lemak 4.6-36
mg/100 g, total alkohol triterpenik 2.19-11.59 mg/100g (Rotondi et al. 2010).

Kandungan vitamin E memiliki fungsi sebagai antioksidan yang dapat
mencegah oksidasi nonenzimatik komponen sel. EVOO memiliki kandungan
vitamin E yang cukup tinggi, sehingga EVOO juga digunakan dalam peningkatan
kesehatan kulit. Amiot (2014) menyatakan mendukung kekuatan EVOO sebagai
antiinflamasi dikarenakan kandungan vitamin E dalam EVOO sangat lengkap
(tokoferol tipe o, B, v, 6). Muchtadi (2012) menyatakan tokoferol merupakan
antioksidan yang paling penting. Dalam darah, terdapat 90% vitamin E dalam
bentuk tokoferol-a. dan 10% dalam bentu tokoferol-y. Cicerale et al. (2010)
menyatakan EVOO bersifat antimikroba dan antiinflamasi. Amiot (2014)
menyatakan EVOO sebagai antiinflamasi dikarenakan EVOO memiliki kandungan
flavonoid yang berfungsi melindungi struktur sel.

Kraé¢mar et al. (2019) menyatakan adanya faktor varietas pohon, wilayah,
iklim, kematangan buah zaitun, periode penyimpanan buah atau produk, dan jenis
pengemasan, mempengaruhi kualitas produk EVOO. Kadar kandungan zat gizi
pada produk EVOO yang sudah beredar di supermarket, perlu diteliti untuk
menggambarkan kualitas produk EVOO tersebut.

Berdasarkan uraian diatas, penelitian ini bertujuan untuk : 1) menganalisis
karakteristik kimia EVOO (kadar air, kadar abu, bilangan iod, bilangan penyabunan,
bilangan asam) pada sampel produk EVOO, 2) menganalisis kandungan asam
lemak jenuh (‘asam laurat, asam miristat, asam palmitat, asam stearat) dan asam
lemak tak jenuh (asam oleat, asam linoleate, asam linolenat) sampel produk EVOO,
3) menganalisis kandungan vitamin E, zat besi, total flavonoid, dan total karotenoid,
pada sampel produk EVOO.

4.2 Metode
4.2.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Ada Beberapa laboratorium yang digunakan dalam penelitian ini.
Variabel sifat kiiawi, kadar asam lemak, dan kadar vitamin dan mineral,
dilakukan di laboratorium BBIA (Balai Besar Industri Agro) Kementerian
Perindustrian, dibawah pengurusan Balai Penelitian dan Pengembangan
Industri. Variabel at bioaktif diperiksa di laboratorium Pusat Studi Biofarmaka,
dibawah tanggungjawab Lembaga Penelitian dan Pengabdian Masyarakat IPB.
Kedua laboratorium berada di Bogor, Jawa Barat. Penelitian dilakukan sejak
tahun 2018 sampai 2019.
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4.2.2 Bahan dan Alat

Sampel produk EVOO berasal dari supermarket besar di DKI Jakarta.
Penelitian ini hanya menggunakan 1 merek EVOO yang memiliki standar
produk. Beberapa bahan yang digunakan dalam penelitian terdiri dari yaitu
indicator fenolftalein (pp) 1 %, reagen wijs, kalium hidroksida (KOH) 0,1 N,
kalium iodida 10%, etanol 95%, karbon tetraklorida, larutan indikator pati
segar, kalium asetat 120 mM, kalium dikromat, natrium tisulfat, aquades, HCL,
dan larutan AICI3 2%.

Penelitian ini juga menggunakan beberapa alat diantaranya, oven, kertas
saring, alat HPLC, labu takar 1000 ml, gelas piala 50 ml, alat spektrofotometer
(Shimadzu AA-7000), desikator, pengukur waktu, pinggan aluminium, labu
erlenmeyer 250 ml, pipet beberapa ukuran, pelat magnetic, cawan porselen,
alat kromatografi gas (HP 5890 series Il), pengaduk, tanur listrik, buret, dan
neraca analitik.

4.2.3 Pemeriksaan Kadar Air

Pemeriksaan kadar air sesuai SNI 01-3555-1998. Prinsip pemeriksaan
kadar air berdasarkan bobot yang hilang selama pemanasan dalam oven pada
suhu (130 + 1) °C. Prosedur kerja diawali dengan penggunaan oven untuk
memanas pinggan beserta tutupnya dengan suhu 130°C. Pemanasan dilakukan
selama 30 menit. Selanjutnya didinginkan dengan desikator selama 20-30
menit, kemudian ditimbang kembali untuk mendapatkan nilai W,. Langah
selanjutnya, sampel produk EVOO 5 g dimasukkan ke dalam pinggan, ditutup
dan ditimbang untuk mendapatkan nilai W1. Kemudian sampel dipanaskan
dengan kondisi tanpa tutup pinggan dengan suhu 130°C selama 30 menit.
Selanjutnya dimasukkan ke desikator dan didinginkan selama 20-30 menit.
Setelah suhu sama dengan suhu ruangan, ditimbang kembali untuk
mendapatkan nilai W2. Penimbangan dilakukan sampai nilai bobot stabil.

4.2.4 Pemeriksaan Kadar Abu

Kadar abu ditentukan dengan metode sesuai SNI 01-2891-1992. Prinsip
pemeriksaan kadar abu yaitu menimbang dari sisa mineral hasil pembakaran
bahan organik. Prosedur kerja dengan menentukan diawali dengan membakar
sampel secara langsung dengan suhu tinggi 500-600°C selama 28 jam. Hasil
sisa pembakaran yang menjadi abu ditimbang.

4.2.5 Pemeriksaan Bilangan lod

Pemeriksaan bilangan iod dengan metode sesuai SNI 01-3555-1998.
Prinsip kerja pemeriksaan bilangan 10D yakni jumlah iodin dihitung dengan
pengamatan selisih titran pada blanko dengan contoh. Reaksi iodin merupakan
reaksi dengan ikatan ganda. Pemeriksaan dimulai dengan minyak diletakkan
dalam labu takar. Menambahkan 15 mL larutan karbon tetraklorida kemudian
diaduk hingga sempurna. Langkah selanjutnya reagen wijs sebanyak 25 ml
ditambahkan sebanyak 25 ml. kemudian dikocok dengan memutar labu agar
isinya tercampur sempurna. Setelah itu disimpan pada ruangan 20-30°C selama
1 jam. Dilanjutkan dengan menambahkan 20 ml larutan KI dan 150 ml akuades.
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Pengadukan dilanjutkan titar, tambahkan ke dalam labu larutan standar natrium
tiosulfat 0,1 N, setelah diketahui normalitas eksaknya sampai warna coklat
pada iodium samar hamper hilang. Langkah selanjutnya menambahkan 2 mi
indikator pati, kemudian dititar sampai warna biru iodium pati hampir hilang.

4.2.6 Pemeriksaan Bilangan Penyabunan

Bilangan penyabunan diperiksa dengan metode sesuai SNI 01-3555-
1998. Prinsip kerja pada pemeriksaan bilangan penyabunan yakni
membandingkan larutan KOH dalam etanol dan asam klorida serta indikator
fenolftalein dengan contoh sampel produk EVOO. Prosedur pemeriksaan
dengan menimbang dua gram contoh sampel produk EVOO, dimasukan ke
labu Erlenmeyer bervolume 250 ml. Kemudian ditambahkan KOH 0,5 N
sebanyak 25 ml dalam etanol 95%. Langkah selanjutnya memanaskan labu
Erlenmeyer tersebut selama satu jam dengan pemanas listrik atau penagas air.
Setelah itu, menambahkan 1 ml fenolftalein ke larutan tersebut dan titar dengan
HCL 0,5 N sampai tidak berwarna.

4.2.7 Pemeriksaan Bilangan Asam

Berdasarkan SNI 01-3555-1998, larutan contoh sampel produk EVOO
dalam pelarut organik. Kemudian larutan basa KOH digunakan untuk
menetralkan. Prosedur kerja diawali dengan menimbang sampel minyak 10-
50 mg ke dalam erlenmeyer 250 ml. Langkah selanjutnya sampel produk
EVOO dilarutkan dengan etanol sebesar 50 ml, dengan suhu hangat. Kemudian
digunakan indikator fenolftalein 5 tetes larutan, seterusnya titrasi larutan
dengan KOH sampai terbentuk warna merah muda selama 30 menit. Selama
titrasi, pengadukan dengan menggoyangkan erlenmeyer.

4.2.8 Pemeriksaan Kadar Asam Lemak

Pemeriksaan kadar asam lemak dengan metode Gas Cromatografi (GC).
Sampel produk EVOO sebanyak 20-30 mg ke tabung tertutup, NaOH 0,5 N
sebanyak 1 ml dalam methanol. Setelah itu, dipanaskan selama 20 menit
dengan suhu 70°C diatas penangas air. Selanjutnya didinginkan, kemudian
penambahan BF3 20% sebanyak 2 ml dalam methanol dan dipanaskan lagi
selama 20 menit dengan suhu 70°C. kemudian didinginkan lagi, NaCl jenuh
sebanyak 2 ml dan 1 ml heksana ditambahkan dan dikocokkan, didiamkan
hingga terpisah. Lapisan teratas dipindahkan ke tabung yang sudah berisi
Na2SO4 anhidrat sebesar 0,1 g selama 15 menit untuk menyerapkan air.
Setelah itu, fase heksana 4 diinjeksi ke dalam peralatan GC dengan asam oleat,
asam palmitoleat, asam laurat, asam palmitat, dan asam miristat sebagai standar.
Alat yang digunakan HP 5890 series 1l Kromatografi Gas.

4.2.9 Pemeriksaan Total Flavonoid dan Total Karotenoid

Pemeriksaan total flavonoid dan total karotenoid dengan
spektrofotometri. Prinsip kerja spektrofotometri adalah mengamati interaksi
yang menghasilkan hamburan, serapan, dan emisi. Interaksi antara
spektrometer dan fotometer. Prosedur kerja pemeriksaan sampel dengan



61

menimbang sampel produk EVOO yang dicampur dengan 10 ml etanol hingga
1500 ppm, campuran yang terbentuk sebanyak 1 ml ditambah dengan AICI 2 %
sebanyak 1 ml dan kalium asetat 120mM sebanyak 1 ml. Larutan diinkubasi
dengan suhu kamar selama 1 jam. Panjang gelombang yang digunakan
maksimum 435 nm.

4.2.10 Pemeriksaan Vitamin E

Pemeriksaan vitamin E dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Prinsip kerja HPLC vyaitu teknik pemisahan
molekul berdasarkan struktur ataupun komposisinya. HPLC menggunakan zat
cair sebagai fase geraknya, dimana pemisahan terjadi ketika sampel bergerak
melewati fase diam. Sampel diinjeksi ke alat HPLC, terbawa oleh fase gerak,
kemudian melewati fase diam pada kolom, kemudian terbaca oleh detektor.
Dalam kolom terjadi pemisahan komponen sampel yang dihitung waktu retensi
dari masing-masing komponen oleh detektornya. Waktu yang dibutuhkan oleh
senyawa melewati kolom menuju detektor dinamakan waktu retensi.

4.2.11 Pemeriksaan Zat Besi (Fe)

Pemeriksaan zat besi dengan metode AOAC 999.11. Bahan dan alat
yang digunakan sesuai dengan standar prosedur yang akan dilakukan. Prinsip
pemeriksaan zat besi berdasarkan metode AOAC 999.11 yakni pengabuan
sampel produk EVOO. Sampel sebanyak 5 g masuk ke krus, kemudian
dimasukkan ke muffle furnace dengan suhu 600°C selama 6 jam. Hasilnya
ditimbang lanjut dihitung kadar abunya. Langkah berikutnya penambahan
HCL sebanyak 25 ml ke krus seta dipanaskan selama 30 menit. Setelah itu
diencerkan menggunakan akuades. Hasil dimasukan ke labu takar dengan
volume 25 ml. Larutan diberi 2 tetes sodium asetat dan bromofenol biru untuk
mendapatkan pH 3,5. Larutan ditambah 1,1 penantrolin sebanyak 4 ml,
penambahan akuades dan pengocokan. Langkah perlakuan yang sama dengan
standar larutan besi (Il). Pengukuran dengan spektrofotometri terhadap
intensitas warna sampel. Panjang gelombang yang digunakan 515 nm.

4.2.12 Analisis Data

Analisis data dalam penelitian ini, dengan menggunakan analisis
deskriptif. Hasil pemeriksaan ditampilkan dengan beberapa tabel.

4.3 Hasil dan Pembahasan

Kadar air dan kadar abu pada sampel produk EVOO yang digunakan dalam
penelitian sebesar 0,13% dan 0,02%. Bilanga 10D, bilangan penyabunan, dan
bilangan asam pada sampel produk EVOO sesuai dengan standar produk EVOO.
Hal ini dapat dilihat pada Tabel 5.

Chaiyana et al. (2016) menemukan EVOO memiliki bilang penyabunan
192,1 mg KOH/g, bilangan iod berkisar 88,2 mg/g, dan bilangan asam 0,38 mg
KOH/g. Roiaini et al. (2015) menyatakan karakteristik produk EVOO Malaysia,
pada bilangan iod sebesar 94 g/100 g. Aydar et al. (2018) menyatakan produk
EVOO asal Turki memiliki bilangan asam berkisar 0,44-0,69%. Konuskan et al.
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(2019) menyatakan bilangan asam produk EVOO Arab Saudi 0,82%, bilangan iod
80%, dan bilangan sabun 1,23%.

Tabel 5 Identifikasi sifat kimiawi pada sampel produk EVOO

Kriteria Satuan I0C Sampel Produk
2017 EVOO
Air % 0,13
Abu % 0,02
Bilangan 10D mg/ 100g 75-94 81,6
Bilangan Penyabunan mg KOH/ g 184-196 191
Bilangan Asam mg KOH/ g <0,8 0,61

Karakteristik kimia pada beberapa minyak nabati Handajani et al. (2010)
menemukan bilangan iod pada minyak wijen berkisar 89-90,08 mg/100 g, bilang
penyabunan berkisar 186-191 mg KOH/g, dan bilangan asam 1,02-2,48 mg KOH/qg.
Katja (2012) menyatakan hasil pemeriksaan minyak biji matahari, bilangan
penyabunan minyak biji matahari 188-194 mg KOH/g, bilangan iod 130-144
mg/100g.

Tabel 6 Karakteristik kimia EVOO pada beberapa penelitian

Kriteria Minyak Minyak Minyak Minyak
bunga kelapa? kacang* wijen®
mataharit
Bilangan 10D (mg/100g) 102,02 17,58 111,19 89-90,0
Bilangan Penyabunan (mg KOH/qg) 0,81 252,22 0,94 186-191
Bilangan Asam (mg KOH/qg) 15,71 1,02-2,48

! Konuskan et al. (2018), 2 de Azevedo et al.(2020), *Handajani et al. (2010)

Sukandar et al. (2009) menyatakan bilangan iod pada minyak kelapa 8,355
mg iod/g dan bilangan penyabunan minyak kelapa 388,65 mg KOH/g sampel.
Menurut Wibowo dan Komarayati (2015) bahwa bilangan asam menandakan mutu
minyak, dimana bilangan asam yang tinggi menandakan mutu yang rendah.
Semakin tinggi bilangan asam, minyak akan mudah berbau tengik. Kra¢mar et al.
(2019) menyatakan penyimpanan produk EVOO dapat meningkatkan bilangan
asam berkisar 50-80%. EVOO yang sudah terbuka segelnya sebaiknya digunakan
tak lebih dari setahun. Penyimpanan EVOO dengan suhu 10-16°C, penutupan yang
kuat untuk menghindari oksidasi.

Sampel produk EVOO mengandung kadar asam lemak jenuh sesuai dengan
standar EVOO, namun kandungan asam laurat dan miristat tidak terdeteks.
Kandungan asam lemak tidak jenuh sesuai dengan standar produk EVOO, kecuali
kandungan asam linoleat yang memiliki kadar diatas standar. Hal ini dapat dilihat
pada Tabel 7.

Orsavova et al. (2015) menemukan kadar asam oleat pada sampel EVOO
dalam penelitiannya 66,4%. Peri (2014) menemukan kadar asam oleat 65-83%.
Qarnifa et al. (2013) menemukan kandungan beberapa asam lemak pada produk
EVOO di Maroko, diantaranya asam palmitat 11-14,6%, asam oleat berkisar 59-
69%, dan asam linoleate berkisar 14,4-21,2%. Assy et al. (2009) menunjukkan
dalam 100 g EVOO terdapat MUFA 73,7 g, SFA 13,5 g, dan PUFA 7,9 g.
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Tabel 7 Kandungan asam lemak (satuan %) pada sampel produk EVOO

Kriteria I0C 2017 Sampel

Lemak Jenuh

Asam Laurat nd

Asam Miristat <0.03 nd

Asam Palmitat 7,5-20 10,4

Asam Stearat 0,5-5 4,31
Lemak Tidak Jenuh

Asam Oleat 55-83 74,7

Asam Linoleat 2,5-21 7,65

Asam Linolenat 0-1 1,63

Ket. : nd (tidak terdeteks)

Kadar asam oleat dalam sampel produk EVOO dalam penelitian ini
termasuk tinggi. Hal ini menunjukkan adanya proses pengemasan dan penyimpanan
produk EVOO yang baik. Principal et al. (2010) menyatakan komponen mayor
EVOO terdiri dari asam oleat, asam palmitat, asam linoleat, asam strearat, asam
palmitoleat, asam linolenat, asam miristat. Komponen minor meliputi sterol,
komponen phenol. Komponen phenol terdiri dari komponen lipopilik seperti
tokoperol dan tokotrienol. Sedangkan komponen hidropilik meliputi asam phenol,
sekoiridoids, lignin, dan flavonoid. Azmi dan Yagmur (2014) menyatakan
presentasi asam oleat lebih dipengaruhi oleh faktor lingkungan (suhu panas dan
dingin, perbedaan siang / malam), radiasi matahari, dan kelembaban (intensitas
curah hujan). Beberapa minyak nabati menunjukkan kandungan komposisi asam
lemak sebagai berikut :

Tabel 8 Kandungan asam lemak pada beberapa minyak nabati (satuan %)

Asam Asam Asam Asam Asam Asam

Miristat Palmitat Stearat Oleat Linoleat Linolenat
Minyak almond 0,02 6,73 1,78 66,69 23,9 0,14
Minyak biji gandum 0,12 21,1 2,79 15,84 53,0 4,68
Minyak b. matahari 0.05 4,98 3,24 53,11 37,8 0,28
Minyak biji rami nd 5,88 3,10 20,50 15,0 55,2
Minyak kenari 0,13 8,02 4,64 26,31 60,4 0,05
Minyak alpukat 0,14 16,3 1,50 60,61 14,7 0,73
Minyak wijen Nd 9,82 5,96 41,12 41,8 0,51
Minyak biji anggur 0,05 7,66 4,53 17,65 69,3 0,33
Minyak kedelai 0,06 9,17 3,81 24,44 54 8,03
Minyak labu 0,22 15,6 3,38 24,52 54,7 0,43

Keterangan : nd (tidak terdeteks)

Tabel 8 menujukkan kandungan asam lemak dari minyak nabati lainnya.
Asam oleat juga banyak dimiliki oleh minyak alpukat dan minyak almond. Asam
lemak linoleat paling tinggi pada minyak biji anggur dan minyak biji kenari (Rueda
et al. (2014). Alanso et al. (2005) juga menyatakan kandungan MUFA dalam
minyak EVOO 73,9 g/100g, minyak canola 58,9 g/100g, minyak kacang-kacangan
46,2 g/100g, minyak bunga matahari 31,8 g/100g, minyak jagung 29,3 g/100g, dan
minyak kedelai 24,3 g/100g.

Akkaya (2018) menyatakan beberapa kandungan asam lemak pada minyak
biji bunga matahari, antara lain asam palmitat (5,0-7,6%), asam stearat (2,7-6,5%),
asam oleat (14-39,4%), asam linoleat (48,3-74%), dan asam linolenat (0-3%). Jika
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dibandingkan dengan kandungan asam lemak minyak biji matahari maka produk
EVOO di pasaran memiliki kandungan asam stearat dan asam palmitat lebih tinggi
dibandingkan minyak biji matahari. Orsavova et al. (2015) menyatakan EVOO dan
minyak alpukat merupakan sumber MUFA paling banyak.

Saroli¢ et al. (2014) menyatakan nilai gizi EVOO terdapat pada kandungan
asam oleat, alkohol alifatik dan triterpen, sterol (terutama [3-sitosterol), hidrokarbon
(squalene), senyawa volatil, tokoferol (terutama a-tokoferol), pigmen (klorofil dan
karoten) dan antioksidan. Pérez et al. (2019) menyatakan ada kandungan vit E
dalam EVOO, sangat tergantung pada kultivar zaitun, iklim, kematangan buah, dan
memiliki variasi jumlah berkisar 89-1410 mg tokoferol / kg minyak.

International Olive Council menetapkan standar kandungan dalam EVOO
untuk beberapa asam lemak yakni asam palmitat 7,5-20%, asam stearat 0,5-5%,
asam oleat 55-83%, asam linoleate 2,5-21%, asam linolenat 0-1%. Sartika (2008)
juga menyatakan asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) banyak ditemukan pada
minyak ikan dan minyak safflower, minyak jagung, minyak biji matahari. Fungsi
PUFA antara lain transfor metabolisme lemak, fungsi imun, mempertahankan
fungsi integritas membran sel dan peningkatan ransangan saraf. Asam lemak tak
jenuh tunggal (MUFA) lebih efektif daripada PUFA dalam menurunkan kadar
kolesterol, lebih stabil, lebih baik perannya dalam meningkatkan HDL dan
menurunkan LDL. PUFA juga berperan mengatur tekanan darah, fungsi jantung,
fungsi kekebalan tubuh, dan memperkuat ransangan saraf. PUFA menjadi asam
memiliki  keturunannya yakni asam arakidonat (asam linoleat) dan
eikosapentaenoat (EP) dan Dokosaheksaenoat (DHA). Varquez et al. (2019)
menemukan dalam penelitiannya, kandungan EVOO memiliki 10,09 % asam
palmitat, 3,79 asam stearat, 79,87 asam oleat, 3,91 % asam linoleat, dan total phenol
749.9 mg/kg. Kracmar et al. (2019) menyatakan beberapa merek EVOO dari Itali
menunjukkan kandungan asam linoleat pada Luccese (9,53%), Blanqueta (7,15%),
Agrocreta (7,35%) dan asam linolenat Luccese (0,25%), Blanqueta (0,29%),
Agrocreta (0,27%). Hasil penelitian ini, menunjukkan kandungan asam linoleat
tidak berbeda jauh dengan penelitian lain.

Tabel 9 Kandungan vitamin E (tokoferol-a), zat besi, total flavonoid dan total
karotenoid pada sampel produk EVOO

Kriteria Satuan Sampel
Vitamin E mg/kg 20,6
Zat Besi mg/kg 1,12
Total Flavonoid %(b/b) 0,36
Total Karotenoid mg/kg 25,2

Tabel 9 menunjukkan kadar vitamin E yang ditemukan dalam penelitian ini
berkisar 20,6 mg/kg. Kandungan zat besi berkisar 1,12 mg/kg. Kadar total flavonoid
produk EVOO berkisar 0,36 mg/kg. Kadar karotenoid berkisar 25,2 mg/kg.

Kandungan vitamin E, kadar Fe, dan jumlah total flavonoid serta kadar
karotenoid berkaitan dengan fungsi imun tubuh (Gaforio et al. 2019). Kandungan
karotenoid dalam minyak zaitun asal Turki varietas Queslati (1,74 mg/kg) dan
varietas Chemleli (1,63 mg/kg), dalam penelitian ini berkisar 11,5 — 25,2 mg/kg,
proses pengolahan EVOO juga menentukan kandungan karotenoid (Fares et al.
2016). Total karotenoid EVOO sebesar 6,21 mg/kg (Konuskan et al. 2019). Total
karotenoid dari produk EVOO Italy berkisar 4,20-4,62 mg/kg. Kandungan
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flavonoid dalam EVOO yang sudah terdeteks yakni Luteolin dan Apigenin
(Sanmartin et al. 2019). Tuck dan Hayball (2002) menyatakan senyawa fenolik
utama pada EVOO vyaitu oleuropein, hydroxytyrosol dan tyrosol, memiliki sifat
antioksidan dan antimikroba.

Menurut Winarti (2010) bahwa EVOO memiliki kandungan vitamin E yang
lebih tinggi dibandingkan minyak nabati lainnya. Vitamin E merupakan antioksidan
yang larut dalam lemak. Vitamin E sebagai antioksidan lebih efektif meredakan
radikal bebas daripada antioksidan lain. Dosis konsumsi vitamin E bagi orang
dewasa 8-10 IU per hari. Vitamin E mampu mengakhiri proses reaksi berantai
radikal bebas, dengan menghambat produksi radikal bebas yang baru, dan
membatasi perusakan sampai batas area membran sel.

EVOO memiliki kandungan vitamin E paling lengkap. Terdapat tokoferol
dalam a, 8, dan y. Antioksidan utama dalam EVOO yang paling utama berbentuk
tokoferol-a. Kandungan tokoferol-a dari Turki variesta Queslati (156-252 mg/kg)
dan Chemlali (100-188 mg/ kg). Kandungan tokoferol-a berbeda dengan asal
geografis asal buah zaitun. Fares et al. (2016) menyatakan kandungan tokoferol-o
berkaitan dengan stabilitas oksidatif. Semakin tinggi kandungan a-tokoferol maka
semakin stabil. Demertz et al. (2018) menyatakan kandungan tokoferol-o EVOO
Albania dan Coffu ditemukan 47,39 mg/kg dan 158,54 mg/kg, lebih tinggi dari
sampel di penelitian ini.

Sanmartin et al. (2019) menyatakan produk EVOO asal Itali, kandungan
tokoferol-6 (0,48+0,19 mg/kg), kandungan tokoferol-y (2,93 + 0,4 mg/kg), dan
kandungan tokoferol-a (122,37 +2,33 mg/kg). Tuberoso et al. (2016) menyatakan
kandungan produk EVOO dari Sardinia Italy di Villacidro (tokoperol-o 172,2
mg/kg dan tokoperol-y 15,3 mg/kg), di Cagliari (tokoperol-o 159,3 mg/kg dan
tokoperol-y 8,8 mg/kg), di Semidana (tokoperol-o 181,5 mg/kg dan tokoperol-y 9,1
mg/kg), dan di Basana (tokoperol-a 213,3 mg/kg dan tokoperol-y 8,7 mg/kg).

Maazzocchi et al. (2019) menyatakan kandungan vitamin E sekitar 0-37
mg dari 100 gram EVOO, diperkirakan memenuhi kebutuhan sekitar 72-96%.
Keberagaman kandungan vitamin E dalam EVOO berdasarkan varietas dan
wilayah. Kandungan vitamin E dalam penelitian ini antara 11,6-24,7 mg/kg. Rizvi
et al. (2014) menyatakan kandungan vitamin E dalam 100 gram berbentuk
tokoferol-a pada minyak kelapa (0,5 mg), minyak jagung (11,2 mg), minyak sawit
(25,6 mg), minyak zaitun (5,1 mg), minyak kacang (13 mg), minyak kedelai (10,1
mg), minyak gandum (133 mg), dan minyak bunga matahari (48,7 mg). Penelitian
ini memiliki kandungan vitamin E dalam sampel EVOO lebih tinggi yakni 11,6-
24,7 mg. Dibandingkan dengan minyak yang lain, kandungan vitamin E dalam
sampel EVOO lebih rendah dari minyak gandum dan minyak bunga matahari. Popa
et al. (2015) menyatakan jumlah tokotrienol dan tokoferol 900 mg/100 g, paling
tinggi dibandingkan minyak palm dan kedelai.

Caro et al. (2006) menyatakan kandungan zat gizi EVOO dapat berbeda
dikarenakan faktor suhu, cahaya, dan penyimpanan. Kandungan Klorofil,
karotenoid, a-tocopherol dan fenol dapat mengalami penurunan selama
penyimpanan dan pengiriman, namun aktivitas antioksidan tidak mengalami
perubahan. Kra¢mar et al. (2019) menyatakan beberapa penelitian menunjukkan,
adanya zat fenolik meningkatkan kualitas dan umur simpan EVOO, serta
meningkatkan ketahanannya terhadap autooksidasi EVOO yang sudah terbuka
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segelnya sebaiknya digunakan tak lebih dari setahun. Penyimpanan EVOO dengan
suhu 10-16°C, penutupan yang kuat untuk menghindari oksidasi.

4.4 Simpulan

Kadar air, abu, bilangan 10D, bilangan penyabunan, dan bilangan asam
pada sampel produk EVOO memenuhi standar. Kandungan asam lemak jenuh pada
sampel produk EVOO yang digunakan dalam penelitian ini juga memenuhi standar.
Kandungan asam lemak tak jenuh yang tidak memenuhi standar yaitu asam lemak
linolenat. Kadar vitamin E pada sampel sebesar 20,6 mg/kg dan kadar zat besi 1,12
mg/kg. Sampel produk EVOO yang digunakan dalam penelitian ini memiliki total
flavonoid 0,36%b/b dan total karotenoid sebesar 25,2 mg/kg.
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V IDENTIFIKASI SIFAT KIMIA DAN ZAT GIZI SAMPEL
PRODUK MADU

5.1 Pendahuluan

Kesehatan menjadi bagian yang terpenting dalam kehidupan manusia.
Dalam meraih kondisi kesehatan yang optimal, manusia berupaya dengan
menerapkan pola hidup bersih dan sehat. Pola makan seimbang dan bervariasi,
aktivitas fisik yang baik, kebiasaan olah raga, mengkonsumsi suplemen dan herba,
dilakukan oleh manusia untuk meningkatkan status imun tubuh. Masyarakat sudah
mengonsumsi madu sebagai nutrisi untuk meningkatkan sistem imun tubuh,
meningkatkan kesehatan pencernaan, dan mencegah berbagai penyakit. Madu
dikembangkan diberbagai daerah di Indonesia. Hadisoesilo (2001) menyatakan
madu Indonesia berasal dari beberapa lebah Apis (A) andreniformis, A. dorsata, A.
cerana, A. koschevnikovi, A. nigrocincta, dan A. nuluensis.

Cucu et al. (2021) menyatakan madu dapat memberikan manfaat kesehatan,
bernilai gizi tinggi, mampu mengobati atau mencegah penyakit. Madu memiliki
kriteria sebagai makanan fungsional yang mengandung berbagai macam nutrisi dan
zat bioaktif yang mendukung kesehatan. Tren saat ini madu sebagai produk kuratif
yang potensial. Arawwawala and Hewageegana (2017) menyatakan madu dianggap
sebagai pengobatan tradisional di masyarakat. Ebrahimi et al. (2016) menyatakan
selama konsumsi madu untuk mencegah dan pengobatan penyakit, tidak pernah
ditemukan adanya efek samping.

Salah satu kemampuan madu yaitu mengatur kerja sistem imun, ketika
tubuh memiliki kurang menerima stimulasi meningkatkan kerja sistem imun, maka
madu bekerja agar stimulasi tersebut dapat diterima tubuh, dan sebaliknya (Tonks
et al. 2003; Erejuwa et al. 2012; Ebrahimi et al. 2016; Arawwawala and
Hewageegana 2017). Madu meningkatkan kerja limfosit dan fagostosis netrofil,
menguatkan membran sel, dan terjadi penurunan kadar sitokin TNF-a, Interleukin
6 dan 1 sebagai sitokin proinflamasi (Erejuwa et al. 2014). Hal yang sama juga
ditemukan dalam penelitian Tonks et al. (2003) yang menyatakan konsumsi madu
Manuka terbukti adanya penurunan sitokin proinflamasi sel MM®6 seperti
Interleukin 6 dan 1P, serta sitokin TNF-a. Keterlibatan yang madu yang lain dalam
mekanisme sistem imun juga dibuktikan oleh Owoyele et al. (2011) yang
menemukan dampak pemberian madu pada pasien terhadap peradangan akut dan
kronis, terbukti terjadi penghambatan pelepasan NO. Ebrahimi et al. (2016)
menyatakan ada penurunan jumlah sel darah putih ditemukan secara signifikan
setelah mengkonsumsi madu saat sakit. selama konsumsi madu. Gonzélez-Gil et al.
(2016) melakukan analisis data kohort, hasil secara signifikan menemukan adanya
hubungan penurunan kadar CRP dalam darah pada orang yang sering
mengkonsumsi madu dalam bentuk selai madu.

Pu’scion-Jakubik et al. (2020) menyatakan jenis lebah alami, menghasilkan
madu dengan komposisi asam amino, asam organik, vitamin, mineral, senyawa
polifenol, serta kandungan utama sukrosa, glukosa, dan fruktosa. Olaitan (2012)
menyatakan komponen utama madu adalah karbohidrat dengan kandungan
tertinggi dalam bentuk fruktosa dan glukosa. Kandungan karbohidrat madu melebih
80 %. Ada sifat prebiotik yang berpotensial dalam madu adalah karbohidrat seperti
oligosakarida. Cucu et al. (2020) menyatakan madu mengandung senyawa —
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senyawa yang bermanfaat untuk tubuh, dengan komposisi dominan fruktosa dan
glukosa, dilengkapi mineral, protein, asam amino, enzim, vitamin, asam fenolik,
flavonoid. Kandungan zat gizi ini meningkatkan sifat antimikroba, antiinflamasi,
antimutagenik, antivirus, antitumor, dan antioksidan. Beberapa mineral esensial
juga ditemukan dalam madu. Madu dari Turki banyak mengandung mineral Cu dan
Zn, sedangkan madu dari Brazil ditemukan banyak mengandung Fe, Mn, dan Mg
(Batista et al. 2012). Nolan et al.(2019) senyawa polifenol meliputi flavonoid dan
asam fenolik.

Agussalim et al. (2019) menyatakan kadar glukosa, fruktosa, sukrosa
dipengaruhi asal geografis, iklim, pemrosesan, penyimpanan, asal pohon, jenis
bunga, pasca panen, paparan cuaca, pengepakan, dan waktu penyimpanan. Cucu et
al. (2020) juga menyatakan kualitas madu tergantung pada asal botani dan geografis
tanaman, kondisi lingkungan, faktor pengolahan madu, pengemasan, dan
penyimpanan.

Ada beberapa tujuan penelitian ini yakni menggambarkan hasil identifikasi
profile sampel madu berdasarkan sifat kimia, jenis gula, zat gizi (makro), dan
beberapa mineral serta zat bioaktif.

5.2 Metode
5.2.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian yang dilakukan berdesain deskriptif. Penelitian ini
menggambarkan beberapa sifat kimia dan kandungan zat gizi. Penelitian
dilakukan di 2 laboratorium yaitu laboratorium yang dimiliki olen LPPM IPB
Bogor vyaitu Laboratorium Biofarmaka dan laboratorium yang dikelola
Kementerian Perindustrian yaitu Laboratorium Balai Besar Industri Agro, yang
dikelola Balai Penelitian dan Pengembangan Industri. Penelitian dilakukan dari
tahun 2018 sampai 2019.

5.2.2 Bahan dan Alat

Penelitian ini menggunakan 1 produk madu. Sampel madu diperoleh
dari supermarket yang terletak diwilayah DKI Jakarta. Jumlah sampel madu
yang diteliti 1 sampel tiap merek. Identifikasi sifat kimiawi terdiri dari kadar
air, abu, sifat asam, dan aktivitas enzim diastase. Analisis zat gizi makro (energi,
karbohidrat, protein, dan lemak). Kandungan gula terdiri dari glukosa, fruktosa,
dan sukrosa. gula meliputi sukrosa, glukosa, dan fruktosa. Analisis beberapa
kandungan mineral terdiri dari tembaga, seng, besi, selenium. Serta analisis
beberapa total flavonoid dan total karotenoid.

Beberapa bahan kimia yang digunakan dalam pemeriksaan madu ini,
meliputi sebuah larutan stock iod, 0,0007 N larutan iod, larutan dapar asetat
dengan pH 5,3, kadar 0,5 N larutan natrium Klorida, sebuah larutan pati,
standardisasi untuk enzim diastase, 2 N dan 4 N larutan H2SO4, 0,1 N larutan
Na2S203, 0,1 N larutan KIO3, 10% larutan (NH4)2HPO4, aquades, sebuah
larutan luff schoorl, 25% HCI, 30% NaOH, alat indikator Brom Timol Blue,
alat indikator PP, alat KI 20, sebuah larutan Pb asetat, larutan Carezz I, larutan
Carrez 11, Natrium bisulfit (NahSO3) 0.20%, dan larutan buffer pH 7.

Alat kimia yang digunakan dalam pemeriksaan madu ini, meliputi
sebuah pipet volumetric dengan ukuran 1 ml, 10 ml, dan 25 ml, tabung reaksi,
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fotometer fotoelektrik, gelas labu dengan ukur 100 ml dan 250 ml, gelas
erlenmeyer 250 ml, gelas piala 400 ml, pemanas listrik, penangas air, neraca
analitik, pendingin tegak, pH meter, spektrofotometer, termometer, buret
ukuran 10 ml dan 50 ml, stopwatch, labu kjeldahl, refraktometer, botol timbang,
oven, desikator, dan kertas saring.

5.2.3 Pemeriksaan pH

Pemeriksaan pH pada penelitian ini menggunakan metode SNI 01-
2891-1992 (butir 16). Prinsip pemeriksaan ini adalah pengukuran aktifitas ion
hidrogen dengan menggunakan pH meter. Prosedur kerja dengan menimbang
sampel madu sebanyak 1 g, kemudian diencerkan dengan aguades sehingga
volume menjadi 10 ml. Kemudian dilanjutkan dengan penyetaraan pH dengan
angka 7, dengan cara mencelupkan cara reseptor pH meter pada larutan buffer
pH 7 hingga muncul pada layar digital angka 7 yang menunjukan pH netral.
Reseptor pH meter dicelupkan pada larutan sampel, angka yang muncul pada
layer digital pH meter merupakan pH larutan tersebut.

5.2.4 Pemeriksaan Kadar Air

Pemeriksaan kadar air pada penelitian ini menggunakan metode SNI
3545-2013. Prinsip pemeriksaan ini adalah saat suhu 20°C, dilakukan
pengamatan pada nilai indeks bias sampel madu. Pengukuran menggunakan
alat alat refraktometer. Analisis kadar air menggunakan prosedur kerja dengan
mencari perbandingan indeks bias dan air sesuai dengan tabel hubungan indeks
bias dan kadar air dalam madu.

5.2.5 Pemeriksaan Kadar Abu

Pemeriksaan kadar abu pada penelitian ini menggunakan metode SNI 01-
2891-1992 (butir 6.1). prinsip kerja pemeriksaan ini adalah menimbang siswa
sampel yang dipijarkan. Prosedur kerjanya, dengan memasukkan ke dalam
cawan dimasukkan sampel madu sebanyak 10,00 g. Kemudian sampel madu
dipijarkan dalam tanur hingga menjadi abu, yang selanjutnya beratnya
ditimbang. Pengerjaan ini dilakukan tiga kali.

5.2.6 Pemeriksaan Keasaman

Pemeriksaan keasaman pada penelitian ini menggunakan metode SNI
3445-2013. Prinsip kerja pemeriksaan ini adalah volume NaOH yang
digunakan dikali dengan normalitas NaOH per-bobot contoh sampel madu.
Prosedur kerja pemeriksaan diawali dengan penimbangan sampel madu dengan
ketelitian 10,0 g, dilanjutkan dengan melarutkan dengan air suling sebanyak 75
ml dalam gelas Erlenmeyer ukuran 250 ml. Selanjutnya, menambahkan 4-5
tetes indikator PP. Langkah berikutnya, melakukan titrasi dengan 0,1 N larutan
NaOH selama 10 detik. Pencatatan volume NaOH 0,1 N yang dibutuhkan
selama titrasi.
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5.2.7 Pemeriksaan Aktivitas Enzim Diastase

Pemeriksaan aktivitas enzim diastase pada penelitian ini menggunakan
metode SNI 3545-2013. Prinsip pemeriksaan ini diukur secara fotometrik,
tahapan sampel madu dilarutkan bersama pati (telah didaparkan), dilakukan
inkubasi sampai mencapai titik akhir, dengan pengukuran secara fotometrik.
Pencatatan waktu selama inkubasi, juga dilakukan. Prosedur kerja diawali
dengan menimbang sampel madu 5 g, kemudian dimasukan ke dalam piala 20
ml, kemudian ditambah 10 ml sampai 15 ml air serta 2,5 ml larutan dapar
asetat, selanjutnya dilakukan pengadukan sampai terjadi kelarutan. Hasil
larutan kemudian dituangkan ke labu ukur dengan volume 25 ml. Dalam labu
ukur juga sudah berisi larutan NaCl sebanyak 1,5 ml. Langkah selanjutnya
penetapan absorban dengan cara mengambil larutan sampel madu yang sudah
bercampur dengan larutan NaCl, ambil larutan sampel tersebut sebanyak 10 ml
dimasukan ke tabung reaksi yang berukuran 50 ml, ditambah larutan pati
sebanyak 5 ml, yang dimasukan melewati dinding bagian dalam dari tabung
tersebut, kemudian selama 15 menit, tabung diletakkan diatas penangas air
denga suhu 400C. Pengambilan 1 ml larutan setiap 5 menit, kemudian
ditambahkan 10 ml larutan iod ke dalamnya. Selanjutnya menetapkan nilai
absorbannya pada panjang gelombang 660 nm.

5.2.8 Pemeriksaan Fruktosa, Glukosa, Sukrosa, dan Gula Pereduksi

Pemeriksaan fruktosa, glukosa, sukrosa pada penelitian ini menggunakan
metode MU/INST/23 (HPLC). Pemeriksaan menggunakan larutan (standar)
fruktosa, glukosa dan sukrosa 0,125 %. Penggunaan auto syringe injector
untuk memasukan 20 pL larutan (standar) dengan cara menginjeksikan.
Kondisi semua komponen didiamkan sampai komponen keluar dari kolom dan
terpisah. Pengamatan dan pencatatan pada waktu retensi komponen glukosa
dan komponen fruktosa. Pengulangan dilakukan pada langkah tersebut, 20 pL
larutan (standar) glukosa, fruktosa, dan sukrosa 0,25 % diinjeksikan kembali.
Pengulangan juga dilakukan untuk larutan standar 0,5 % dan larutan standar
1 %.

5.2.9 Pemeriksaan Protein

Pemeriksaan protein pada penelitian ini menggunakan metode SNI 01-
2891-1992 (butir 7.1). Prosedur kerja meliputi tahapan destruksi, kemudian
tahapan destilasi, dan tahapan titrasi. Tahap awal yaitu destruksi, dimana
sampel madu 0,5 gr ditimbang, kemudian dimasukkan ke dalam gelas labu
kjeldahl. Selenium sebanyak satu butir dan 3 ml H2SO4, dimasukan bersama-
sama ke dalam tabung tersebut. Langkah selanjutnya, alat pemanas bersuhu
410°C disiapkan untuk memanasi tabung tersebut dengan penambahan air
sebanyak 10 ml. Setelah itu, larutan didiamkan sampai menjadi jernih. Kedua,
tahap destilasi, dimana larutan hasil proses destruksi yang jernih kemudian
didinginkan. Selanjutnya, penambahan akuades sebanyak 50 ml dan NaOH
40% sebanyak 20 ml. Larutan yang sudah siap kemudian didestilasi. Proses
destilasi dimasukan dalam gelas erlenmeyer bervolume 125 ml, dalam gelar
erlenmeyer juga berisi asam borat (HsBOz3) dengan kadar 2% sebanyak 25 ml.
Asam borat ini mengandung bromcresol green kadar 0,1% dan methyl red
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kadar 0,1% sebagai indikator. Jumlah perbandingan 2:1 untuk bromcresol
green kadar 0,1% dan methyl red kadar 0,1%. Hasil proses destilat berwarna
hijau kebiruan. Ketiga, tahap melakukan titrasi, dimana larutan HCL dititrasi
sampai warna merah muda pada larutan di gelas Erlenmeyer.

5.2.10 Pemeriksaan Lemak

Pemeriksaan lemak berdasarkan AOAC 2005. Proses menyiapkan
selongsong lemak dan kertas saring terlebih dahulu. Memasukkan sampel
produk madu 2 g (W1) ke dalam kertas saring dan memasukan ke selongsong
lemak, setelah itu sampel produk madu dimasukkan ke gelas labu lemak, berat
dicatat sebagai W2. Gelas labu lemak disambungkan pada tabung soxhlet.
Ruang ekstraktor pada tabung soxhlet berisi selongsong lemak yang sudah
dibalur pelarut lemak. Alat destilasi soxhlet dipasangkan dengan tabung
ekstraksi, setelah itu dipanaskan menggunakan pemanas listrik selama 6 jam
dengan suhu 40°C. Proses selanjutnya, menguapkan semua pelarut lemak yang
berada dalam labu lemak dengan proses destilasi. Dalam ruang ekstraktor,
pelarut akan ditampung setelah proses destilasi selesai. Pelarut yang sudah
keluar tidak kembali. Proses selanjutnya pengeringan labu lemak dengan suhu
105°C dengan oven. Pendinginan dilakukan untuk mendapatkan berat yang
tetap.

5.2.11 Pemeriksaan Total Flavonoid dan Total Karotenoid

Pemeriksaan total flavonoid dan total karotenoid dengan
spektrofotometri. Prinsip kerja spektrofotometri adalah mengamati interaksi
yang menghasilkan hamburan, serapan, dan emisi. Interaksi antara
spektrometer dan fotometer. Prosedur kerja pemeriksaan sampel dengan
menimbang sampel produk EVOO yang dicampur dengan 10 ml etanol hingga
1500 ppm, campuran yang terbentuk sebanyak 1 ml ditambah dengan AICI 2 %
sebanyak 1 ml dan kalium asetat 120mM sebanyak 1 ml. Larutan diinkubasi
dengan suhu kamar selama 1 jam. Panjang gelombang yang digunakan
maksimum 435 nm.

5.2.12 Pemeriksaan Vitamin E

Pemeriksaan vitamin E dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Prinsip kerja HPLC vyaitu teknik pemisahan
molekul berdasarkan struktur ataupun komposisinya. HPLC menggunakan zat
cair sebagai fase geraknya, dimana pemisahan terjadi ketika sampel bergerak
melewati fase diam. Sampel diinjeksi ke alat HPLC, terbawa oleh fase gerak,
kemudian melewati fase diam pada kolom, kemudian terbaca oleh detektor.
Dalam kolom terjadi pemisahan komponen sampel yang dihitung waktu retensi
dari masing-masing komponen oleh detektornya. Waktu yang dibutuhkan oleh
senyawa melewati kolom menuju detektor dinamakan waktu retensi.

5.2.13 Pemeriksaan Zat Besi (Fe)

Pemeriksaan zat besi dengan metode AOAC 999.11. Bahan dan alat
yang digunakan sesuai dengan standar prosedur yang akan dilakukan. Prinsip
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pemeriksaan zat besi berdasarkan metode AOAC 999.11 yakni pengabuan
sampel produk EVOO. Sampel sebanyak 5 g masuk ke krus, kemudian
dimasukkan ke muffle furnace dengan suhu 600°C selama 6 jam. Hasilnya
ditimbang lanjut dihitung kadar abunya. Langkah berikutnya penambahan
HCL sebanyak 25 ml ke krus seta dipanaskan selama 30 menit. Setelah itu
diencerkan menggunakan akuades. Hasil dimasukan ke labu takar dengan
volume 25 ml. Larutan diberi 2 tetes sodium asetat dan bromofenol biru untuk
mendapatkan pH 3,5. Larutan ditambah 1,1 penantrolin sebanyak 4 ml,
penambahan akuades dan pengocokan. Langkah perlakuan yang sama dengan
standar larutan besi (Il). Pengukuran dengan spektrofotometri terhadap
intensitas warna sampel. Panjang gelombang yang digunakan 515 nm.

5.2.14 Analisis Data

Analisis deskriptif digunakan dalam penelitian ini. Penyajian data
menggunakan table dan narasi.

5.3. Hasil dan Pembahasan

Sampel produk madu yang digunakan dalam penelitian memiliki pH dalam
batas normal. Kadar air maksimal dalam SNI 2013 sebesar 22, kadar air sampel
produk madu yang digunakan 19,2 % b/b, hal ini menunjukkan terpenuhi
persyaratan kadar air. Kadar abu pada sampel produk madu berada dibawah 0,5 %
b/b, juga memenuhi persyaratan. Kadar keasaman pada sampel produk madu
dibawah batas maksimal 50 ml NAOH 1N/kg, sedangkan aktivitas enzim diastase
diatas batas minimal yakni 10,2 DN. (Tabel 10)

Tabel 10 Identifikasi sifat kimia sampel produk madu

Sifat pH Kadar air Abu Keasaman Aktivitas
Kimiawi enzim diastase
Satuan (% b/b) (% b/b)  (mI NAOH 1N/kg) (DN)
Sampel

Produk 4,04 19,2 0,37 16,4 10,2
SNI12013 3,2-4,5 22 (maks) 0,5 50 (maks) 3 (min)

Laaroussi et al. (2020) menyatakan variasi sifat kimia menunjukkan adanya
perbedaan geografis, cuaca, komposisi tanah, dan sumber bunga. Hasil penelitian
ini menunjukkan pH, kadar abu dan kadar air sampel produk madu tidak berbeda
jauh dengan temuan hasil penelitian madu lainnya. Penelitian Mofid et al. (2016)
menemukan pH 3,2-4,5 dan kandungan abu ada 0,06 % pada madu Iran. Laaroussi
et al. (2020) menyatakan pH madu Maroko berkisar 4,11-4,81. Evahelda et al.
(2017) menemukan madu dari nektar pohon karet di Bangka Indonesia, ditemukan
nilai pH 3,92 £ 0,01. Ajibola et al. (2012) menemukan dalam penelitiannya, pH
madu kemasan (3,2-4,5) lebih rendah dari madu mentah (4,5-6,5). Saepudin et al.
(2014) menyatakan temuan penelitiannya, sampel madu Indonesia memiliki pH
berkisar 3,4-3,8. Hasil penelitian Saepudin et al. (2014) menyatakan sifat kimia dari
produk madu di pasaran di wilayah Bengkulu memiliki kadar air 23-25 %. Evahelda
et al. (2017) menemukan salah satu madu asal Indonesia yaitu madu Bangka dari
nektar pohon karet memiliki kadar air 24,25 + 1,49%. Wulandari (2017)
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menyatakan kadar air pada salah satu produk madu Indonesia 28,6 % di suhu ruang
lebih tinggi daripada di suhu dingin 27,1%. Laaroussi et al. (2020) menyatakan
keasaman madu Maroko berkisar 12,16-31,85 mEqg/kg.

Tabel 11 Kandungan fruktosa, glukosa, dan sukrosa pada sampel produk madu

Gula Glukosa Fruktosa Sukrosa Gula pereduksi
(9/1009) (9/100g) (9/100g)  (9/100g)

Sampel produk madu 27,6 22,4 <0,05 60,6

SNI 2013 - - 5 (maks) 65 (maks)

Kandungan fruktosa pada sampel produk madu penelitian ini adalah 22,4
0/100g. Kandungan sukrosa dan gula pereduksi memenuhi persyaratan SNI 2013.
Kandungan glukosa pada sampel penelitian ini 27,6 g/100g. Kadar glukosa dan
fruktosa tidak memiliki batas maksimal dan minimal dalam SNI 2013. (Tabel 11)

Wulandari (2017) menyatakan gula pereduksi berkaitan dengan suhu ruang.
Gula pereduksi di suhu dingin lebih tinggi daripada suhu ruang. Ada beberapa
faktor yang berkaitan dengan gula pereduksi terutama masa panen, kadar air dan
kelembaban. Hasil penelitian ini, masih memiliki kadar glukosa dan fruktosa yang
rendah dibandingkan dengan hasil penelitian Arawwawala and Hewageegana
(2017), dimana kadar fruktosa berkisar 32,56-38,2 % dan glukosa berkisar 28,54-
31,3 %, pada madu India dan Pakistan. Olaitan (2012) menyatakan komponen
utama madu adalah fruktosa dan glukosa. Hasil penelitian Mofid et al. (2016)
menemukan kadar glukosa 23,63 % dan kadar fruktosa 47,98%, ini menunjukkan
kualitas madu lebih baik, dikarenakan tingginya kadar fruktosa dalam madu.
Wulandari (2017) menyatakan kadar sukrosa 4,2%, dimana enzim invertase mampu
merubah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa. Evahelda et al. (2017) juga
menemukan madu dari nektar pohon karet memiliki kadar gula total 74,77 £ 0,15%.
Nolan et al. (2019) menyatakan komposisi kimia madu bervariasi terutama
monosakarida dalam madu.

Tabel 12 Kandungan zat gizi makro pada sampel produk madu

Zat Gizi Makro Energi Karbohidrat Protein Lemak
(kal/100 g) (%) (%) (%)
Sampel produk madu 322 80,3 0,03 0,10

Mofid et al. (2016) menemukan dalam penelitiannya, kandungan protein pada
madu Iran 0,62% dan lipid 0,04 %. Cucu et al. (2021) menyatakan madu juga
memiliki lemak seperti gliserida, sterol, dan fosfolipid, dan beberapa asam lemak,
namun dalam jumlah yang kecil. Protein dalam madu berasal dari enzim yang
dikeluarkan melalui saliva lebah. Kandungan lemak dan protein madu dapat
meningkatkan fungsi membran sel.

Jika dibandingkan hasil penelitian lain, kandungan mineral pada sampel madu
ini masih dalam batas range penelitian-penelitian lainnya. Kandungan zat besi (Fe)
lebih tinggi dari madu lainnya. Batista et al. (2012) menyatakan kandungan mineral
esensial ditemukan dalam madu dari Brasil yakni Cu (0,01-0,7ug/g), Zn (0,01-
7,1ug/9), Mn (0,08-18,8ug/g), Se (0,001-0,01ng/q), Fe (0,4-14,1ug/g), Mo (0,001-
0,01ug/g), P (8-486u9/g), Co (0,001-0,03ug/g), dan Mg (12,4-360u9/9).
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Tabel 13 Kandungan mineral (Cu, Zn, Fe, Se) pada sampel produk madu

Mineral Tembaga (Cu)  Seng(Zn)  Besi(Fe)  Selenium (Se)
mg/kg mg/ kg Mg/ kg Mg/ kg
Sampel produk madu 0,05 0,86 20,1 < 0,002

Seng (Zn) memiliki peran dalam proliferasi sel induk dan sel lainnya,
diferensiasi sel B dan sel T beserta interaksinya, produksi antibody, dan
dekstruksisel jaringan terinfeksi dan tumor. Kekurangan Zn dapat menyebabkan
stress oksidatif dan meningkatkan kerusakan DNA, penurunan rasio CD4/CD8,
penurunan aktivitas sel NK, dan sekresi sitokin Thy (Baratawidjaja dan Rengganis
2014). Cu terlibat dalam proses pembuatan enzim dalam tubuh dan peningkatan
kerja sel B. Peran zat besi banyak sekali dalam system imun tubuh. Beberapa peran
Fe dalam proses sistem imun antara lain regulasi gen, regulasi produksi sitokin,
namun pemberian yang berlebih Fe akan menyebabkan kerentanan infeksi.

Ajiboa et al. (2012) menyatakan dalam 100 g madu, ada kandung vitamin C
2,2-2,5 g, vitamin B9 sebesar 0,002-0,01 g, vitamin B6 sebesar 0,01-0,32 g, vitamin
B5 sebesar 0,02-0,11 g, vitamin B3 sebesar 0,1-0,2 g, vitamin B2 sebesar 0,01-
0,02 g, dan vitamin B1 sebesar 0,00-0,01 g. Dalam 100 g madu ditemukan memiliki
kandungan mineral mangan sebesar 0,02-2 g, kalium sebesar 40-3500 g, natrium
sebesar 1,6-17 g, kalsium 3-31 g, zink sebesar 0,05-2 g, magnesium sebesar 0,7-
13 g, pospor sebesar 2-15 g, selenium sebesar 0,002-0,01 g, tembaga sebesar 0,02-
0,6 g, besi sebesar 0,03-4 g, dan kromium sebesar 0,01-0,3 g.

Tabel 14 Kandungan total flavonoid dan total karotenoid pada sampel produk madu

Senyawa Total Flavonoid  Total Karotenoid
% b/b mg/ kg
Sampel produk madu 0,07 0,64

Alvarez-Suarez et al. (2014) menyatakan ditemukan kandungan flavonoid
dalam madu manuka diantara nya pinobanksin, pinocembrin and chrysin, while
luteolin, quercetin, 8-methoxykaempferol, isorhamnetin, kaempferol dan galangin.
Adanya kandungan beberapa flavonoid, memberikan madu kemampuan sebagai
antioksidan  bertindak sebagai pengatur produksi radikal bebas, sehingga
melindungi sel. Madu Manuka lebih tinggi antikoksidannya dibandingkan madu
Akasia. Madu sebagai pemulung radikal bebas dan melindungi dari kerusakan
oksidatif. Scepankova et al. (2017) menyatakan antioksidan yang terkandung pada
madu menekan ROS. Jika radikal bebas dan aksidan dalam tubuh berlebihan, akan
menghasilkan kerusakan oksidatif biomolekul sel seperti kerusakan DNA.
Mekanisme proses mengurangi kerusakan DNA melalui modulasi aktivitas enzim
aktioksidan dan kapasitas antioksidan yang tinggi dalam madu. Efek zat gizi yang
terkandung dalam madu memberikan banyak manfaat dalam kesehatan tubuh.
Escriche et al. (2014) menyatakan asal nektar madu berdasarkan jenis pohon
mempengaruhi profil flavonoid dan senyawa fenolik madu, hesperetin (madu dari
nektar jeruk jeruk); kaempferol, chrysin, pinocembrin, asam caffeic dan naringenin
(madu dari nektar pohon rosemary) dan myricetin, quercetin, galangin dan p-
coumaric acid (madu dari honeydew). Scepankova et al. (2017) menyatakan
adanya efek sinergis semua kandungan antioksidan pada madu. Samarghandian et
al. (2017) menyatakan madu mengandung beberapa enzim yaitu diastase, invertase,
glukose oksidase, katalase, dan asam phospatase.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Escriche+I&cauthor_id=24001823
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5.4 Simpulan

Identifikasi kimiawi, kadar gula, dan zat gizi makro pada sampel produk
madu penelitian ini tidak berbeda dengan temuan penelitian lain. Sifat kimiawi,
kadar gula, kandungan zat gizi m dari sampel produk madu penelitian ini berada
dalam batas — batas standar menurut SNI tahun 2013. Kandungan mineral sampel
produk madu dalam penelitian ini juga berada dalam batas-batas temuan penelitian
madu lainnya, kecuali kandungan zat besi (Fe) yang ditemukan lebih tinggi dari
temuan penelitian orang lain.
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VI PENGARUH PEMBERIAN EVOO, MADU, DAN
EVOO+MADU TERHADAP AKTIFITAS,
DAN KAPASITAS MAKROFAG

6.1. Pendahuluan

Pola makan mediterania, menjadi salah satu kebiasaan sehat untuk
mencegah berbagai penyakit. Beberapa masalah kesehatan diantaranya
hiperkolesterol, hipertensi, stres oksidatif, radang, dan diabetes dapat dicegah
dengan menjalani diet mediterania (Camamia et al. 2012; Gaforio et al. 2019).
Kebiasaan mengonsumsi makanan yang banyak mengandung asam lemak tak
jenuh, salah satu dari diet mediterania (Visioli et al. 2005). Produk EVOO yang
memiliki kandungan asam lemak tak jenuh tunggal tinggi dan mengandung
antioksidan, dapat mengurangi inflamasi (Waterman and Lockwood 2007; Gaforio
et al. 2019).

Aranda et al. (2004) menyatakan kandungan dari produk EVOO antara lain
palmitat (C16:0) sebesar 9,22 %, palmitoleat (C16:1) sebesar 0,77 %, margarik
(C17:0) sebesar 0,06 %, stearat (C18:0) sebesar 3,36 %, oleat (C18:1) sebesar
80,4 %, linoleat (C18:2) sebesar 4,46 %, linolenat (C18:3) sebesar 0,62 %, asam
arakidat (C20:0) sebesar 0,51 %, total asam lemak jenuh sebesar 13,3%, total asam
lemak tak jenuh tunggal sebesar 81,6%, dan total asam lemak tak jenuh ganda
sebesar 5,08%. Li et al. (2016) menyatakan kandungan EVOO berasal dari Lara
Victoria, Australia antara lain a-tokopherol 0,19 g/L. Senyawa aktif phenol dalam
EVOO antara lain hydroksityrosol sebesar 29,37 mg/L, tirosol sebesar 36,86 mg/L,
oleuropein sebesar 4,02 mg/L, oleokanthal sebesar 389,16 mg/L as 3, 5-
dimethoxyphenol, squalene sebesar 428 mg/100 g oil, dan total phenol 452 mg/kg
caffeic acid equivalent.

Ghanbari et al. (2012) dan Peri (2014) menemukan EVOO mengandung 1-
3 % komponen minor terdiri dari hidrokarbon, tokopherol, senyawa fenolik, sterol,
Klorofil, karotenoid, monogliserida dan digliserida, asam lemak bebas, ester dan
lainnya. Marinho-da Silva et. al. (2015) dalam penelitiannya menemukan EVOO
membantu meningkatkan kekebalan tubuh paling efektif dibandingkan minyak
nabati (minyak jagung dan minyak kedelai). Rahim et al. (2017) menyatakan
pemberian madu pada perempuan selama 8 minggu dapat meningkatkan kadar
limfosit dalam darah. Dimana limfosit menjadi salah satu bagian sistem imun
adaptif yang berperan memproduksi sitokin dan mengaktifkan makrofag. Gabriel
et al. (2019) menemukan tikus yang diinduksi Salmonella typhi kemudian diberi
EVOO mengalami penurunan jumlah koloni bakteri pada kotorannya. EVOO
memiliki kemampuan antibakteri dan menurunkan inflamasi.

Madu yang merupakan suplemen makanan yang memiliki kandungan
terbanyak karbohidrat dalam bentuk glukosa dan fruktosa (Cianciosi et al. 2018).
Marcucci et al. (2019) dalam penelitiannya menemukan kadar fruktosa 38,19 %,
glukosa 31,28%, maltosa 7,31% dan sukrosa 1,31% pada sampel madu Amerika.

Enzim dan asam amino terdapat di madu, dimana prolin merupakan asam
amino utama madu, asam amino lain seperti alanin, fenilalanin, tirosin, asam
glutamat, isoleusin, dan leusin juga terdapat di madu. Miguel et al. (2017)
menyatakan madu memiliki kandungan protein (0,5%), dan beberapa enzim seperti
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sukrase, diastase, dan glukosa oksidase) dan bentuk asam amino (> 20 asam amino),
prolin diduga asam amino yang paling penting.

Mineral yang terkandung pada madu yakni kalium, kalsium, tembaga, besi,
magnesium, mangan, fosfor, natrium, seng, dan selenium. Vitamin dalam madu
yakni asam askorbat (C), tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3), asam pantotenat
(B5), dan piridoksin (B6). Mejias dan Montenegro (2012) menemukan kandungan
Fe (1,32+0,13 pg/g), Zn (0,586+0,04 ng/g), Cu (0,602+0,083 png/g), dan Mg
(0,838+0,06 ng/g), dan pada madu dari zona gunung Llaima. Wieczorek et al. (2014)
menyatakan kandungan mineral dalam madu Polandia, K (7,82+3,05 ug/g), Ca
(0,687+0,04 ng/g), dan Mg (0,240+0,08 ng/g).

Alvarez-Suarez et al. (2014) menyatakan beberapa penelitian menemukan
flavonoid utama dalam madu Manuka yakni pinobanksin, pinocembrin dan chrysin,
sedangkan quercetin, kaempferol, galangin, luteolin, isorhamnetin, dan 8-
methoxykaempferol merupakan flavonoid dengan konsentrasi yang kecil. Nweze et
al. (2017) menemukan dalam penelitiannya, madu dari lebah Apis mellifera,
memiliki kandungan total phenol (439,16 + 29,06 mgGAE/kg), flavonoid (61,72 £
3,89 mgCEQ/kg), proline (386,46 + 71,11 mg/kg), ascorbic acid (156,29 + 5,48
mg/kg). Cahyati (2008) menemukan madu Indonesia memiliki kadar total gula
pereduksi untuk madu Rambutan (88,14%), madu Kopi (87,04%), madu Sengon
(74,40%), madu Randu (61,42%) dan madu Kelengkeng (62,07%). SNI 3545-2013
tentang madu bahwa kadar total gula pereduksi minimal 65 %. Nora et al. (2018)
meyatakan hasil pemeriksaan kualitatif terdapat kandungan senyawa alkaloid,
flavonoid, dan terpenoid pada madu Baduy hitam pahit dan madu Baduy kuning
manis. Beberapa penelitian sudah membuktikan adanya efek mengonsumsi madu
untuk mengurangi inflamasi dan meningkatkan kekebalan tubuh.

Kandungan asam oleat yang tinggi dan asam lemah tak jenuh ganda serta
vitamin E, karotenoid dan senyawa antioksidan, menyebabkan adanya sifat
imunomodulator dan antiinflamasi pada EVOO. Sedangkan madu memiliki sifat
imunomodulator dan antiinflamasi, karena didukung adanya kandungan vitamin
dan mineral, senyawa antioksidan, karotenoid, dan enzim. Celep dan Yesilada
(2017) menyatakan adanya kemungkinan interaksi antioksidan yang terdapat dalam
madu dengan senyawa lain yang menghasilkan sinergis meningkatkan kesehatan
dan modulasi sistem imun. Siswanto et al. (2013) menyatakan integritas sel
terutama membran sel dan lipoprotein dalam plasma, bekerja dengan dukungan
antioksidan. vit E dalam bentuk o-tokoferol merupakan salah satu antioksidan.
Radikal bebas dapat dihentikan dengan memberikan ion hidrogen yang terdapat
pada cincin fenol vitamin E.

Makrofag termasuk sel mononuklear dalam sistem imun non spesifik yang
bekerja dalam jaringan. Makrofag lebih banyak ditemukan dalam jaringan dan
rongga seperti peritoneum. Makrofag bekerja setelah diaktifkan dengan adanya
ransangan masuknya bakteri (Roitt 2003; Louise 2011; Parmely 2013; Soedarto
2014; Playfair dan Chain 2015). Jumlah makrofag dapat meningkat setelah
pemberian madu selama 7 hari (Rozaini et al. 2004). Majtan (2014) menyatakan
beberapa madu menunjukkan madu dapat meningkatkan aktivitas fagosit monosit,
neutropil, dan makrofag. Berdasarkan latar belakang diatas, dilakukan penelitian efek
campuran EVOO+madu terhadap kerja fagosit makrofag setelah diinduksi S. aureus.

Tujuan penelitian ini adalah membuktikan adanya pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap aktivitas makrofag pada tikus. Penelitian ini juga
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membuktikan pengaruh campuran EVOO+madu terhadap kapasitas makrofag pada
tikus. Pengaruh diamati setelah tikus diinduksi Stahylococcus aureus.

6.2 Metode
6.2.1 Desain, Tempat, dan Waktu Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan rancangan
penelitian yang digunakan yakni rancangan faktorial. Variabel yang diamati
aktivitas makrofag dan kapasitas makrofag berdasarkan perlakuan dan waktu
perlakuan. Desain faktorial merupakan desain yang memiliki efek dua atau
lebih faktor, dimana setiap replikasi memiliki kombinasi perlakuan yakni efek
interaksi (Suwanda 2011). Protokol penelitian telah disetujui oleh Komisi Etik
Hewan, Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat (LPPM) IPB
dengan Nomor: 142-2019 per-tanggal 3 Mei 2019. Penelitian ini dinyatakan
memenuhi syarat penggunaan hewan coba dan memperhatikan kesejahteraan
hewan coba.

Masa aklimasi, persiapan dan perlakuan pada hewan coba dilakukan di
Rumah Sakit Hewan IPB Bogor. Uji makrofag dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi dan Imunologi Fakultas Kedokteran Hewan IPB Bogor. Waktu
pelaksanaan penelitian pada bulan Mei sampai Juni tahun 2019.

6.2.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan EVOO merk Guillen, Madurasa, stimuno,
aquades, Ketamine, Xylazin, pewarna Giemsa, bakteri Staphylococcus aureus,
metanol, dan minyak imersi. Penelitian ini menggunakan Beberapa alat yaitu
jarum suntik ukuan 1,3,5 ml), pisau, gunting bedah untuk hewan coba, mikro
pipet, Effendorf, kaca objek, cover glass, minyak imersi, colony counter, botol
gelas ukuran 250 ml, gelas ukur, timbangan analitik, mikroskop, sarung tangan,
dan masker.

6.2.3 Sampel

Penelitian ini menggunakan 80 tikus jenis Rattus novergicus, Galur
Sprague Dawley. Tikus berjenis kelamin jantan dan berumur 2-3 bulan dengan
bobot 150-250 g. Tikus yang digunakan berasal dari Balai Besar Penelitian
Veteriner, Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Kementerian
Pertanian (BBALIVET). Jumlah sampel dihitung berdasarkan rumus Federer.

6.2.4 Hewan Coba

Pemeliharaan tikus dilakukan dengan menggunakan kandang
berukuran 50 x30x20 cm. Ketersediaan kandang yang cukup untuk dihuni 2
tikus. Suhu kandang 26+2 °C, cahaya (terang: 12 jam, gelap: 12 jam),
kelembaban 50-70%. Kandang diberikan serbuk kayu untuk mencegah agar
kandang tidak basah, dan dapat diganti sesuai kebutuhan. Sebelum perlakuan
tikus diaklimatisasi selama 7 hari untuk adaptasi dan penyesuaian lingkungan
baru. Selama aklimasi, tikus diberi minum dan pakan standar dalam kandang.
Pakan tikus diberikan sesuai dengan ransum standar sebanyak 10-15 gram per-
ekor setiap hari dan pemberian minum dilakukan secara ad libitum. Ransum
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yang digunakan yakni AIN-93. Selama pemeliharaan tikus diberi obat cacing
1 kali (dosis 0,4 ml/kg bobot badan).

Tabel 15. Jumlah sampel tiap pengamatan makrofag

Kelompok Kontrol Kontrol Eksperimen 1  Eksperimen 2 Eksperimen
Negatif Positif 3
Jumlah 16 ekor 16 ekor 16 ekor 16 ekor 16 ekor
sampel tikus tikus tikus tikus tikus
Jenis (Pemberian ~ Pemberian Pemberian Pemberian Pemberian
Perlakuan aquades 1 Stimuno EVOO Madu Campuran
kali sehari) 1 kalisehari 1 kalisehari 1 kali sehari EVOO +
Madu
1 kali sehari

Tiap kelompok terdiri dari 16 ekor. Setelah adaptasi 7 hari, tikus
diberikan bahan uji sesuai dengan hasil hitung rumus konversi pakan.
Pemberian bahan uji dilakukan sampai hari ke 28. Pada hari ke 7, 14, 21, dan
ke 28, dilakukan uji makrofag. Tiap kelompok diambil 4 ekor tikus pada hari
pengamatan tersebut. Dapat dilihat pada Tabel 15.

6.2.5 Bakteri

S. aureus diperoleh dari Laboratorium Terpadu Bakteriologi FKH IPB.
Dosis S. Aureus dengan konsentrasi 108 cfu sebanyak 1 ml, disuntikkan secara
intraperitoneal (i.p) pada tikus.

6.2.6 Dosis Bahan Perlakuan

Pemberian akuades sebanyak 1 ml pada kelompok 1 sebagai kontrol
negatif diberi aquades 1 ml (Mustaba et al. 2012). Kelompok 2 sebagai kontrol
positif diberi stimuno sirup sebanyak 0,25 ml, per-ekor, per-hari (Nugroho
2012), sebanyak 0,8 g madu, per-ekor, per-hari pada kelompok 3, dan
kelompok 4 diberi EVOO sebanyak 0,185 g per-ekor, per-hari, serta kelompok
5 diberi campuran EVOO+madu. Dosis dihitung berdasarkan dosis kebiasaan
manusia mengonsumsi EVOO dan madu, kemudian yang dikonversikan ke
dosis tikus. Campuran EVOO+madu dari masing-masing dosis dilakukan
tanpa alat elektronik dan penambahan zat lain.

6.2.7 Uji Aktivitas dan Kapasitas Makrofag

Pengamatan dilakukan 4 pekan, dimana tiap pekan, diambil tikus
sebanyak 4 ekor. Tiap waktu yang sudah ditentukan, tikus diberi 1 ml bakteri
Staphylococcus aureus secara intraperitoneal. Setelah 1 jam pemberian bakteri,
tikus dianastesi dengan Ketamin sebanyak 75 mg/kg BB tikus dan Xylazin 12
mg/kg BB tikus. Kemudian dilakukan euthanasi dengan cara eksanquinasi.
Setelah itu tikus dibedah dan diambil cairan peritonealnya. Hewan scoba
penelitian dikremasi di insenerator FKH IPB.

Pemeriksaan cairan peritoneal menggunakan preparat apus kemudian
difiksasi menggunakan methanol absolut. Fiksasi dilakukan selama 5 menit.
Kemudian preparat diwarnai dengan Giemsa. Penggunaan air suling untuk
mengencerkan Giemsa. Setelah didiamkan (20 menit), preparat dibilas dan
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dikeringkan. Preparat dibaca dengan mikroskop dengan pembesaran 10-100
kali dengan minyak imersi. Penetapan nilai aktivitas dan kapasitas (Haeria et
al. 2017) dihitung menggunakan rumus:

Jumlah Makrofag Aktif
Nilai Aktivitas Fagositosis = x 100%
Jumlah Makrofag Secara Keseluruhan

Jumlah Bakteri yang difagosit
Nilai Kapasitas Fagositosis =

50 Sel Makrofag Aktif

6.2.8 Analisis Data

Analisis awal dilakukan dengan membandingkan rerata dan standar
deviasi dari aktivitas dan kapasitas makrofag tiap kelompok pada hari ke 7, 14,
21, dan 28. Analisis Anova digunakan untuk melihat pengaruh campuran
EVOO dan madu terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag. Perbedaan tiap
kelompok dengan analisis Duncan.

6.3 Hasil dan Pembahasan
6.3.1 Uji Aktivitas Makrofag

Perlakuan campuran EVOO+madu menunjukkan aktivitas makrofag
tertinggi setelah pemberian perlakuan selama 28 hari. Rerata aktivitas makrofag
pada kelompok perlakuan pemberian EVOO atau madu saja, juga terjadi setelah
pemberian selama 28 hari. Aktivitas makrofag pada perlakuan pada kelompok
campuran EVOO+madu terus menerus mengalami peningkatan sampai ke hari
28, namun peningkatan aktivitas makrofag tidak berjalan secara linier. Pada
pemberian EVOO, aktivitas makrofag mengalami peningkatan secara waktu dan
membentuk garis linier, namun jumlah aktivitas makrofagnya dibawah
kelompok yang diberi perlakuan campuran EVOO+madu. Rerata aktivitas
makrofag pada hari ke 7 (62,5+3,32), hari ke 14 (63,43+3,12), hari ke 21
(70,1£5,33), dan hari ke 28 (72,12+2,06) pada kelompok perlakuan campuran
EVOO+madu menunjukkan peningkatan rerata aktivitas makrofag. Rerata
terrendah aktivitas makrofag pada kelompok kontrol negatif pada hari ke 7, 14,
21, dan 28 setelah perlakuan. Angka aktivitas makrofag yang paling kecil ada
pada kelompok tanpa perlakuan pada hari ke 21 yakni 42,2475. Angka aktivitas
makrofag paling besar pada kelompok perlakuan campuran EVOO+Madu yang
diberikan sampai hari ke 28 yakni 72,1. Hasil One Way of Anova menunjukkan
ada pengaruh campuran EVOO+madu pada hari ke 14, 21, dan 28 pada aktivitas
makrofag (pvaie< 0,05), namun pada hari ke 7 tidak ada pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap aktivitas makrofag (pvaie> 0,05). Kelompok campuran
EVOO+madu memiliki pengaruh pada aktifitas makrofag berdasarkan waktu
perlakuan. Hasil uji Duncan menunjukkan kelompok yang berbeda nyata antara
kelompok campuran EVOO+madu dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini
dapat dilihat pada Tabel 16.
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Tabel 16 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap aktivitas makrofag

pada tikus

Kelompok Aktivitas makrofag (%) ReratatSD  Puatue

7 hari 14 hari 21 hari 28 hari
Kontrol (-) 45,92£3,72 % 46,17+4,47 2 42,25+1.50 2 47,78+5,05 ae 45,4+4.0 0.298
Kontrol (+) 53,75+4,45 bud 54,335,00 bede 50,331£2.23 cder 65,08£5,92 57.446.,25 0,148
EVOO 61,17+12,54 ocfg 64,045 28 cfeh 66,17+6,20 fh 67,50+5,02 e 64,775 0,696
Madu 60,53=13,05 9% 62,0+10,48 %2 65,92+£10,37fh  61,17+3,18 e 62,4£9.2 0,870
EVOO + Madu 62,5043,32 defth 63 43+3,]12¢eE 70 10=5,33 20 72,12+2,06 2 69,1£5.1 0.000
ReratatSD 56,8 £10.0 58,0£89 61,5t 11,5 66 = 8.3
Puatue 0,079 0,004 0,000 0,000
Piane BP 0,000
Poae WP : 0,012
Puatue BP*“? N 0,448
Keterangan :

BP: Bahan perlakuan

WP: Walktu perlakuan

BP*WP : Interaksi bahan perlakvan dengan waktu perlakuan

Notasi huruf keeil superskaip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %. Uji Duncan o = 0.05.

Pemberian Makrofag merupakan sel yang bagian dari darah putih yang
memiliki kemampuan fagosit di jaringan. Makrofag merupakan sel yang
mengambil antigen yang merusak tubuh dan menghancurkannya dengan
enzim-enzim lisosom yang berada di dalam granulanya. Kemampuan makrofag
bergerak cepat sehingga menjadi awal benteng tubuh menghadapi kuman.
Fungsi makrofag akan berjalan setelah makrofag diaktivasi. Aktivasi makrofag
dengan stimulus dari sitokin IFN- y dan keberadaan kuman itu sendiri juga
mengaktivasi makrofag.

Stimulus dengan menginduksikan bakteri S. aureus pada tikus.
Aktivitas makrofag merupakan gambaran jumlah makrofag yang aktif untuk
menghancurkan atau mengfagosit mikroba. Aktivitas makrofag ketika
pemberian 7 hari pertama, hari ke 21 dan hari ke 28, kelompok campuran
minyak zaitun dan madu memiliki aktivitas makrofag tertinggi. Namun pada
hari ke 14, kelompok campuran minyak zaitun ekstra virgin dan madu memiliki
jumlah aktivitas mendekati kelompok madu dan kelompok minyak zaitun
ekstra virgin. Hal ini dapat dikarenakan banyak faktor yang mempengaruhi
nilai aktifitas makrofag selain bahan perlakuan, seperti efek stress pada hewan
coba setelah pemberian bahan perlakuan dengan sonde selama 7 hari.

Aktifitas makrofag pada beberapa perlakuan menunjukkan jumlah
aktifitas makrofag dipengaruhi oleh bahan perlakuan, dosis perlakuan, dan
lamanya perlakuan serta jenis bakteri yang diinduksikan pada hewan coba. Uji
aktivitas makrofag bisa dikerjakan secara in vivo atau in vitro. Afiyata et al.
(2011) menemukan aktifitas makrofag pada mencit yang diberi perlakuan
tempe selama 12 hari (760,6+ 109,898) lebih tinggi daripada yang tidak diberi
perlakuan tempe (9,6+2,839) dan yang diberi perlakuan imboost
(244,2+70,159). Reni et al. (2010) dalam penelitiannya menemukan aktivasi
makrofag terhadap Salmonela typhimurium setelah pemberian susu kuda
sumbawa dosis 1.5 ml/hari selama 14 hari pada mencit berkisar 51,23 + 9,72.
Penelitian Nugroho (2012) menunjukkan ramuan kombinasi buah sirih, daun
miyana, madu dan kuning telur dapat meningkatkan aktivitas fagositosis sel
makrofag. Pada dosis 0,6 ml/20 g bb mencit yang setara dengan 150 mL/orang.
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6.3.2 Uji Kapasitas Makrofag

Tabel 17 Menunjukkan kelompok campuran EVOO+madu memiliki
rerata kapasitas makrofag di hari ke 7 (2927,3£42,3), 14 (3011,3£72,3), 21
(3051,6£265,1), dan 28 (3539,4+59,5). Rerata tertinggi kapasitas makrofag hari
ke 7 adalah kelompok perlakuan campuran EVOO+madu (2927,3+42,3). Hari
ke 14, angka kapasitas makrofag tertinggi juga pada kelompok campuran
EVOO+madu dibandingkan kelompok lainnya. Namun pada hari ke 21 dan ke
28, angka kapasitas makrofag pada kelompok yang mendapatkan EVOO saja.
Hasil uji One Way of Anova menunjukkan ada pengaruh perlakuan campuran
EVOO+madu terhadap kapasitas makrofag (p< 0.05). Perlakuan berpengaruh
nyata pada perbedaan kapasitas makrofag. Berdasarkan waktu, ada peningkatan
secara signifikan kapasitas makrofag pada kelompok campuran EVOO+madu.
Pengaruh pemberian campuran EVOO+madu pada kapasitas makrofag
merupakan hasil tertinggi dan memiliki pola linier positif. Pada hari ke-7
kapasitas makrofag berbeda secara signifikan dengan ke 14, 21 dan hari ke 28,
ditemukan hasil yang signifikan adanya perbedaan kapasitas makrofag setelah
perlakuan. Namun angka kapasitas makrofag pada kelompok selain campuran
EVOO+madu, tidak memiliki pola linier. Kapasitas makrofag terrendah terjadi
pada kelompok K(-) pada hari ke 28, sedangkan kapasitas makrofag tertinggi
terjadi pada kelompok perlakuan EVOO pada hari ke 28. Perlakuan campuran
EVOO+madu memiliki kapasitas makrofag tertinggi pada kelompok perlakuan
pemberian EVOO pada hari ke 28.

Tabel 17 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap kapasitas
makrofag pada tikus

Kelompok Kapasitas makrofag (Tumlah bakteri) Rerata+SD Puatue
7 hari 14 hari 21 hari 28 hari

Kontrol (-) 2241 8+43.8 2 2280344485  2207,84106,1° 2172743013 225314748 0,298

Kontrol (+) 2193 545642 2002,0£508,4 ed 323934255 3256542651  2807.0£500.3 0,148

EVOO 2692344100 2834,8£127 4 bed 348371387 ¢ 3552,0424,08  3140,74398.9 0,696

Madu 2802,5+42,3 ¢ 3010,8424.7 <4 3462.8158.7¢ 302334434 3074,84252.4 0870

EVOO + Madu 2927,3+42,3 3011,3+72,3 3051,64265.1 % 3539,4459,5%  3264,3£303.3 0,000

ReratatSD 25715+ 309.7 28078+ 350,2 30998+ 439,8  3289.5%432.5

Puane 0,000 0,000 0,003 0,000

Puwane BP : 0,000

Puane WP : 0,000

Puwe BP¥WP 0000

Keterangan :

BP: Bahan perlaluan

WP: Waktu perlakuan|

BP*WP : Interaksi bahan perlakuan dengan waldu perlakuan

Notasi huruf kecil superskrip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %, Uji Duncan o= 0.05.

Makrofag dapat memfagositosis jauh lebih banyak daripada neutrophil

dan juga memakan banyak jaringan nekrotik (Guyton dan Hal 2007). Fagositosis
olen 50 makrofag aktif terhadap sejumlah bakteri, merupakan pengamatan
kapasitas makrofag. Kapasitas makrofag menggambarkan kemampuan
makrofag dalam menfagosit bakteri S. aureus pada tahapan mencerna. Adanya
bakteri, memberikan stimulus bermigrasi dan melakukan fagositosis (Sacher dan
McPherson 2012). Kapasitas makrofag menjadi indikator kemampuan 1 sel
makrofag melakukan fagositosis bakteri. Makrofag dapat ditingkatkan
kemampuannya dengan adanya kandungan zat bioaktif pada bahan perlakuan,
lamanya keterpaparan bahan perlakuan, jumlah bahan perlakuan yang diberikan
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dan jenis bakteri yang diinduksi ke hewan coba. Beberapa hasil penelitian
menunjukkan jumlah kapasitas makrofag yang berbeda-beda.

Scotece et al. (2012) menyatakan kandungan oleocanthal dalam senyawa
polifenol EVOO mempengaruhi kerja makrofag. EVOO dan Madu memiliki
kandungan flavonoid yang dapat meningkatkan aktivitas dan kapasitas makrofag.
Senyawa flavonoid yang terkandung pada EVOO dan madu mendukung kerja
IL-2 dan limfosit yang berproliferasi. CD4+ dipengaruhi oleh lomfosit yang
berproliferasi. CD4+ terstimulus, mengaktivasi sel Thy. Kelanjutan dari aktivasi
sel Th1, mempengaruhi Spesific Makrofag Activating Factor, dimana molekul-
molekul IFN-y mengaktifkan makrofag.

Mark et al. (2014) menyatakan ketika ada jaringan yang terluka atau
rusak, adanya asam oleat bekeja pada membran sel memperbaiki sel dan jaringan.
Amiot (2014) menyatakan manfaat flavonoid dalam EVOO antara lain untuk
melindungi struktur sel, meningkatkan efektifitas vitamin C, dan antiinflamasi.
Madu mengandung polifenol dalam bentuk asam fenolat dan flavonoid. Khasiat
madu lebih banyak dipengaruhi oleh flavonoid, dimana antioksidan dalam
flavonoid bekerja meransangan produksi hormon, memperhambat proses radikal
bebas, dan meningkatkan produksi hormone. Gannabathula et al. (2012)
menjelaskan zat dalam madu menstimulus makrofag melepas sitokin TNF-o. dari
sel THP-1.

Pasupuleti et al. (2017) menyatakan kaemphenol, chrysin, galangan,
quercetin, caffeic acid, acacetin, dan pinocembrin pada madu, berhubungan
dengan proses induksi membran mitokondria, proses induksi apoptosis, proses
mengaktifkan jalur mitikondria, dan perbaiki inflamasi dengan menekan
produksi TNF-a dan aktivasi NF-KB. Siswanto et al. 2013 menyatakan proses
dalam membran sel berkaitan dengan proliferasi sel T dan jumlah sitokin yang
keluar. Vitamin E memiliki kemampuan meningkatkan kerja membran sel
dengan menstabilkan permeabilitas membran. Membran sel juga
meningkatkan fungsi imunitas melalui kerjasama sel Theper dengan antigen
presenting cell (APC). Oelschlaegel et al. (2012) menyatakan madu memiliki
aktivitas antimikroba yang tinggi. Aktivitas antimikroba berasal dari asam
fenolik, flavonoid, dan norisoprenoid yang ada dalam madu. Asam lemak lain
seperti asam laurat yang juga terkandung pada EVOO memiliki aktivitas
antimikrobal yang signifikan terhadap bakteri gram positif, serta beberapa
fungi serta virus (Dayrit 2014). Asam laurat lebih efektif menghambat bakteri
gram positif dibandingkan pada bakteri gram negatif (Anzaku et al. 2017).

6.4 Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan ada pengaruh pemberian campuran
EVOO+madu terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag tikus secara signifkan
(p<0,05). Aktivitas makrofag tertinggi pada kelompok tikus yang diberi campuran
EVOO+madu terjadi pada hari ke 28 yaitu sebesar 72,12+2,06 %. Kapasitas
makrofag tertinggi pada kelompok tikus yang diberi campuran EVOO+madu pada
hari ke 28, sebesar 3539,4+59,5 bakteri per 50 makrofag aktif. Hasil menunjukkan
ada pengaruh pemberian campuran EVOO dan madu terhadap aktivitas dan
kapasitas makrofag.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Oelschlaegel+S&cauthor_id=22676798
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VIl PENGARUH PEMBERIAN EVOO, MADU, DAN
EVOO+MADU TERHADAP IL-2, IL-12, DAN IFN-y
PADA TIKUS

7.1 Pendahuluan

Sistem imun terdiri dari imun bawaan (alami) dan adaptif. Sistem imun
bawaan merupakan sistem imun sebagai respon awal tubuh terhadap infeksi kuman.
Kusumo (2012) menyatakan pemberian antibiotik, konsumsi makanan, dan
lingkungan, memberikan pengaruh pada perkembangan sistem imun bawaan.
Sistem imun sangat berkaitan dengan asupan zat gizi. Minyak zaitun extra virgin
(EVOO) dan madu merupakan bahan pangan yang memiliki banyak zat gizi
menunjang kerja sistem imun dan dikenal sebagai imunumodulator. EVOO dan
madu juga dikenal sebagai immunogen, dimana EVOO dan madu dapat memacu
respons imun.

Campos et al. (2013) menyatakan asam oleat dalam EVOO sebagai pengatur
fungsi kekebalan tubuh dan kesehatan. Asam oleat yang banyak memiliki
mekanisme aksi dan perubahan fisiologis pada kesehatan. Asam oleat
mempengaruhi aktivitas dan fungsi banyak komponen sistem kekebalan tubuh baik
non spesifik dan spesifik, diantaranya presentasi antigen, proliferasi limfosit,
produksi sitokin, granulosit dan aktivitas sel pembunuh.

Zat yang terkandung dalam EVVOO seperti Hydroxytyrosol dapat mencegah
inflamasi (Peyrol et al. 2017). Kandung senyawa minor EVOO seperti tokoferol,
polifenol berkisar 1-2%, memberikan manfaat pada kesehatan manusia (Nocella et
al. 2017). Sanchez-Fidalgo et al. 2013 menyatakan konsumsi EVOO setelah 30 hari
pada tikus, memberikan dampak penurunan produksi sitokin proinflamasi.
beberapa penelitian menunjukkan asam oleat yang dikandung EVOO memiliki
kemampuan untuk proliferasi leukosit pada studi hewan. Konsumsi EVOO selama
8 atau 12 minggu menghasilkan peningkatan produksi IL-2 dan mengurangi sintesis
IL-12 yang proinflamasi.

Carrillo et al. (2012) menyatakan asam lemak tak jenuh tunggal EVOO
menjadi salah satu faktor penting dalam mempengaruhi proliferasi sel-sel
kekebalan tubuh, daripada asam lemak yang lain. Oleocanthal menghambat
produksi nitric oxide (NO) pada makrofag J774 yang diinduksi bakteri. Selain itu,
ini menghambat ekspresi Messenger Ribonucleic acid (mRNA), macrophage
inflammatory protein 1-alpha (MIP-1a) dan Interleukin (IL) 6, serta sintesis protein,
pada makrofag J774. Oleocanthal juga menghambat sintesis protein IL-13 dan
TNF-o dari makrofag yang distimulasi bakteri. Hal ini menunjukkan kandungan
oleocanthal pada EVOO sebagai anti inflamasi. Popa et al. (2015) menyatakan
squalene merupakan triterpen alami dalam EVOO berkisar 150-170 mg/100 g.
Biosintetik squalene menjadi pitosterol seperti sitosterol, stigmasterol, dan
campesterol. Squalene bersifat antioksidan dan berperan dalam pencegahan kanker.
Hal ini menunjukkan EVOO dapat menurunkan tingkat peradangan.

Zat yang terkandung pada madu juga mampu mencegah inflamasi dan
antibakteri. Vallianou et al. (2014) menyatakan madu mengandung beberapa
vitamin terutama vitamin B kompleks dan vitamin C. Madu juga mengandung
beberapa mineral seperti kalsium, tembaga, besi, mangnesium, mangan, fosfor,
kalium. Samarghandian et al. (2017) menunjukkan adanya kandungan asam folat
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yang tinggi pada beberapa madu, disusul dengan kandungan vitamin C. Kandungan
mineral tertinggi yakni potassium, kalsium, fosfor, dan sodium. Beberapa flavonoid
yang terdapat di madu antara lain, hesperetin apigenin, chrysin, pinocembrin,
quercetin, kaempferol, dan galangin. Madu juga mengandung asam fenolik seperti
ellagic, caffeic, p-coumaric dan ferulic acids. Kandungan antioksidan dalam madu
bekerja secara sinergis. Soares et al. (2017) menemukan madu dari lebah Apis
mellifera mengandung total phenol 101,39 eq mg asam galat/100g madu dan total
flavonoid 29,29 eq mg quercetine/100g madu. Kandungan 100 gram madu
mengandung gallic 0,082 mg, vanil 0,031 mg, ellagic 0,244 mg, p-coumaric 0,046
mg, quercetin 0,177 mg. Namun kandungan antioksidan ini dapat menurun saat
proses penanganan madu dan penyimpanan tidak berjalan dengan baik. Pemberian
madu 1,5 g/kg pada manusia dapat meningkatkan kadar fenol dan antioksidan
dalam darah. Madu sebagai antiinflamasi dapat mengurangi aktivitas
siklooksigenase-1 dan siklooksigenase-2 (Vallianou et al. 2014). Gannabathula et
al. (2012) menyatakan aktivitas imunostimulan madu sangat bergantung dari
individu dan asal nektar madu. Leong et al. (2012) menyatakan komponen bioaktif
madu menekan leukosit (monosit dan neutropil) dan ada penurunan produksi
superoksida. Madu diklaim bersifat antiinflamasi.

Sitokin merupakan hasil kerja sel limfosit dan monosit. Adanya senyawa
protein atau polipeptida yang dihasil oleh dua sel tersebut, yang bekerja dan
dihasilkan secara unik, terkadang berbagai sitokin yang diproduksi dapat
menunjukkan reaksi tumpang tindih. Sitokin memiliki kemampuan autoregulasi
dan sekresi sitokin berjalan cepat dan tidak disimpan dalam bentuk apapun serta
jumlahnya sesuai kebutuhan. Sitokin memiliki kemampuan meningkatkan atau
menghambat sintesis sitokin lainnya, dan juga dapat meningkatkan atau
menghambat aksi kerja sitokin lainnya. Sitokin salah satu protein yang terlibat
dalam komunikasi antar sel sistem imun, reaksi imun dan proses inflamasi. Sitokin
berperan pada sistem imun alami dan sistem imun adaptif. Berbagai sitokin yang
diproduksi dapat menunjukkan cara kerja yang tumpang tindih. Sitokin dibagi 2
yakni sitokin yang proinflamasi dan sitokin antiinflamasi. Sitokin proinflamasi
antara lain IL-6 dan TNF-a, sedangkan sitokin antiflamasi, salah satunya adalah IL-
4. Dalam sistem imun, sitokin bekerja secara kompleks dalam mengaktivasi sel lain
seperti makrofag (Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Playfair and
Chain 2015).

Beberapa sitokin yang bekerja berkaitan dengan makrofag dan sel limfosit
yakni IFN-y, 1L-12, IL-6, IL-2, dan TNF- a. IL-2 merupakan faktor pertumbuhan
sel T, dapat menstimulasi berbagai jenis sel, termasuk sel pembuatnya, melalui
reseptor rantai ganda. IL-2 bersumber dari sel T, aktivitasnya meransang
pertumbuhan sel T, B, NK, monosit, makrofag. Peran IL-2 pada proliferasi sel T
sehingga meningkatkan kerja IFN-y. IL-2 juga memiliki peran pada proliferasi sel
B yang menghasilkan antibodi. IL-2 juga melakukan proliferasi sel NK yang
meningkatkan aktivitas sitosik. IL-6 berperan dalam sistem imun alami dan sistem
imun adatif. 1L-6 diproduksi dibeberapa tempat yakni fagosit mononuklear, sel
endotel vaskular, fibroblast, sel B, sel T, keratinosit, sel lainnya sebagai respon
terhadap mikroba dan sitokin lainnya. Aktivitas IL-6 mengatur respons fase akut,
inflamasi. Syam et al. (2016) menyatakan pemberian madu selama 7 hari dapat
meningkatkan ekspresi mRNA IL-6 pada tikus setelah diinduksi bakteri Salmonela
tyhi. IL-6 merupakan faktor diferensiasi sel B, diperlukan untuk sekresi antibodi
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dan juga merupakan suatu mediator penting dalam respon fase akut inflamasi. IL-
12 bersumber dari sel B, monosit, makrofag, dimana IL-12 merupakan sebagian
besar hasil produksi sel dendrit dan makrofag sebagai respons terhadap stimulasi
mikroba. IL-12 memiliki peran kunci dalam menstimulasi respon TH-1, adanya
laporan defisiensi IL-12. Aktivitasnya mengatur aksis Th1-Th2 merangsang
aktivitas sel NK dan Th1. IL-12 meningkatkan sitolitik sel CD8*. Kadar IL-12 juga
meransang produksi IFN-y. Tumor Nekrosis Faktor (TNF) merupakan hasil kerja
sel fagosit mononuklear dan sel T. Dua sel ini dapat aktif oleh sel NK, sel mast dan
antigen. TNF ada 2 macam yakni TNF-a dan TNF-B . TNF-a bersumber dari Sel
B, T, monosit, makrofag, dan fibroblast. TNF-B disebut juga TNF limfotoksin.
TNF-a merupakan sitokin proinflamasi. IFN terdiri dari IFN-o., IFN-(, dan IFN-y.
IFN-o dan IFN- merupakan IFN yang terlibat dalam regulasi ekspresi MHC-1,
dan proses resistensi terhadap virus, sedangkan IFN-y terlibat dalam aktivasi
makrofag. Sumber IFN-o yakni limfosit, monosit dan makrofag. IFN-f berasal dari
fibroblast dan epitel. IFN-y bersumber sel T dan NK. Komponen IFN yakni Acute
Phase Protein (APP), golongan protein serum yang kadarnya meningkat sebagai
respons terhadap inflamasi. (Parmely 2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014;
Playfair and Chain 2015).

Uraian diatas menggambarkan peran sitokin dalam sistem imun dan
antioksidan dalam EVOO dan madu mendukung sekresi dan kerja sitokin. Tujuan
penelitian ini meliputi 1) Menganalisis pengaruh pemberian EVOO, madu, dan
campuran EVOO+madu terhadap kadar sitokin (IL-12, IL-2, dan IFN-y) dalam
darah pada tikus. 2) Menganalisis perbedaan kadar sitokin (IL-12, IL-2, dan IFN-y)
berdasarkan waktu pemberian perlakuan, bahan perlakuan, dan interaksi faktor
waktu dan bahan perlakuan. 3) menganalisis kadar sitokin (IL-12, IL-2, dan IFN-y)
tertinggi dan terrendah berdasarkan interaksi faktor waktu dan bahan perlakuan.

7.2 Metode
7.2.1 Waktu dan Lokasi

Waktu pelaksanaan penelitian bulan Juni-Juli 2019. Persiapan dan
perawatan hewan coba dan perlakuan, dilaksanakan di RS Hewan FKH IPB
Bogor. Analisis sitokin (IL-12, IL-2, dan IFN-y) di laboratorium Pusat Studi
Satwa Primata (PSSP) IPB Bogor.

7.2.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah EVOO merek
“Guillen” dan madu merek “Madurasa”, stimuno untuk kontrol positif, aquades
untuk kontrol negatif. Bahan untuk pemberian perlakuan diperoleh dari
supermarket atau apotik di DKI Jakata. Anastesis dengan Ketamin dan Xylazil.

Beberapa alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini antara lain Kit
Elisa merek Elabscience, sonde, pipet, spuit 1 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml, gunting
bedah, pinset, alat sentrifus (merek Rayto, PLC Series no 1515096, power 220
VAC/50 Hz; 0654, Gemmy Industrial Corp, made inTaiwan), eppendrof,
tabung darah EDTA. sarung tangan steril, dan EDTA.
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7.2.3 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan pendekatan
in vivo pada hewan coba. Desain penelitian ini adalah desain factorial, dimana
penelitian ini mengamati waktu pemberian perlakuan dan bahan perlakuan
serta interaksi antara waktu dan pemberian bahan perlakuan. Variabel
dependen atau respon yang akan dilihat terdiri dari kadar 1L-12, IL-2, dan IFN-
v dalam darah hewan coba.

7.2.4 Dosis dan Pembuatan Campuran Bahan Perlakuan

Kelompok hewan coba terdiri dari 5 kelompok, Kelompok
Eksperimen (1) perlakuan pemberian EVOO sebanyak 0,185 g, kelompok
Eksperimen (2) perlakuan pemberian Madu sebanyak 0,8 g/ekor/hari,
kelompok Eksperimen (3) perlakuan pemberian campuran EVOO + Madu
(pembuatan campuran terdiri dari EVOO 0,75 ml ditambah madu 0,8 gram,
yang diaduk secara manual dengan tangan untuk menghindari adanya panas
yang dihasilkan saat pengadukan). Kelompok kontrol positif diberi perlakuan
stimuno sebanyak 0,246 ml/ekor/hari = 0,25 ml/ekor/hari dan kelompok
kontrol negatif diberi perlakuan dengan aquades. Bahan perlakuan diberikan
dengan menggunakan alat sonde.

7.2.5 Hewan Coba

Rattus norvegicus dengan strain Sparague Dawley berjenis kelamin
jantan, dengan bobot 150-250 g, dan umur 2-3 bulan. Tikus yang digunakan
berasal Balai Besar Penelitian Veteriner Kementerian Pertanian RI. Tikus
memasuki masa aklimatisasi selama 7 hari. Pemberian pakan AIN-93M sesuai
standar sebanyak 10-15 gram per-ekor setiap hari. Minum ad libitum. Besar
kandang, suhu ruangan, kelembaban ruangan, serta pencahayaan, mengikuti
standart yang diterapkan pada ruang kendang tikus RS Hewan IPB Bogor.
Bahan perlakuan diberikan selama 28 hari. Pada hari ke 7, 14, 21, dan ke 28,
diambil tiap kelompok 4 ekor tikus untuk diamati kadar sitokin I1L-12, IL-2,
dan IFN-y dalam darah.

Tabel 18 Jumlah sampel tiap pengamatan sitokin

Kelompok Kontrol Kontrol Eksperimen1 Eksperimen2  Eksperimen 3
Negatif Positif
Jumlah 16 tikus 16 tikus 16 tikus 16 tikus 16 tikus
sampel
Jenis Tanpa Pemberian Pemberian Pemberian Pemberian
Perlakuan perlakuan Stimuno EVOO Madu Campuran
(Pemberian 1 kalisehari 1 kali sehari 1 kali sehari EVOO +
aquades 1 Madu
kali sehari) 1 kali sehari
Hari ke 7 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus
Hari ke 14 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus
Hari ke 21 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus

Hari ke 28 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus 4 tikus
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Tabel 18 menunjukkan tiap kelompok terdiri dari 16 ekor. Setelah
adaptasi 7 hari, pada hari ke 8, tikus diberikan bahan uji sesuai dengan hasil
hitung rumus konversi pakan. Pemberian bahan uji dilakukan sampai 28 hari.
Pada hari ke 7, 14, 21, dan ke 28, dilakukan analisis sitokin. Tiap kelompok
diambil 4 ekor tikus pada hari pengamatan tersebut.

Pada setiap waktu hari pengamatan, tikus dianastesi secara intra
peritoneal dengan suntikkan berisi Ketamine sebanyak 75 mg/kg dan Xylazine
12 mg/kg. Kemudian pengambilan darah dilakukan dengan eksaquinasi yakni
mengeluarkan darah sebanyak-banyaknya. Setelah pengambilan darah, hewan
dikremasi di insenerator FKH IPB.

7.2.6 Bakteri

Staphylococcus aureus diperolen dari Laboratorium Terpadu
Bakteriologi FKH IPB. Dosis Staphylococcus aureus dengan konsentrasi 108
cfu sebanyak 1 ml, disuntikkan pada intraperitoneal tikus.

7.2.7 Pengambilan Darah Tikus

Pengambilan darah tikus dilakukan setelah 1 jam induksi bakteri ke
intraperitoneal tikus. Pengambilan darah tikus dilakukan untuk uji sitokin (IL-
12, IL-2, dan IFN-y) Pengambilan darah dilakukan pada hari ke 7, 14, 21, dan
28. Darah diambil setelah tikus dieuthanasia 5 menit. Pengambilan darah
dengan penghisapan pipa kapiler dari intracardial. Pengambilan darah
dilakukan dengan eksaquinasi yakni mengeluarkan darah sebanyak-banyaknya
selama 10 menit. Darah yang sudah diambil diletakkan pada tabung yang
mengandung 10 % asam etilen diamin tetraasetat (EDTA). Darah diinkubasi
selama 30 menit pada suhu 37°C kemudian disentrifus dengan alat
mikrosentrifus (Sigma) pada 3024 rpm, selama 10 menit, suhu 4°C. Hasil yang
sudah terpisah antara plasma dan dan serum. Bagian plasma tidak digunakan,
sedangkan bagian serum disimpan dalam mikrotube, dibungkus dengan
parafilm dan disimpan dalam pendingin dengan suhu -70°C sampai akan
digunakan.

7.2.8 Penentuan Kadar Interleukin (IL-12, IL-2, dan IFN-y)

Pengujian dilakukan menggunakan Rat (IL-12, IL-2, dan IFN-y) Elisa
Kit Wash Buffer. Prosedur pengukuran kadar dimulai dengan proses pada
larutan konsentrat yang diencerkan 25x. Tabung yang disiapkan untuk
memasukan larutan standar 10000pg/ml sebanyak 150ul. Tabung sudah
mengandung 850ul standard diluent buffer lalu dihomogenkan dan diperoleh
larutan dengan konsentrasi 1500pg/ml kemudian dari larutan 1500pg/ml
dilakukan pengenceran bertingkat hingga diperoleh konsentrasi 750pg/ml,
375pg/ml, 187 pg/ml, 93,7pg/ml, 44,9pg/ml, 2,4 pg/ml dan 0 pg/ml. Kemudian
streptavidin-HRP disiapkan dan dilakukan pengenceran 100 x yaitu dengan
menambah 10 pl streptavidin-HRP ke dalam 990 pl HRP diluent.

Sebanyak 1 strip well untuk standard an sampel. Jumlah yang
dimasukan 50ul sampel dan 50ul ke dalam well. Langkah selanjutnya
memasukan plate ke inkubasi dengan suhu 20-25°C selama 1 jam. Setelah itu
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dengan wash buffer dilakukan pencucian plate sebanyak 3 kali. Selanjutnya
diberikan RBA (reagent biotinylate antibody) sebanyak 100pul ke semua well,
kembali dimasukan ke dalam inkubasi selama 30 menit dengan suhu 20-25°C.

Proses diulang, namun larutan yang ditambahkan 100ul solusi
streptavidin- HRP, setelah plate dicuci terlebih dahulu. Kemudian selama 30
menit kembali inkubasi dengan suhu 20-25°C. Langkah diulang dengan
menggunakan 100ul substrat TMB. Selanjutnya dengan plate tertutup
kemudian diinkubasi selama 30 menit pada ruang gelap. Langkah diulang
kembali dengan penambahan 100uL stop solution ke setiap well. Langkah
selanjutnya pengukuran absorbansi pada 450 nm. Absorbansi dibaca
menggunakan ELISA reader.

7.2.9 Analisis Data

Perbedaan kadar Sitokin IL-12, IL-2, dan IFN-y, antar kelompok,
dianalisis dengan One Way of Anova dan Uji Post Hoc menggunakan Uji
Duncan. Kadar Sitokin IL-12, IL-2, dan IFN-y, juga dianalisis secara deskriptif
dengan menganalisis rerata dan standar deviasi.

7.3 Hasil dan Pembahasan

Sitokin memiliki potensi yang menguntungkan sistem imun. Sitokin dapat
diproduksi dari makrofag, eosinophil, sel mast, sel endotel, dan epitel. Sitokin
memiliki fungsi yang berbeda-beda. Fungsi sitokin tidak selalu saling berkaitan
dengan fungsi sitokin yang lain. Sitokin dapat bekerja secara sinergis dengan sel
imun yang lain, namun bisa juga saling bertolak belakang. Sitokin bisa
mengaktivasi sel yang memproduksi dirinya. Penelitian ini menganalisis beberapa
sitokin dalam darah tikus setelah diberi perlakuan.

7.3.1 Interleukin 12 (1L-12)

Kadar IL-12 pada semua kelompok tertinggi setelah 7 hari pemberian
perlakuan. Pada waktu perlakuan selama 7 hari, rerata kadar IL-12 tertinggi pada
kelompok perlakuan EVOO. Kelompok campuran EVOO+madu memiliki kadar
IL-12 ke 2 tertinggi setelah kelompok EVOO. Semakin lama pemberian
perlakuan semua kelompok mengalami penurunan IL-2 kecuali kelompok
kontrol positif dan kelompok madu. Rerata kadar IL-12 pada kelompok
campuran EVOO+madu adu pada hari ke 7 (27,242+£9,26 pg/ml), ke 14
(12,297+2,03 pg/ml), ke 21 (8,083+1,20 pg/ml), dan ke 28 (7,244+1,60 pg/ml).
Ada penurunan kadar IL-12 pada kelompok campuran EVOO+madu. Hal yang
sama dengan rerata kadar 1L-12 pada kelompok EVOO. Pada hari ke 28, kadar
IL-12 pada kelompok kontrol negatif tidak terdeteks. Kadar IL-12 di hari ke 7
setelah pemberian perlakuan, paling tinggi pada kelompok perlakuan EVOO
(32,3 pg/ml). Kadar IL-12 paling rendah setelah pemberian madu selama 21 hari.
Kadar 1L-12 paling tinggi juga pada kelompok yang diberi perlakuan madu
selama 7 hari. Hasil uji One Way of Anova menunjukkan ada pengaruh campuran
EVOO + madu terhadap kadar 1L-12 berdasarkan waktu perlakuan. Hasil uji
Duncan menunjukkan kadar 1L-12 pada campuran EVOO + madu berbeda
bermakna dengan kelompok lainnya pada hari ke 7. Hal ini dapat dilihat pada
Tabel 19.



Tabel 19 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap sitokin 1L-12

pada tikus

Kelompok Kadar [L-12 (pg/ml) ReratatSD  Pune
7 hari 14 hari 21 hari 28 hari

Kontrol (-) 12,390+4,65 = 9,483+1,69 9,16442,09 - 10431 0,427
Kontrol (+) 19,716+6,02% 804742410  S81240,00%  10,123£0,003 12471 0,004
EVOO 32290429394  188154893%  13087+633%  4384+0,00® 203179 0,178
Madu 12.866+£3,1270  12,54643,78 %  7.6034046% 96544275 105535 0,078
EVOO + Madu 27.24249,26 ¢ 12,29742,03 = 8,083+1,20# 7,244+0,60 = 14,6+9,7 0,000
Rerata+SD 21,3+14,3 12,6458 8,843,9 0+ 3,7
Pratue 0,347 0,100 0,083 0,003
Praie BP . 0,308
Puatue WP . 0,002
Pvaw: BP*WP . 0,686
Keterangan :

BF: Bahan perlakuan

WP: Waktu perlakuan

BP*WP : Interaksi bahan perlalnan dengan waktn perlakunan

Notas1 huruf kecil superskrip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %. Uji Duncan a = 0.05,

IL-12 salah satu sitokin pada imunitas nonspesifik. Sasaran utama IL-
2 antara lain membantu diferensiasi Th1l pada sel T, terlibat membantu sel T
dan sel NK dalam sintesis IFN-y dan meningkatkan aktivitas sitolitik (Parmely
2013; Baratawidjaja dan Rengganis 2014; Playfair and Chain 2015). Croft et
al. (2011) menyatakan sumber utama dari makrofag dan sel-sel B. Daya kerja
meningkatkan diferensiasi Th1 dan sintesis IFN-y. Merangsang sel-sel NK dan
sel-sel T CD4" kepada sitolisis. IL-12 bekerja sinergik dengan IL-2. IL-12 juga
penginduksi IFN-y untuk pengaktifan makrofag dalam pembasmian
intraseluler. IL-12 bersama IFN-y sebagai penginduksi imunitas seluler
terhadap pathogen bakteri intrasel. IL-12 yang berasal dari sel-sel dendritik dan
makrofag membantu transisi makrofag, dan sel-sel NK pada sistem imun
seluler.

7.3.2 Interleukin 2 (IL-2)

IL-2 merupakan salah satu sitokin pada sistem imun adaptif. Sumber
utama IL-2 dari sel T, setelah IL-2 diproduksi oleh sel T, IL-2 yang membantu
sel T untuk berproliferasi, meningkatn sintesis sitokin, dan apoptosis. IL-2
juga membantu proliferasi dan aktivasi sel NK. Pada sel B, IL-2 membantu
proliferasi sel B dan sintesis antibodi. IL-2 merangsang proliferasi dan
diferensiasi sel T, sel B, dan NK (Baratawidjaja dan Rengganis 2014).

Tabel 20 menunjukkan kadar IL-2 tertinggi pada kelompok campuran
EVOO+madu terjadi setelah pemberian selama 7 hari. Kelompok EVOO juga
memiliki kadar IL-2 tertinggi setelah pemberian selama 7 hari. Kelompok madu
memiliki kadar I1L-2 tertinggi setelah pemberian selama 14 hari. Rerata kadar IL-
2 pada kelompok campuran EVOO+madu pada hari ke 7 (30,426+12,74 pg/ml),
ke 14 (16,514+2,59 pg/ml), ke 21 (17,501+1,33 pg/ml), dan ke 28 (14,990+1,74
pg/ml). Hasil uji One Way of Anova menunjukkan ada pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap kadar IL-2 berdasarkan waktu perlakuan. Namun tidak
ada pengaruh campuran EVOO+madu berdasarkan interaksi antara bahan
perlakuan dengan waktu perlakuan. Hasil uji Duncan menunjukkan ada
perbedaan kadar IL-2 yang signifikan, antara kadar IL-2 hari ke 7 dengan hari
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ke 14, 21, dan 28. Sedangkan berdasarkan perlakuan tidak ada yang berbeda.
Rerata kadar IL-2 mengalami penurunan pada semua perlakuan berdasarkan
waktu. Pemberian EVOO berdasarkan waktu, memiliki kadar IL-2 berpola linier
negatif, dimana semakin lama pemberian EVOO semakin mengalami penurunan

kadar IL-2, namun pola ini tidak signifikan (pvalue > 0.05).

Tabel 20 Pengaruh evoo, madu, dan campurannya terhadap sitokin 1L-2

pada tikus

Kelompok Kadar IL-2 (pg/ml) ReratatSD  Puae
7 hari 14 hari 21 hari 28 hari

Kontrol (-) 20,09144,18be 18.453+£3.682 17,12943,90 14,385+£2,59 2 17.5£3 8 0,334
Kontrol (+) 2524243942 17,120+1,53 # 14,582+0,17 12,967+0,46 2 17,5453 0,000
EVOO 39.826430.15¢  20.105+0,98 = 14,83620,91 2 13.169+0,613  21.3£15,7 0,114
Madu 15.496+£1.93 % 19,093£7.06 15,59320.612 15,036£1,602 162434 0,448
EVOO + Madu 30,426+12,74%  16,514+2,50®  17,501+1,33 = 14,990+1,74 2 19,9+8,7 0,022
ReratatSD 26,5+15.2 18,3£3.4 15,8+1.9 26,5£15.2
Praine 0.344 0.657 0.146 0,338
Puawe BP : 0,282
Prawe WP ;0,000
Pune BP¥WP @ 0,188
Keterangan :

BF: Bahan perlaluan

WP: Waktu perlakvan

BP*WP : Interaksi bahan perlakuan dengan waltu perlakuan

Notasi huruf kecil superskrip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %, Uji Duncan o= 0.05.

Ros dan Cantrell (2018) menemukan IL-2 memiliki kemampuan
membelah jalur pensinyalan sehingga IL-2 mengontrol diferensiasi dan
homeostasis dari sel T proinflamasi dan antiinflamasi. IL-2 sebagai pengatur
utama program metabolisme sel T dan menentukan nasib sel. IL-2 menurunkan
pada terapi kesehatan al hijamah menurunkan IL-2 dari 2023,34 menjadi
1789,34 setelah 3 bulan terapi (Baghdadi et al. 2015). Benczik dan Gaffen
(2004) menyatakan IL-2 bersama IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, dan IL-21 berbagi
reseptor untuk mempromosikan dan mempertahankan populasi limfosit,
melalui 3 jalur utama yakni jalur JAK/ Signal Transducer and Activator Of
Transcription (STAT), Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK), dan
Phosphatidylinositol-3  Kinase (PI3K) dalam proliferasi dan pesinyalan
kelangsungan hidup.

Malik (2008) menyatakan IL-2 memiliki peran dalam toleransi imun dan
merupakan pusat respons imun protektif. Louise (2011) menyatakan sumber
utama IL-2 dari sel Thi. Daya kerja yang utama IL-2 sebagai faktor
pertumbuhan sel T dan mengaktifkan sel-sel NK dan B. IL-2 dapat bersinergis
dengan IL-5 untuk membantu diferensiasi sel-sel B. 1L-10 dapat menghambat
pelepasan IFN-y dan IL-2 oleh Thi, maka mengurangi pengaktifan makrofag
oleh IFN-y. IL-2 yang diperlukan untuk transformasi sel T dan sel B. IL-2
merangsang sel-sel Thy, sehingga sel Th, mengalami transformasi,
berdiferensiasi, dan membelah diri serta mengeluarkan sitokin IL-4, IL-5, IL-10,
dan IL-13. Suatu zat imunosupresif dapat menghambat efek I1L-2 dan banyak
mendukung terjadinya proliferasi banyak tipe sel. Zat imunosupresif juga
meningkatkan perubahan sel-sel B menjadi sel yang mensintesis
immunoglobulin A (IgA). Cacat gen dapat mengganggu respon terhadap IL-2.
Beberapa obat juga dapat menghambat IL-2 yang sudah diproduksi sel T yang
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teraktivasi. Malik (2008) menyatakan ada defisiensi IL-2 ketika sel T regulator
akan mengalami gangguan.

7.3.3 Interferon Gamma (IFN-y)

Kadar IFN-y pada kelompok campuran EVOO+madu terjadi setelah
pemberian perlakuan selama 7 hari. Hal yang sama juga pada kelompok EVOO,
dimana kadar IFN-y tertinggi setelah diberi perlakuan selama 7 hari. Kelompok
perlakuan madu memiliki kadar IFN-y tertinggi setelah pemberian 28 hari.
Rerata kadar IFN-y pada kelompok campuran EVOO+madu pada hari ke 7
(61,322+64,91pg/ml), ke 14 (7,38+8,729 pg/ml), dan ke 28 (6,90+9,24 pg/ml).
Hari ke 21, kadar IFN-y tidak terdeteks. Kadar IFN-y pada kelompok campuran
EVOO+madu tertinggi pada hari ke 7 dibandingkan kelompok yang lain.
Kelompok tertinggi kadar IFN-y pada hari ke 14, pada kelompok kontrol positif
dan kelompok madu. Hari ke 21 dan hari ke 28, tidak semua kadar IFN-y
terdeteks dalam pengukuran. Pola fluktuasi kadar IFN-y terjadi pada kelompok
madu dan kelompok EVOO. Hasil uji One Way of Anova menunjukkan tidak
ada pengaruh campuran EVOO+madu terhadap kadar IFN-y . Hasil Duncan
menunjukkan kelompok campuran EVOO+madu berbeda secara signifikan
dengan kelompok perlakuan lain di hari ke 7. Penurunan kadar IFN-y pada
kelompok campuran EVOO+madu sangat drastis. Hal ini dapat dilihat pada
tabel 21.

Tabel 21 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap sitokin ifn-y

pada tikus

Kelompok Kadar IFN-y (pg/ml) ReratatSD  Puate
7 hari 14 hari 21 hari 28 hari

Kontrol (-) 11,563+1.872 7.511+1.4267 31614002 - 74438 0,001
Kontrol (+) 14,378x4,086 2 16,722204732 - - 15,6429 0,380
EVOO 15.237=13.66°2 11,509=0,552 5.338+3,765 2 6,273£5,13 ¢ 9,5£8.1 0421
Madu 14,697£6,256 2 15,007+5,1762 - 16,252+0,00 2 15,439 0,881
EVOO + Madu 61,322+64 0910 7,38+8 72912 - 6.00+9 24 2 224400 0,149
ReratatSD 25,8+ 364 11,1+ 6.4 5.9+4.8 6.8+ 59
Pralue 0,293 0,215 0,373 0,293
Prawe BP H 0,495
Puwale WP 0,094
Pratue BP*WP N 0,103

Keterangan :

BP: Bahan perlakuan

WP: Waktu perlakuan

BP*WP : [nterakei bahan perlakuan dengan waktu perlakuan

Wotasi huruf kecil superskrip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %. Uji Duncan o= 0.05.

IFN terdiri dari IFN-a, IFN-B, dan IFN-y. IFN-a dan IFN-B
merupakan IFN yang terlibat dalam regulasi ekspresi MHC-1, dan proses
resistensi terhadap virus, sedangkan IFN-y terlibat dalam aktivasi makrofag.
Sumber IFN-a yakni limfosit, monosit dan makrofag. IFN-B berasal dari
fibroblast dan epitel. IFN-y bersumber sel T dan NK. Komponen IFN yakni
Acute Phase Protein (APP), golongan protein serum yang kadarnya meningkat
sebagai respons terhadap inflamasi. (Parmely 2013; Baratawidjaja dan
Rengganis 2014; Playfair and Chain 2015).

Croft et al. (2011) menyatakan mutasi reseptor IFN-y dapat
menyebabkan kegagalan aktivasi makrofag. Setiap sitokin yang akan
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meningkatkan perkembangan limfosik spesifik antigen yang memproduksi
IFN-y. Individu yang tidak dapat memproduksi IFN-y memiliki risiko mudah
terinfeksi kuman. IFN-y yang meningkatkan sel imun seluler dengan
meningkatkan makrofag dan sel sel NK. Kinanthi (2009) menyatakan EVOO
mengandung squalene yang bekerja sebagai interferon (IFN) inducer untuk
meningkatkan jumlah sel Natural Killer (NK) atau lymphocytes dalam sistem
imun. Lavermicocca et al. (2010) menyatakan prinsip homoostatis terkait
dalam menjaga keseimbangan kerja Thl dan Th2. Aktivitas Thl dapat
diinduksi oleh mikroba, sehingga Th1l memproduksi IL-18, IL-2, dan TNF-a.
Aktivitas modulator pada differensiasi sel T oleh kehadiran mikroba
mendukung Antigen Presenting Cell (APC) sebagai respon adaptif.

7.4 Simpulan

Hasil analisis kadar sitokin pada tikus yang diberikan campuran
EVOO+madu menunjukkan kadar IL-12, dan IFN-y menurun berdasarkan waktu
perlakuan. Kadar IL-2 pada kelompok campuran EVOO+madu menunjukkan
fluktuasi. Tidak ada pengaruh pemberian campuran EVOO+madu terhadap kadar
IL-2 dan IL-12, berdasarkan semua waktu perlakuan. Kadar IL-2 terendah pada hari
ke 28 kelompok kontrol negatif, sedangkan IL-2 tertinggi pada kelompok EVOO
hari ke 7. Kadar 1L-12 terendah pada hari ke 21 kelompok madu, sedangkan IL-12
tertinggi pada kelompok madu hari ke 7. Kadar IFN-y terendah pada hari ke 21
kelompok kontrol negatif, sedangkan IFN- vy tertinggi pada kelompok campuran
EVOO+madu hari ke 7.
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VilIl PENGARUH PEMBERIAN EVOO, MADU, DAN
EVOO+MADU TERHADAP PANJANG VILI DAN
KEDALAMAN KRIPTA PADA TIKUS

8.1 Pendahuluan

Kesehatan pencernaan merupakan hal yang sangat penting, dikarenakan
pencernaan merupakan pintu masuk makanan untuk sel-sel tubuh. Pencernaan yang
baik, akan maksimal menyerap zat gizi untuk tubuh, namun jika pencernaan
bermasalah, maka makanan tidak optimal diserap tubuh dan bisa terjadi kekurangan
zat gizi, dengan menjaga kesehatan pencernaan sangat penting untuk keseluruhan
kesehatan tubuh.

Extra Virgin Olive Oil (EVOO) memiliki banyak manfaat untuk kesehatan,
salah satunya untuk kesehatan pencernaan. Beberapa hasil penelitian menunjukkan
EVOO berkaitan dengan rehabilitas usus pada penderita gastroentritis, tukak
lambung atau infeksi usus lainnya. Sanchez-Fidalgo et al. (2013) menyatakan
konsumsi EVOO setelah 30 hari pada tikus, memberikan dampak penurunan
chronic colitis. EVOO meningkatkan kerja enzim pencernaan, mencegah inflamasi
dalam saluran pencernaan, dan bersifat antibakteri. EVOO melindungi saluran
pencernaan dan lambung dengan meningkatkan mukosa saluran pencernaan dan
menurunkan sekresi asam lambung (Bermudez et al. 2004; de Lastra et al. 2001).
Rebollada-Merino et al. (2019) menyatakan adanya peningkatan panjang vili dan
kedalaman kripta pada duodenum usus halus ayam betina setelah diberi pakan
dengan dicampuran EVOO. Lavermicocca et al. (2010) menyatakan produk zaitun
dapat mengantar bakteri probiotik sebagai pembawa untuk manusia

Madu terbukti secara ilmiah meningkatkan kesehatan pencernaan.
Samarghandian et al. (2017) menyatakan madu salah satu suplemen kesehatan yang
digunakan untuk meningkatkan saluran pencernaan. Mannina et al. (2016)
menyatakan madu memiliki kemampuan meningkatkan kesehatan lambung dan
duodenum. Soares et al. (2017) menemukan madu yang kaya akan senyawa
antioksidan mampu menghambat peradangan di mukosa lambung tikus. Ajibola
(2012) menyatakan madu dapat meningkatkan pencernaan zat makanan karena madu
mengandung beberapa enzim. Madu sebagai pemanis memiliki kemudahan untuk
dicerna karena madu mengandung sukrosa yang rendah dan monosakarida yang
tinggi.

El-Arab et al. (2006) menyatakan mengonsumsi makanan dengan
penambahan madu, dapat meningkatkan perubahan histopatologis usus halus kearah
yang lebih sehat. Jumlah bakteri Bifidobacteria dan jumlah Lactobacilli pada usus
meningkat tajam pada tikus yang menerima pakan yang ditambah dengan madu.
National Honey Board (2010) menyatakan madu digolongkan prebiotik karena madu
mampu meningkatkan bakteri Bifidobacteria di saluran pencernaan. Oligosakarida
merupakan salah satu yang juga terkandung dalam madu dan bermanfaat untuk
pencernaan. Kandungan oligosakarida ditemukan 3.1 g di madu kemasan dan 10.1 g
di madu mentah per 100 g madu. Amin et al. (2020) menyatakan madu dari lebah
Heterotrigona itama mengandung probiotik. Hasil isolasi menunjukkan ada B.
amyloliquefaciens HTI-19 (gram positif) dan B. subtilis HTI-23 (gram negatif),
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memiliki kelangsungan hidup mendekati probiotik komersial seperti Lactobacillus
rhamnosus GG.

Madu juga memiliki kemampuan meningkatkan penyerapan zat gizi.
Ariefdjohan et al. (2008) menyatakan madu membantu penyerapan kalsium dalam
pencernaan. Gollu et al. (2008) menyatakan memberikan madu pada tikus
memberikan hasil gambaran histologi ileum usus halus yang lebih baik. Afroz et al.
(2013) menyatakan kandungan enzim dalam madu memberikan keuntungan pada
pencernaan. Enzim utama yang terkandung dalam madu antara lain invertase
(saccharase), diastase (amylase), dan glukosa oksidase.

Berdasarkan uraian diatas, penelitian ini bertujuan 1) mengetahui rerata
panjang vili dan rerata kedalaman kripta usus halus berdasarkan waktu pemberian
perlakuan dan bahan perlakuan. 2) menganalisis perbedaan panjang vili dan
kedalaman kripta berdasarkan waktu perlakuan, bahan perlakuan dan interaksi
antara faktor waktu dan bahan perlakuan. 3) mengetahui rerata tertinggi dan
terendah pada panjang vili dan kedalaman kripta berdasarkan interaksi faktor waktu
dan bahan perlakuan.

8.2 Metode
8.2.1 Waktu dan Lokasi penelitian

Penelitian dilakukan di RS Hewan FKH IPB Bogor. Analisis panjang vili dan
kedalaman kripta dilakukan di Pusat Studi Satwa Primata (PSSP) IPB Bogor.
Penelitian dilakukan pada bulan Juni sampai Juli 2019.

8.2.2 Bahan dan alat

Bahan perlakuan terdiri dari madu merek “Madurasa” dan EVOO
merek ”Guiellen”. Larutan BNF 10%, alkohol 70%, 80%, 90%, xylol, larutan etanol,
larutan NaCl, aquades, parafin, Ketamine, Xylazine, formalin, dan larutan
hematoksilin-eosin. Alat yang digunakan sonde untuk pemberian bahan perlakuan,
kit bedah hewan coba, spuit 1ml untuk anastesi, spuit 5 ml untuk eksaquinasi, cawan
patri untuk penempatan organ usus, dan tabung vaccutainer untuk menyimpan organ
serta mikroskop cahaya (kamera (Nikon Eclipse 80i, DS Fil, Jepang), masker, sarung
tangan, cover glass, mikrotom, dan preparat.

8.2.3 Bahan perlakuan

EVOO diberikan sebanyak 0,185 g /ekor/hari, madu diberikan sebanyak 0,8
g/ekor/hari, dan campuran EVOO+madu terdiri dari EVOO 0,75 ml ditambah madu
0,8 g, yang diaduk tanpa menimbulkan kenaikan suhu. Aquades sebanyak 1
ml/ekor/hari. Bahan perlakuan campuran EVOO+madu dibuat setiap hari untuk
menghindari kontaminasi jamur atau mikroba lainnya.

8.2.4 Hewan Coba dan Penanganannya

Rattus norvegicus merupakan hewan coba yang digunakan, dengan strain
Sparague Dawley berbobot 150-250 g, jantan, usia 2-3 bulan, jantan. Tikus dalam
kondisi baik dan sehat. Hewan coba berasal dari Balai Besar Penelitian Veteriner
Kementerian Pertanian RI. Masa aklimasi selama 7 hari, pemberian pakan AIN-
93M sebanyak 10-15 gram per-ekor per-hari. Minum ad libitum. Besar ruangan,
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besar kandang, ukuran pencahayaan, ukuran kelembaban, dan suhu mengikuti
standar yang diterapkan RS Hewan FKH IPB Bogor. Pemberian perlakuan selama
4 pekan. Setiap kelompok diambil 4 tikus tiap kelompok, tiap pekannya. Tikus
kemudian dianastesi (Ketamine sebanyak 75 mg/kg BB tikus dan Xylazine 12
mg/kg BB tikus), di eksaquinasi, dibedah, dilanjutkan proses pengambilan organ.
Setelah itu hewan dikremasi di insenerator FKH IPB.

8.2.5 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen murni dengan desain
factorial, dimana pengamatan panjang vili dan kedalaman kripta usus berdasarkan
dua faktor yakni waktu perlakuan dan bahan perlakuan. Desain penelitian
menggunakan 3 kelompok perlakuan yang akan diberi EVOO, madu, dan campuran
EVOO+madu. Penelitian ini juga menggunakan 1 kelompok kontrol, dengan
pemberian aquades untuk kelompok kontrol negatif. Jumlah tiap kelompok 16 tikus,
yang akan diamati 4 tikus pada hari ke 7, 14, 21, dan 28.

8.2.6 Pembuatan Preparat Histologi Usus Halus

Pembuatan preparat dengan metode paraffin yaitu fixsasi organ,
pembuatan blok paraffin, pemotongan dan pewarnaan.
a) Fiksasi organ

Pemeriksaan histologi usus dilakukan dengan pengambilan organ yang
dilanjutkan dengan pembuatan preparat histologi organ. Larutan BNF (Buffered
Neutral Formalin) 10% digunakan untuk fiksasi organ selama minimal 24 jam.

b) Pembuatan blok parafin

Jaringan hewan coba yang sudah fiksasi, lalu dipotong-potong, kemudian
dimasukan ke dalam wadah spesimen yang dibuat dari plastik. Tahap selanjutnya,
pemberian alkohol ( 70%, 80%, dan 90%) untuk proses dehidrasi. Proses clearing
bertingkat dilakukan 40 menit ke dalam xylol. Langkah selanjutnya pencetakan blok
paraffin, dan disimpan ke lemari es.
¢) Pemotongan dan pewarnaan

Ukuran pemotongan paraffin sangat tipis sekitar 4-6 pm memakai
mikrotom. Langkah selanjutnya dimasukan ke air bersuhu 60°C. Setelah itu,
potongan atau irisan diletakkan ke gelas objek, lau diwarnakan dengan Hematoxylin
dan Eosin (HE). Gelas objek yang sudah menyimpan bahan preparat yang diwarnai,
kemudian direndam xylol 1 dan 2 selama 2 menit. Proses deparafinasi dilanjutkan
rehidrasi. Selanjutnya pewarnaan selama 8 menit, kemudian dibilas diwarnai Eosin
selama 2-3 menit, dicuci dan dikeringkan. Langkah selanjutnya sediaan dimasukan
ke alkohol 95% dan absolut dengan frekuensi 10 celupan di alkohol 95%, 2 menit
di alkohol absolut.

Tahapan berikutnya, dimasukan ke xylol 1 kembali 1 menit dilanjutkan
xylol 2 selama 2 menit. Pemberian perekat permount pada tutup preparat.
Selanjutnya pemeriksaan preparat dengan mikroskop pembesaran 100x dan 400x.
Tinggi vili dan kedalaman kripta kemudian diukur dan direrata.

8.2.7 Pemeriksaan Mikroskopis

Pemeriksaan mikroskopis pada pewarnaan HE untuk mengukur panjang vili
dan kedalaman kripta dilakukan dengan pengamatan jaringan menggunakan
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fotomikroskopi dengan menggunakan mikroskop cahaya yang dilengkapi kamera
(Nikon Eclipse 80i, DS Fil, Jepang). Analisis preparat jaringan dilakukan secara
semi kuantitatif dengan software Mac Biophotonics Image J. Penghitungan
dilakukan pada 5 lapang pandang tiap preparat jaringan dengan magnifikasi 40x.
Nurhamidah dan Irawati (2014) menyatakan panjang vili usus halus diukur dari garis
atas muskularis mukosa sampai puncak vili.

8.2.8 Analisis Data

Analisis univariat dilakukan dengan menggambarkan rerata dan standar
deviasi pada panjang vili dan kedalaman kripta. Pengaruh campuran EVOO + madu
terhadap perbedaan panjang vili dan kedalaman kripta diuji dengan One Way of
Anova. Menganalisis kelompok mana saja yang berbeda berdasarkan waktu dan
perlakuan dilakukan Uji Duncan.

8.3 Hasil dan Pembahasan

Tabel 22 menunjukkan panjang vili usus tertinggi pada kelompok EVOO,
kelompok madu, dan campuran EVOO+madu, setelah diberikan perlakuan selama
14 hari. Hasil pengukuran panjang vili usus halus pada kelompok campuran
EVOO+madu pada hari ke 7 (331,79+11,25 um), ke 14 (685,31+37,91 um), ke 21
(416,64+109,19 um) dan ke 28 (364,80+28,02 um). Panjang vili usus tertinggi ada
pada kelompok campuran EVOO+madu pada pemberian perlakuan sampai hari ke
14. Sedangkan panjang vili terrendah ada pada kelompok kontrol negatif setelah
pemberian perlakuan selama 21 hari.

Tabel 22 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap panjang vili pada usus

halus tikus

Kelompok Paujang vili (pm) PeratarSD Pualue
7 hari 14 hart 21 han 28 hari

Kontrol (-} 336,8147,30 ezt 390,064265,118  537,07+26,811  247,04412,67%=%= 25312854 0,006
EVOO 237.4348,51 bed 300,05£134,04  21043+2331 % 20753+37,77ckfh 293841064 0,000
Madu 211,37£10.17 &= 550,65+33.841  372,77+64,47 & 270,10£52,31 bedef 312,081065 0,000
EVOO + Madu 331,70+11,25 defei 68531£37.015F  416,64£100,101  364.80+28,028x  436.1+1477 (0,004
ReratatSD 279,0+56,4 472,2+170 306,1+134,8 285,3£54,0
Pralus 0,000 0,001 0,000 0,001
Pralue BP © 0,000
Pralus WP s 0,000
Pralue BP*WP_ : 0,000

Keterangan -

EP: Bahan perlakuan

WP: Waktu perlakuan

BP*WP : Interaksi bahan perlakuan dengan waktu perlabuan

Notast huruf kecil supersknp berbeda pada kolom vang sama menyatakan perbedaan nvata pada taraf 5 %o, Up Dencan o= 0.05.

Hasil uji One Way of Anova menunjukkan ada pengaruh campuran
EVOO+madu terhadap panjang vili usus. Hasil uji Duncan menunjukkan
berdasarkan perlakuan, ada perbedaan panjang vili usus pada kelompok campuran
dengan kelompok yang diberi EVOO, diberi madu, dan kelompok kontrol negatif.
Berdasarkan waktu, ada perbedaan panjang vili secara bermakna pada pemberian
perlakuan sampai hari ke 7 dengan hari ke 14 dan ke 21. Demikian juga dengan
pemberian perlakuan hari ke 14. Hasil pengukuran panjang vili usus halus mengalami
fluktuatif pada semua kelompok. Hal ini kemungkinan disebabkan adanya perbedaan
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bagian irisan pada penampang histologi usus halus. Panjang vili usus halus paling
tinggi setelah perlakuan selama 14 hari pada kelompok pemberian campuran
EVOO+madu, kelompok pemberian EVOO, dan kelompok pemberian madu. Setelah
pemberian perlakuan selama 21 hari, hasil ukur panjang usus mengalami penurunan
rata-rata disemua kelompok perlakuan.

Vili berbentuk seperti kumpulan benang di dinding usus halus. Kondisi usus
yang normal dan sehat, dimana sel-sel epitel masih berbentuk silindris sebaris,
susunan sel epitel berbentuk barisan, ada tunika mukosa yang rata dan halus. Panjang
vili akan memendek ketika bagian epitel dinding usus mengalami kerusakan.
Adanya inflamasi menyebabkan sel epitel tidak dapat memperluas area vili
duodenum, permukosa tunika menjadi kasar, dan terlihat sel goblet ketika terjadi
radang di usus. Sel goblet akan mengeluarkan cairan mukus untuk sterilisasi
makanan yang masuk

Sediaoetama (2018) menyatakan lipatan-lipatan dalam usus memiliki
tonjolan mukosa yang disebut vili. Vili memiliki permukaan yang tertutup oleh
selapis sel-sel epithel. Membran sel lapisan epitel mempunyai tonjolan mikroskopik
yang disebut dengan mikrovili. Dengan adanya mikrovili, mukosa usus menjadi lebih
luas berlipat ganda, yang meninggikan daya serap dinding usus tersebut. Zalizar et
al. (2006) menyatakan luas permukaan vili usus halus setelah terinfeksi
mikroorganisme akan berkurang. Penelitian Emma et al. (2013) menemukan hasil
peningkatan tinggi vili usus halus ayam, setelah diberi perlakuan jeruk nipis yang
banyak mengandung vitamin C yang bersifat antioksidan.

EVOO dan madu banyak mengandung zat antioksidan yang dapat
menghambat inflamasi pada organ duodenum akibat peroksidasi lipid. Konsumsi
suplemen yang kaya antioksidan menstabilkan fraksi lipid dalam memperbaiki
permukaan vili duodenum. Wijayanthi et al. (2017) menyatakan pemberian vitamin
E dapat memperbaiki histologi usus halus tikus putih, dimana pada dosis 200 mg/kg
lebih baik efeknya daripada dosis 100 mg/kg dan 150 mg/kg. Madu sebagai probiotik
dapat meningkatkan jumlah mikroorganisme yang membantu pencernaan.
Mikroorganisme akan menghasilkan asam lemak rantai pendek yang dapat
meningkatkan proliferasi vili usus, mengontrol regulasi apoptosis, proliferasi serta
diferensiasi sel (Hartono et al. 2016). Madu memiliki kandungan banyak enzim yang
dapat membantu pencernaan. Penyerapan akan semakin optimal ketika area absorpsi
semakin luas.Madu sebagai probiotik mempengaruhi tinggi vili usus dan densitasnya
lebih padat. Gultom et al. (2016) menyatakan kandungan antioksidan dapat
memperbaiki jaringan duodenum termasuk berdampak pada vili usus halus. Zat
bioaktif dalam makanan yang dikonsumsi menguatkan barrier usus yang memodulasi
fungsi sel epitel usus. Mekanisme probiotik dalam kesehatan pencernaan, diawali sel
goblet yang memicu keluarnya lendir pada mukosa usus. Probiotik meningkatkan
jumlah koloni bakteri baik diusus, memperbaiki permukaan vili usus dan kerapatan
vili usus.

Purnama et al. (2013) menyatakan erosi vili dapat terjadi dikarenakan
kongesti, yang menyebabkan ketidaklancaran suplai darah ke sel-sel epitel, akhirnya
terjadi edema yang menyebabkan sel epitel vili terangkat. Paparan beberapa obat
menyebabkan pembengkakan vili jejenum usus halus karena peradangan.
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Tabel 23 menunjukkan kelompok campuran EVOO+madu memiliki
ukuran kedalaman kripta yang rendah atau dangkal setelah pemberian perlakuan
selama 7 hari dan 14 hari, namun ukuran kedalaman kripta bertambah tinggi setelah
perlakuan dilakukan selama 21 hari. Hasil pengukuran kedalaman kripta usus halus
pada kelompok campuran EVOO+madu pada hari ke 7 (94,47£11,25 um), ke 14
(332,89+19,60 pum), ke 21 (235,19+9,84 um) dan ke 28 (162,94+21,21 um). Rerata
tertinggi kedalaman kripta usus halus ada pada kelompok campuran EVOO+madu
(349,62 um), sedangkan terrendah ada pada kelompok control negatif (33,71 um).
Waktu pemberian sama yakni setelah diberi perlakuan sampai 21 hari. Kelompok
campuran EVOO+madu memiliki ukuran kedalaman kripta tertinggi sesudah
pemberian perlakuan 14 hari dan 21 hari. Ukuran kedalaman kripta pada madu
tertinggi di hari ke 21 setelah pemberian perlakuan. Hasil uji One Way of Anova
menunjukkan ada pengaruh campuran EVOO+madu terhadap kedalaman kripta
usus halus. Hasil uji Duncan menunjukkan ada perbedaan ukuran kedalaman kripta
berdasarkan bahan perlakuan dan waktu perlakuan. Semua kelompok memiliki
ukuran kedalaman kripta yang fluktuatif berdasarkan waktu pemberian perlakuan.
Ukuran kripta dapat menjadi tanda sehatnya pencernaan di usus halus. Semakin
baik kondisi pencernaan di usus halus, semakin besar hasil ukuran kedalaman kripta.

Tabel 23 Pengaruh EVOO, madu, dan campurannya terhadap kedalaman kripta pada
usus halus tikus

Kelompok Kedalaman k_upta (um) RerataxSD Puatue
7 hari 14 hari 21 hari 28 hari

Kontrol (-) G4.87£739 230.88+13,57 1 174,18£16.05 ¢ 133,67£50,64 o 9474546 0,000

EVOO 157,04+8 51 © 219.98+29 16 £ 202 53+12.17¢ 235,564+0.15 1 22655516 0,000

Madu 82,58+10,17" 76,22+742°% 349,62+74.60 & 139,55+16,47 % 2064919 0,000

EVOO + Madu 94.47411,25 b 332,89+19.60 1 235,1949.84 7 162.94421.21 ¢ 16192119 0,000

Rerata+SD 100,0=37.0 182.9 £106.7 245.1477.0 148.9+53.0

Prate 0,000 0,001 0,000 0,001

Prame BP : 0,000

Pualue WP 0,000

Prate BP*WP . 0,000
Keterangan :
BP: Bahan perlalman
WP Waltn perlakuan
BP*WP : Interaksi bahan perlakuan dengan waktu perlakuan
Wotasi huruf keeil superskrip berbeda pada kolom yang sama menyatakan perbedaan nyata pada taraf 5 %. Uji Dunican a = 0.05.

Zainuddin et al. (2016) menyatakan dalam pencernaan terdapat kelenjar
intestinal yang bermuara pada kripta yang terdapat pada vili-vili intestinal, yang
disusun oleh sel epitel silindris sebaris. Kripta mensekresikan sejumlah air dan
elektrolit. Dengan kadar air dan elektrolik yang cukup, kelenjar intestinal mendukung
perkembangan sel epitel penyusun vili. Harimurti dan Rahayu (2009) menyatakan
ukuran kedalaman kripta akan meningkat setelah pemberian suplementasi probiotik.
Ukuran kedalaman kripta pada usus duodenum dan jejenum lebih tinggi daripada
ileum.

Wresdiyati et al. (2013) menyatakan tebal mukosa usus halus bertambah
setelah pemberian probiotik. Ketebalan mukosa usus disebabkan adanya peningkatan
tinggi vili serta kedalaman kripta. Probiotik mampu menginduksi asam lemak rantai
pendek pada sel epitel. Peningkatan asam lemak rantai pendek mampu menstimulasi
proliferasi sel epitel. Vincents et al. (2014) menyatakan paparan bahan perasa
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makanan dapat mendangkalkan ukuran kripta. Budiartawan et al. (2018)
menunjukkan asam butirat meningkatkan proliferasi sel kripta pada usus tikus.

8.4 Simpulan

Perlakuan campuran EVOO+madu berpengaruh secara signifikan
terhadap panjang vili dan kedalaman kripta usus halus. Ukuran panjang vili
memiliki perbedaan secara bermakna berdasarkan waktu perlakuan dan bahan
perlakuan. Kelompok perlakuan campuran EVOO+madu memiliki ukuran panjang
vili tertinggi yakni 685,31 um pada hari ke 14. Ukuran kedalaman kripta memiliki
perbedaan secara signifikan berdasarkan waktu perlakuan dan bahan perlakuan.
Kelompok pemberian campuran EVOO+madu memiliki ukuran kedalaman kripta
tertinggi pada hari ke 14 yakni 332,89 um.
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IX PEMBAHASAN UMUM

9.1 Generalisasi

Temuan dari penelitian ini menunjukkan sifat kimia EVOO sesuai dengan
standar produk EVOO. Kandungan asam lemak jenuh juga sesuai dengan acuan
standar. Pada asam lemak tak jenuh, ada asam lemak yang tidak ssuai batas standar
yakni asam asam linolenat. Kandungan vitamin E yang hampir sama dengan hasil
temuan peneliti lain. Kandungan total karotenoid lebih tinggi dari temuan hasil
peneliti lain. Beberapa minyak nabati lainnya menunjukkan kadar asam oleat
dengan jumlah banyak, juga dimiliki minyak almond, minyak buang matahari, dan
minyak alpukat. Kandungan asam linoleat EVOO tidak setinggi minyak nabati
lainnya. Beberapa penelitian menunjukkan efek EVOO terhadap kesehatan tubuh
dikarenakan kandungan asam oleat yang tinggi dan kandungan vitamin E serta
adanya zat bioaktif.

Hasil penelitian tahap kedua, kandungan zat gizi makro, kandungan
glukosa, kandungan mineral pada sampel produk madu penelitian ini hampir sama
dengan hasil penelitian lain. Kandungan madu dominan karbohidrat, sehingga
madu sering digunakan untuk menambah stamina tubuh. Madu memiliki
kandungan glukosa, fruktosa, sukrosa, dan maltose. Madu juga mengandung
flavonoid yang diduga terlibat dalam meningkatkan kerja sistem imun tubuh.
Alvarez-Suarez et al. (2014) menyatakan dalam madu terdapat beberapa senyawa
fenol dan senyawa flavonoid seperti Asam caffeic, Asam isoferulic, p-Coumaric
acid, Asam Kaojic, Asam galat, Asam 4-Hydrobenzoic, Asam syringin, Quercetin,
Luteolin, 8-Methoxykaempferol, Pinocembrin, Isorhamnetin, Kaempferol, Chrysin,
Galangin, dan Pinobanksin. Karotenoid merupakan pigmen alami yang memiliki
sifat antioksidan. Karotenoid mampu menurunkan sitokin proinflamasi (TNF- dan
IL-6). Rahim et al. (2017) menyatakan konsumsi madu 8 minggu sebagnyak 20
gram yang diencerkan 300 ml, dapat meningkatkan jumlah limfosit, T helper
(CD4%) dan T sitotoksik (CD8") Selain itu madu juga meningkatkan sel darah putih
sebanyak 1.15 10%/L dan neutrophil sebanyak 1.6 10%L. Mofid et al. (2016)
menyatakan pada pasien kanker, pemberian madu dapat menurunkan angka CRP.

Hasil penelitian tahap ketiga, Ada peningkatan aktivitas makrofag setelah
pemberian campuran EVOO dan madu pada hari ke 7, 14,dan 28, namun di hari ke
21 aktivitas makrofag mengalami penurunan. Penurunan aktivitas makrofag ini
dapat disebabkan banyak faktor, diantaranya faktor stress hewan coba. Campuran
EVOO dan madu yang digunakan dalam penelitian ini tidak menggunakan bahan
emulsifier. Hal ini dikarenakan pembuatan campuran EVOO dan madu harus
menghindari perubahan termal pada bahan. EVOO dapat mengalami perubahan
ketika mengalami paparan suhu yang panas, sehingga campuran EVOO dan madu
hanya dilakukan secara manual. Hal ini juga menjadi mudah dilakukan untuk
masyarakat. Hari ke 28, aktivitas makrofag menunjukkan campuran EVOO dan
madu memiliki aktivitas makrofag tertinggi, namun tidak pada kapasitas makrofag.

Mekanisme imun tubuh terdiri dari sistem imun non spesifik (alami) dan
sistem imun spesifik (adatif). Dalam sistem imun ada sel myeloid dan sel limfoid.
Sel myeloid terdiri dari granulosit dan monosit. Granulosit terdiri dari neutrophil,
basophil dan eosinophil, sedangkan monosit menjadi makrofag, sel kupffer, dan sel
dendrit. Sel Limfoid terdiri dari sel T, sel B, dan sel NK. Fagositosis merupakan
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salah satu reaksi sistem imun alami, dimana makrofag sebagai salah satu pelaku
dalam menfagosit kuman. Makrofag berasal dari sumsum tulang yang
berdiferensiasi ke darah dalam bentuk monosit, kemudian masuk ke jaringan dalam
bentuk makrofag. Peran makrofag setelah teraktivasi antara lain sebagai suatu sel
jaringan yang berperan membuang jaringan yang rusak, menfagosit bakteri atau
mikroorganisme lainnya, peningkatan imunitas spesifik, dan peningkatan
presenting antigen. Makrofag merupakan fagosit utama dalam jaringan dan rongga
serosa seperti peritoneum. Makrofag menjalani fungsinya sebagai fagositosis
dengan tahapan pengenal, pergerakan, perlekatan, penelanan, pencernaan, dan
pengeluaran (kemotaksis, menangkap, memakan, fagositosis, memusnahkan,
mencerna). Proses penelanan dalam fagositosis terjadi secara endositosis yaitu
transpor makromolekul dan materi yang sangat kecil ke dalam sel dengan cara
membentuk vesikula baru dari membran plasma. Fagolisosom merupakan
gabungan valuola fagostik (fagosom) dengan lisosom. Fagolisosom menjadi tempat
konsentrasi pemusnahan kuman. Makrofag diaktivasi oleh keberadaan kuman dan
sitokin IFN- yang berasal dari sel T (Bratawidjaja dan Rengganis 2014; Playfair
dan Chain 2015).

Aktivasi makrofag oleh karena keberadaan kuman atau mikroorganisme,
diawali adanya reseptor sel yang mengenali jenis mikroorganisme tersebut. Salah
satu reseptor makrofag yaitu Scavenger reseptor (SRs) membrane sel, yang
merupakan reseptor makrofag yang memacu fagositosis. Sasaran reseptor SRS ini
adalah bakteri positif, apoptosis, dan sel pejamu. Aktivasi makrofag oleh bakteri,
meningkatkan fungsi makrofag termasuk fungsi sitotoksisitas. Interaksi antara
makrofag dan komponen bakteri tertentu juga memacu produksi sejumlah sitokin
yang dapat meningkatkan reaksi inflamasi. Sitokin proinflamasi yakni IL-6, TNF-
a, dan IL-1 dan sitokin antiinflamasi 1L-12, 11-8, mediator lainnya (Bratawidjaja
dan Rengganis 2014). Playfair dan Chain (2015) menyatakan makrofag dapat
tertarik dan teraktivasi ke lokasi antigen yang menetap saat infeksi kronik,
menimbulkan nekrosis jaringan maupun pembentukan granuloma.

Mikroorganisme menyebabkan kerusakan jaringan, sebagai akibat toksin
yang dikeluarkan oleh mikroorganisme. Bakteri yang tidak berhasil menginfeksi,
disebabkan proses fagositosis berjalan dengan baik. Namun bakteri akan berusaha
untuk bertahan melalui perlengkatan, dinding sel, dan melepaskan eksotoksin.
Makrofag mengeluarkan lisozim untuk melisis bakteri. Bagian dekat membrane sel,
bakteri memiliki dinding sel yang tersusun dari mukopeptida yang disebut
peptidoglikan (PG), dibagian ini lisozim bekerja dengan menyerang ikatan N-asam
asetilmuramat-N-asetilglukosamin. Dinding sel bakteri merupakan penginduksi
kuat inflamasi, sebagian besar melalui kemampuannya mengaktivasi reseptor TLR
pada imunitas bawaan. Penelitian ini menggunakan bakteri Stapylococcus, jenis
bakteri gram positif. Bakteri ini digunakan dengan pertimbangan didukung oleh
data-data ilmiah yang berkaitan dengan aktivasi makrofag yang dapat diamati
dengan jelas dibawah mikroskop karena bentuk bakteri dapat dilihat dengan jelas
(berbentuk bulat).

Mekanisme kerja makrofag dalam sistem imun termasuk ke mekanisme
jalur kelas I1. Jalur kelas Il dalam pengolahan dan penyajian antigen. Setiap benda
asing yang dimakan dengan cara fagositosis atau endositosis akan masuk ke dalam
vesical jalur endositik, secara kolektif disebut endosome, tetapi termasuk lissom
asam, sehingga berbagai enzim digestif dapat bekeja pada pH yang sesuai. Pada
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saat infeksi, mikro masuk ke fagolisosom. Sel makrofag membawa banyak reseptor
pada permukaannya yang dapat mengikat gula atau unsur umum lain permukaan
pathogen dan sangat meningkatkan efisiensi ambilan, melalui endositosis atau
fagosotosis yang diperantai reseptor. Fagositosis oleh leukosit polimorfonuklear
atau makrofag adalah akhir perjalanan mayoritas patogen yang tidak berhasil.
Faktor ketidakberhasilan kerja makrofag dikarenakan adanya faktor antifagosit.
Faktor antifagosit meliputi koagulase pembentuk fibrin dan protein A, yang
berikatan dengan bagian Fc 1gG, dengan kemampuan menghambat opsonisasi. Ada
faktor komplemen dan antibody yang dapat membantu proses perlengketan
mikroba tersebut kepada sel fagosit yakni melalui reseptor C3 atau Fc pada antibody.
Proses ini disebut opsonisasi. Produksi produk makrofag salah satunya spesies
oksigen reaktif dan TNF-a.

Hasil penelitian tahap keempat, gambaran sitokin setelah pemberian
perlakuan Semua kelompok perlakuan menunjukkan kadar sitokin yang menurun,
dan beberapa tidak terdeteks pada hari ke 28. Dalam penelitian ini, campuran
EVOO+madu memberikan sinergi untuk kerja IFN-y dengan waktu pemberian
perlakuan yang berbeda-beda. Campuran EVOO dan madu efektif setelah 7 hari
pemberian perlakuan untuk mendapatkan kadar IFN-y yang optimal.

Sitokin merupakan suatu kelompok besar molekul yang dihasilkan oleh sel
limfoid dan sel myeloid. Sitokin yang mengatur aktifitas sel. Beberapa sitokin
berkaitan dengan imunitas seluler. Louise (2011) menyatakan sitokin mengubah
pertumbuhan faktor sel B. Hampir semua sel normal mengeluarkan sitokin yang
mengubah pertumbuhan faktor sel B. Mekanisme kerja dengan menghambat
proliferasi sel T maupun sel B, mengurangi reseptor sitokin, memproduksi zat
kemotaktik kuat untuk leukosit, memediasi peradangan dan perbaikan jaringan. IL-
2, IFN-y, dan TNF-a bersama-sama mengaktifkan sel-sel B, sel-sel Tc, sel-sel Th,
dan sel pemapar antigen (APC). Juga menurunkan fungsi-fungsi sel-sel Thy, dan
meningkatkan Cell Mediated Immunity (CMI). Antigen dan sitokin sel-sel T (IL-2,
IL-4, IL-5, dan IL-6) mengaktivasikan sel-sel B, sehingga sel-sel plasma
mensekresi antibody IgM dan perubahan 1g menjadi 1gG, IgA, dan IgE. Sel-sel B
yang teraktivasi juga mengeluarkan sel-sel memori. Peradangan kronik
dipertahankan oleh pengaktifan produksi sitokin tipe Thy, termasuk IL-12, IFN-y
dan TNF-a. Aktivitas sitolitik sel-sel NK juga dapat ditingkatkan oleh IL-2, IL-12,
dan IFN-y.

Sitokin IL-12 diaktifkan oleh makrofag untuk memberi dukungan pada sel
Nature Killer (NK) dan sel Th. IL-12 sebagian besar juga dihasilkan oleh sel dendrit
dan makrofag sebagai respons terhadap stimulus mikroba, memiliki peran kunci
dalam menstimulasi respons Th1l. Makrofag mengaktivasi IFN-y, TNF-a dan IL-
1, yang memberikan pengaruh pada endotel vaskuler dan berhubungan dengan
sistem imun saraf.

Sitokin IL-2 juga merupakan sitokin yang berkaitan dengan pengaktivasi
makrofag secara tidak langsung. IL-2 yang bekerja mematangkan sel T sehingga
sel berproliferasi kemudian sel T mengeluarkan IFN-y. Oleh karena itu, IL-2 juga
dikenal sebagai faktor pertumbuhan sel T. Kemampuan IL-2 menstimulasi berbagai
jenis sel, termasuk sel pembuatnya. Selain itu, IL-2 juga memiliki struktur yang
berhubungan dengan memacu diferensiasi sel natural killer (NK). IL-2 juga
merupakan sitokin yang mendukung fungsi dewasa sel B dan memberikan stimulus
pada proliferasi dan diferensiasi sel B. Salah satu peristiwa yang menyertai
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pengenalan antigen oleh sel T adalah sel T yang merespon mengalami pembelahan
sal beberapa kali. Proferasi sel T dipicu sebagian besar oleh sekresi sitokin IL-2
dari sel T sendiri. IL-2 berperan dalam mencetuskan proliferasi sel T, IL-2 juga
memiliki efek pada limfosit B, makrofag.Aktivasi sel T menghasilkan sekresi
sejumlah sitokin lain.

Sitokin IFN ada 3 jenis yakni IFN-co, IFN-B dan IFN-y. IFN-o dan IFN-$
berperan dalam menstimulasi produksi protein antivirus dalam sel. IFN-y
Mengaktivasi sel Nature Killer (NK). Defisiensi IFN-y membuat tidak mampu
menyusun respon Ths. Interferon dapat berperan sebagai antibiotik alami pada lisis
virus, yang peran sama dengan lisozim pada lisis bakteri, walaupun mekanisme
yang berbeda. Interferon menstimulasi sel untuk membentuk protein. TNF-a,, IL-1
dan IFN-y berhubungan dengan sistem imun saraf. IFN-y suatu molekul yang
dihasilkan oleh sel T dan sel NK. Molekul ini merupakan aktivator makrofag utama
dan dianggap subset Thl. IFN-y lebih bersifat spesifik spesies dibandingkan sitokin
lain. IFN-y dapat terjadi defisiensi maupun reseptornya.

Carrillo et al. (2012) menyatakan asam lemak tak jenuh tunggal menjadi
salah satu faktor penting dalam mempengaruhi proliferasi sel-sel kekebalan tubuh,
daripada asam lemak yang lain. Orsavova et al. (2015) menyatakan mekanisma
asam oleat bekerja sebagai antiapoptosis dan antiinflamasi melalui pengaturan
cyclooxygenase-2 (COX-2) dan nitric oxide synthase (iNOS) yang diinduksi
melalui aktivasi faktor-kappa B (NF-kB) yang dihasilkan dalam aktivasi mediator
inflamasi hilir.

De Pablo et al. (2004) menyatakan mekanisme EVOO memodulasi sistem
imun dan kesehatan pencernaan, melalui kinerja kandungan asam lemak tak jenuh
tunggal, asam lemak tak jenuh ganda, kandungan fenolik, dan kandungan vitamin
E. Kandungan asam lemak n-3 pada minyak zaitun berkontribusi sebagai
imunosupresor, sedangkan kandungan asam lemak n-6 berfungsi imunostimulan.
EVOO juga menyebabkan down-regulation awal dari siklooksigenase-2 (COX-2).
EVOO memiliki kemampuan mengurangi proliferasi limfosit, meningkatkan
produksi sitokin antiinflamasi (IL-2, IL-4), penurunan pada produksi IL-1, IL-10
dan IL-12. Beberapa data epidemiologi dan studi eksperimen membuktikan bahwa
dalam diet mediterania, kandungan asam oleat, hidroksitirosol, dan oleuropein
dalam EVOO menghambat aktivasi endotel dan menurunkan inflamasi (Carluccio
et al. 2010)

EVOO memiliki kandungan asam oleat yang memiliki cis pada rantai
strukturnya. Hal ini memberikan efek biologis secara molekuler dalam mengatur
sel membran. Asam oleat dapat digunakan dalam proses esterifikasi dan asidolisis.
Sel membran berbentuk bilayer dan mekanisme biomolekuler pada membran sel
bersifat bioadhesif. Sel membran juga bersifat hidrofiflik dan hidrofobik. Fosfolipid
merupakan komponen utama membran sel bagian luar bersifat hidrofobik. Fungsi
asam oleat menjadi zat antara yang terlibat dalam sintesis organik. Asam oleat juga
dapat berperan dalam menghambat proliferasi sel, memodulasi dan pemantauan
struktur membran sel, memodulasi fungsi protein. Asam oleat bekerja dalam
aktivasi jalur intraseluler.

Hasil penelitian tahap ke-lima, gambaran panjang vili dan kedalaman
kripta setelah mendapatkan perlakuan campuran EVOO+madu meningkat namun
hasil pengukuran vili usus dan kedalaman kripta menunjukkan hampir sama dengan
perlakuan yang hanya diberikan madu.
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Karimah et al. (2011) menyatakan pengujian in vitro menunjukkan isolate
oligosakarida madu memenuhi kriteria prebiotik, dimana ada resisten terhadap
asam lambung dan enzim pencernaan, memiliki efefk stimulasi pertumbuhan
bakteri, tambahan sumber vitamin C menghasilkan asam laktat.

EVOO dan madu memiliki kandungan zat gizi yang berkaitan dengan
bahan imunomodulator. EVOO dan madu memiliki kandungan zat antioksidan,
dimana dalam penelitian ini diperoleh angka total flavonoid. Scepankova et al.
(2017) menyatakan antioksidan yang terkandung pada madu menekan ROS. Jika
radikal bebas dan aksidan dalam tubuh berlebihan, akan menghasilkan kerusakan
oksidatif biomolekul sel seperti kerusakan DNA. Madu memiliki kemampuan
melindungi tubuh dari efek radikal bebas dan ROS yang merusak sel.

EVOO memiliki kandungan vitamin E yang tinggi. Vitamin E salah satu
vitamin yang berkaitan dengan peningkatan daya tahan tubuh. Fungsi utama
vitamin E sebagai antioksidan dapat mencegah oksidasi dan peroksidasi asam
lemak tak jenuh dan fosfolipid membrane plasma sel, mencegah lesion dinding sel
dan distrofi otot. Fungsi lain vitamin E yakni terlibat dalam sintesis asam nukelat,
pembentukan sel darah merah, dan sintesis koenzim A di saluran pernafasan.
Kekurangan vitamin E dapat menyebabkan pergantian zat besi dalam darah lebih
cepat. Vitamin E diabsorbsi dalam usus halus dengan bantuan asam empedu.
Tokoferol merupakan bentuk yang paling mudah diabsorpsi. Vitamin E disimpan
pada otot, kelenjar adrenal, jantung dan hati. Mekanisme vitamin E dalam sistem
imun bekerja dengan meningkatkan proliferasi limfosit sebagai respons terhadap
mitogen. Vitamin E juga meningkatkan produksi IL-2 yang merupakan salah satu
protein antiinflamasi yang terlibat dalam komunikasi antar sel imun. Vitamin E
mendukung kerja sitokin Thl namun menekan kerja sitokin Th2. Kandungan zat
besi dalam EVOO juga mendukung sistem imun dalam tubuh. Fe atau zat besi
dibutuhkan dalam regulasi produksi sitokin dan proliferasi sel T. Temuan adanya
penurunan CD4/CD8 dalam kondisi defisiensi zat Fe. Namun asupan Fe yang
berlebihan dapat meningkatkan sitokin Th2 dan menurunkan Thl. Kadar
karotenoid dalam EVVOO bekerja dalam sistem imun dengan mengurangi kerusakan
oksidatif. Beberapa penelitian sudah membuktikan penurunan kerusakan oksidatif
setelah konsumsi EVOO berkaitan juga dengan penurunan risiko penyakit jantung.

9.2 Kekuatan dan Keterbatasan Penelitian

Kekuatan penelitian ini berdasarkan aspek desain penelitian, teknik
sampling, dan bahan perlakuan. Berdasarkan desain penelitian, penelitian ini
memiliki kekuatan karena merupakan penelitian eksperimen dengan desain
factorial, dimana desain factorial menggunakan adanya interaksi antara variabel.
Interaksi variabel dalam penelitian ini adalah variabel waktu dan variabel bahan
perlakuan. pendekatan Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang
melakukan sampling hewan coba secara random. Hewan coba dikelompokkan
menjadi 5 kelompok secara random. Kekuatan lain yang juga dimiliki penelitian ini
yaitu bahan perlakuan. Bahan perlakuan atau bahan perlakuan yang digunakan
merupakan bahan perlakuan yang diperoleh di supermarket besar, yang menjamin
produk asli. Bahan perlakuan juga sudah mendapatkan sertifikasi SNI dan
sertifikasi halal. Bahan penelitian, sudah digunakan oleh masyarakat, sehingga
dampak dari hasil penelitian ini dapat langsung diimplementasikan di masyarakat.
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Keterbatasan penelitian ini, pada tahap pemeriksaan sifat kimia EVOO dan
madu, hanya menggunakan 1 sampel tiap merek dan jumlah 7 sampel EVOO dan 5
sampel madu. Keterbatasan lain, penelitian ini tidak melakukan penelitian
perlakuan berdasarkan dosis. Penelitian ini hanya menggunakan 1 dosis EVOO dan
madu, yang kemudian dikonversikan ke dosis hewan coba dengan . Keterbatasan
lainnya, penelitian ini tidak dapat mengontrol timbulnya stress pada hewan coba
ketika diberi perlakuan dengan menggunakan sonde. Keterbatasan lain adalah
perhitungan panjang vili dan ukuran kedalaman kripta sangat dipengaruhi oleh
posisi organ usus dalam paraffin. Keterbatasan harga produk EVOO yang tidak
murah, sehingga penggunaan EVOO dalam meningkatkan kesehatan hanya bisa
dibeli oleh masyarakat yang ekonomi menengah keatas.

9.3 Implikasi Hasil Penelitian

Penelitian ini memberikan informasi ilmiah tentang manfaat konsumsi
EVOO dan madu serta campuran EVOO dan madu. Penelitian yang berkaitan
dengan hasil aktivitas dan kapasitas makrofag setelah pemberian campuran EVOO
dan madu belum pernah dilakukan. Penelitian ini memberikan bukti secara ilmiah,
bahwa ada pengaruh pemberian campuran EVOO + madu secara bersama-sama
dibandingkan secara sendiri-sendiri pada aktivitas makrofag dan panjang vili serta
kedalaman kripta usus pada tikus percobaan.

Penelitian ini juga menjadi data dasar untuk penelitian lanjut yang berkaitan
dengan aktivitas makrofag. Penelitian lanjut dapat dilakukan dengan
mempertimbangkan beberapa dosis untuk EVOO dan madu. Penelitian lanjutan
juga dapat menimbangkan indikator status imun lainnya pada studi manusia.
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X SIMPULAN DAN SARAN

10.1 Simpulan

1. Sampel produk EVOO penelitian ini memiliki Beberapa sifat kimia meliputi
0,13 % kadar air, 0,02 %kadar air 0.127 dengan kadar air terrendah 0.12% dan
kadar air tertinggi 0.13% kadar abu, 81,6 mg/100g bilangan 10D, 191 mg
KOHY/qg bilangan penyabunan, 0,61 mg KOH/g bilangan asam. Kandungan asam
lemak jenuh antara lain 10,4% asam palmitat dan 4,31% asam stearate,
sedangkan yang lain tidak terdeteks. Kandungan asam lemak jenuh antara lain
asam oleat sebesar 74,7%, asam linoleat 7,65%, dan asam linolenat sebesar
1,63%. Kandungan vitamin E sebesar 20,6 mg/kg, zat besi (Fe) sebesar 1,12
mg/kg, total flavonoid 0,36 %Db/b, dan total karotenoid 25,2 mg/kg.

2. Beberapa sifat kimia sampel produk madu penelitian ini antara lain pH 4,04,
kadar air 19,2%, kadar abu 0,37 %b/b, keasaman 16,4 ml N NAOH 1/kg,
aktivitas enzim diastase 10,2 DN. Kandungan fruktosa 22,4 g/100g, glukosa 27,6
g/100f, sukrosa dibawah 0,05 g/100g, dan gula pereduksi 60,6%. Kandungan zat
gizi makro menunjukkan energy 322 kal/100g, karbohidrat 80,3%, protein
0,03%, dan lemak 0,10%. Kandungan mineral antara lain Cu sebesar 0,05 mg/kg,
Zn sebesar 0,86 mg/kg, Fe sebesar 20,1 mg/kg, dan Se dibawah 0,002 mg/kg.
Kandungan total flavonoid 0,07 %b/b dan total karotenoid 0,64 mg/kg.

3. Hasil penelitian aktivitas dan kapasitas makrofag pada kelompok tikus yang
diberi campuran EVOO+madu menunjukkan ada peningkatan aktivitas dan
kapasitas makrofag. Aktivitas makrofag pada hari ke 7 (62,5+£3,32 %), hari ke
14 (63,43%3,12 %), hari ke 21 (70,1+5,33 %), dan hari ke 28 (72,12+2,.06 %).
Hasil analisis kapasitas makrofag menunjukkan pada hari ke 7 (2927,3+42,3),
hari ke 14 (3011,3£72,3), hari ke 21 (3051,6+265,1), dan hari ke 28
(3539,4+£59,5). Ada peningkatan aktivitas dan kapasitas makrofag pada
kelompok yang diberi campuran EVOO + madu secara bermakna (pvaie<0,05).
Hasil uji One Way of Anova menunjukkan ada pengaruh pemberian campuran
EVOO + madu terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag

4. Hasil analisis kadar sitokin pada tikus yang diberikan campuran EVOO+madu
menunjukkan kadar IL-12 dan IFN-y menurun berdasarkan waktu perlakuan.
Kadar IL-2 pada kelompok campuran EVOO+madu menunjukkan fluktuasi.
Tidak ada pengaruh pemberian campuran EVOO+madu terhadap kadar IL-2 dan
IL-12 berdasarkan semua waktu perlakuan. Kadar IL-2 terendah pada hari ke 28
kelompok kontrol negatif, sedangkan IL-2 tertinggi pada kelompok EVOO hari
ke 7. Kadar IL-12 terendah pada hari ke 21 kelompok madu, sedangkan IL-12
tertinggi pada kelompok madu hari ke 7. Kadar IFN-y terendah pada hari ke 21
kelompok kontrol negatif, sedangkan IFN- y tertinggi pada kelompok campuran
EVOO-+madu hari ke 7.

5. Perlakuan campuran EVOO+madu berpengaruh secara signifikan terhadap
panjang vili dan kedalaman kripta usus halus. Ukuran panjang vili memiliki
perbedaan secara bermakna berdasarkan waktu perlakuan dan bahan perlakuan.
Kelompok perlakuan campuran EVOO+madu memiliki ukuran panjang vili
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tertinggi yakni 685,31 um pada hari ke 14. Ukuran kedalaman kripta memiliki
perbedaan secara signifikan berdasarkan waktu perlakuan dan bahan perlakuan.
Kelompok pemberian campuran EVOO+madu memiliki ukuran kedalaman
Kripta tertinggi pada hari ke 21 yakni 349,62 pm.

10.2 Saran

Studi lanjut untuk membuktikan sinergis pemberian campuran
EVOO dan madu pada manuasia dalam peningkatan status imun. Penelitian lanjut
yang juga mengamati variabel dosis, waktu, dan bahan perlakuan dengan
menggunakan desain bujur sangkar penelitian eksperimen. Penelitian lanjut, yang
berkaitan dengan kadar sitokin, waktu pemberian perlakuan sebaiknya maksimal 2
minggu. Hal ini dikarenakan penelitian ini memberikan info berkaitan waktu
perlakuan yang lebih dari 2 minggu, kadar sitokin beberapa tidak terdeteksi.
Penelitian lanjut juga disarankan, menggunakan skor pengukuran pada histologi
usus, sehingga data menunjang keberhasilan perlakuan untuk kesehatan pencernaan.
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