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ABSTRACT
Trans fatty acids (TFAs) are the entire unsaturated fatty acids containing one or more double bonds
isolated in trans configuration believed as predisposing factor of oxidative stress, excluding conjugated
double bond fatty acids. Malondialdehyde (MDA) is a product of lipid peroxidation used as oxidative
stress marker. The objective of this study was to see the correlation between TFAs containing-oil (consists
of 3-6% TFAs) intake at various administration doses and pancreatic MDA levels in Wistar rats. Twelve
rats were grouped according to administration doses (20%, 40%, 60% of given feed total energy and
control group). TFAs containing-oil was administered orally once a day for 70 days at given doses by force
feeding. Pancreatic MDA were measured using TBARS assay adapted from Singh et al. (2006). Increase

of TFAs containing-oil administration dose caused insignificant increase of pancreatic MDA level.
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PENDAHULUAN

Konsumsi makanan yang diolah dengan metode deep frying menggunakan minyak kelapa sawit
merupakan hal yang tak dapat dipisahkan dari kehidupan masyarakat saat ini. Sartika (2008)
menerangkan bahwa proses menggoreng dengan cara deep frying menyebabkan perubahan asam
lemak tidak jenuh bentuk cis menjadi bentuk trans dan meningkatkan jumlah asam lemak trans
sebanding dengan penurunan asam lemak tidak jenuh konfigurasi cis. Pemanasan menyebabkan
minyak mengalami serangkaian reaksi kimia seperti oksidasi, hidrolisis, dan polimerisasi (Choe
dan Min 2007). Kavita dan Malika (2013) menyatakan bahwa lemak trans bersifat seperti lemak
jenuh dengan meningkatkan kadar low density lipoprotein (LDL), tetapi lain halnya dengan lemak
jenuh, lemak trans memiliki efek menurunkan kadar high density lipoprotein (HDL).

Lemak trans dipercaya sebagai salah satu sumber dari stres oksidatif (Martin et al. 2007);
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yakni suatu kondisi dimana terjadi kelebihan reactive oxygen species (ROS) yang merupakan
radikal bebas akibat tidak seimbangnya laju produksi dengan laju pembuangan ROS karena
berlebihnya produksi ROS, berkurangnya antioksidan yang dapat menurunkan ROS, maupun
keduanya (McMichael 2007) dengan peningkatan konsentrasi asam lemak bebas plasma sebagai
faktor predisposisi (de Marchi et al. 2013). Produksi radikal bebas yang relatif berlebihan dapat
menyerang berbagai komponen seluler, termasuk diantaranya lipid, protein dan DNA (Jiqu et al.
2011). Stres oksidatif sangat berkorelasi dengan berbagai penyakit metabolik dan kondisi inflamasi
(Noeman et al. 2011) seperti pankreatitis akut (Andican et al. 2005) maupun kronis; diduga bahwa
stres oksidatif berdampak pada kerusakan sel-sel asinar sehingga memicu otodigesti terhadap
pankreas (Verlaan et al. 2006) yang berlanjut pada nekrosis sel beta pankreas (Tjahjono et al.
2013). Selain itu, kandungan antioksidan alami pada minyak kelapa sawit mengalami penurunan
setelah proses penggorengan pada suhu tinggi (Ali et al. 2012).

Peroksidasi lipid merupakan suatu proses kompleks yang berujung pada pembentukan berbagai
macam aldehida, termasuk diantaranya malondialdehida (MDA) (Agarwal dan Prabakaran 2005)
yang digunakan sebagai penanda stres oksidatif (Chou et al. 2008). MDA dapat diukur melalui
beberapa jenis pengujian, namun metode yang paling sederhana dan yang paling umum digunakan
yakni thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS) (Lee et al. 2012) sehingga digunakan
pada penelitian ini. Walaupun konsentrasi komponen-komponen antioksidan plasma dapat diukur,
pengukuran tersebut memakan waktu dan biaya yang besar dan memerlukan banyak tenaga kerja
(Suresh et al. 2010).

Gaya hidup yang mengarah pada konsumsi makanan yang mengandung asam lemak
trans terutama yang diolah dengan metode deep frying menyebabkan pentingnya untuk melihat
hubungan antara tingkat konsumsi minyak trans dengan stres oksidatif pada pankreas tikus galur
Wistar sebagai hewan model. Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh pemberian minyak
trans dengan berbagai dosis dalam menimbulkan perubahan bobot pankreas serta stres oksidatif
pada tikus galur Wistar dengan MDA pankreas sebagai indikatornya. Hasil penelitian diharapkan
dapat memberikan informasi kepada masyarakat mengenai tingkat stres oksidatif pada pankreas
akibat pemberian minyak trans sebagai pakan tambahan pada hewan coba tikus galur Wistar. Selain
itu, mengingat manfaat tikus Wistar sebagai hewan model, penelitian ini diharapkan dapat menjadi
pustaka acuan bagi penelitian-penelitian terkait stres oksidatif pada manusia

METODE

Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan antara lain kandang pemeliharaan, alat pencekok kapasitas 5 mL,
alat bedah minor, timbangan dengan tingkat ketelitian 0.01 g (AND FG-3000), sentrifuge 3000 rpm
(Heraeus 400R) dan 10000 rpm (Sorvall RC 5B Plus), tabung eppendorf, pemusar, spektrofotometer
(Hitachi U-2001), tabung kuvet, freezer (Sanyo HF-S4H), tabung reaksi, cawan porselen, serta
oven.

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah 12 ekor tikus galur Wistar, pellet standar
tikus berupa pellet dari PT. Comfeed Indonesia, minyak kelapa sawit sebagai pakan tambahan,
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larutan phosphate buffered saline kalium klorida (PBS-KCI) dengan nilai pH PBS 7.4 serta
konsentrasi KCI sebesar 11.4 g/L, asam tiobarbiturat (TBA), asam trikoloroasetat (TCA), asam
klorida, larutan standar 1,1,3,3-tetractoksipropana (TEP), serta batu es.

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan dari bulan Februari sampai Mei 2014 di Unit Pengelola Hewan
Laboratorium (UPHL) dan Laboratorium Fisiologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Institut Pertanian
Bogor.

Prosedur Penelitian

Pemilihan Hewan Coba dan Pembagian Kelompok

Hewan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus jantan dewasa galur Wistar berusia
12 minggu dengan bobot badan 200-250 g sebanyak 12 ekor. Tikus dipelihara dalam kandang
plastik berukuran 30 x 40 cm dengan tutup terbuat dari kawat ram dan dialasi serbuk kayu. Tikus
diberi pakan pellet standar dan minum ad libitum. Lingkungan kandang dibuat tidak lembab dengan
sirkulasi udara yang baik, serta pencahayaan yang cukup terang (kurang lebih 14 jam) dan gelap
selama kurang lebih 10 jam.

Tikus dibagi menjadi empat kelompok yang terdiri dari kelompok kontrol sebanyak tiga ekor
serta kelompok perlakuan minyak trans sebanyak 9 ekor yang kemudian dibagi lagi berdasarkan
dosis minyak trans yang diberikan (20%, 40%, serta 60% energi total pakan yang diberikan),
masing-masing tiga tikus pada setiap dosis perlakuan.

Pembuatan dan Pemberian Minyak Trans serta Pemberian Pakan

Minyak trans dibuat dengan merujuk pada Tuminah (2009). Minyak kelapa sawit dipanaskan
pada suhu 280 °C selama 10 menit. Dalam kondisi tersebut, diharapkan terjadi pembentukan 3-6%
asam lemak trans.

Minyak trans diberikan setiap hari melalui pencekokan selama 70 hari dengan dosis pemberian
20% energi total pakan pada kelompok pertama, 40% energi total pakan pada kelompok kedua, serta
60% energi total pakan pada kelompok ketiga. Energi total pakan ditentukan setelah dilakukannya
observasi terhadap pola konsumsi pakan tikus pada periode pra penelitian. Setelah dilakukan
observasi, didapat bahwa pola konsumsi pakan adalah 15.6 g/ekor/hari. Setelah dikalikan dengan
nilai energi pakan (4 kkal/g), didapat bahwa energi total pakan harian adalah 62.4 kkal/ekor/hari.
Tikus-tikus kontrol hanya diberikan pakan standar sebagai asupan harian.

Koleksi dan Penimbangan Pankreas

Laparotomi dilakukan untuk pengambilan organ pankreas. Sebelum pembedahan, dilakukan
pembiusan dengan eter secara perinhalasi yang dilanjutkan dengan dislokasi servikal. Pankreas
ditimbang kemudian disimpan dalam freezer.

Persiapan Sampel

Metode preparasi dan pengukuran sampel diadaptasi dari Singh et al. (2006). Sebanyak 0.3
g sampel pankreas dicincang halus dalam kondisi dingin, ditambahkan 0.6 mL larutan PBS-KCI,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit pada suhu 4 °C. Supernatan
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diambil sebanyak 500 pL; ditambahkan 2 mL larutan campuran yang dibuat dari 0.7 mL HCI
pekat, 4.5 g TCA, serta 0.114 g TBA; lalu ditambahkan aquades ad 30 mL. Campuran tersebut
dipusar, dioven pada suhu 80 °C selama satu jam, kemudian disentrifusa dengan kecepatan 3000
rpm selama lima menit setelah didinginkan hingga tercapai suhu ruang.

2. Pembuatan Larutan Standar

Untuk pembuatan larutan kerja, sebanyak 10 pL larutan TEP 4.4 M dilarutkan dengan 34 pL
air bebas ion. Sebanyak 10 pL dari campuran tersebut diambil dan dilarutkan dengan 990 uL air
bebas ion. Sebanyak 100 pL dari hasil pencampuran kedua diambil dan dicampurkan dengan 900
uL air bebas ion. Sebanyak 500 puL dari pencampuran ketiga diambil dan dicampurkan dengan 500
uL air bebas ion. Konsentrasi akhir larutan kerja yang dicapai yakni 500 pM.

Larutan standar MDA yang digunakan terdiri atas tujuh larutan; dibuat dari larutan kerja
masing-masing sebanyak 2.5 uL, 5 uL, 10 uL, 20 uL, 40 uL, 50 uL, serta 100 puL yang dilarutkan
dengan aquades ad 250 pL. Dengan demikian, konsentrasi akhir masing-masing larutan standar
secara berurutan yakni 5 pM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 100 pM, serta 200 uM. Larutan
standar dioven pada suhu 80 °C selama satu jam. Setelah didinginkan, larutan standar disentrifusa
pada kecepatan 3000 rpm selama lima menit.

Pengukuran Konsentrasi MDA dan Analisis Data

Supernatan dan larutan standar dianalisa nilai absorbansinya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 532 nm. Nilai absorbansi dan konsentrasi larutan standar diplotkan ke dalam
grafik regresi linier, kemudian persamaan regresi yang diperoleh digunakan dalam penentuan nilai
konsentrasi MDA pankreas. Konsentrasi MDA pankreas yang diperoleh dikonversikan satuannya
dari mikromolar menjadi mikrogram MDA per gram sampel. Pengujian statistika yang dilakukan
terhadap nilai konsentrasi MDA yakni one-way analysis of variance (ANOVA) yang kemudian
akan dilanjutkan ke uji Duncan bila diperoleh hasil berpengaruh nyata serta uji korelasi. Piranti
lunak SPSS Statistics 17.0 digunakan untuk pembuatan grafik regresi linier larutan standar, one-
way ANOVA, serta uji korelasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rerata bobot pankreas tikus yang diobservasi yakni 0.30 g pada kelompok kontrol, 0.38 g
pada kelompok dosis pemberian lemak trans 20%, 0.32 g pada kelompok dosis pemberian 40%,
serta 0.30 g pada kelompok dosis pemberian 60% . Rerata bobot pankreas tikus yang dicatat tidak
berbeda nyata antar dosis pemberian minyak trans (sig. > 0.05), dimana dosis pemberian minyak
trans tidak berkorelasi dengan bobot pankreas (R = 0.095). Norton et al. (1998) melaporkan bahwa

Tabel 1 Bobot pankreas tikus Wistar pada berbagai variasi dosis pemberian minyak trans

Dosis minyak trans Bobot Pankreas (g)
Kontrol 0.30 +0.066
20% energi total pakan 0.38 £0.050
40% energi total pakan 0.32+£0.121
60% energi total pakan 0.30 £ 0.043
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tidak ada perbedaan bobot pankreas yang nyata antara tikus yang dibuat stres oksidatif oleh induksi
menggunakan etanol dengan tikus kontrol.
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Gambar 2. Grafik regresi linier y = 0.043 + 0.004x dari larutan standar MDA

Tabel 2 Konsentrasi MDA pankreas tikus Wistar pada berbagai variasi dosis pemberian minyak trans

Dosis minyak trans Konsentrasi MDA pankreas (p1g/g)
Kontrol 6.30 £ 1.736
20% energi total pakan 7.65 £2.099
40% energi total pakan 9.13£2.237
60% energi total pakan 9.46 £ 0.760
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Gambar 3 Grafik konsentrasi MDA pankreas terhadap dosis minyak trans

Persamaan regresi linier (Gambar 2) yang diperoleh dengan memplotkan nilai absorbansi
dan konsentrasi setiap larutan standar yakni y = 0.043 + 0.004x (R2 = 0.995) yang bermakna terjadi
kenaikan nilai absorbansi senilai 0.004 setiap kenaikan konsentrasi larutan standar sebesar 1 pM.
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Rerata konsentrasi MDA pankreas yang diobservasi yakni 6.30 pg/g pada kelompok kontrol,
7.65 ng/g pada kelompok dosis 20%, 9.13 pg/g pada kelompok dosis 40%, serta 9.46 pg/g pada
kelompok dosis 60%. Konsentrasi MDA yang dicatat tidak berbeda nyata antar kelompok (sig. >
0.05). Meski demikian, terdapat peningkatan konsentrasi MDA pankreas seiring peningkatan dosis
pemberian minyak trans.
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Gambar 4. Sebaran kurva uji regresi antara dosis pemberian minyak trans dengan konsentrasi MDA pankreas (y =
0.055x + 6.491)

Hasil uji regresi pertambahan dosis pemberian minyak trans terhadap konsentrasi MDA
pankreas berupa persamaan y = 0.055x + 6.491 yang bermakna terjadi kenaikan konsentrasi MDA
sebesar 0.055 pg/g setiap kenaikan dosis pemberian minyak trans sebesar 1% energi total pakan
yang diberikan. Terdapat hubungan positif yang kuat antara dosis pemberian minyak trans dan
konsentrasi MDA pankreas (R2 = 0.632) dengan 40.0% kenaikan konsentrasi MDA pankreas
dipengaruhi oleh kenaikan dosis pemberian minyak trans (R2 = 0.400).

Kenaikan pada konsentrasi MDA terkait dengan penurunan konsentrasi superoxide dismutase
(SOD) (Yan-Hong et al. 2006), yakni suatu antioksidan yang berperan sebagai penangkal oxygen free
radicals (OFR) (Dziurkowska-Marek et al. 2004). SOD merubah radikal-radikal anion superoksida
yang dihasilkan tubuh menjadi hidrogen peroksida, dengan demikian mengurangi kemungkinan
anion superoksida berinteraksi dengan nitrit oksida membentuk peroksinitrit reaktif (Maritim et al.
2003).

Tingginya variasi rerata konsentrasi MDA pada setiap dosis dapat diakibatkan oleh teknik
koleksi organ yang kurang memerhatikan kemurnian organ dimana terdapat kemungkinan
terbawanya jaringan-jaringan ekstra pankreas seperti adiposa. Jaringan adiposa yang terpapar
perlakuan asupan tinggi lemak secara kronis akan mengalami peningkatan stres retikulum
endoplasma dan disfungsi mitokondria yang berdampak pada penurunan efisiensi konsumsi
oksigen dan transpor elektron yang berujung pada terjadinya stres oksidatif (Frohnert dan Bernlohr
2014), sehingga apabila terbawa bersama pankreas saat analisis akan memengaruhi kemurnian data
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konsentrasi MDA pankreas. Campbell-Thompson et al. (2012) menerangkan bahwa koleksi organ
pankreas dilakukan dengan terlebih dahulu menyingkirkan duodenum dan limpa yang dilanjutkan
dengan pembersihan pankreas dari jaringan adiposa, pembuluh darah, serta syaraf ekstra pankreas
menggunakan gunting tumpul-tajam.

Stres merupakan suatu kondisi terganggunya homeostasis yang bersumber dari luar maupun
dalam seperti stimuli fisik maupun psikologik yang disebut sebagai stresor (Zafir dan Banu 2009).
Stres kronis memengaruhi berbagai penyakit melalui berbagai reaksi biokimiawi yang berujung
pada penuaan sel-sel imun. Respon terhadap stres yang terjadi secara langsung dapat menyebabkan
inflamasi sistemik dan stres oksidatif (Epel 2009). Stres oksidatif berkaitan dengan heat stress pada
ternak tropis melalui peningkatan peroksidasi lipid yang disertai penurunan tingkat antioksidan
(Kumar etal. 2011) akibat kerusakan fungsi enzim-enzim antioksidan karena terjadinya peningkatan
suhu tubuh (Heise et al. 2006). Pada anjing, stres oksidatif pernah dilaporkan berkaitan dengan
babesiosis (Crnogaj et al. 2010) serta berbagai tipe kanker (Macotpet et al. 2013) dimana pada
kelinci pernah dilaporkan terkait dengan asupan tinggi metionin (Yalginkaya-Demirsoz et al. 2009)
serta hipertiroidismus (Majeed dan Al-Azzawie 2012). Sedangkan pada unggas, stres oksidatif
pernah dilaporkan terkait dengan defisiensi zink (Sahin et al. 2009), pemberian dexamethasone
(E1id et al. 2008), serta pemberian enrofloxacin (Sureshkumar et al. 2013).

SIMPULAN

Pemberian asupan minyak trans pada tikus galur Wistar sebagai pakan tambahan tidak
memengaruhi bobot pankreas tikus (R = 0.095) serta tidak secara nyata memengaruhi konsentrasi
MDA pankreas. Meski demikian, ada hubungan positif yang kuat antara peningkatan dosis
pemberian minyak trans dengan konsentrasi MDA pankreas (R = 0.632; y = 0.055x + 6.491).
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