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ABSTRACT

The study was conducted to determine the alteration of serum lipid fraction
includes the concentration of total cholesterol, trygliceride, HDL-cholesterol -and
LDL-cholestero! after the administration of fermented milk product Lactobaciilus
casei strain Shirota to the hypercholesterolemic rats.

The design of this laboratory experimental research was randomized pre test-

post test control group design. Twenty eight of 15 weeks healthy male rats strain
Wistar with normal body weight obtained from the “Unit Pengembangan Hewan
Percobaan” Gadjah Mada of University, Yogyakarta divided into 4 groups : control
group (SF-0) not received fermented milk Lactobacillus casei strain Shirota, group I
(SF-1) received fermented milk 2 ml/day, group II (SF-2) ) received fermented milk
2.25 ml/day, group III (SF-3) received fermented mitk 2.5 ml/day. The fermented
milk administered for 14 days. After 14 days, a blood sample collection was done
for cholesterol analysis. Enzymatic method was used for determining the cholesterol
serum. Data collected were then analyzed by using the paired t-test and one way
anova, folowed by Least Significant Difference (LSD) at 95% confidence level.

The result showed that administration fermented milk to the treatment groups
was afford significantly decreased of serum total cholesterol, LDL-cholesterol, and
increased HDL-cholesterol. The lowest significant decrease trygliceride occurred
only in the group IIL

It can conducted that the administration of fermented milk product
Lactobacillus casei strain Shirota of 2.5 ml/day succeed significantly reduce the
concentration of total cholesterol, trygliceride, LDL-cholesterol and increased HDL-
cholesterol.

Key words : lipid fraction, fermented milk product Lactobacilllus casei strain Shirota
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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan fraksi lipid serum darah
tikus meliputi kadar kolestero! total, trigliserida, kolesterol HDL dan kolesterol LDL
akibat pemberian susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota pada tikus
hiperkolesterolemi.

Desain penelitian eksperimental laboratorium ini adalah rancangan acak
dengan pre test-post test. Duapuluh delapan tikus putih jantan galur Wistar umur 15
minggu dengan berat badan normal, diperoleh dari Unit Pengembangan Hewan
Percobaan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta dibagi dalam 4 kelompok yaitu :
kelompok kontrol (SF-0) tanpa diberi susu fermentasi yang mengandung
Lactobacillus casei strain Shirota, kelompok I (SF-1) diberi susu fermentasi dosis 2
ml/ekor/hari, kelompok II (SF-2) diberi susu fermentasi dosis 2,25 ml/ekor/hari dan
kelompok III (SF-3) diberi susu fermentasi dosis 2,5 ml/ekor/hari. Pada akhir
perlakuan diambil serum darah untuk mengetahui fraksi lipid menggunakan metode
enzimatik. Uji t berpasangan dilakukan pada analisis lanjut untuk mengetahui
perbedaan mean dan perbedaan keempat kelompok perlakuan dengan uji Anova pada
tingkat kepercayan 95%

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian susu fermentasi pada
kelompok perlakuan menyebabkan penurunan kadar kolesterol total, kolesterol LDL
dan peningkatan kolesterol HDL secara bermakna. Penurunan trigliserida secara
bermakna terjadi hanya pada pemberian susu fermentasi 2,5ml/ekor/hari.

Kesimpulan menunjukkan bahwa pemberian susu fermentasi Lactobacillus
casei strain Shirota pada dosis 2,5 ml/ekor/hari menurunkan kadar kolesterol total,
trigliserida, kolesterol LDL dan meningkatkan kolesterol HDL secara bermakna.

Kata kunci : fraksi lipid, susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penyakit kardiovaskuler merupakan salah satu penyebab kematian penduduk
di negara berkembang usia di atas 40 tahun yang akhir-akhir ini kedudukannya
bergerak ke peringkat teratas.’ Proporsi penderita kardiovaskuler yang dirawat di RS
Jantung Harapan Kita, Jakarta dari tahun 1990;1995 meningkat dari 2,1% menjadi
3,8%, sedangkan prevalensi kematian karena jantung koroner meningkat dari 16,5%
menjadi 24,5%.” Banyak penelitian epidemiologi, laboratorium dan Klinis yang
memperlihatkan adanya hubungan antara tingginya kolesterol total dan kolesterol
LDL dengan terjadinya penyakit kardiovaskuler.” Adanya kenyataan meningkatnya
penyakit-penyakit kardiovaskuler yang berhubungan dengan tingginya kolesterol total
dan kolesterol LDL tersebut menyebabkan manusia sebagai. konsumen berusaha
mengurangi masukan ko}gsterol dalam dietnya. Penggunaan obat-obatan dari bahan
sintetis serta produk makanan yang berpotensi menurunkan kolesterol pada manusia
telah banyak dikembangkan, tetapi penggunaan obat hipokolesterclemi dari bahan-
bahan sintetis dalam jangka waktu lama diketahui menimbulkan efek samping yang
tidak diharapkan.*

Salah satu pendekatan lain yang potensial untuk menurunkan kolesterol
adalah melalui penggunaan bakteri asam laktat (BAL) sebagai probiotik. Bakteri
asam laktat secara alami terdapat dalam saluran pencernaan manusia dan hewan,

dalam makanan fermentasi seperti yakult, yoghurt, keju, produk salami, pikel buah




dan sayuran dan dikenal aman (status GRAS, Generally Récogﬁized as Safe).
Probiotik adalah bakteri hidup yang diberikan sebagai suplemen makanan yang
mempunyai pengaruh menguntungkan pada kesehatan baik pada manusia maupun
hewan dengan memperbaiki keseimbangan mikroflora intestinal.®

Keseimbangan mikroflora ix_ltestinal (bakteri usus) dapat sebagai petunjuk
kondisi kesehatan seseorang, dengan kata lain keschatan tubuh dapat diperbaiki
dengan mendorong keseimbangan bakteri usus ke arah yang mengunumgk’é.n dengan
bantuan bakteri probiotik. Pada kondisi tubuh yang sehat, jumlah Bifidobacterium
dan Lacrobar,;illus banyak. Sedangkan Enterobacterium, Clostridium dan
Staphylococcus sedikit. Bifidobacterium dan Lactobacillus merupakan golongan
bakteri yang menguntungkan bagi manusia, sedangkan Enterobacterium, Clostridium
dan Staphylococcus merupakan bakteri yang merugikan. Oleh karena suatu sebab
seperti pemberian antibiotika, keasaman lambung, stress, perubahan gaya hidup dan
perubahan pola makan maka keseimbangan populasi bakteri ini dapat berubah.
Jumlah bakteri menguntungkan yang seharusnya banyak menjadi turun dan bakteri
merugikan jumlahnya meningkat menjadi banyak. Pembusukm (putrefaksi) oleh
bakteri dalam kolon mengnasilkan senyawa-senyawa beracun yang ikut terserap
melalui dinding usus ke pembuluh darah dan racun ini akan berada di dalam
peredaran darah, yang disebut sebagai proses “Autointoksikasi”. Proses
autointoksikasi ini ikut menyebabkan penuaan dan beberapa penyakit degeneratif.
Pemberian bakteri probiotik akan membantu memulihkan keseimbangan populasi
bakteri dalam usus, memperkaya usus dengan lactobacillus, merangsang

pertumbuhan bakteri alami dalam tubuh dan menekan populasi bakteri merugikan,®




Penelitian Fuller (1991)’ membuktikan bahwa bakteri probiotik bertahan
hidup dalam saluran pencernaan setelah dikonsumsi. Bakteri ini tahan terhadap
lisozim, enzim air liur, pemecah dinding sel bakteri, dan tahan terhadép asam
lambung serta asam empedu untuk sampai di usus dalam keadaan hidupﬁa mampu
melekat pada sel epitel dan menjaga keharmonisan komposisi bakteri saluran
pencernaan,

Berdasarlkan hasil-hasil  penelitian  sebelumnya  diketahui bahwa
mengkonsumsi produk susu fermentasi yang mengandung bakteri asam laktat dapat
menurunkan kadar kolesterol baik pada hewan maupun manusia> 3. Pengaruh
bakteri probiotik terhadap penurunan kadar kolesterol karena kemampuannya dalam
mengasimilasi kolesterol dan mendekonjugasi garam empedu'>**, Bakteri asam laktat
yang memiliki efek probiotik, yaitu berperan dalam penurunan kolesterol serum pada
binatang percobaan antara lain Lactobacillus acidophilusw’ ¥ Lactobacillus reuteri’®,
Lactobacillus gasseri®® telah banyak diteliti, tetapi Grunewald dan Mitchel (1983)
dan Thompson et al (1982) yang dikutip oleh Usman dan Hosono (2000)*!
melaporkan bahwa konsumsi susu acidophilus tidak memiliki efek hipokolesterolemi
pada tikus dan manusia. Hasil penelitian yang berbeda diduga karena medium
probiotik yang tidak cocok® atau perbedaan galur bakteri yang digunakan dalam
pf:ne}itian.19

Oleh karena kemampuan dan sifat yang dimiliki oleh masing-masing galur
bervariasi, yang dipengaruhi berbagai faktor diantaranya kondisi lingkungan
pertumbuhan maka -dilakukan penelitiah dengan menggunakan galur bakteri asam
laktat yang lain yéitu Lactobacillus casei strain Shirota. Berdasarkan hasil penelitian

Gillitand dan Speck (1977)* secara in vitro dengan kultur bakteri Lactobacillus casei




yang ditumbuhkan pada medium Man Rogosa and Sharp broth (MRS broth), yaitu
media untuk tempat tumbubh bakteri lactobacilli dan ditambah garam empedu
menunjukkan bahwa terjadi dekonjugasi glikokolat, dan asimilasi kolesterol dengan

adanya aktivitas 7o-dehidroxylase.”
1.2, Perumusan Masalah

Bakteri asam laktat probiotik merupakan bahan alami telah dinyatakan dapat
menurunkan kolesterol”® dan produk susu fermentasi Lactobacillus casei strain
Shirota telah banyak dijual di pasaran, maka perlu dilakukan penelitian penggunaan
susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus casei strain Shirota hidup sebagai
probiotik untuk hipokolesterolemik.

Berdasarkan pemahaman bahwa berbag#i galur bakteri lactobacillis memiliki
efek terhadap penurunan kolesterol pada manusia dan hewan coba, maka muncul
permasalahan : Apakah pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus
casei strain Shirota berpengaruh terhadap kadar fraksi lipid serum tikus

hiperkolesterolemi ?

1.3. Keaslian Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh probiotik terhadap
penurunan kolesterol. Telah banyak penelitian sejenis yang dilakukan oleh peneliti-
peneliti pendahulu namun penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya dalam
hal penggunaan spesies dan strain bakteri asam laktat, Para peneliti sebelumnya
menggunakan spesies dan strain antara lain bakteri Lactobacillus acidophifus strain

ATCC 43121 , lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus reuteri CRL 1098,




Lactobacilus gasseri SBT 0270 dan SBT 0274, Streptococcus thermophilus, dan
Enterococcus faecium sedangkan penelitian ini menggunakan Lactobacillus casei
strain Shirota. Belum banyak dilakukan penelitian menggunakan susu fermentasi
yang mengandung Lactobacillus casei strain Shirota untuk menurunkan kolesterol

secara in vivo pada tikus percobaan.
1.4. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi bahan informasi tentang pengaruh
susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota terhadap perubahan kadar fraksi
lipid serum darah tikus dan peranannya pada penurunan kolesterol serum tikus
hiperkolesterolemi serta dapat digunakan sebagai bahan informasi bagi peneliti yang

akan melakukan penelitian sejenis di masa mendatang.
1.5, Tujuan Penelitian
1.5.1. Tujuén Umum

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk mengetahui perubahan kadar
fraksi lipid serum darah tikus, meliputi kadar kolesterol total, trigliserida, kolesterol

HDL dan kolesterol LDL akibat pemberian susu fermentasi yang mengandung

* Lactobacillus casei strain shirota pada tikus hiperkolesterolemi.

1.5.2.Tujuan Khusus

1. Menganalisa pengaruh susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota terhadap

penurunan kadar kolesterol total.




. Menganalisa pengaruh susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota terhadap

penurunan kadar triglisenda

. Menganalisa pengaruh susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota terhadap

penurunan kadar kolesterol LDL

. Menganalisa pengaruh susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota tethadap

peningkatan kadar kolesterol HDL

. Menganalisa keberadaan bakteri lactobacilli dan coliform pada feses tikus

. Menganalisa perbedaan pemberian dosis susu fermentasi Lactobacillus casei

strain Shirota pada keempat kelompok tikus percobaan.




BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. LIPID

Lipid adalah suatu kelompok besar substansi biologik yang da;péi larut dengan
baik dalam zat pelarut organis seperti metancl, aseton, kloroform dan benzena/benzol,
sebatiknya lipid tidak atau sukar larut di dalam air. Kelarutannya dalam air yang kecil
disebabkan karena kekurangan atom-atom yang berpolarisasi seperti atom O, N, S
dan P. _

Lipid dapat aigolongkan menjadi dua, yaitu lipid yang dapat terhidrolisasi,
artinya di dalam air mudah dipecahkan, seperti : lemak, lilin; ester sterol, fosfolipid,
sfingolipid, fosfatidil, serebrosida dan gangliosida, dan lipid yang tidak terhidrolisasi
antara lain alkan dan karotenoid, alkanol berantai panjang, atau sterol siklik misainya

kolesterol, serta steroid misalnya estradiol atau testosteron.”

2.2. KOLESTEROL
2.2.1. Kimia dan Sintesis Kolesterol

Kolesterol merupakan sterol utama dalam jaringan tubuh manusia sebagai
hasil metabolisme. Oleh karena itu kolesterol banyak terdapat dalam makanan yang
berasal dari hewan seperti daging, hati, otak dan kuning telur. Jika dipandang dari
sudut biokimiawi, kolesterol mempunyai makna penting karena menjadi - prekusor

. sejumlah besar senyawa steroid seperti asam empedu, hormon korteks adrenal,
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hormon seks, vitamin D, glikosida kardiaksisterol dalam tumbuban dan beberapa

alkaloid.2® Kolesterol mempunyai rantai samping hidrokarbon dengan delapan atom
‘ karbon yang diberi nomor 20 sampai 27 sebagai lanjutan nomor pada inti steroid.’
Inti steroid kolesterol memiliki sebuah ikatan rangkap antara karbon 5 dan 6, serta
sebuah gugus hi&roksil diposisi 3, dimana gugus hidroksil ini teresterifikasi dengan
asam lemak, schingga menghasilkan ester kolesterol. Esterifikasi kolesterol
menyebabkan molekul menjadi lebih hidrofobik sehingga lebih mudah dikemas
dalam partikel ll;poprotein atau dalam butir lemak dalam sitosol sel untuk selanjutnya

ditranspor dalam sirkulasi darah.?® Struktur kimia kolesterol adalah sebagai berikut :

L

Wﬁ’ﬁ“wﬂ’ ﬁ“"‘w\gx

HQ

Kolasterp]

Gambar 2.1. Strul&ur kimia kolesterol*®
Estt;:riﬁkasi Lolesterol dilakukan oleh enzim Lesitin kolesterol asiltransferase (LCAT)
dan Asil kolesterol asiltransferase (ACAT). Lesitin kolesterol asiltransferase terdapat
di dalam darah dan mengesterifikasi kolesterol yang berkaitan dengan partikel HDL,
sedangkan asil kolesterol transferase terdapat di dalam sel terutama sel yang periu

menyimpan kolesterol untuk membentuk hormon steroid.




Kolestero! di dalam darah terdapat bersama dengan trigliserida, fosfolipid dan
apoprotein mcmbentuk.lipoprotein.. Dalam plasma darah terdapat lima golongan
lipoprotein yaitu kilomikron, very low density lipoprotein (NLDL), Intermediate
density lipoprotein (IDL), low density lipoprotein (LDL) dan high density lipoprotein
(HDL).” Biosintesis kolesterol yang paling utama berlangsung dalam jaringan hati,
kulit, kelenjar anak ginjal, dan kelenjar kelamin, sedangkan dalam jaringan lemak,
otot, pembuluh darah, dan otak dewasa kegiatan sintesis berada pada tingkat yang
rendah?® HDL dan LDL diduga berperan dalam pengangkutan kolesterol. HDL
berperan dalam mengeliminir kolesterol dalam tubuh dan tidak mengendap dalam
intima aorta, sedangkan kolesterol LDL ada pada sirkulasi darah dan dapat
menimbulkan plak yang terdeposit dalam dinding aorta sehingga membentuk ateroma
bila LDL mengalami oksidasi yang timbul akibat adanya jej as.2®

Prekursor untuk sintesis kolesterol adalah asetil KoA sitosol, sedangkan
sinfesis asetil KoA dari prekusor utamanya glukosa, asam lemak dan katabolisme
asam amino terjadi di mitokondria, dengan demikian jalur sintesis asetil KoA sitosol
dari glukosa berawal dari glikolisis yang merubah glukosa menjadi piruvat dan
dibawa ke sitosoi.zs Piruvat selanjutnya masuk ke dalam mitokondria dan diubah
menjadi asetil KoA oleh piruvat dehidrogenase serta menjadi oksaloasetat oleh
piruvaf karboksilase. Asetil KoA dan oksaloasetat bergabung membentuk sitraf, yang
kemudian menembus memb;'an mitokondria bagian dalam menuju sitosol. Di dalam
sitosol, sitrat diurai oleh sitrat liase menjadi aseti] KoA kembali dan oksaloasetat. Hal
demikian terjadi karena piruvat dehidrogenase, yaitu enzim yang mengubah piruvat

menjadi asetil KoA, hanya terdapat di dalam mitokondria dan karena asetil KoA tidak
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dapat secara langsung menembus membran mitokondria.?® Jalur untuk pembentukan
kolesterol berlangsung dalam tiga fase. Pada fase pertama, unit-unit asetil KoA
berkondensasi membentuk mevalonat. Pada fase kedua, mevalonat diubah menjadi
unit-unit isopren S5 karbon, yang mengalami fosforilasi dan berkondensasi
membentuk senyawa 30 karbon yaitu skualen.

Adapun rihgkasan pembentukan kolesterol disajikan pada gambar 2.2.

Glukosa Asam Asam
lemak Amino

l

Asetil KoA

HMG-KoA

A 4
Mevalonat

v

Unit-unit isopren

v

Skualen

Kolesterol
Gambar 2.2. Ringkasan pembentukan kolesterol®®
Pada fase ketiga, skualen mengalami siklisasi membentuk lanosterol, yang memiliki
cincin-cincin inti steroid. Lanosterol mengalami modifikasi melalui serangkaian
reaksi untuk membentuk kolesterol. Diagram pembentukan kolesterol secara
keseluruhan disajikan pada gambar 2.3. Pada fase awal pembentukan kolesterol, dua

molekul asetil KoA sitosol berkondensasi membentuk asetoasetili KoA. Molekul
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asetil KoA lain berikatan dengan asetoasetil KoA membentuk HMG-KoA. Reaksi
pada biosintesis kolesterol berikutnya dikatalisis oleh HMG-KoA reduktase, enzim
ini mengubah HMG-KoA menjadi mevalonat, dengan menggunakan ekivalen
péreduksi yang disediakan oleh NADPH. HMG-KoA reduktase adalah enzim penentu

kecepatan utama dan sangat diatur bagi jalur biosintesis ini.

1
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3 1

. ol cog” oy
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Gambar 2.3. Pembentukan kolesterol secara keseluruhan®®

Selanjutnya mevalonat mengalami fosforilasi (penambahan gugus fosfat) oleh ATP
untuk membentuk beberapa senyrawa-senyawa terfosforilasi aktif dan kemudian
mengalami dekarboksilasi untuk membentuk unit isoprenoid aktif yaitu isopentenil
pirofosfat. Unit aktif isopentenil pirofosfat mengalami isomerisasi yang meliputi
pergeseran ikatan rangkap untuk membentuk dimetilasilpirofosfat, kemudian diikuti

oleh kondensasi dengan molekul isopentenil pirofosfat lain hingga terbentuk senyawa
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antara dengan sepuluh kdrbon, yaitu geranil pirofosfat. Kondensasi selanjutnya
dengan penambahan satu unit isopren lagi untuk menghasilkan famesil pirofosfat.
Kondensasi 2 fam:sil pirofésfat menghasilkan skualen, suatu senyawa yang
mengandung 30 atom karbon. Setelah oksidasi pada karbon 3, skualen mengalami
siklisasi membentuk Ianosterol yang memiliki empat cincin yang membentuk inti
streoid pada kolesterol, melalui serangkaian reaksi terjadi pembebasan 3 atom karbon

dari lanosterol sewaktu zat ini diubah menjadi kolesterol.”®
2.2.2. Transport kolesterol oleh lipoprotein darah

Kolesterol sangat tidak larut dalam air. Dengan demikian, zat ini diangkut
dalam darah sebagai komponen lipoprotein darah.
Kilomikron. Triasilgliserol, kolesterol dan berbagai lipid Jain yang diperoleh dari
makanan diserap dari misel garam empedu ke dalam sel epitel usus. Kolesterol ini
bersama dengan kolesterol yang disintesis ‘oleh sel usus dikemas dalam bentuk
kilomikron dengan protein utama apolipoprotein B-48 (Apo B-48) selanjutnya masuk
ke dalam darah melalui pembuiuh limfe. Dalam darah kilomikron memperoleh apo
C-1I dan apo E dari HDL. Di dalam jaringan otot dan lemak, triasilgliserol dalam
kilomikron dihidrolisis oleh enzim lipoprotein lipase yang terdapat pada endotel
pembuluh darah yang diaktifkan oleh Apo C-II, dengan demikian kilomikron beralih
menjadi sisa kilomikron (yang kaya kolesterol). Sisa kilomikron akan berikatan
dengan reseptor yang spesifik untuk Apo E pada sel hati dan mengalami internalisasi
melalui endositosis®™. Sisa kilomikron yang kaya kolesterol dan ester kolesteril
dicerna oleh lisosom sehingga terbentuk asam lemak dan kolesterol bebas. Akibatnya

kandungan kolestero! bebas meningkat, sehingga menghambat sintesis kolestero! dan
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sintesis reseptor LDL oleh hati menurun.?® Jumlah reseptor LDL di membran sel
berkurang karena reseptor tersebut masuk ke dalam sel melalui proses endositosis.
Metabolisme sisa kilomikron disajikan pada gambar 2.4, Perubahan serupa terjadi
pada VLDL. Setelah dibentuk di hati, triasilgliserol kemudian dikemas bersama
dengan kolesterol di dalam hati, fosfolipid dan apo B-100 menjadi VLDL yang

kemudian disekresikan ke dalam darah untuk dibawa ke seluruh tubuh*®

YEBanirun

-Gambar 2.4. Metabolisme sisa kilomikron®®

Di dalam darah VLDL mengalami proses penguraian lipid secara bertahap. Dalam

proses ini gliserol dan asam lemak dilepaskan, dikatalisis oleh enzim lipoprotein
lipase yang terdapat pada permukaan jaringan mesenchym dan jaringan lemak.
Dengan berlangsungnya penguraian lipid secara beftahap ini, kerapatan partikel
semakin menjadi besar, VLDL berubah menjadi IDL (Intenﬁ;;ﬁatc density
lipoprotein) dan selanjutnya IDL mengalami penguraiKan menjadi LDL.*®
Metabolisme VLDL disajikan pada gambar 2.5.

LDL (Low density lipoprotein) merupakan partikel lipoprotein utama
pembaWa kolestcroi dalam sirkulasi, membawa kolesterol dari hati ke sel-sel perifer.

LDL membawa kolesterol ke jaringan perifer melalui endositosis yang diperantarai
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reseptor. Proses ini diperantarai oleh Apolipoprotein B-100 dan Apo E. Reseptor
protein ini terletak pada permukaan sel perifer. Endositosis dimulai oleh pengikatan
Apo B-100 ke reseptor protein. Membran sel selanjutnya mengalami invaginasi

membentuk vesikel sitoplasmik. Vesikel kemudian berfusi dengan lisosom. LDL

%

yang terdapat di dalamnya didegradasi oleh enzim-enzim lisosom.

Ester kolesterol yang terdapat dalam inti LDL dilepaskan sebagai kolesterol bebas,
dengan kemungk.inan—kemungls:inan28 :
| 1) Segera digunakan untuk pembentukan membran baru dan sterol
2) Meningkatnya kadar kolesterol bebas intrasel merangsang aktivitas asil KoA
kolesterol asiltransferase (ACAT), enzim yang mengubah kolesterol menjadi ester
kolesterol untul;: disimpan dalam sel.
3) Apabila kadar kolesterol intrasel meningka;, pembentukan kolesterol dari asetil
KoA di dalam sel berkurang, karena meﬁinékatnya depot persedian kolesterol

bebas menyebabkan penurunan pembentukan HMG-KoA reduktase.
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4) Meningkatnya kadar kolesterol bebas intrasel menurunkan pembentukan reseptor
'LDL yang bekerja pada tingkat ekspresi gen. Sewaktu konsen:'lcrasi reseptor-
reseptor tersebut di membran berkurang, LDL yang diserap dari darah berkurang
dan kadar kolesterol sel berkurang. Mekanisme ini dikenal sebagai down
regulator untuk pembentukan reseptor.
Apabila kadar kolesterol intrasel menurun, proses-proses tersebut berbalik dan sel
bekerja meningkatkan kadar kolesterol mereka. Baik sintesis kolesterol dari asetil
KoA maupun sintesis reseptor LDL akan terangsang. Bertambahnya jumlah reseptor
menyebabkan peningkatan absorpsi kolesterol LDL dari darah.

HDL (High density lipoprotein) disintesis dan disekresikan oleh hati maupun
intestinum. HDL mengangkut kolesterol yang berlebihan menjauhi jaringan perifer.
Setelah disekresikan ke dalam darah HDL memindahkan protein Apo C-II dan Apo E
ke kilomikron dan VLDL, lipoprotein yang kaya akan triasilgliserol. Apo C-II
merangsang penguraian triasilgliserol dalam partikel dengan mengaktifkan
Lipoprotein lipase (LPL). Penguraian ini menghasilkan sisa kilomikron (dari
lﬂlomilqon) dan IDL (dari VLDL). Apo E yang terkandung dalam partikel-partikel
ini berfungsi sebagai ligan untuk reseptor protc.in di membran sel hati yang berperan
dalam penyerapan sisa kilomikron dan IDL.®

Perubahan kolesterol bebas menjadi ester kolesterol oleh lesitin kolesterol
asiltransferase (LCAT). Apo A-II yaitu suatu protein yang dibawa oleh HDL,
diperlukan untuk pengaktifan LCAT ini.”? Adapun gugus asil lemak yang digunakan
untuk mengesterifikasi kolesteril diperoleh dari fosfatidil kolin (lesitin) lapisan

permukaan HDL.
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2.2.3. Proses Pencernaan dan Penyerapan lemak (kolesterol) dari makanan

Lemak dalam makanan kita terutama adalah triasilgliserol (juga disebut
trigliserida), karena triasilgliserol merupakan lemak simpanan utama dalam tumbuhan
dan hewan yang kita konsumsi. Triasilgliserol memiliki sebuah rangka gliserol

tempat 3 asam lemak diesterkan (Gambar 2.6),
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Gambar 2.6. Struktur suatu triasilglis‘:erol28
Setelah lemak (triasilgliserol) dan lipida lain (termasuk kolesterol) dalam
makanan (dikenal sebagai lemak makanan) yang tidak larut dalam air dikonsumsi
melalui mulut dan masuk ke dalam lambung, selanjutnya lemak makanan dari
lambung menuju usus halus. Di dalam lumen usus halus lipida ini selanjutnya

mengalami emulsifikasi (tersuspensi dalam partikel-partikel halus dalam lingkungan

_air) oleh garam-garam empedu. Garam-garam empedu adalah senyawa amfifatik

(mengandung komponen hidrofobik dan hidrofilik) yang disintesig di hati dan
disekresikan melajui kandung empedu ke dalam lumen usus. Koﬁtraksi kandung
empedu dirangsang oleh hormon usus kolesistokinin dan sekresi enzim pankreas
dirangéang oleh hormon pankreosinin dan sekretin. Garam empedu mengikat
globulus lemak makanan untuk menjadi larutan melalui pembentukan misel selama
pencernaan.” Lemak makanan yang telah diemulsifikasi oleh garam empedu dapat

dipecah oleh lipase pankreas. Enzim lipase pankreas adalah merupakan enzim utama
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yang mencerna lemak makanan yang dihasilkan oleh pankreas. Lipase pankreas
disekresi bersama dengan protein enzim lain yaitu kolipase. Peran kolipase adalah
mengikat lemak makanan dan meningkatkan kerja lipase, sehingga enzim ini menjadi
lebih aktif . Pankreas juga mensekresikan bikarbonat, yang menetralkan asam yang
masuk ke dalam usus bersama. dengan makanan setelah tercerna dari lambung.
Bikarbonat meningkatkan pH isi lumen usus menjadi sckitar 6 yang merupakan pH
optimal bagi kerja semua enzim pencemaan dalam‘l_usus. Lipase pankreas
menghidrolisis lemak pada atom C; dan C; dari gliserol pada triasilgliserol yang
menghasilkan dua asam lemak bebas dan monoasilgliserot”® Asam lemak dan
monoasilgliserol yang dihasilkan dan proses pencernaan dapat dengan mudah
diabsorpsi oleh sel mukosa usus melalui difusi pasif dan mencapai sel epitel usus. Di
dalam sel epitel usus asam lemak rantai panjang diaktifkan dengan bantuan koenzim
A dan kemudian digunakan kembali untuk resintesis triasiléiiserol, selanjutnya hasit
sintesis lemak ini disalurkan pada pembuluh limfe (kelenjar getah bening) dan
mengalir ke dalam duktus toraksikus tanpa melalui hati sedangkan asam lemak rantai
pendek dengan atom C kurang dari 12 langsung masuk ke dalam darah dan hati
melalui pembuluh porta.® Gliserol setelah terserap dan masuk ke dalam sel epitel

usus melalui pembuluh balik porta menuju ke dalam darah dan hati.
2.2.4. Penyakit yang ditimbulkan oleh lemak (kolesterol)

Berbagai himpunan profesi di bidang kesehatan dan gizi selama dekade
terakhir ini makin gencar mengeluarkan anjuran kepada masyarakat untuk
mengurangi konsumsi lemak dan kolesterol agar terhindar dari penyakit jantung

koroner.' Namun, sebenarnya kolesterol di dalam tubuh justru sebagian besar
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disintesis/dibentuk oleh jaringan hati tubuh sendiri. Adapun lemak dalam daraﬂ bisé
berupa kolesterol ataupun dapat berupa trigliserida (lemak netral). Bila terjadi
hiperlipidemia tentu sangat berbahaya, karena lemak tersebut terutama kolesterol
dapat mengendap pada lapisan dalam dinding pembuluh-pembuluh darah. Apabila
endapan kolesterol ini terjadi pada pembuluh darah otak dan atau pembuluh darah
koroner, maka la_rnla kelamaan akan terjadi penyumbatan (karena kedua jenis
pembuluh darah itu tidak/kurang sekali memiliki percabangan/kolateral).
Penyumbatan pembuluh darah otak akan menimbulkan gangguan yang disebut stroke,
sedangkan penyumbatan pembuluh darah koroner akan menimbulkan serangan
jantung koroner. Terdapat hubungan antara aterosklerosis dengan tinggi kadar lipid
atau lemak darah terutama kadar kolesterol dalam darah (hiperkolesterolemi).
Hudyono dan Raharja (1995)* menyatakan bahwa peningkatan kadar kolesterol
berperan dalam terjadinya aterosklerosis melalui perubahan fungsi endotel.
Peningkatan kadar kolesterol LDL menyebabkan disfungsi endotelial *diikuti
proliferasi sel-sel otot polos dalam pembuluh darah dan pembentukan Joam cell atau
sel busa. Pembentukan sel busa merupakan kondisi awal untuk timbulnya

aterosklerosis.

2.3. GARAM EMPEDU

2.3.1. Pembentukan Garam Empedu

Asam empedu dibentuk dari kolesterol di dalam sitosol hati melalui reaksi

hidroksilasi dan pemutusan rantai sisi. Reaksi-reaksi yang terjadi antara fain :
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1) Terjadi penambahan 1 gugus o hidroksi pada C7 (disisi o pada cincin B) yang
dikatalisis oi.eh 7a-hidroksilase yaitu suatu _enzim mikrosomal. Enzim ini
dihambat oleh garam-garam empedu

2) Terjadi reduksi pada ikatw rangkap dan mungkin terjadi hidroksi_}gsi tambahan,
sehingga dihasilkan 2 kelompok senyawa yang berbeda yaitu : |
a). Senyawa yang memiliki gugus a-hidroksil pada posisi 3,7 dan 12 yang

menghasitkan kolil KoA dengan garam empedu turunan asam kelat, ditandai

oleh gugus ekstra -OH pada posisi 12.

b). Senyawa yang memilki gugus o hidroksil pada posisi 3 dan 7 menghasitkan
kenodeoksikolil KoA dengan garam empedu seri asam kenokdeoksikolat
(asam kenokolat).

3). Melalui reaksi oksidasi, 3 karbon dikeluarkan dari rantai sisi. Fragmen 5 karbon
sisa yang melekat pada struktur cincin memiliki sebuah gugus karboksil.

Gugus hidroksil di ujung sisi garam empedu diaktifkan melalui reaksi yang
memeriukan ATP dan KoA. Turunan asil KoA dapat bereaksi dengan glisin maupun
taurin, Asam kolat dan asam kenokolat dikenal sebagai asam empedu primer. Asam
empedu primer ini sebelum meninggalkan hati, berkonjugasi dengan asam amino
glisin dan taurin. Jadi asam taurokolat merupakan asam empedu terkonjugasi dengan
t‘aurin, sedangkan asam glikokolat merupakan asam empedu yang terkonjugasi
dengan glisin. Bila dibandingkan dengan bentuk tidak terkonjugasinyg?__ lebih banyak
molekul kor';jugat ini terionisasi di dalam lumen usus.”® Getah empedu mengandung
kalium serta natrium dengan jumlah yang bermakna dengan pH alkalis, maka

diasumsikan bahwa asam empedu dan konjugatnya sebenarnya berbentuk garam,
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karena itu getah empedu dinamakan “garam empedu”. »  Biosintesis dan penguraian

asam empedu disajikan pada gambar 2.7.
2.3.2. Metabolisme Garam empedu

Garam empedu yang dihasilkan hati, disekresi ke dalam empedu dan disimpan di
dalam kandung empedu. Selanjutnya, garam empedu dialirkan ke dalam usus sewaktu
makan, untuk berfungsi sebagai deterjen yang membantu pencernaan lemak dalam
makanan. Garam empedu sebagai deterjen memungkinkan emulsifikasi triasilgliserol
dari bahan makanan dengan membuat lemak bahan makanan menjadi larutan melalui
pembentukan misel selama pencernaan sehingga bahan makanan tersebut mudah
dicerna oleh lipaée pankreas. Setelah lemak dalam misel diserap, sebagian besar
garam empedu mengalir ke ileum. Di dalam kolon, bakteri usus yang memproduksi
enzim-enzim yang memungkinkan garam-garam empedu dapat melakukan
dekonjugasi dan 7o-dehidroksilasi ﬁntuk mengeluarkan residu glisin dan taurin serta
gugus hidroksil pada atom C posisi 7.% Garam empedu yang tidak memiliki gugus
hidroksil pada atom C-7 disebut garam empedu sekunder, yaitu asam litokolat dan
asam deoksikolat. Lebih dari 95% garam empedu diserap kembali di ileum dan
dikembalikan ke hati melalui sirkulasi enterohepatik. Selanjutnya di dalam hati
garam empedu sekunder dapat mengalami rekonjugasi, tetapi tidak mengalami
rehidroksilasi. Garam empedu kemudian disekresikan oleh hati ke dalam empedu.
Sedangkan asam litokolat, suatu garam empedu sekunder yang memiliki gugus
hidroksil hanya diposisi C-3 adalah garam empedu yang paling tidak larut. Sebagian

besar zat ini diekskresikan melalui feses,mungkin hanya 400 mg/hari.
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Meskipun jumlah ini sangat sedikit, namun lintasan tersebut merupakan lintasan

utama untuk mengeluarkan kolesterol.**

|
i
Sirkulasi enterohepatik garam empedu terjadi begitu efisien sehingg% setiap
hari depot asam empedu yang relatif kecil (sekitar 3-5 gram) dapat didaur ulaing oleh
intestinum sebanyak 6-10 kali dqri jumlah garam empedu yang diekskresikat% dalam
jumlah kecil melalui feses yaitu kurang lebih sebanyak 1-2% per kali lintasan lewat

sirkulasi enterohepatik. Setiap hari asam empedu dengan jumlah sama seperti jumiah

yang diekskresikan melalui feses akan disintesis kembali oleh hati dari kolesterol,

sehingga' depot asam empedu dapat dipertahankan dengan kondisi yang tetap.”®

|
|

Gambaran ringkas metabolisme garam empedu disajikan pada gambar 2.8, :
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2.4, BAKTERI ASAM LAKTAT |
I

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan nama umum yang diberikan kepada

kelompok bakteri yang dapat memfermentasi guIa,‘seperti laktosa dan glukosa untuk

menghasilkan asam laktat. Bakteri ini termasuk bakteri gram positif dan tidak
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berspora, berbentuk batang atau bulat, katalase negatif, pada umumnya tidak motil
tetapi ada beberapa yang motil, anaerob sampai mikroaerotoleran. Suhu optimum
pertumbuhannya antara 20-40°C, mampu tumbuh pada kadar garam.tinggi, juga pada
pH 3,5 sampai 8,0 serta memfermentasi berbagai monosakarida dan disakarida.
Berdasarkan tipe fermentatifnya, BAL juga diklasifikasikan menjadi 2 ﬁpe yaitu
homofermentatif (hanya menéhasilkan asam laktat) dan heterofermentatif (selain
menghasitkan asam lakiat juga menghasilkan asam asetat, etano! dan COz).

Bakteri asam laktat selain ditemukan pada beberapa bahan makanan misalnya
susu, buah-buahaﬁ, dan sayuran juga merupakan mikroflora alami yang menghuni
usus manusia maupun hewan. Beberapa strain Lactobacillus ‘seperti L. acidophilus, L.
salivarius, L. casei dan L. fermentum kadang-kadang ditemukan di dﬁ}am usus dan
dapat menjangkau usus dalam keadaan hidup. Jenis Lacfobacillus yang tidak
ditemukan dalam usus misalnya L bulgaricus dan L. halvetous, sering digunakan
sebagai kultur strater pada produk-produk susu.”

Peranan lactobacillus sebagai miﬁobia yang menguntungkan dari segi nutrisi
dan kesehatan télah banyak ditemukan oleh beberapa peneliti. Manfaat tersebut antara
lain menurunkan kolesterol,'®2°2'** memperbaiki keluhan malabsorpsi laktosa,>>?’
mencegah diare,”® kolitis dan gastroenteritis, menormalkan komposisi bakteri saluran
pencernaan setelah pengobatan antibiotika serta menstimulasi sistim kekebalan
tubuh,” dan supresi kanker kolon,*’

2.4.1. Peran Bakteri asam laktat terhadap penurunan serum kolesetrol
Salah satu peranan Lactobacillus adalah menurunkan kadar kolesterol darah.

Beberapa pencliti telah mendapatkan efek hipokolesterolemi pada hewan maupun

manusia yang mengkonsumsi produk-produk susu- fermentasi yang mengandung
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bakteri asam laktat, seperti yang terangkum dalam tabel 2.1 (Jampiran 2). Konsumsi
Lactobacillus acidophilus terhadap kolesterol dalam media pertumbuhan ternyata
dapat menurunkan kadar kolesterol pada babi yang diberi diet tinggi kolesterol.'®
Penelitian Hepner et al (1979)° menyatakan bahwa konsumsi susu pasteurisasi
yogurt memiliki efek hipokolesterolemik pada manusia. Oleh Rao et of (1981)"
didapatkan bahwa mengkonsumsi susu termoﬂius dapat menurunkan serum
kolesterol dan menghambat hepatic kolesterogenesis pada tikus. Pengaruh pemberian
susu skim yang difermentasi dengan L. acidophilus level serum kolesterol dievaluast
dengan menggunakan tikus sebagai hewan percobaan, didapatkan bahwa setelah 4
minggu kadar kolesterol tikus menurun dan diduga faktor yang mempengaruhi level
kotlesterol diproduksi selama fermentasi.'” Pada penelitian tersebut belum dijelaskan
mengenai pengarub L. acidophilus secara langsung. Konsumsi Lactobacillus
acidophilus terhadap kolesterol dalam media pertumbuhan, ternyata dapat
menurunkan kadar kolesterol pada babi yang diberi diet tinggi kolesterol.” Yogurt
dan acidophilus yogurt berpengaruh terhadap kolesterol tikus, didapatkan bahwa rata-
rata serum kolesterol tikus dan LDL kolesterol menurun dengan nyata pada
pemberian acidophilus yogurt, selain itu juga terjadi peningkatan jumlah factobacillus
dan penurunan coliform pada feses."”

Terdapat dua karakteristik yaitu kemampuan mengasimilasi kolesterol dan
mendekonjugasi garam empedu yang mampu memberikan efek hipokolesterolemi,
pada saat mengkonsumsi produk-produk fermentasi yang mengandung bakteri asam
Jaktat oleh manusia maupun hewan percobaan, seperti yang didapatkan dari penelitian
sebelumnya.*'*® Pertumbuhan bakteri asam laktat yang mempunyai kemampuan

thengambil kolesterol di dalam usus halus berpotensi sebagai pengontrol serum
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kolesterol pada manusia karena usus halus merupakan bagian pokok absorpsi
kolesterol dalam tubuh manusia.

Lactobacillus acidophilus dapat mengasimilasi kolesterol dari media
pertumbuhan.** Asimilasi memerlukan kondisi pertumbuhan anaerob dan kehadiran
asam empedu. Kemampuan mengasimilasi kolesterol bervariasi diantara strain. Strain
yang tidak memiliki efek hipokolesterolemi ketika dicobakan pada tikus tidak
memberikan efek menurunkan kolesterol ( Grunewald and Mitchell, 1983 dan
Thompson et af , 1982 yang dikutip oleh Usman dan Hosono, 2000%%) sedangkan
strain yang aktif mengasimilasi kolesterol memiliki efek menuﬁmkan serum
kolesterol pada tikus.

Penurunan kolesterol oleh bakteri asam lakt_at terjadi secara langsung dengan
mekanisme asimilasi kolesterol atau secara tidak langsung dengan mekanisme
dekonjugasi garam empedu.”’ Asimilasi kolesterol di dalam usus halus barangkali
penting dalam penurunan absorpsi kolesterol diet dari sistem pencernaan ke dalam
darah.'® Pada mekanisme asimilasi kolesterol, bakteri asam laktat akan mengambil
atau mengabsorbsi kolesterol dan selanjutnya akan berinkorporasi pada membran
selular bakteri, sehingga bakteri lebih tahan terhadap lisis.’” Aktivitas asimilasi
kolésterol oleh beberapa bakteri asam laktat terangkum dalam tabel 2.2 (lampiran 3).

Lactobacillus yang_a_da pada saluran usus dapat melakukan dekonjugasi asam
taurokolat dan glikokolat.22 Aktivitas lain yang ditunjukkan oleh Lactobacillus
acidophilus yaitu mampu mendekonjugasi asam empedu, barangkali dengan adanya
enzim-enzim yang dihasilkan oleh bakteri tersebut seperti enzim bile salt hidrolase
mungkin penting dalam mempengaruhi level kolesterol.” Beberapa aktivitas

mendekonjugasi garam empedu terangkum dalam tabel 2.3 (lampiran 4). Pada

(0P T-PUST K-l
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mekanisme dekonjugasi garam empedu, penurunan kolesterol‘terjadi secara tidak
langsung, yaitu melalui pembentukan asam litokolat yang sangat tidak larut air dan
diekskresikan lewat feses. Dekonjugasi garam empedu dalam usus halus penting
dalam mengontro! konsentrasi kolesterol serum sebab dekonjugasi asam empedu
tidak berfungsi seperti konjugasi asam empedu dalam kelarutan dan absorbsi lemak.*
Garam empedu primer dibentuk di dalam hati, sebelum meninggalkan hati, garam
empedu berkonjugasi dengan asam amino glisin dan taurin membentuk conjugated
Bile salt kemudian akan disekresikan ke dalam saluran empedu dan akhimya ke
kandung empedu. Akhimya garam empedu sampai ke ileum dan caecum dimana
lebih lanjut akan didekonjugasi oleh enzim bile salt hidrolase yang dihasilkan oleh
bakteri usus seperti lactobacilli. Selain mengalami dekonjugasi garam empedu juga
mengalami dehidroksilasi oleh enzim 7o-dehidroksilase menjadi asam empedu
sekunder yang akhimya dikeluarkan lewat feses. Garam empedu yang telah
diekskresikan perlu diganti dengan garam empedu yang baru, dimana
pembentukannya rﬁefnerlukan kolesterol sebagai prekursor. Dengan demikian siklus
ini akan berlangsung terus sehingga katabolisme kolesterol semakin cepat, dan
akhirnya dapat menurunkan penumpukan kolesterol.

Studi Walker dan Gilliland (1993)* tentang hubungan antara ketahanan
terhadap garam empedu dan asimilasi kolesterol oleh Lactobacillus acidophilus,
menunjukkan bahwa Lactobacillus acidophilus yang ditumbuhkan pada suhu 37°C
pada media MRS (Man Rogosa and Sharp) broth dengan suplementasi sodium
thioglycholat, sodium taurocholat dan kolesterol memiliki aktivitas dekonjugasi

maksimum dan aktivitas asimilasi kolesterol pada akhir fase eksponensial.
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Klaver dan Van der Meer (1993)" menduga bahwa penghilangan kolesterol
oleh L. acidophilus dari media pertumbuhan disebabkan oleh terjadinya kopresipitasi
kolesterol dengan asam empedu bebas yang dihasilkan dari delét;fiiugasi asam
empedu oleh L. acidophilus Iselama pertumbuhan. Hasil penelitian tersebut didukung
oleh Marshall and Taylor (1995)," bahwa kolesterol akan mengalami kopresipitasi
dengan dekonjugasi asam empedu pada pH<S.

Kolesterol yang diasimilasi oleh L. Acidophilus ATCC 4321 tidak didegradasi
secara metabolis, keb%myakan kolesterol ditemukan dalam sel. Sel yang ditumbuhkan
dengan kehadiran kolesterol dan garam empedu Iebih resisten terhadap lisis.
Beberapa bagian yang diasimilasi oleh sel ditemukan dalam fraksi membran sel,
diduga kemungkinan dinding sel atau membran sel mengalami perubahan,*

Lactobacillus merupakan koniributor pokok dalam aktmtas bile salt
hydrolase di dalam ileum dan cecum tikus.*’ Tingginya aktivitas bile salt hydrolase
dapat meningkatkan aktivitas dekonjugasi di dalam usus halus dapat menghasilkan
ekskresi sejumlah besar asam empedu dari usus, dan hal ini cenderung menurunkan
fevel serum kolesterol karena penggantian asam empedu yang diekskresikan
memerlukan empedu bary, dan untuk pembentukannya memerfukan kolesterol
sebagai prekursor. .

Mekanisme lain yang diduga dapat menerangkan efek hipokolé:sterolemi oleh
bakteri probiotik adalah kopresipitasi kolesterol dengan conjugated bile salt yang
dihasilkan oleh aktivitas bile salt hidrolase, dan selanjutnya terjadi

binding/pengikatan kolesterol oleh sel bakteri.
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2.4.2. Lactobaciluus casei strain Shirota

Lactobacillus casei termasuk bakteri homofermentatif dapat memecah 90%
glukosa terutama menjadi asam laktat.® Wibowo (2001)* melaporkan bahwa
senyawa volatil yang dihasilkan pada fermentasi susu segar dengan bakteri komersial
yakult adalah ; asetal dehida, aseton, etanol dan diasetil.

Lactobacillus casei telah digunakan sebagai bakteri biang dalam fermentasi
susu menjadi minuman kesehatan. Lactobacillus casei termasuk dalam golongan
bakteri probiotik, yaitu bakteri hidup yang memberi efek menguntungkan pada induk
semang dengan meningkatkan keseimbangan mikroflora di saluran pencernaan
dengan cara menekan jumlah bakteri penyebab penyakit.sg Akifaét pemberian
antibiotik bisa mengganggu keseimbangan mikroflora usus yang berakibat diare,
maka Lactobacillus casei akan menekan jumiah perkembangan bakteri penyebab
diare tersebut. Lactobacillus casei adalah bakteri gram (+), fakultatif anaerob,
berbentuk batang tunggal atau berantai dengan ukuran panjang 2-4 p dan lebar 0,6-
0,7u,%' tidak membentuk endospora, memiliki flagella.”

Gilliland and Speck (1977)% telah melakukan penelitian untuk mengetahui
kemampuan dekonjugasi asam empedu oleh Laciobacillus casei pada media
pertumbuhan MRS broth (MRS = Man Rogosa and Sharp) diperoleh hasil bahwa dari
13 strain L. casei, 9 strain L. casei mampu melakukan dekonjugasi dengan glikokolat
dan tidak ada satupun yang mampu melakukan dekonjugasi taurokolat. Lactobacillus
casei YIT 0078, YIT 9018 dan YIT 9029 (YIT = Yakult Central Institute of Tokyo)

memiliki aktivitas 7a-dehidroksilase yang mampu mengasimilasi kolesterol pada
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kultur modifikasi ekstrak yeast—pepton broth yang mengandung 150 pg/ml Asam
kolat dan 1% glukosa dalam PBS 1M (pH 6).”
Produk minuman susu yang difermentasi dengan Lactobacillus casei strain
Shirota telah beredar di pasaran dengan nama dagang “yakult”, Jenis minuman susu
fermentasi ini berasal dari Jepang. Pada tahun 1930 ditemukan strain shirota dari
spesies bakteri Lactobacillus casei oleh Dr. Minoru Shirota, strain (galur) yang cukup
tahan kondisi asam lambung dan garam empedu untuk dapat mancapai usus. Lima
tahun kemudian Dr. Shirota, sebagai pendiri perusahaan Yakult mulai memasarkan
produk Yakult di Jepang. Bakteri yakult tumbuh pada temperatur 15 sampai 41°C
dan pH lebih besar dari 3,5 (optimum 6,8). Aktivitas bakteri dipérlambat pada
temperatur kurang dari 15°C. Oleh karena itu susu hasil fermentasi oleh bakteri
yakult sebaiknya disimpan pada suhu dingin® Yakult mengandung bakteri
Lactobacillus casei strain shirota hidup, dengan jaminan 65 ml tiap botol yakult

mengandung 6,5 x 10°cfu bakteri (cfu = colony forming unit)
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KERANGKA TEORI DAN KERANGKA KONSEPTUAL

3.1. Kerangka Teori

Kolesterol makanan

l

SIRKULASI DARAH HATI USUS
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3.2. Kerangka Konseptual

Susu Fermentasi Lactobacillus
casei strain Shirota

% Fraksi lipid serum :

Tikus putih Wistar kolesterol total, HDL dan
hiperkolesterolemi R LDL, trigliserida
< Jumlah coliform dan
lacrobaciili

3.2. Hipotesis Penelitian

Berdasarkan uraian pada latar belakang dan tinjauan pustaka, maka hipotesis

yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : Lactobacillus casei strain

Shirota yang terkandung di dalam susu fermentasi mampu untuk :

1.

2.

menurunkan kadar kolesterol total serum darah tikus hiperkolesterolemi
menuMm kadar trigliserida serum darah tikus hiperkolesterolemi
menurunkan kadar kolesterol LDL serum darah tikus hiperkolesterolemi
meningkatkan kadar kolesterol HDL serum tikus hiperkolesterolemi

menurunkan jumlah coliform dan meningkatkan jumiah lactobacilli.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Subyek dan Sampel Penelitian

4.1.1. Subyek

¢ Subyek target : Tikus putih jantan galur Wistar.

¢ Subyek terjangkau : Tikus putih jantan galur Wistar usia 15 minggu, berat badan
180-220 gram di Unit Pengembangan Hewan Percobaan, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta.

o Alasan pemilihan sampel tikus putih jantan, karena bila tikus betina terdapat
hormon estrogen yang dikhawatirkan dapat ikut mempengaruhi kadar kolesterol.
Tikus galur Wistar dipilih, karena pengaruh pemberian lactobacillus lebih spesifik
pada galur wistar, memiliki karakterisitk mirip manusia baik data dasar fisiologi
maupun pemeriksaan biokimia kolesterol, dan pengambilan serum melalui plexus

retroorbitalis relatif mudah

4.1.2. Sampel

Sampel diambil secara acak dari populasi terjangkau yaitu tikus putih jantan,
galur wistar berusia 15 minggu (sesuai usia eksperimental) yang berada di Unit
Pengembangan Hewan Percobaan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, dengan

syarat sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi.
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a). Kriteria inklusi :
W Berat badan : 180 - 220 gram, sehat
B Xadar koiesterél total : 70 - 120 mg/d!
M Selama 3 hari pra perlakuan tidak mengalami penurunan berat badan, sehingga
berat total tidak dibawah 180 gram.
b). Kriteria eksklusi :
M Berat badan kurang dari 180 gram; kesehatan terganggu karena diare.
M Tikus mati pada saat perlakuan

B Perilaku berubah (tidak doyan makan, lemas, tidak lincah)

4.1.3. Besar sampel

Perhitungan jumlah sampel minimal mempergunakan rumus besar sampel
eksperimental dari Freeder (Hanafiah, 1991 y? dimana (t-1)(r-1) = 15, t : adalah
jumlah perlakuan .dan r : adalah jumlah hewan coba tiap kelompok perlakuan.
Penelitian dengan 3 kelompok perlakuan dan 1 kelompok kontrol, sehingga t = 4, (4-
De-1Yz15>r 2 4,75 dibulatkan menjadi 5, berarti r = 5. Jumlah tikus yang
digunakan sebanyak 7 ekor untuk masiﬁg—masing kelompok (3 kelompok perlakuan
dan 1 kelompok kontrol) sehingga jumlah sampel keseluruhan yang digunakan dala:ﬁ
penelitian ini adalah 28 ekor tikus.
4.2, Variabel Penelitian
4.2.1. Klasifikasi Variabel
Variabel Bebas : pemberian susu fermentasi yang méngandung Lactobacillus casei

strain Shirota pada kelompok perlakuan dan kontrol.
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Variabel tergantung. : fraksi lipid serum darah tikus yang meliputi kolesterol total,

kolesterol LDL, kolesterol HDL, dan trigliserida serta jumlah bakteri lactobacilli dan

coliform pada feses tikus.

Variabel terkendali : jenis kelamin, berat badan, kondisi sehat, umur, pakan, keadaan

kandang, ukuran kandang dan sistim perkandangan (kandang individu).

Variabel “intervening” : dekonjugasi bakteri Lactobacillus casei strain Shirota dalam

tubuh tikus tidak dapat dilakukan pemantauan.

4.2.2. Definisi Operasional Variabel

1.

Susu fermentasi yang mengandung bakteri Lactobacillus casei strain Shirota
hidup dengan merek dagang Yakult, tiap satu botol sebanyak 65 ml mengandung

6,5 x 10” cfu (colony forming units) bakteri.

Tikus hiperkolesterolemi adalah tikus jantan galur Wistar umur 15 minggu

dengan kadar kolesterol total serum > 120 mg/dl dan abnormalitas kolesterol
dinilai berdasarkan kadar kolesterol dalam serum tikus setelah diberi pakan tinggi
lemak dan tinggi kolesterol.

Kolesterol total adalah kandungan semua jenis kolesterol dalam darah yaﬁg
dilakukan secara enzimatis dengan metode fotometri, dalam satuan mg/dl.
Kolesterol LDL : adalah kadar kolesterol LDL ditentukan secara tidak langsung
dengan rumus Friedewald.”® Rumus Friedewald : Kolesterol LDL = Kolesterol
total — [Kolesterol HDL + (TG/5)].

Kolesterol HDL adalah kadar kolesterol yang diamati di dalam serum setelah
dilakukan pengendapan kolesterol LDL, dilakukan secara enzimatis dengan

metode fotometri, dengan satuan pengamatan mg/dl.
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Trigliserida adalah kandungan trigliserida serum darah yang ditentukan secara
enzimatis t_iengan metode fotometri, dengan satuan pengamatan mg/dl.

Angka coli dan angka lactobacilli pada feses adalah jumlah bakteri yang keluar
bersama dengan feses untuk mengetahui banyaknya bakteri /lactobacilli atau

coliform sebagai indikator kesehatan.”

4.3. Bahan yang digunakan

4.3.1. Bahan utama

1.

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih (Ratfus
norvegicus) strain Wistar jantan yang berumur 15 minggu dengan berat 180-220
gram yang diperoleh dari Unit Pengembangan Hewan Percobaan Universitas
Gadjah Mada,Yogyakarta.

Pakan standar rodentia ldibuat berdasarkan standar AIN-93°* diperoleh dari PAU
Pangan dan Gizi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Yang terdiri dari : pati
jagung, kasein murni yang dibeli di Toko Mirota Babarsari, Yogyakarta, sukrosa
(Merck), minyak kedele Happy Salad Oil, Selulosa, Kolin bitartat (Merck), Tert-
buti! hidroquinon (Merck), L-sistin (Merck), campuran vitamin (ICN) dan
campuran mineral (ICN) (lampiran 5).

Pakan tinggi Iemﬁk dan kolesterol dibuat berdasarkan standar AIN-93 dengan
menambahkan lemak sapi (tallow) dan kolesterol murni (Merck). Komposisi

pakan tinggi lemak/kolesterol disajikan pada lampiran 3.

4.3.2. Bahan untak penetapan kadar kolesterol

Untuk analisa fraksi lipid digunakan reagen kit Triglycerida (10.164),

Cholesterol (10.017) dan HDL-cholesterol (10.018) dari Dyasis.
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4.3.3. Bahan untuk penetapan jumlzh bakteri feses
1. Ragosa agar {Oxoid).

2. Gaspack hydrogen-carbon dioxide (BBL).

3. Violet red bile agar (Oxoid).

4. NaCL 0,85%.

4.4. Peralatan Penelitian

4.4.1. Alat untuk pengambilan serum i
1. Terumo cappilary tubes VC Ho 75 H for Microhematocrit Determination:

(Terrumo Cotrporation, Tokyo, Japan). .
2. Tabung centrifuge

3. Sentrifuge miw T 51.1 (3600 rpm)

4.4.2. Alat untuk penetapan kadar kolesterol

1. Penangas air (15-25°C)

2. Spectronic-21, Bausch & Lomb, Arthur H, ThomasCo (Scientific Apparatus,
Philadelphia,USA).

3. Kuvet.

4.4.3. Alat untuk penetapan jumlah bakteri pada feses ' ‘;
1. Inkubator suhu 37°C dengan CO; 99% |

2. Vortex Mixer Thermolyne Type 37600 Mixer

3. Petri dish

4. Tabung steril
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4.5. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian ekperimental laboratorik dengan
rancangan pre test post test dengan kelompok kontrol (Randomized control pre test
post test design).’® Perlakuan adalah pemberian susu fermentasi pada tikus

hiperkolesterolemi dengan keluaran (cutcome) adalah profil lipid sérum darah tikus.

K > O,

»o—>
R >0, P, » 0,
» O; > P, » O
» O > Py » O

Keterangan :

R = Hewan percobaan dibagi secara acak menjadi 4 kelompok

K = Kelompok kontrol

P, = Kelompok perfakuan 1 ( susu fermentasi dosis 2 ml/ekor/hari)

P, = Kelompok perlakuan 2 (susu fermentasi dosis 2,25 ml/ekor/hari)

P, = Kelompok perlakuan 3 (susu fermentasi dosis 2,5ml/ekor/hari)

O, = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum awal pada kelompok kontrol

O, = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum akhir pada kelompok kontrol

O, = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum awal pada kelompok perlakuan 1
0, = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum akhir pada kelomﬁok pertakuan 1
Os = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum awal pada kelompok perlakuan 2
O = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum akhir pada kelompok perlakuan 2
O, = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum awal pada kelompok perlakuan 3

Qg = Hasil pemeriksaan fraksi lipid serum akhir pada kelompok perlakuan 3
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4.6. Lokasi danp Waktu Penelitian

Pemeliharaan dan intervensi terhadap hewan coba dilaksanakan di Unit
Pengembangan Hewan Percobaan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.
Pemeliharaan semenjak masa seleksi sampai masa ﬁerlakuan berlangsung dalam
waktu 30 hari, |

Pemeriksaan kadar kolesterol total, kadar kolesterol LDL, kadar kolesterol
HDL dan kadar trigliserida di laboratorium PAU Pangan dan Gizi, Universitas
Gadjah Mada, Yogyakarta. Sedangkan pemeriksaan bakteri pada feses tikus di Balai

Laboratorium Keschatan J1. Ngadinegaran MJ [11/62, Yogyakarta.

4.7, Prosedur Perlakuan
a). Pemeliharan Tikus Percobaan.

Tikus dipelihara dalam ruangan yang berventilasi cukup, dikandangkan secara

individual. Suhu ruangan berkisar 28 - 32 derajat Celcius, denéan kelembaban 56

+ 5%. Makanan dan minuman diberikan ad libitum dalam bentuk pelet pakan

tikus, setiap 2 hari dilakukan pembersihan kandang. Selama penelitian dilakukan

tikus tidak ada yang mati. |
b). Prosedur Pemberian Pakan.

Duapuluh delapan ekor tikus diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari, diberi pakan
standar rodentia AIN-93 dan minum air ad libitum. Selanjutnya diberi pakan tinggi
lemak tinggt kolesterol selama 9 hari. Setelah itu dibagi secara acak dalam 4
kelompok : Kelompok T sebagai kelompok kontrol diberi pakan standar dan gir

minum ad libitum selama 14 hari.
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Kelompok II sebagai kelompok perlakuan yang diberi pakan standar dan susu
fermentasi 2 ml/ekor/hari selama 14 hari.

Kelompok ITI sebagai kelompok perlakuan yang diberi pakan stan;iar dan susu
fermentasi 2,25 ml/ekor/hari selarﬁa 14 hari.

Kelompok IV sebagai kelompok perlakuan yang diberi pakan standar dan susu
fermentasi 2,5 ml/ekor/hari selama 14 hari.

Dosis batas aman pemberian susu fermentasi yang dianjurkan menurut Reid (2001)

yang dikutip oleh Agustina (2002)° adalah 10° - 10" cfu bakteri hidup. Dalam

bentuk susu dosis sehari yang dianjurkan sebesar 100 — 150 ml setara dengan 107 sel

per gram dari makanan, selanjutnya dikonversi pada dosis hewan percobaan.”’

Penentuan dosis susu fermentasi untuk tikus berpedoman pada beberapa hal

yaitu dosis yang biasa dikonsusmi manusia yang dihubungkan dengan berat rata-rata

manusia dan konversi dosis antar jenis hewan. Dalam hal ini untuk dosis manusia

dengan berat badan 70kg ke mencit dengan berat badan 200 gram (Donatus, 1994).%

Konversi dosis manusia dan antar jenis hewan

Mencit | Tikus Marmot | Kelinci | Kera | Anjing | Manusia

Mencit200 gr | 1,0 7,0 12,25 278 64,1 | 1242 |3879
Tikus 200 gr 0,14 1,0 1,74 3,9 92 17,8 56,0
Marmot 400 gr { 0,08 0,57 1,0 2,25 5,2 10,2 31,15
Kelinci 1,5kg 0,04 0,25 0,44 1,0 2,4 4,5 14,2
Kera 4kg 0,016 |0,11 0,19 0,42 1,0 1,9 6,1
Anjing 12 kg 0,008 | 0,06 0,10 0,22 0,521 | 1,0 3,1
Manusia 70 kg | 0,0026 0,018 || 0,031 0,07 0,161 | 0,32 1,0

Sumber - T.aurence dan Bacharah, 1964 yang dikutip oleh Imono Argo Donatus, 1994°".
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Konversi dosis manusia dan tikus adalah 0,018. Perhitungan konversi dosis susu

fermentasi dari manusia ke tikus adalah sebagai berikut :

I.  Kelompok perlakuanI: 100 ml x 0,018 = 1,8 =~ 2, dengan demikian kelompok
perlakuan I, dosis pemberian susu fermentasi : 2 ml/ekor/hari.

IL Kelompok perlakuan II : (100 + 150) : 2 ml x 0,018 = 2,25, dengan demikian
kelompok perlakuan II, dosis pemberian susu fermentasi : 2,25 ml/ekor/hari.

II.  Kelompok perlakuan III : 150 ml x 0,018 = 2,7 = 2,5, dengan demikian

kelompok perlakuan I1I, dosis pemberian susu fermentasi : 2,5 mVekor/hari.
4.8. Prosedur Pengumpulan data

4.8.1, Aklimatisasi

Duapuluh delapan tikus putih jantan galur Wistar umur 15 minggu, berat

badan 180-220 gram diaklimatisasi di laboratorium dengan dikandangkan secara
individual dan diadaptasikan dengan diberi pakan standar AIN-93 secara ad libitum
selama 7 hari. Selanjutnya tikus dipuasakan selama 12 jam, diambil sampel darah
melalui plexus retro orbitalis sebanyak 2 mi, untuk menentukan kadar fraksi lipid

serum darah yang digunakan sebagai standard.
4.8.2. Kadar fraksi lipid

Tikus diberi pakan tinggi lemak tinggi kolesterol selama 9 hari, selanjutnya

tikus dipuasakan selama 12 jam, dan diambil sampel darah melalui plexus retro

- orbitalis sebanyak 2 ml untuk menentukan kadar fraksi lipid serum keadaan

hiperkolesterolemia awal perlakuan. Selanjutnya tikus dibagi secara acak menjadi 4
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kelompok, terdiri dari 1 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan Pada akhir
perlakuan masing-masing diambil sampel darahnya dari pembuluh darah plexus retro
brbitalis untuk dianalisa‘ fraksi lipid meliputi kolesterol total, kolesterol LDL,
kolesterol HDL dan trigliserida. Kemudian dilakukan pemeriksaan masing-masing

kadar kolesterol tersebut dengan spektrofotometri.
4.8.2.1.Kolesterol Total

Kolesterol ditentukan secara enzimatik dengan metoda CHOD-PAP.*® Prinsip
metoda ini adalah kolesterol dan bentuk esternya dibebaskan dari lipoprotein oleh
deterjen. Bentuk esternya selanjutnya dihidrolisis oleh enzim kolesterol esterase.
Dengan bantuan enzim kolesterol oksidase, kolesterol akan dioksidasi menghasilkan
hidrogen peroksida, senyawa ini selanjutnya akan mengubah 4-aminoantipirin dan
phenol dengan bantuan enzim katalase peroksidase menjadi quinomine yang

berwarna dan intansitasnya dapat diukur secara fotometrik.

4.8.2.2. Kolesterol LDL

Kolesterol LDL ditentukan secara enzimatik dengan metoda CHOD-PAP.*®
dengan prinsip LDL diendapkan. Supernatan yang mengandung kolesterol HDL
ditetapkan dengan metode CHOD-P seperti pada penetapan kolestero!l total.
Konsentrasi kolesterol LDL ditentukan dengan rumus :

Kolesterol LDL = Kolesterol total — [Kolesterol HDL + (TG/S)]mg/dl.28
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4.8.2.3 Kolesterol HDL

Kolesterol HDL ditentukan secara enzimatik dengan metoda CHOD-PAP.®
Pn'nsif; metoda ini sebagai berikut : Kolesterol VLDL dan LDL diendapkan dengan
reagf:n pengendap asam fosfotungstat dan ion magnesium. Selanjutnya supernatan
yang mengandung HDL dipisahkan dengan sentrifuge, untuk selanjutnya ditetapkan
kadar kolesterol HDL dengan metoda CHOD-PAP seperti pada penetapan kolesterol

total.
4.8.2.4.Trigliserida

Trigliserida ditentukan secara enzimatik dengan metoda GPO-PAP.* Prinsip
metoda ini adalah : trigliserida dihidrolisis secara enzimatis menjadi gliserol dan
asam-asam lemak bebas dengan bantuan enzim lipase khusus. Gliserol yang
dibebaskan kemudian akan bereaksi dengan gliserol kinase menjadi gliserol fosfat,
yang selanjutnya oleh enzim gliserolphosphat oksidase akan diubah menjadi
dihidroksiaseton fosfat dan hidrogen peroksida. Hidrogen peroksid akan bereaksi
c}engan chiorophenol dan  4-aminoantipirin  membentuk  komplek  4-o-

benzoquinonemonomine yang berwarna dan dapat diukur intensitas absorbansinya.

4,8.3. Jumlah bakteri coliform dan Lactobacilli

Jumlah bakteri Lactobacilli dan coliform pada feses tikus pada hari ke 7, 14

dan 30 dihitung. Pemeriksaan angka coli dan angka Lactobacilli dilakukan dengan

prosedur sebagai berikut : sampel feses segar dikumpulkan dalam tabung test steril

pada hari ke 7, 14 dan 30, selanjutnya feses ditimbang + 10 gram kemudian
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diencerkan dalam NaCL 0,85% sebanyak 90 ml, dilakukan pengenceran hingga 107
sampel dihomogenisasi pada mikser vortex selamﬁldi menit. Untuk menentukan total
lactobacilli, sampel feses yang telah diencerkan masing-masing ditanam di media
Rogosa Agar (Oxoid) padat dengan cara menggoreskan (surface spreadship)
menggunakan alat ose kemudian diinkubasi selama 48 jam dalam lingkungan 99%
CO, pada suhu 37°C. Setelah periode inkubasi, koloni yang terpilih diberi warna
untuk gram. Biasanya terdapat bentuk tidak berspora, gram positif be;li)cntuk baténg.
Sedangkan untuk menentukan jumlah bakteri coliform pada feses ditentukan dengan
Violet Red Bile agar (Merck) cara penanaman sama dengan lactobacilli, Plate
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasilnya dilaporkan sebagai log 10/gram
berat basah feses®'. Bila bakteri coliform pada feses jumlahnya lebih banyak maka
keberadaan Lactobacilli di dalam usus lebih banyak dan bakteri coliform dalam usus

lebih sedikit begitu pula sebaliknya.




¢). Alur Penelitian

44

28 ekor tikus Wistar umur 15 minggu
berat badan 180-220 gram

adaptasi pakan standar
ad libitum (selama 7 hari)
Y
Pengambilan darah ™ analisis fraksi lipid
dan pemeriksaan bakteri feses (standar)
analisis angka coli
dan lactobacilli
A4
28 ekor tikus diberi pakan tinggi lemak
ad libitum l(selalma 9 hari)
Pengambilan darah analisis fraksi lipid
dan pemeriksaan baktert feses (hiperkolesterolemi)
analisis angka coli
dan lactobacilli
l l Randomisasi l l
7 ekor tikus 7 ekor tikus 7 ekor tikus 7 ekor tikus
pakan standar pakan standar pakan standar pakan standar
+ air minum + yakult 2 ml/ +yakult 2,25 mlf f yakult 2,5 ml/
ad libitum ekor/hari ekor/hari ekor/hari
| (14.har )} (14 hari ) (14hari) | L__(14hbari) |
Pengambilan darah untuk Pengumpulan feses untuk
analisis profil lipid : perhitungan jumlah bakteri
kolesterol total, LDL, HDL lactobacilli dan coliform
dan trigliserida

Gambar 10. Diagram alur penelitian
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4.9. ANALISIS DATA

4.9.1. Analisis Sfatistik

Data yang terkumpul dilakukan cleaning, coding dan tabulasi selanjutnya
dientry ke dalam komputer dan dilakukan analisis diskriptif data. Pada analisis
diskriptif, data disajikan sebagai rerata, simpang baku dan median. Sebelum
dilakukan analisalebih lanjut, dilakukan uji normalitas dengan uji Kolmogorov
Smirnov.

Data kadar kolesterol total, kolesterol LDL dan trigliserida berdistribusi
normal, sedangkan data kadar kolesterol HDL distribusinya tidak normal maka
terlebih dahulu dilakukan transformasi terhadap data kadar kolesterol HDL.
Selanjutnya untuk menéetahui status perubahan kadar fraksi lipid yang terjadi setelah
perlakuan susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota dianalisis dengen wji t
berpasangan (paifed t-test). Adapun nilai perubahan kadar fraksi lipid pada masing-
masing kelompok dosis perlakuan susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota
dianalisis dengan analisa sidik ragam (Anova). Hasil analisis menunjukkan
perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan, sehingga analisis dilanjutkan dengan
uji Beda Nyata Terkecil (LSD = Least Significant Difference) pada tingkat
kepercayaan 95%.

Analisis dilakukan dengan menggunakan program SPSS for Window Release

75
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4.10. Keterbatasan Penelitian

4.10.1. Penelitian ini tidak didahului oleh uji terhedap keberadaan Lactobacillus casei
strain Shirota pada susu fermentasi sebelum perlakuan.

4.10.2. Lama waktu pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus
casei strain Shirota dibatasi hanya sampai 14 hari.

4.10.3. Perubahan kadar fraksi lipid yang terjadi tidak ditunggu sampai mencapai

kadar fraksi lipid seperti pada awal penelitian dilakukan.




BABS

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1, HASIL
5.1.1. Fraksi lipid awal pada tikus percobaan

Telah dilakukan penelitian terhadap duapuluh delapan tikus putih jantan galur
Wistar umur 15 minggu dengan berat badan 180-220 gram yang diberi pakan standar
(AIN-93) selama 7 hari. Tikus selanjutnya dipuasakan selama 12 jam kemudian
diambil sampe! darahnya melalui plexus retro orbitalis untuk menentukan kadar
kolesterol total, triglisarida , kolesterol HDL dan kolesterol LDL awal sebagai ukuran
kadar standar, Kadar kolesterol total, trigliserida, kolesterol HDL dan kolesterol LDL
serum darah tikus sebelum dan setelah pemberian pakan tinggi lemak disajikan pada
lampiran 7.

Pemberian ransum pakan tinggi lemak tinggi kolesterol (TLTK) selama 9 hari
pada 28 ckor tikus janta.n‘ galur Wistar berhasil meningkatkan kadar fraksi lipid serum
darah tikus seperti yang tersaji pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Fraksi lipid darah tikus sebelum dan setelah pemberian pakan
tinggi lemak {n=28).

Sebelum (mg/dl) _ Setelah (mg/dl) t Sig
Kolestero! total (106,7 £ 5,65) (150,5 +6,21) 27,765 0,000
Trigliserida (132,9+£3,97) (170,2 £ 4,38) 30,654 0,000
Kolesterol HDL (66,1 £537) (57,2 +£5,17) 9,160 0,000
Kolesterol LDL (13,9+2,18) (59,2 + 8,80) 25,108 0,000

Rata-rata kadar kolesterol total, trigliserida, dan kolesterol LDL mengalami

peningkatan setelah pemberian pakan tinggi lemak, tetapi kadar kolesterol HDL
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menurun dan secara statistik kadar kolesterol total, trigliserida, kolesterol HDL dan
kolesterol LDL setelah pemberian pakan tinggi lemak berbeda secara signifikan
dengan sebelum pemberian pakan tinggi lemak (lampiran 8).

Kolesterol, ester kolesterol, trigliserida dan fosfolipida merupakan lemak utama
yang terdapat di dalam darah. Ganéguan metabolisme lemﬁk yang menimbulkan
peningkatan kadar lemak darah atau hiperlipidemia sering dihubungkan dengan
penyakit jantung koroner ditandai oleh adanya peningkatan kolesterol LDL dan
trigliserida sera rendahnyta kadra kolesterol HDL®. Hiperkolesterolemia adalah salah
satu bentuk hiperlipidemia yang sudah dikenal secara umum sebagai faktor penyebab
peﬁsfakit jantt\mg koroner. |

Ada hubungan antara peningkatan kadar kolesterol LDL dengan penyakit
jantung koroner, Peningkatan kolesterol kadar LDL menyebabkan aterosklerosxs pada
pembuluh darah perifer. Tentang kolesterol HDL, Barr (1951) yang dikutip oleh
Soeparman (1987)6l menemukan pada 28 pasiennya yang menderita infark miokard,
ternyata kadar kolesterol HDL-nya rendah. Miller dan Miller secara jelas menemukan
 hubungan antara kadar kolesterol HDL dan penyakit jantung koroner®™. Meskipun
hubungan antara penyakit jantung koroner dengan kadar kolesterol HDL yang rendah
tidak diragukan lagi, tetapi belum ada bukti bahwa risiko timbulnya penyakit jantung

koroner akan lebih rendah bila kadar kolesterol meningkat®'.

5.1.2. Fraksi Lipid setelah pemberian susu fermentasi

Setelah ke duapuluh delapan ekor tikus mengalami hiperkolesterolemi dibagi
secara acak menjadi 4 kelompok. Kelompok kontrol (SFo) adalah kelompok tikus

yang diberi pakan standar AIN-93 tanpa pemberian  susu fennent_asi yang
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mengandung Lactobacillus casei strain Shirota (6,5 x 10° cfu), kelompok perlakuan I
(SF)) mendapat dosis susu fermentasi 2 ml/ckor/hari, kelompok 1I (SF,) mendapat
dosis susu fermentasi 2,25 ml/ekor/hari, dan kelompok III (SF3;) mendapat dosis susu
fermentasi 2,5 ml/ekor/hari. |

Kadar kolesterol total, kolesterol LDL dan trigliserida setelah periakuan
mengalami penurunan dan kadar kolesterol HDL mengalami peningkatan. Hasil
. analisis statistik menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara kadar fraksi lipid
darah tikus percobaan sebelum dengan setelah pemberian susu fermentasi, Data
statistik fraksi lipid serum darah tikus sebelum dan setelah pemberian susu fermentasi
disajikan pada tabel 5.2 berikut ini.

Tabel 5.2. Fraksi lipid darah tikus sebelum dan sesudah pemberian susu fermentasi

(n=28).
Sebelum (mg/d)  Sesudah (mg/dl) t Sig’
Kolesterol total (150,5 £6,21) (134,6 £8,37) 7,71 0,000
Trigliserida (170,2 + 4,38) (156,4 + 8,56) 9,48 0,000
Kolesterol HDL  (573+517)  (75,1£590) 4,623 0,000
Kolesterol LDL (59,2 + 8,80} (28,2 £ 12,32} 10,09 0,000

5.1.2.1. Kadar kolesterol total setelah pemberian susu fermentasi

Kadar kolesterol rata-rata serum darah tikus kelonipok kontrol (SFo) adalah
(145,9 + 3,65) mg/dl, kelompok I (SF,), kelompok 1I (SFy) dan kelompok III (SF3)
berturut-turut adalah (137,2 £ 1,64) mg/dl, (130,5 + 2,35) ing/dl, dan (124,7 £ 1,87)
mg/dl. Kadar kolestero! total rata-rata kelompok perlakuan III ini lebih rendah jika

dibandingkan dengan kadar kolesterol rata-rata kelompok I dan kelompok II. Kadar
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kolesterol total sebelum dan setelah pemberian susu fermentasi pada keempat
kelompok tikus percobaan disajikan pada gambar 5.1.

mg/dl

170

1604

-

-
130. E

1204
-Kolesterol It
110 i . . i I Kolesterot iit
N= 7 7 7 7 7 7 7 7
Kontrol P P2 P3
Pertakuan

Kalestero! I = kadar kolesterol sebelum pemberian susu fermentasi
Kolesterol Il = kadar kolesterro! setelah pemberian susu fermentasi
P1 =2 mtekor/hari, P2 = 2,25 mlfekor/hari dan P3 = 2,5mi/ekor/hari

Gambar 5.1. Grafik kadar kolesterol total sebelum dan setelah pemberian
susu fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan

Analisis statistik menunjukkan perbedaan bermakna kadar kolesterol total antara
kelompok HI dengan kelompok I (p=0,000; F= 12.48) dan kelompok III dengan
kelompok H (p=0,000; F=-581). Hasil analisis perbedaan kadar kolesterol total
antara masing-masing kelompok perlakuan disajikan pada tabel 5.3.

Secara umum, kadar kolesterol total rata-rata setelah pemberian susu
fermentasi mengalami penurunan secara nyata dibandingkan kadar kolesterol tikus

saat hiperkolesterolemi (p=0,000; t= 7,708), tetapi penurunan tersebut tidak sampai
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mendekati kadar kolesterol total rata-rata normal, yaitu kadar kolesterol total rata-rata
pada saat awal penelitian (106,7 £ 5,65) mg/dl.

Tabel 5.3. Perbedaan kadar kolestero! total antara masing-
masing kelompok perlakuan

Perlakuan t Sig
Kontrol (SFy) 2,432 0,051
SF; 5,017 0,002
SF, 13,721 0,000
SF; 28,160 0,000

SF = Susu Fermentasi

Adapun kadar kolesterol total rata-rata setelah pemberian susu fermentasi

berbeda nyata dengan kadar kolesterol total rata-rata pada awal penelitian ini

dilakukan (p=0,000; t= 14.4). Rerata kadar kolesterol sebelum dan setelah pemberian |

susu fermentasi disajikan pada tabel 5.4.

Tabel S.4. Rerata kadar kolestero! total sebelum dan sesudah pemberian susu
fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan

Kelompok N  Sebelum (mg/dl) Setelah (mg/dl) delta Sig
Po 7 (147.0+4,68) (145,9+3,65)" 1,1 0,000
P, 7 (149,7+7,90) (137,2:+1,64)° 12,5 0,000
P, 7 (154,9+5,96) (130,5+2,35)° 24,4 0,000
P; 7 (150,4+3,97) (124,7+1.87)° 25,7 0,000

Py = kelompok kontrol
P;,P,.P; = kelompok perlakuan
*bed, Quperskrip yang berbeda pada kolom sama, berbeda bermakna (p<0,05)

5.1.2.2. Kadar Trigliserida setelah pemberian susu fermentasi

Pada tikus kelompok kontrol (SF,) yang hanya diberi pakan standar AIN-93 -

tanpa pemberian susu fermentasi, kadar trigliserida rata-rata serum darah tikus adalah

(160,7 + 5,12) mg/dl, sedangkan kadar trigliserida rata-rata serum darah kelompok I

(SFy), kelompok II (SF2) dan kelompok III (SF3) berturut-turut adalah (163,8 £ 4,19)

mg/dl, (156,2 + 5,08) mg/d}, dan (14,8 + 4,13) mg/di. Kadar trigliserida sebelum dan
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sesudah pemberian susu fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan
disajikan pada gambar 5.2.
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Trigliserida IT = kadar trigliserida sebefum pemberian susu fermentasi
Trigliserida ITI = kadar trigliserida setefah pemberian susu fermentasi
P1 = 2 mWekorthari, P2 = 2,25 ml/ekor/hari dan P3 = 2,5ml/ekor/hari

Gambar 5.2. Grafik kadar trigliserida sebelum dan sesudah pemberian susu
fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan

Kadar triglisefida rata-rata kelompok ITI berbeda bermakna dengan kelompok kontrol
(p=0,000; F = 15,93), dengan kelompok I (p=0,00; F = 19,01} dan dengan kelompok
II (p=0,000; F= 11,38). Rerata Kadar trigliserida serum darah tikus kelompok I tidak
berbeda bermakna dengan kelompok kontrol (p=0,228; xF = 3,07), demikian juga
kelompok II dengan kelompok kontrol (p=0,,080; F=4,55). Hasil analisis perbedaan
kadar kolesterol total antara masing-masing kelompok perlakuan disajikan pada tabel

5.5.
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Tabel 5.5. Perbedaan kadar trigliserida antara masing-
masing kelompok perlakuan

Perlakuan - t Sig
Kontrol (SFo) 22,426 0,000
SF, 32,367 0,000
SF; 26,854 0,000
SF; 11,011 0,000

SF = Susu Fermentasi

Kadar trigliserida rata-rata setelah pemberian susu fermentasi mengalami penurunan
nyata dibandingkan dengan kadar trigliserida tikus pada saat hiperkolesterolemi
(p=0,000, t = 9,48), tetapi penurunan tersebut tidak sampai mendekati kadar
trigliserida rata-rata normal, yaitu kadar trigliserida rata-rata pada saat awal
penelitian (132,9 * 3,97) mg/dl. Kadar trigliserida rata-rata setelah pemberian susu
fermentasi berbeda nyata dengan kadar trigliserida rata-rata pada awal penelitian
(p=0,000; t= 13,2). Rerata kadar trigliserida sebelum dan setelah pemberian susu
fermentasi disajikan pada tabel 5.6.

Tabel 5.6. Rerata kadar trigliserida sebelum dan sesudah pemberian susu fermentasi
pada keempat kelompok tikus percobaan

Kelompok N  Sebelum (mg/dl) Setelah (mg/dl) delta Sig

Py 7 (167,9 £5,12) (160,7 + 5,12)° 7.2 0,000
P, 7 (171,5 +3,82) (163,8 £4,19)° 7,7 0,000
Py 7 (172,1 £3,79) (156,2 £5,08)° 15,9 0,000
Py 7 (169,2 £ 4,16) (144,8 +4,13)° 24,4 0,000

Py = kelompok kontrol
P,, Py, P; = kelompok perlakuan
*® Superskrip yang berbeda pada kolom sama, beda nyata (p<0,05)

5.1.2.3. Kadar kolesterol HDL setelah pemberian susu fermentasi

Kadar kolesterol HDL setelah pemberian susu fermentasi pada keempat

" kelompok tikus percobaan disajikan pada gambar 5.3.

53




mg/dl

90
Cer
80 o -
N o

70+

*13 ——

e O
g N
50+ —
[ BN
40 . . . ] I HoL i
N= ¥ 7 7T 7 T T 7 t
Kontrol P1 a2 PR3
Periakuan

HDL I = kadar kolesterol HDL sebelum pemberian susu fermentasi
HDL HI = kadar kolesterol HDL setelah pemberian susu fermentasi
P1 = 2 ml/ekorfhari, P2 = 2,25 ml/ekor/hari dan P3 = 2, Sml/ekor/hari

Gambar 5.3. Grafik kadar kolesterol HDL sebelum dan sesudah pemberian
susu fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan

Pada tikus kelompok kontrol (SF,) yang hanya diberi pakan standar AIN-93

tanpa pemberian susu fermentasi, kadar kolesterol HDL rata-rata serum darah tikus
adalah (67,6 + 4,91) mg/dl, sedangkan kadar kolesterol HDL serum darah rata-rata
kelompok I (SFy), kelompok H (SF;) dan kelompok III (SF3) berturut-turut adalah
(74,0 + 3,72) mg/dl, (78,8 + 1,69) mg/dl, dan (80,1 + 1,80) mg/dl. Kadar kolesterol
HDL rata-rata kelompok IH lebih tinggi jika dibandingkan dengan kadar kolesterol
rata-rata kelompok Kontrol, ketompok I dan kelompok I (p=0,000; F=20,5). Kadar
kolesterol HDL rata-rata kelompok I berbeda bermakna dengan kelompok kontrol
(p=0,601; F=6,45), dengan kelompok II (p=0,012; F=4,79) dan dengan kelompok HI
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(p=0,002; F=6,08). Kadar kolesterol HDL kelompok II berbeda bermakna dengan

kelompok kontrol (p=0,000; F=11,24), tetapi tidak berbeda bermakna dengan

kelompok III (p=0,473; F= 1,29).' Hasil analisis perbedaan kadar kolesterol total

antara masing-masing kelompok perlakuan disajikan pada tabel 5.7.

Tabel 5.7. Perbedaan kadar kolesterol HDL antara masing-

masing kelompok perlakuan

Perlakuan t Sig
Kontrol (SFo) 18,083 0,000
SF, 27,312 0,000
SF, 61,144 0,000
SF; 58,602 0,000

SF = Susu Fermentasi

Kadar kolesterol HDL rata-rata setelah pemberian susu fermentasi mengalami

peningkatan secara nyata dibandingkan dengan kadar kolesterol HDL tikus pada saat

hiperkolesterolemi (p=0,000; t=12,136), dan peningkatan tersebut kembali mendekati

pada kadar kolesterrol HDL rata-rata normal, yaitu kadar kolesterol HDL rata-rata

saat awal penelitian (66,1 + 5,37) mg/dl. Kadar kolesterol HDL rata-rata sctelah

pemberian susu fermentasi berbeda bermakna dengan kadar kolesterol HDL rata-rata

pada awal penelitian ini dilakukan (p=0,000; t=5,994). Rerata kadar kolesterol HDL

sebelum dan setelah pemberian susu fermentasi disajikan pada tabel 5.8.

Tabel 5.8. Rerata kadar kolesterol HDL sebelum dan sesudah pemberian susu
fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan (n=28)

Kelompok N Sebelum (mg/dl) Setelah (mg/dl) delta Sig

Py 7 (59,2 £4,74) (67,6 491" 8,4 0,000
Py 7 (56,3 + 5,09) (74,0 +£3,72)° 17,7 0,000
P, 7 (55,3 +£5,40) (78,8 + 1,69)° 23,5 0,000
Ps 7 (58,4 £5,57) (80,1 + 1,80)° 21,7 0,000

P, = kelompok kontrot

P,, Py, P5 = kelompok perlakuan
shio Superskrip yang berbeda pada kolom sama, beda nyata (p<0,05)
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5.1.2.4. Kadar kolesterol LDL setelah pemberian susu fermentasi

Kadar kolesterol LDL setelah pemberian susu fermentasi pada keempat

kelompok tikus percobaan disajikan pada gambar 5.4.
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LDL I = kadar kolesterol LDL sebelum pemberian susu fermentasi
LDL III = kadar kolesterol LDL setelah pemberian susu fermentasi
P1 =2 m/ekor/hari, P2 = 2,25 ml/ekor/hari dan P3 = 2,5ml/ekor/hari

Gambar 5.4. Grafik kadar kolesterol LDL sebelum dan sesudah pemberian
susu fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan

Pada tikus kelompok kontrol (SF,;) yang hanya diberi pakan standar AIN-93
tanpa pemberian susu fermentasi. Kadar kolesteroi LDL rata-rata serum darah tikus
adalah (46,2 + 4,45) mg/dl, sedangkan kadar kolesterol LDL serum darah rata-rata
kelompok I (SF1), kelompok II (SF;) dan kelompok LI (SFs5) berturut-turut adalah

(30,4 + 3,85) mg/dl, (20,5 + 3,11) mg/dl, dan (15,7 + 1,78) mg/dl. Kadar kolesterol
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LDL rata-rata kelompok HI lebih rendah secara bermakna jika dibandingkan dengan
kadar kolesterol LDL rata-rata kelompok kontrol, kelompok I dan kelompok II. Kadar
kolesterol LDL rata-rata kelompok I berbeda nyata dengan kelompok kontrol
(p=0,000; F=15,76), dengan kelompok II (p=0,000; F=9,93) dan dengan kelompok IIi
(p=0,000; F=14,76). Hasil analisis perbedaan kadar kolesterol total antara masfing-
masing kelompok perlakuan disajikan pada tabel 5.9. | |

Tabel 5.9. Perbedaan kadar kolesterel LDL antara masing-

masing kelompok perlakuan
Perlakuan t Sig
Kontrol (SFq) 5,108 0,002
SF; 8,58 0,000
SF, 20,752 0,000
SF; 14,393 0,000

SF = Susu Fermentasi

Kadar kolesterol LDY rata-rata kelompok II berbeda bermakna deﬁgan
kelompok kontrol (p=0,000; F=-25,69) dan dengan kelompok III (p=0,015; F=4,82).
Kadar kolesterol LDL rata-rata setelah pemberian susu fermentasi mengaiami

penurunan bermakna dibandingkan dengan kadar kolesterol LDL tikus pada %saat

" hiperkolesterolemi (p=0,000; t = 10,09). Pada pemberian suusu fermentasi dosjis 2

mVekor/hari dan 2,25 ml/ekor/hari penurunan yang terjadi tidak sampai mendekati
normal, sedangkan pada pemberian susu fermentasi dosis 2,5 ml/ekor/hari penuriman

kadar kolesterol LDL rata-rata (15,7 & 1,78) mg/dl mendekati kadar kolesterol LDL

rata-rata normal, yaitu kadar kolesterol LDL pada saat awal penelitian (13,9 + 2,18)

mg/dl. Adapun kadar kolesterol LDL rata-rata setelah pemberian susu ferrneimasi
berbeda bermakna dengan kadar kolesterol LDL rata-rata pada awal penelit:iah ini
dilakukan (p=0,000; t= 5,92). Rerata kadar kolesterol LDL sebelum dan sesjudah

pemberian susu fermentasi disajikan pada tabel 5.10.
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Tabel 5.10. Rerata kadar kolesterol LDL sebelum dan sesudah pemberian susu
fermentasi pada keempat kelompok tikus percobaan (n=28)

Kelompok N Sebelum (mg/dl) Setelah (mg/d}) delta Sig

Po 7 (54,2 +5,41) (46,2 + 4.44)° 8 0,600
P 7 (59,1 +11,17) (30,4 + 3,85)° 287 0,000
P, 7 (65,3 + 8,38) (20,5 +3,11)° 448 0,000
P; 7 (58,3 +7,20) (15,7 +1,78)° 42,6 0,000

Py = kelompok kontrol
P, Py, Py = kelompok perlakuan
%844 Quperskrip yang berbeda pada kolom sama, berbeda bermakna (p<0,05)

5.1.6. Angka E. Coli dan Lactobacilli pada feses tikus percobaan

Angka c:oli danrlactobacilli ditentukan untuk melihat banyaknya bakteri yang
terdapat pada feses tikus percobaan baik pada awal percobaan, setelah perlakuan
pakan tinggi lemak maupun setelah pemberian susu fermentasi, karena komposisi
bakteri dalam feses bisa menjadi indikator keberadaan bakteri di dalam usus dapat
sebagai indikator kesehatan seseorang. Data angka coli dan angka lactobacilli pada
awal percobaan, setelah pemberian pakan tinggi lemak, dan setelah pemberian susu
fermentasi disajikan pada tabel 5.7.

Tabel 5.11. Angka coli dan lactobacilli pada awal percobaan, hiperkolesterolemi dan
setelah pemberian susu fermentasi (sel/gram)

Angka Awal TLTK Setelah (sel/gram)
bakteri (sel/gram)  (sel/gram) SKFy SF, SKF, SK;
E. coli 61x107 36x100 45x100 40x100 64x10° 53x10°

lactobacilli 2.4 x 107 7000 63x10* 47x107 80x107 81x10

TLTK = Tinggi Lemak Tinggi Kolesterol
SF = susu fermentasi

Angka E coli sebelum pemberian pakan tinggi lemak (awal percobaan) lebih tinggi
daripada angka lactobacilli. Setelah pemberian pakan tinggi lemak angka E coli
semakin meningkat sedangkan angka lactobacilli mengalami penurunan yang tajam.

Pada akhir percobaan, setelah pemberian susu fermentasi angka E coli lebih besar
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Angka Bakteri (sel'gram)

daripada angka Jactobacifli pada kelompok kontrol (SF-0), sedangkan pada kelompok
petlakuan SF-1, SF-2 dan SF-3 angka E. coli lebih rendah daripada angka

lactobacilli. Grafik angka coli dan lactobacilli sebelum dan setelah perlakuan susu

fermentasi disajikan pada gambar 5.5.

Grafik Angka E. Coli dan Lactobacilli

SF-0 SF1 SF-2 SF-3
Perlakuan

Awal

Gambar 5.5. Grafik angka coli dan lactobacilli sebelum dan setelah
pemberian susu fermentasi.
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5.2 Pembahasan
5.2.1. Fraksi Lipid Awal

Pada tahap awal penelitian, tikus normal yang dibebani dengan ﬁﬁkan tinggi
lemak tinggi kolesterol mengalami peningkatan kadar fraksi lipid yang meliputi kadar
kolesterol total, trigliserida, kolesterol LDL dan penurunan kolesterol HDL pada
sembilan hari setelah perlakuan dan terdapat perbedaan yang signifikan dengan kadar
fraksi lipid awal sebelum perlakuan pakan tinggi lemak (lampiran 9), sehingga dapat
disimpulkan bahwa pakan tinggi lemak yang menipunyai kandungan energi 5087.9
dan 18% lemak sapi dan 10% kolesterol murni (lampiran 6) mempengaruhi
perubaban kadar fraksi lipid serum darah tikus.

Pemberian pakan tinggi lemak selama 9 hari pada penelitian ini meningkatkan
kadar kolesterol total. Hasil ini sesuai dengan laporan penelitian Purnamaningsih
(1998)2 yang menyatakan bahwa tikus yang diberi pakan tinggi lemak tinggi
kolesterol (TLTK) dapat menyebabkan kenaikan kadar kolesterol. Hasil penelitian ini
sesuai dengan pendapat Quintao yang disitasi oleh Kaplan (1979)63 bahwa pemberian
diet dengan kandungan tinggi kolesterol dapat menyebabkan peningkatan kadar
kolesterol total. |

Kadar trigliserida pada penelitian ini mengalami peningkatan, hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Rukmi (1 999).% Asam lemak tak jenuh ganda menyebabkan
penurunan kadar trigl:iscrida, sedangkan asam lemak tak jenuh tunggal secara umum
tidak menyebabkan peningkatan trigliserida. Asam lemak jenuh akan meningkatkan

kadar trigliserida dalam darah % Hasil penelitian ini mendukung pendapat tersebut,
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meskipun mekahisme spesifik pengaruh lemak jenuh dan tidak jcnﬁh terhadap
kolesterol serum belum diketahui secara pasti.

Penurunan kadar HDL dalam penelitian ini kemungkinan berhubungan
dengan metabolisme lipoprotein yang kaya trigliserida yaitu kilomikron dan VLDL.
Seperti penelitian Sheperd dan kawan-kawan yang disitasi oleh Eastwood (1987)%
bahwa asam lemak jenuh ganda menyebabkan penurunan HDL dengan cara menekan
sintesis HDL melalui penurunan kadar apoprotein A-l yang merupakan prekursor
untuk pembentukan HDL. Hal ini juga dijelaskan oleh Rudci dan Park yang disitasi
oleh Eastwood (1987)¢ bahwa asam lemak jenuh akan menghasitkan kilomikron
dengan ukuran lebih kecil dan permukaannya mempunyai kemampuan Jebih besar
untuk membawa material inti. apoprotein A-l yang merupakan prekursor
pembentukan HDL.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan peningkatan kolesterol LDL, sesuai
dengan pendapat beberapa peneliti bahwa pemberian diet yang mengandung
kolestero! tinggi atau diet dengan kolesterol yang banyak diberikan bersama-sama

dengan adanya lemak jenuh akan meningkatkan kolesterol LDL.%
5.2.2 Angka bakteri E. coli dan lactobacilli

Angka E. Coli (6.1 x 107) pada saat sebelum pemberian pakan tinggi lemak
jumlahnya lebih tinggi daripada angka lactobacilli (2.4 x 107) sedangkan pada
kondisi normal (sehat) angka E coli lebih rendah dari angka lactobacilli. Tingginya
angka E coli tersebut kemungkinan adalah karena angka yang terhitung bukan hanya
angka E. coli saja, tetapi terlﬁtung pula spesies bakteri yang lain karena pada awal

pengenceran biasanya bakteri yang sifat dan media hidupnya sama dengan E. coli
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bisa ikut pula terhitung. Dua atau bahkan lebih spesies yang ikut terhitung sehingga
perhitungan awal merupakan perhitungan angka kuman, tetapi hal ini dapat
diabaikan karena pada awal penelitian kenyataanya secara keseluruhan spesies bakteri
selain £ coli ikut pula terhitung dan tidak mempengaruhi hasil penelitian karena
masih tahap awal penelitian, belum dilakukan pertakauan,

Pada tikus percobaan yang diberi pakan tinggi lemak tinggi kolesterol {TLTK)
jumlah bakteri coliform feses (angka coli) meningkat dan jumlah bakteri lactobacilli
(angka lactobacilli) menurun, kemungkinan jumiah bakteri coliform dalam usus juga
meningkat. Populasi bakteri dalam ekosistem saluran pencernaan dengan konsumsi

diet berimbang umumnya stabil, tetapi pemberian pakan tinggi lemak dapat

mengubah stabilitas ekosistem tersebut®” Diet adalah faktor utama penentu

komposisi bakteri usus, oleh karena itu penurunan angka /actobacilli dan peningkatan
angka coli berhubungan dengan pemberian pakan tinggi lemak tinggi kolesterol ini..
Penelitian membuktikan bahwa populasi bakteri E. coli, Vibrio cholera atau
Salmonella dalam feses pengkonsumsi diet tinggi lemak dan rendah serat lebih tinggi
dibanding feses pengkonsumsi rendah lemak dan lebih banyak serat (sayuran).®
Kemungkinan terjadinya penurunan bakteri lactobacilli adalah karena
berkurangnya serat sebagai nutrisi bakteri lactobacilli, sedangkan bakteri E. coli
tidak menyukai nutrisi jenis serat.%’ Serat yang berkurang jumlahnya sebagai nutrisi

bagi bakteri lactobacilli menyebabkan kemampuan lactobacilli untuk dapat

‘berkembang terhambat, sehingga proporsi bakteri lactobacilli jumlahnya berkurang

dan proporsi bakteri coli jumlahnya meningkat.
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5.2.3. Fraksi Lipid Setelah Pemberian Susu Fermentasi

Pada pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus casei strain
Shirota terjadi perubahan fraksi lipid tikus percobaan yaitu penurunan kolesterol total,
penurunan trigliserida, peningkatan kolesterol HDL dan penurunan kolesterol LDL
serum darah tikus hiperkolesten;lemi serta terjadi peningkatan angka lactobacilli

pada feses dan penurunan angka £, coli pada feses.
5.2.3.1. Kadar Kolesterol Total

Kadar kolesterol total serum darah tikus setelah pemberian susu fermentasi
yang mengandung Lactobacillus casei strain Shirota selama 14 hari ternyata berhasil
menurunkan kadar kolesterol total. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Usman dan
Hosono (2000)*' yang menyatakan bahwa suplementasi susu fermentasi yang
mengandung Lactobacilius gasseri SBT 0270 dalam pakén menurunkan kadar
kolesterol total, kolesterol LDL dan trigliserida.

Pada semua perlakuan susu fermentasi terjadi penurunan tersebut dan secara
statistﬂc terdapat perbedaan nyata pada keempat kelompok perlakuan (lampiran 8).
Pada kelompok kontrol (SF-0) meskipun tidak diberi susu fermentasi Lactobacillus
casei strain Shirota juga mengalami penurunan kadar Kkolesterol total. Hal ini
kemungkinan disebabkan menurunnya konsumsi pakan yang mengandung tinggi
lemak tinggi kolesterol, karena pada periode ini tikus kembali diberi pakan standar
AIN-93, Pada perlakuan SF-1 (2ml/ekor/hari susus fennentaéi), SF-2 (2,25
mVekor/hari susu fermentasi) dan SF-3 (2,5 ml/ekor/hari susu fermentasi) terjadi

penurunan kadar kolesterol total serum darah berbeda signifikan (p=0,000;
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F=92,715). Penurunan terbanyak terjadi pada perlakuan SF-3 (17,1%) diikuti SF-2
(15,75%) dan SF-1 (8,37%).

Penurunan kadar kolesterol darah tersebut kemungkinan disebabkan oleh
kemampuan bakteri Lactobacillus casei strain Shirota dalam mengasimilasi
kolesterol. Pada mekanisme asimilasi kolesterol, Lactobacillus casei strain Shirota
akan mengambil atau mengabsorpsi kolesterol dan lebih lanjut kolesterol akan
bergabung menjadi satu pada membran seluler bakteri, sehingga bakteri lebih tahan
terhadap lisis. Akibat penurunan absorpsi kolesterol diet dari sistem pencemaan,
maka kadar kolesterol di dalam darah juga mengalami penurunan. Beberapa
penelitian sebelumnya mendapatkan bahwa Lactobacillus acidophilus mampu
mengasimilasi kolesterol sekitar 20,5 ug/mi sampai 103,9 pg/ml.*** Mekanisme lain
yang mungkin terjadi adalah aktivitas dekonjugasi oleh Lactobacillus casei strain
Shirota. Kemungkinan ini didukung oleh penelitian Gilliland and Speck (1977)%
yang meneliti aktivitas dekonjugasi beberapa bakteri yang berasal dari feses. L. case!
dan L. plantarum mampu mendekonjugasi glycocholat, sedangkan L. acidophilus
mampu mendekonjugasi glycocholat dan taurocholat. Kemampuan bakteri asam
laktat dalam dekonjugasi garam empedu berhubungan erat dengan aktivitas enzim
bile salt hidrolase. Tannock ef al (1989)" mengamati beberapa strain lactobacillus
yang memiliki aktivitas bile salt hidrolase sepérti L. acidophilus, L. casei, L.
plantarum, L. brevis dan L. fermentum diduga aktivitas ini dikode oleh plasmid, yaitu
merupakan DNA (penentu sifat organisme) ekstra kromosom pada bakteri.

Dari dua karakterisitk spesifik tersebut ternyata l:cemampuan dekonjugasi

garam empedu lebih dominan dibanding kemampuan mengasimilasi kolesterol. Di
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dalam tubuh kemampuan mengasimilasi kolesterol t;rlcait dengan koleéterol yang
berasal dari luar tubuh (kolesterol diet), sedangkan dalam dekonjugasi garam empedu
jenis kolesterol yang berkaitan erat adalah kolesterol yang disintésis oleh tl.ibuh.

Degradasi kolesterol dan hilang setiap hari darl tubuh pada pri;lsipnya terjadi
melalui empedu. Walaupun kolesterol dan asam empedu yang disii)tesis di hati dan
dialirkan ke kantung empedu disckresikan ke usus sebagian besar diserap kembali.
Kolesterol yang' dikeluarkan melalui feses cukup banyak dibanding produksi dan/atau
penyerapan makanan setiap hari.

Hasil penelitihn mehunjukkan penurunan kadar kolesterol total akibat
pemberian susu fermentasi selama 14 bari pada tikus ﬁércobaan tidak mencapai kadar
normal atau kadar kolesterol total awal, Kemungkinan untuk menurunkan kolesterol
hingga kadar awal perlu waktu lebih lama. Hal tersebut sesuai dengan pendapat
Agustina (2002)* babwa untuk memperoleh manfaat optimal perlu mengkonsumsi

probiotik terus menerus, sedangkan pada penelitian ini konsumsi susu fermentasi

hanya diberikan dalamwaktu terbatas (14 hari).
5.2.3.2. Kadar Trigliserida

Kadar trigliserida dalam serum darah tikus setelah pemberian susu fermentasi
pada semua perlakuan mengalami penurunan. Secara statistik penurunan tersebut
tidak berbeda nyata antaxé kelompok kontrol (SF-0) dengan kelompt;k perlakuan I
(SE-1) dan kelompok kontrol (SF-0) dengan kelompok perlakuan I (SF-2).
Kelompok perlakuan SF-3 menurunkan kadar trigliserida, secara statistik berbeda
nyata dengan ketiga kelompok perlakuan tersebut. Penurunan terbanyak terjadi pada

perlakuan SF-3 (2,5, mi/ekor/hari) sebesar 24,37 mg/dl (14,41%).
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Oleh karena penurunan kadar trigliserida pada kelompok SF-1 | (2 ml/ekor/hari
susu fermentasi) dan kelompok perlakuan SF-2 (2,25 ml/ekor/hari susu fermentasi)
tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol (tanpa susu fermentasi), maka dapat
dikatakan pemberian susu fermentasi 2 ml/ekor/hari dan 2,25 ml/ekor/hari tidak
berpengaruh terhadap kadar trigliserida serum darah tikus. Hasil ini mendukung
pendapat Danielson ef a/ (1989)'° dan Akalin er al (1997).” Penurunan kadar
trigliserida int -kemungkinan disebabkan menurunnya konsumsi pakan yang
mengandung tinggi lemak  tinggi kolesterol. Asam lemak tak jemuh ganda
menyebabkan penurunan kadar trigliserida, sedangkan asam lemak tak jenuh tunggal
pada umumnya tidak menyebabkan peningkatan trigliserida.“

Trigliserida adalah lemak utama dalam makanan manusia.® Sel epitel usus
mengemas trigliserida yang berasal dari lemak makanan menjadi kilomikron dan
mensekresikannya melalui limfe ke dalam darah Oleh karena itu bila asupan lemak
sedikit maka trigliserida yang disekresi ke dalam darah juga sedikit sehingga kadar
trigliserida di dalam serum darah lebih rendah dibanding saat tikus diberi pakan
tinggi lemak. Penurunan kadar kolesterol total dan kadar trigliserida berkaitan dengan
penurunan LDL. LDL merubakan hasil sisa metabolisme VLDL yang melepaskan
trigliserida dan kerapatannya berkurang sehingga secara bertahap b‘e_rubah menjadi

LDL.*
5.2.3.3 Kadar kolesterol HDL

Kadar kolesterol HDL setelah pemberian susu fermentasi L. casei strain
Shirota mengalami peningkatan bermakna dibanding kadar kolesterol HDL pada saat

tikus percobaan diberi pakan tinggi lemak dan tinggi kolesterol. Peningkatan kadar
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kolesterol HDL pada keempat kelompok perlakuan juga berbeda bermakna. Uji lanjut
dengan Beda Nyata terkecil (LSD) menunjukkan bahwa perlakvan SF-2 (2,25
ml/ekor/hari susu fermentasi) tidak berbeda nyata dengan perlakuan SF-3 (2,5
mUekor/hari). Pemberian susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota 2
mb/ekor/hari menyebabkan peningkatan kadar kolesterol HDL sebesar 14,12%,
sedangkan dosis 2,25ml/ekor/hari menyebabkan peningkatan kadar kolesterol HDL
sebesér 42,57% dan dosis 2,5 ml/ekor/hari sebesar 37,23%. Hasil ini berbeda dengan
penelitian Danielson es a/ (1992)" yang menyatakan bahwa pemberian yoghurt
acidophilus setelah lebih dari 8 minggu tidak berpengaruh pada kadar kolesterol HDL
serum dan Akalin er af (1997)"° yang menyatakan bahwa pemberian yogurt yang
mengandung Lactobacillus acidophilus secara nyata menurunkan kolesterol total
tetapi tidak berpgngaruh pada kolesterol HDL. Perbedaan hasii  tersebut
kémungkinan karenéx perbedaan strain Lactobacillus yang digunakan dan waktu/lama
pemberian susu fermentasi. Kemungkinan lain, karena tidak diberikan pakan tinggi
Jemak tinggi kolesterol pada pakan tikus percoban Sebagaimana diketahui bahwa
asam lemak jenuh ganda menyebabkan penurunan kadar apqprotein A-l yang dapat
menekan sintesis HDL schingga bila konsumsi asam lemak jenuh ganda
ditiadakan/berkurang maka kadar apoprotein A-I meningkat dan memacu sintesis
HDL. Passwater (1997) yang dikutip oleh Kusmiyati (2000)” menyebutkan bahwa

kenaikan HDL kemungkinan disebabkan kenaikan apoprotein A-I yang merupakan

~ prekursor untuk pembentukan HDL dengan mekanisme yang belum diketahui dengan

jelas.
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5.2.3.4. Kadar kolesterol LDL

Pémbén’an susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus cgsei strain
Shirota ternyata mampu menurunkan kadar kolesterol LDL secara signifikan pada
keempat lkelompok pertakuan. Pada perlakuan SF-0 terjadi penurunan kadar
kolesterol LDL sebesar 14,79%. Penurunan kadar kolesterol LDL ini kemungkinan
akibat dari penurunan kadar kolesterol total (0,75%), mengingat LDL merupakan
merupakan lipoprotein berdensitas rendah yang mengandung kolesterol dan ester
kolesterol dalam konsentrasi tinggi.?® Oleh karena itu bila kadar kolesterol total
dalam serum rendah maka kadar kolesterol LDL dalam serum juga rendah. :

| Hasil penelitian ini mendﬁkung penelitian yang dilakukan oleh Usman dan
Hosono (2000)21 yang menyatakan bahwa suplementasi susu fermentasi yang
mengandung Lactobacillus gasseri SBT 0270 menurunkan kadar kolesterol LDL.
Hasil ini juga sesuai penelitian Akalin et al (1997)" menunjukkan penurunan kadar
kolesterol LDL secara signifikan setelah pemberian yogurt acidophilus pada hari ke

28 dan 56.
5.2.4. Angka E. Coli dan Angka Lactobacilli pada feses

Pada pemberian susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota pada tikus
percobaan, angka E. coli pada feses mengalami penurunan dan angka /Jactobacilli
mengalami peningkatan. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa secara in vivo jumlah
lactobacillus mengalami peningkatan dengan adanya penambahan lactobacillus casei
strain Shirota. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Usman dan Hososno (2000)*

dan Akalin ef af (1 997)."” Lambung hanya mengandung bakteri yang tahan terhadap
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asam, sebagaimaha diketahui pH atau keasaman lambung sangat rendah, sekitar 1,7
dan jumiah bakteri asam laktat yang bisa bertahan dalam jumlah sedikit (10° cfu/ml
asam lambung). Di dalam usus didapatkan 400 jenis bakteri yang merupakan populasi

normal. Konsentrasi bakteri meningkat sepanjang usus, di dalam kolon mencapai 10%

cfw/, g,ram53 dan bakteri asam laktat jumlahnya sekitar 10%-10° cfu, karena itu sepertiga

berat feses mengandung bakteri baik hidup maupun mati.’

Pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus casei strain
Shirota menyebabkan proporsi bakteri /actobacilli ebih banyak dibandingkan jumlah
bakteri E. coli. Bakteri asam laktat juga menghasilkan senyawa hasil metabolisme
yang bersifat antimikroba bagi bakteri E. coli.®® Oleh karena itu setelah pemberian
susu fermentasi L. casei, feses tikus percobaan mengandung laclobacillus lebih
banyak dibandingkan E. coli.

Adapun mekanisme bakteri asam laktat sebagai probiotik dalam mencegah
invasi dan kolonisasi dari mikroorganisme patogen adalah melalui kompetisi dalam
nutrisi dan ruangan, menghambat bakteri patogen dengan cara mempertahankan pH
permukaan usus, menghasilkan hidrogen peroksida yaitu antagonis bakteri patogen

dan memproduksi zat antibikroba mikrosin (Agustina, 2002).%
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BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. KESIMPULAN

Pengaruh pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus casei
strain Shirota pada tikus putih jantan galur Wistar dosis 2 ml/ekor/hari, 2,25
mVekor/hari dan 2,5 ml/ekor/hari satu kali sehari selama 14 hari sebagai berikut :

1. Menurunkan kadar kolesterol total serum darah tikus hipérkolcstcrolemi secara
bermakna.

2. Menurunkan kadar kolesterol LDL serum darah nkus hiperkolesterolemi secara
bermakna.

3. Meningkatkan kadar kolesterol HDL serum darah tikus hip;rkolesterolemi secara
bermakna.

4. Menurunkan jumlah cofiform dan meningkatkan jumlah lactobacilli pada feses
tikus percobaan.

Pengaruh pemberian susu fermentasi yang mengandung Lactobacillus casei .
strain Shirota padé tikus putih jantan galur Wistar dengan dosis 2,5ml/ekor/hari
selama 14 hari sebagai berikut :

1. Menurunkan kadar trigliserida serum darah tikus hiperkolesterolemi secara
bermakna.
2. Menurunkan kadar kolesterol LDL  serum darah tikus hiperkolesterolemi

- mendekati kadar pada awal penelitian.
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6.2. SARAN-SARAN

Beberapa saran yang dapat dikemukakan mengacu pada pengalaman selama
penelitian dan berdasar hasi penelitian ini antara lain :

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh pemberian susu
fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota terhadap perubahan kadar fraksi
lipid serum tikus hiperkolesterolemi dengan dosis 2,5 ml/ekor/hari dalam jangka
waktu pembeﬁan lebih lama (lebih dari 14 hari) untuk memperoleh hasil
perubahan kadar fraksi lipid normal. '

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut penggunaan susu fermentasi Lactobacillus
casei strain Shirota pada manusia dengan dosis 150 mb/hari (setara dengan 2,5
mb/ekor/hari pada tikus percobaan) untuk melihat apakah memberikan efek yang

sama seperti pada tikus percobaan.
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BAB 7

RINGKASAN

lPenyakit Jantung Koroner (PJK) merupakan salah satu penyebab utama
kematian di beberapa negara berkembang. Penelitian epidemiologi menunjukkan
bahwa tingginya kolestero! total dan kolesterol LDL serum berisiko tinggi
berkembangnya penyakit jantung koroner. Penelitian telah banyak dilakukan untuk
menentukan faktor-faktor yang efektif menurunkan konsentrasi kolesterol serum,
antara lain modifikasi dief dan penggunaan obat-obatan dan produk makanan yang
berpotensi mengontrol hiperkolesterolemi pada manusia saat ini terus
dikembangkan. Produk pangan probiotik yang menguntungkan semakin diminati
oleh konsumen dan produsen seiring dengan munculnya kesadaran masyarakat
tentang kesehatan, Beberapa tahun terakhir ini telah diketahui bahwa produk
pangan yang mengandung bakteri asam laktat (BAL) mampu menurunkan
kolesterol serum pada manusia dan hewan coba secara alami. Terdapat berbagai
macam strain bakteri asam laktat, sehingga permasalahan yang muncu! adalah
Apakah bakteri asam laktat Lactobacillus casei strain Shirota dalam produk susu
fermentasi berpengaruh terhadap perubahan fraksi lipid tikus hiperkolesterolemi
terutama pada penurunan kolesterot total dan kolestero! LDL.

Telah dilakukan penelitian secara in vivo pada tikus putih jantan galur
Wistar di laboratorium Unit Pengembangan Hewan Percobaan Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta selama bulan Mei — Juni 2003, bertujuan untuk mengetahui

pengaruh pemberian susu fermentasi yang mengandung bakteri Lactobacillus casei
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strain Shirota terhadap perubahan fraksi lipid serum darah tikus meliputi kadar
kolesterol total, trigliserida, kolesterol HDL dan kolesterol LDL pada tikus
hiperkolesterolemi serta jumlah bakteri E. coli (angka coli) dan lactobacilli pada
feses tikus percobaan.

Pada penelitian ini tikus diaklimatisasi dalam kandang individu selama 7
hari dan diberi pakan standar AIN-93. Selama 9 hari berikutnya tikus diberi pakan
tinggi lemak tinggi kolesterol (TLTK). Selanjutnya tikué dibagi menjadi 4
kelompok yaitu kelompok kontrol (SF-0) adalah kelompok tikus yang hanya diberi
pakan standar AIN-93 tanpa pemberian susu fermentasi yang mengandung
Lactobacillus casei strain Shirota (6,5 x 10° cfu), kelompok I (SF-1) adalah
kelompok yang mendapat dosis susu fermentasi 2 ml/ekor/hari, kelompok II (SF-
2) adalah kelompok yang mendapat dosis susu fermentasi 2,25 ml/ekor/hari dan
kelompok HI (SF-3) yaitu kelompok yang mendapat dosis susu fermentasi 2,5
ml/ekor/hari. Pemberian susu fermentasi selama 14 hari. Pada seluruh tahapan
percobaan pakan dan minum diberikan secara ad libitum.

Serum darah diambil pada saat sebelum pemberian pakan tinggi lemak
tinggi kolesterol, sebelum dan setelah perlakuan pemberian susu fermentasi
" Lactobacillus casei strain Shirota melalui plexus retroorbitalis. Fraksi lipid serum
darah (kolesterol total, trigliserida, kolesterol HDL dan kolesterol LDL) diperiksa
dengan metode enzimatik. Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji
t berpasangan untuk mengetahui perbedaan perlakuan dan uji anova untuk

mengetahui perbedaan perlakuan keempat kelompok tikus percobaan bila terdapat
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perbedaan maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (LSD = Least
Significant Difference).

| Hasil penelitian  menunjukkan bahwa pemberian susu fermentasi
Lactobacillus casei strain Shirota pada kelompok perlakuan tikus percobaan
menyebabkan penurunan kolesterol total, penurunan kolesterol LDL dan
peningkatan kolesterol HDL secara bermakna. Penurunan kadar trigliserida secara
bermakna haﬁya terjadi pada kelompok perlakuan susu fermentasi Lactebacillus
casei strain Shirota dosis 2.5 ml/ekor/hari (kelompok III/SF-3). Secara keseluruhan
penurunan kolesterol tqtal, trigliserida dan peningkatan kolesterol HDL-' belum
mencapai kadar normal (kadar awal penelitian), tetapi pemberian susu fermentasi
Lactobacillus casei strain Shirota dosis 2,5 ml/ekor/hari mampu menurunkan
kolesterol LDL mendekati normal.

Kesirhpulan dari penelitian ini bahwa pemberian susu fermentasi
Lactobacillus casei strain Shirota pada tikus putih galur Wistar dosis 2
mb/ekor/hari, 2,25 ml/ekor/hari dan 2,5 ml/ekor/hari mampu menurunkan kadar
kolesterol total dan kadar kolesterol LDL serta meningkatkan kadar kolesterol
HDL serum darah tikus hiperkolesterolemi secara bermakna. Pemberian susu
fermentasi Lacfobacillus casei strain Shirota dosis 2,5 ml/ekor/hari mampu
menurunkan kadar trigliserida serum darah tikus hiperkolesterolemi  secara
bermakna dan menurunkan kadar kolesterol LDL ( 15,7 mg/dl) mendekati normal /
kadar awal penelitian‘ (13,9 mg/d}).

Oleh karena itu disarankan perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pengaruh

pengguhaan dosis susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota 2,5
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ml/ekor/hari terhadap perubahan kadar fraksi lipid serum tikus hiperkolesterolemi
dengan waktu pemberian lebih dari 14 hari (lebih lama / terus menerus) untuk
rﬁemperoleh hasil perubahan kadar fraksi lipid normal serta penelitian penggunaan
susu fermentasi Lactobacillus casei strain Shirota pada manusia dengan dosis 150
ml/hari (setara dosis 2,5ml/ekor/hari pada tikus percobaan) untuk melihat apakah

memberikan efek sama seperti pada tikus percobaan.
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