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ABSTRACT

EFFECT OF LEMON WATER (Citrus limon) TO CORONARY ARTERY
HISTOPATHOLOGY OF MALE WHITE RATS (Rattus norvegicus) STRAIN
Sprague dawley GIVEN BY REUSED COOKING OIL

By

SITI RAQIYA RASYID

Background: The use of cooking oil increases with the years, so often cooking oil
is used repeatedly (used cooking oil). The consumption of used cooking oil can
increase the levels of free radicals and fatty acids in the body which can cause
vascular endothelial dysfunction and excessive free fatty acids in the blood will
easily attach to the inner walls of blood vessels. There are many ways to reduce
the effect of used cooking oil. one of them is by giving lemon water

Objective: To know the effect of lemon water to coronary artery histopatology
of male white rats given by reused cooking oil.

Method: The type of this research is pure laboratory experimental design with
post test only control group designs. The population was 8-10 weeks old with 20
male rat samples strain Sprague dawley divided into 4 experimental groups.
Result: In this study a significant group was found in all groups with an analysis
test using Kruskal Wallis with the results obtained p value <0.05, which was KO:
0,028,K-:0,028,P1: 0,028, and P2: 0,047.

Conclusion: There is an effect of giving used cooking oil to the histopathology
picture of coronary artery and there is an effect of giving lemon water to the
histopathology picture of coronary artery of male Sprague dawley white rats
(Rattus norvergicus) who have been given used cooking oil

Keyword : Lemon water, Reused cooking oil, Coronary artery lumen diameter



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN AIR LEMON (Citrus limon) PADA GAMBARAN
HISTOPATOLOGI ARTERI KORONARIA TIKUS PUTIH (Rattus norvegicus)
JANTAN GALUR Sprague dawley YANG DIBERI MINYAK JELANTAH

Oleh

SITI RAQIYA RASYID

Latar Belakang: Penggunaan minyak goreng semakin meningkat seiring
bertambahnya tahun., hingga seringkali minyak goreng di gunakan secara
berulang (minyak jelantah). Konsumsi minyak jelantah dapat meningkatkan kadar
radikal bebas dan asam lemak dalam tubuh yang dapat menyebabkan disfungsi
endotel pembuluh darah dan asam lemak bebas yang berlebihan dalam darah akan
mudah melekat pada dinding bagian dalam pembuluh darah.Ada banyak cara
untuk mengurangi pengaruh minyak jelantah salah satunya adalah dengan
pemberian air lemon.

Tujuan: Mengetahui pengaruh pemberian air lemon (Citrus limon) terhadap
gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus putih (Rattus
norvergicus) yang diberi minyak jelantah.

Metode: Jenis penelitian ini adalah desain eksperimental metode rancangan acak
terkontrol dengan pola post test only control group designs. Populasi berupa tikus
putih jantan galur Sprague dawley berjumlah 24 ekor yang berusia 8-10 minggu
dibagi kedalam 4 kelompok percobaan.

Hasil: Pada penelitian ini kelompok bermakna terdapat pada semua kelompok
dengan uji analisis menggunakan Kruskal Wallis dengan hasil didapatkan nilai
p<0,05 yaitu KO0: 0,028,K-:0,028,P1: 0,028, dan P2: 0,047.

Kesimpulan: Terdapat pengaruh pemberian minyak jelantah terhadap gambaran
histopatologi pembuluh darah arteri koronaria dan terdapat pengaruh pemberian
air lemon terhadap gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus
putih (Rattus norvergicus) jantan galur Sprague dawley yang diberi minyak
jelantah.

Kata Kunci : Air lemon, Minyak jelantah, Diameter lumen arteri koronaria
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang Masalah

Minyak goreng adalah bahan pangan yang digunakan untuk kebutuhan dalam
skala rumah tangga maupun skala industri atau pabrik yang mengakibatkan
konsumsi minyak goreng meningkat (Hajar et al, 2016). Di Indonesia sendiri,
konsumsi minyak goreng per kapita penduduk tahun 2011 sebesar 8,24
liter/kapita/tahun dan meningkat menjadi 11,68 liter/kapita/tahun pada tahun
2016 (SUSENAS, 2016). Minyak banyak dimanfaatkan oleh masyarakat
karena minyak goreng mampu menghantarkan panas, memberikan cita rasa
(qurih), tekstur (renyah), warna (coklat), dan mampu meningkatkan nilai gizi
(Aladedunye dan Przybylski, 2009). Akibat tingginya frekuensi pemakaian
minyak goreng, seringkali minyak goreng digunakan secara berulang — ulang.

Minyak goreng yang digunakan berulang — ulang disebut minyak jelantah.

Minyak penggorengan pertama memiliki kandungan lemak tak jenuh yang
tinggi, sehingga memiliki nilai tambah. Sementara pada penggorengan
selanjutnya minyak tersebut akan memiliki kandungan asam lemak jenuh
yang semakin tinggi, sehingga pada akhirnya akan rusak karena proses

oksidasi (Khomsan, 2010).



Proses oksidasi dalam pemanasan minyak goreng akan menyebabkan
pembentukan senyawa peroksida dan hidroperoksida yang merupakan radikal
bebas. Penggunaan minyak goreng berulang dapat menyebabkan deposisi sel
lemak diberbagai organ tubuh. Hal ini akan menyebabkan kerusakan pada
berbagai organ tubuh seperti hati, jantung, ginjal dan arteri (Susianti, 2014).
Apabila deposisi sel lemak terjadi dalam pembuluh darah dapat menyumbat
lumen pembuluh darah. Keadaan terjadi penyumbatan pada pembuluh darah
ini disebut aterosklerosis. Penyumbatan yang terjadi di arteri koronaria dapat
mengakibatkan terjadinya penyakit jantung koroner (Rukmini, 2007). Pada
penelitian (Lianda, 2013) menunjukkan bahwa semakin besar frekuensi
penggorengan yang dapat menyebabkan peningkatan jumlah sel nekrosis
pada sel otot jantung yaitu mulai dari 4x penggorengan sejumlah 12,200 dan
semakin tinggi frekuensi penggorengan akan diikuti oleh peningkatan jumlah
sel nekrosis pada sel otot jantung salah satunya pada penggorengan 16x

jumlah sel otot jantung yang mengalami nekrosis sebanyak 24,560.

Banyak cara yang digunakan untuk mengurangi dan mencegah bahaya dari
minyak jelantah. Beberapa cara alami yang digunakan untuk mencegahnya
seperti menggunakan buah mengkudu (Andre, 2014), pare (Maliya, 2006),
bunga Rosella (Sarbini, 2007), atau dengan buah lemon (Afrianti, 2010).

Lemon merupakan buah yang tersedia setiap tahun, namun produksinya ketika
musim semi dan musim panas. Lemon memiliki daging buah yang sangat
asam karena lemon mengandung asam sitrat sekitar 5% atau lebih dari berat
buah lemon. Lemon kaya akan vitamin C dan juga mengandung sejumlah

kecil kalium, hesperidin, vitamin B1, B2, flavonoid, niasin dan serat. Lemon



mengandung lemak dan protein dalam jumlah yang sangat kecil. Lemon
mengandung karbohidrat sekitar 10 % dan air sebanyak 88-89 %. Sebuah
lemon berukuran sedang mengandung sekitar 20 kalori.( Adda, 2016 ;
Afrianti, 2010). Air Lemon digunakan sebagai obat oleh masyarakat untuk
pengelolaan penyakit hipertensi dan penyakit kardiovaskuler lainnya (Oboh et
al., 2015). Pada kulit lemon terdapat D-Limonene yang sangat mempengaruhi
bau tajam pada lemon itu sendiri. Aroma lemon sendiri dapat menurunkan
stres dan meningkatkan mood. (Adda, 2016 ; Afrianti, 2010).

Melihat hal tersebut peneliti tertarik untuk melakukan penelitian mengenai
pengaruh air lemon pada minyak jelantah. Untuk membuktikannya penelitian

akan diuji pada tikus putih (Rattus norvergicus).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan penjelasan yang ada pada latar belakang maka dirumuskan
permasalahan yaitu :

Apakah terdapat pengaruh pemberian air lemon (Citrus limon) terhadap
gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus putih (Rattus

norvergicus) jantan galur Sprague dawley yang diberi minyak jelantah.



1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

Mengetahui pengaruh dari pemberian air lemon (Citrus limon) terhadap
gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus putih
(Rattus norvergicus) jantan galur Sprague dawley yang diberi minyak

jelantah.

1.4 Manfaat Penelitian

1. Manfaat Bagi Peneliti, menerapkan ilmu yang telah didapatkan dan
menambah pengalaman peneliti.

2. Manfaat Bagi Masyarakat, memberikan wawasan mengenai ada
tidaknya pengaruh konsumsi air lemon terhadap minyak jelantah.

3. Manfaat Bagi Peneliti Selanjutnya, dapat menggunakan penelitian ini

untuk menjadi landasan penelitian lainya.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Jantung

2.1.1. Anatomi jantung

Jantung adalah suatu organ berongga dan berotot yang berukuran
sekepal tangan masing-masing orang dan memiliki berat 250-300
gram. Jantung terletak di rongga toraks sekitar garis tengah antara
sternum di sebelah anterior dan vertebra di posterior (Sherwood,

2011).

Dinding setiap ruang jantung terdiri dari 3 lapisan yaitu, lapisan
paling luar adalah epikardium yang merupakan perikardium serosa
bagian viseral yang berdinding tipis, lapisan di tengah adalah
miokardium yang berdinding tebal dan berisi otot-otot jantung
dengan kardiomiosi, dan lapisan paling dalam adalah endokardium
yang permukaan internal terdiri dari endotelium dan jaringan ikat

(Paulsen dan Waschke, 2010).



Gambar 1. Anatomi jantung tampak depan (Paulsen, 2010)

2.2. Arteri Koronaria

2.2.1. Anatomi Arteri Koronaria

Arteri koronaria berasal dari bagian proksimal aorta (cabang pertama
aorta) terbagi sebagai arteri koronaria kanan (RCA) dan arteri
koronaria kiri (LCA). Pembuluh ini terletak tepat di sebelah dalam
terhadap epikardium. Arteri koronaria kanan berasal dari sinus aorta
kanan dan berjalan di sulkus koronaria ke tepi bawah. Cabang utama
arteri koronaria kanan yaitu arteri marginalis dan arteri desenden
posterior. Arteri koronaria Kiri berasal dari sinus aorta kiri dan
bercabang sesudah 1 cm membentuk ramus interventrikular anterior
atau arteri desenden anterior sinistra (LAD) yang berjalan ke apeks

jantung, dan ramus sirkumfleksa atau arteri sirkumfleksa sinistra



yang berjalan di dalam sulkus koronaria mengelilingi tepi jantung
Kiri untuk mencapai bagian posterior jantung (Paulsen dan Waschke,

2010). Arteri koronaria dapat dilihat pada gambar dibawah ini.

Gambar 2. Anatomi Arteri Koronaria (Snell, 2008)

2.2.2. Fisiologi Ateri Koronaria

Jantung menerima dua pendarahan, yaitu epikardium dan
miokardium yang diperdarahi oleh arteri koronaria dan cabang-
cabangnya, dan endokardium yang menerima asupan O2 dan
nutrient dari kontak langsung dengan darah di dalam ruang
jantung. Miokardium atau otot jantung menerima sebagian besar
pasokan darahnya melalui arteri koronaria selama diastol yakni
sekitar 70%, hanya sekitar 30% aliran arteri koronaria yang terjadi
selama sistol. Hal ini dikarenakan tertekannya cabang- cabang
utama arteri koronaria akibat miokardium yang sedang

berkontraksi serta pintu masuk ke pembuluh koronaria yang



tertutup secara parsial karena katup aorta yang terbuka, sehingga
aliran darah ke sel otot jantung berkurang secara substansial

selama sistol (Sherwood, 2011)

2.2.3. Histologi Arteri Koronaria

Avrteri koronaria merupakan salah satu pembuluh darah yang elastis
dan berukuran sedang - besar. Pembuluh darah umumnya terdiri

dari lapisan atau tunika, antara lain: (Junquiera, 2011)

a. Tunika intima

Tunika ini memiiki satu lapis sel endotel yang ditopang oleh
selapis tipis subendotel jaringan ikat longgar yang terkadang
mengandung sel otot polos. Pada arteri, intima dipisahkan dari
tunika media oleh lamina elastika interna yang merupakan
komponen terluar intima. Lamina ini terdiri dari elastin dan
memiliki celah (fenestra) sehingga memungkinkan terjadinya
difusi zat untuk memberikan nutrisi ke sel-sel bagian dalam

dinding pembuluh (Junquiera, 2011).

b. Tunika media

Tunika ini merupakan lapisan tengah, terutama terdiri dari lapisan
konsentris sel-sel otot polos yang tersusun secara berpilin. Pada
arteri, tunika media memiliki lamina elastika eksterna yang lebih

tipis sebagai pemisah dengan tunika adventitia (Junquiera, 2011).



c. Tunika adventitia

Tunika ini merupakan lapisan terluar dan terdiri dari serat kolagen

tipe 2 dan elastin (Junquiera, 2011).

2.3. Minyak Goreng

Minyak termasuk dalam kelompok lipida. Salah satu sifat yang khas dan
mencirikan golongan lipida adalah daya larutnya dalam pelarut organik
(contoh: ether, benzene, khloroform) dan ketidak-larutannya dalam pelarut
air. Minyak goreng biasa dipergunakan untuk menggoreng makanan karena
memiliki titik didih yang tinggi (sekitar 200°C) sehingga bahan yang
digoreng akan menjadi kering akibat kehilangan sebagian besar air yang

dikandungnya (Ramdja et al., 2010).

Pada umumnya, minyak goreng nabati maupun hewani mengandung asam
lemak jenuh yang bervariasi. Biasanya minyak nabati memiliki kualitas yang
lebih baik daripada minyak hewani, karena kandungan asam lemak jenuh
yang lebih sedkit. Asam lemak jenuh berpotensi meningkatkan kolesterol
darah, sedangkan asam lemak tak jenuh dapat menurunkan kolesterol darah

(Khomsan, 2010).

Minyak kelapa sawit mengandung beberapa jenis senyawa karoten, yaitu -
karoten, tokoferol, dan a-tokoferol. B-karoten adalah provitamin A yang larut
dalam lemak. Karena terdapat dalam bentuk transisomer, karoten tersebut

lebih mudah dikonversikan menjadi vitamin A. Namun proses penggorengan
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pada suhu tinggi akan menyebabkan degradasi -karoten dan provitamin A
yang terkandung dalam minyak kelapa sawit tersebut akan hilang. Pada
dasarnya kualitas minyak goreng akan menurun akibat proses penggorengan
berulang dan suhu yang tinggi (Budiyanto et al., 2010). Standara mutu

minyak dapat dilihat pada tabel dibawah.

Tabel 1. Standar Mutu Minyak Goreng

Kriteria Uji Satuan Persyaratan
Keadaan

-Bau - MNormal
“Warna ~ Mormal

Kadar air dan bahan menguap Yo (bib) Maksimal 0,15
Bilangan asam Mg KOH/g Maksimal 0,15
Bilangan peroksida Mek Oa'kg Malksimal 10
Minyak pelican - MNegatif

Asam linoleat (C18:3) dalam %% Maksimal 2

komposisi asam lemak minyak

Cemaran logam

- Kadnium (Cd) Mg'kg Maksimal 0.2

- Timbal (Ph) Megkg Maksimal 0.1

- Timah (Sn) Me'kg Maksimal 40,0/250,0%

- Merkuri {Hg) Megkz Maksimal 0,05
Cemara arsen ( As) Meg'kg Maksimal 0,1

Catatan : *dalam kaleng kemasan

(Badan Standar Nasional, 2012)

2.4. Minyak Jelantah

Adalah minyak yang telah mengalami pemanasan atau penggorengan
berulang kali. Proses menggoreng digolongkan menjadi dua cara, yaitu pan
frying dan deep frying. Pan frying merupakan proses menggoreng dengan

minyak yang minimal. Sebaliknya, menggoreng cara deep frying
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membutuhkan minyak dalam jumlah banyak sehingga bahan makanan dapat
terendam seluruhnya di dalam minyak. Tingginya kandungan asam lemak tak
jenuh menyebabkan minyak mudah rusak oleh proses penggorengan (deep
frying), karena selama proses menggoreng minyak akan dipanaskan secara
terus menerus pada suhu tinggi serta terjadinya kontak dengan oksigen dari
udara luar yang memudahkan terjadinya reaksi oksidasi pada minyak (Ayu

dan Sartika, 2009).

Minyak jelantah selama penggorengan akan mengalami pemanasan dengan
suhu yang tinggi (170-200°C) dan berulang. Hal ini akan menyebabkan
terjadinya proses oksidasi, hidrolisis dan polimerisasi yang menghasilkan
senyawa — senyawa hasil degradasi minyak seperti keton, aldehid dan polimer

yang merugikan kesehatan manusia (Ketaren, 2008).

a. Reaksi Oksidasi
Perubahan warna minyak goreng disebabkan karena reaksi - reaksi yang
terjadi selama penggorengan. Oksidasi minyak terjadi karena beberapa
faktor, seperti paparan oksigen, cahaya, dan suhu tinggi. Oksidasi minyak
terdiri atas tiga tahap yaitu, inisiasi, propagasi dan terminasi. Oksidasi
biasanya dimulai dengan pembentukan peroksida dan hiperoksida.
Selanjutnya terjadi penguraian asam - asam lemak disertai dengan
konversi hiperoksida menjadi aldehid dan keton serta asam-asam lemak
bebas. Karbonil volatil, asam-asam hidroksi, asam-asam keto dan asam-

asam epoksi yang juga merupakan hasil oksidasi akan memunculkan
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aroma yang tidak diharapkan dan warna minyak menjadi gelap (Aminah,

2010).

b. Reaksi hidrolisis
Dalam reaksi hidrolisis minyak atau lemak akan diubah menjadi asam
lemak dan gliserol. Reaksi hidrolisa yang dapat mengakibatkan kerusakan
minyak atau lemak terjadi karena terdapatnya sejumlah air dalam minyak
atau lemak sehingga menghasilkan flavor dan bau tengik (Budiyanto etal.,
2010). Kerusakan minyak juga bisa terjadi selama penyimpanan.
Kesalahan penyimpanan dalam jangka waktu tertentu mengakibatkan
pecahnya ikatan trigliserida pada minyak dan selanjutnya membentuk

gliserol dan asam lemak bebas (Fauziah et al., 2013).

c. Reaksi Polimerisasi
Pembentukan senyawa polimer selama proses menggoreng terjadi karena
reaksi polimerisasi adisi dari asam lemak tidak jenuh. Hal ini terbukti
dengan terbentuknya bahan menyerupai gum yang mengendap di dasar

tempat penggorengan (Haryani, 2008).

Ditinjau secara kimiawi, minyak jelantah mengandung senyawa karsinogenik
yaitu asam lemak bebas, bilangan peroksida, bilangan iod, bilangan
penyabunan dan kadar air yang nilainya melebihi SNI yaitu berbau tidak

normal, asam lemak bebas lebih dari 0.30, bilangan peroksida lebih dari 1.
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Tabel 2. Standar Mutu Minyak Goreng
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Kriteria Uji Satuan Syarat
Keadaan bau, warna, rasa - Normal
Air % b/b Maks 0.30
Asam lemak bebas (dihitung
sebagai asam larut) % b/b Maks 0.30
Bahan Makanan Tambahan
Sesuai SNI. 022-M dan Permenkes No.
722/Menkes/Per/1X/88
Cemaran Logam :
- Besi (Fe) mg/kg Maks 1.5
- Tembaga (Cu) mg/kg Maks 0.1
- Raksa (Hg) mg/kg Maks 0.1
- Timbal (Pb) mg/kg Maks 40.0
- Timah (Sn) mg/kg Maks 0.005
- Seng (Zn) mg/kg Maks 40.0/250.0)*
Arsen (As) % b/b Maks 0.1
Angka Peroksida mg 0,% Maks 1

Catatan "Dalam kemasan kaleng
(SNI1 01-3741-2002)

Kadar asam lemak bebas dalam minyak jelantah akan semakin tinggi seiring

dengan lamanya waktu penggorengan begitu juga pada bilangan peroksida

atau radikal bebas (Mochtadi, 2009).

Radikal Bebas

Radikal bebas adalah atom atau molekul tidak stabil yang memiliki elektron

yang tidak berpasangan (unpaired electron) pada orbit terluarnya. Suatu

molekul bersifat stabil bila elektronnya berpasangan, tetapi bila tidak

berpasangan molekul tersebut menjadi tidak stabil dan memiliki potensi

untuk merusak. Bila molekul tidak stabil ini mengambil satu elektron dari

senyawa lain maka molekul tersebut menjadi stabil sedangkan molekul yang
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diambil elektronnya menjadi tidak stabil dan berubah menjadi radikal dan
memicu reaksi pembentukan radikal bebas berikutnya (reaksi berantai). Pada
minyak jelatah radikal bebas terbentuk karna adanya proses oksidasi secara
terus menerus terhadap minyak. Radikal bebas dapat memicu reaksi oksidasi
pada asam lemak tidak jenuh dalam lipid (reaksi peroksidasi lipid), oksidasi
asam amino dalam protein, serta oksidasi kofaktor enzim tertentu sehingga

terjadi inaktifasi enzim. (Jannah, 2013)

2.6. Aterosklerosis

Aterosklerosis adalah proses inflamasi kronis yang dapat menyebabkan
terjadinya angina pektoris, infark miokard dan infark cerebral (Okada et al.,
2007). Pada umumnya, aterosklerosis dapat menyerang arteri di seluruh
tubuh, akan tetapi aterosklerosis lebih sering terjadi pada pembuluh darah
yang elastis dan berukuran sedang hingga besar, misalya pada arteri
koronaria. (Sherwood, 2011;Prasetyo & Udadi, 2006).

Berdasarkan pernyataan Prasetyo & Udadi (2006), bahwa berbagai faktor
risiko yang dapat menyebabkan aterosklerosis, yaitu disfungsi endotel
pembuluh darah, predisposisi genetik, obesitas, usia lanjut, paparan radikal
bebas, hipertensi, kurang olahraga, peningkatan kadar homosistein, agen
infeksi, dan yang paling sering dikenal yaitu karena adanya peningkatan
kadar kolesterol dalam darah. Plasma kolesterol, khususnya kolesterol yang
teroksidasi turut berperan menghasilkan radikal bebas di sel endotel dinding
pembuluh darah (Prasetyo & Udadi, 2006; Sherwood, 2011).

Kolesterol yang berlebihan dalam darah akan mudah melekat pada dinding

bagian dalam pembuluh darah, terlebih lagi pada dinding yang sudah
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mengalami disfungsi endotel. Lalu LDL akan menembus dinding pembuluh
darah melalui lapisan sel endotel, masuk ke lapisan dinding pembuluh darah
yang lebih dalam vyaitu intima. LDL disebut lemak jahat karena memiliki
kecenderungan melekat di dinding pembuluh darah sehingga dapat
menyempitkan pembuluh darah. LDL ini bisa melekat karena mengalami
oksidasi atau dirusak oleh radikal bebas. LDL yang telah menyusup ke dalam
intima akan mengalami oksidasi tahap pertama sehingga terbentuk LDL yang
teroksidasi. LDL-teroksidasi akan memacu terbentuknya zat yang dapat
melekatkan dan menarik monosit menembus lapisan endotel dan masuk ke
dalam intima. Selain itu dapat pula menghasilkan zat yang mampu mengubah
monosit yang telah masuk ke dalam intima menjadi makrofag. Sementara itu
LDL-teroksidasi akan mengalami oksidasi tahap kedua menjadi LDL yang
teroksidasi sempurna yang dapat mengubah makrofag menjadi sel busa (foam

cell) (Tao & Kendall, 2013; Rader & Hobbs, 2005).

Sel busa yang terbentuk akan menumpuk di bawah dinding pembuluh darah
dan membentuk fatty streak, bentuk paling dini plak aterosklerotik yang dapat
berkembang menjadi plak yang matang dan membuat saluran pembuluh darah
menjadi lebih sempit sehingga aliran darah menjadi kurang lancar. Plak
aterosklerotik pada dinding pembuluh darah bersifat rapuh dan mudah pecah
sehingga dapat mengaktifkan pembentukan bekuan darah yang dapat
memperparah penyempitan yang ada sehingga memudahkan terjadinya
penyumbatan pembuluh darah secara total. (Sherwood, 2011; Rader &

Hobbs, 2005).
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Gambar 3 . Patogenesis Aterosklerosis (Kumar, 2013)

2.7. Buah Lemon

Lemon merupakan tanaman obat penting dari famili Rutaceae. Hal ini
dibudidayakan terutama untuk alkaloid, yang memiliki antikanker dan
potensi antibakteri pada ekstrak kasar dari bagian yang berbeda (yaitu,
daun, batang, akar, dan bunga) dari Lemon terhadap strain bakteri yang
signifikan secara klinis telah dilaporkan (Kawaii et al., 2000). Citrus
flavonoid memiliki spektrum besar aktivitas biologis termasuk antibakteri,
antijamur, antidiabetes, antikanker dan kegiatan antiviral (Burt, 2004 dan

Ortuno et al., 2006).

Flavonoid dapat berfungsi sebagai antioksidan langsung dan pembersih
radikal bebas, dan memiliki kapasitas untuk memodulasi aktivitas enzim
dan menghambat proliferasi sel (Duthie dan Crozier, 2000). Pada

tumbuhan, mereka tampaknya memainkan peran defensif terhadap
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patogen, termasuk bakteri, jamur dan virus (Sohn et al., 2004). Flavonoid
umumnya hadir dalam bentuk glikosilasi pada tanaman, dan bagian gula
merupakan faktor penting yang menentukan bioavailabilitas mereka.
Lemon merupakan sumber yang kaya flavonoid glikosida, kumarin , dan
minyak atsiri (Shahnah et al., 2007). Banyak flavon polymethoxylated
memiliki beberapa bioactivitas yang penting, yang sangat langka di
tanaman lain (Ahmad et al., 2006). Selain itu serat dari lemon juga
mengandung senyawa bioaktif, seperti polifenol, yang menjadi vitamin C
(atau asam askorbat) yang paling penting, dan mereka pasti mencegah dan
menyembuhkan kekurangan-vitamin C penyebab kudis (Aronson, 2001).
Gambar dan jumlah nutrisi lemon dapat dilihat pada gambar dan tabel

dibawah ini.

N

Gambar 4. Buah Lemon (M.Mohanapriya,2013)



Klasifikasi Lemon

Kingdom : Plantae

Order : Sapindales

Family : Rutaceae

Genus : Citrus

Species : Citrus limon (Rukmana, 2001)

Tabel 3. Jumlah nutrisi dari 100 gram lemon mentah
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Nutrisi Jumlah
Energi 121 kJ (29 kcal)
Gula 250¢
Lemak 0.30g

Thiamine (Vit. B1)
Riboflavin (Vit. B2)
Niacin (Vit. B3)
Asam Pantothenik (B5)
Vitamin B6
Vitamin C
Potassium
Magnesium

Folate (Vit. B9)
Zinc

Besi

Kalsium

Fosfor

Protein

Dietary fibre
Karbohidrat

0.040 mg (3%)
0.020 mg (1%)
0.100 mg (1%)
0.190 mg (4%)
0.080 mg (6%)
53.0 mg (88%)
138 mg (3%)
8 mg (2%)

11 ug (3%)
0.06 mg (1%)
0.60 mg (5%)
26 mg (3%)
16 mg (2%)
1.10g

289

9.32¢

(Adda, 2016)
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Flavonoid

Flavonoid merupakan suatu kelompok senyawa polifenol yang secara luas
tersebar di seluruh kingdom plantae. Sampai saat ini sekitar 3000 varietas
flovonoids yang dikenal. Flavonoid menunjukkan beberapa pengaruh biologis
seperti antiinflamasi, tindakan anti hepatotoksik dan anti-ulkus. Mereka juga
menghambat enzim seperti reduktase aldosa dan xantin oksidase. Mereka
memiliki antioksidan kuat dan memiliki kemampuan membersihkan radikal
bebas. Banyak memiliki anti alergi, antivirus dan beberapa dari mereka
memberikan perlindungan terhadap mortalitas kardiovaskular (Narayana et

al., 2001)

Karena sifat antioksidan mereka, flavonoid cenderung memiliki pengaruh
besar pada sistem vaskular. radikal oksigen dapat mengoksidasi LDL, yang
melukai dinding endotel dan dengan demikian mempromosikan perubahan
aterosklerotik. Beberapa studi klinis telah menunjukkan bahwa asupan
flavonoid melindungi terhadap penyakit jantung koroner. Flavonoid dalam
makanan yang dikonsumsi secara teratur dapat mengurangi risiko kematian

akibat penyakit jantung koroner pada pria lanjut usia (Agrawal, 2011)

Antioksidan

Antioksidan adalah zat buatan manusia atau alami yang dapat mencegah atau
menunda beberapa jenis kerusakan sel. Antioksidan ditemukan pada banyak
makanan, termasuk buah dan sayuran. tumbuhan dan hewan memelihara
sistem yang kompleks dari beberapa jenis antioksidan, seperti glutathione,

vitamin C, vitamin A, dan vitamin E serta enzim seperti katalase, superoksida
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dismutase.dan berbagai peroksida. (Yadav et al ,2016) Secara biologis,
pengertian antioksidan adalah senyawa yang dapat menangkal atau meredam
dampak negatif oksidan. Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu
elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas
senyawa oksidan tersebut dapat di hambat (Winarti, 2010). Antioksidan
dibutuhkan tubuh untuk melindungi tubuh dari serangan radikal bebas.
Antioksidan adalah suatu senyawa atau komponen kimia yang dalam kadar
atau jumlah tertentu mampu menghambat atau memperlambat kerusakan
akibat proses oksidasi. Flavonoid memberikan kontribusi pada aktivitas
antioksidannya secara in vitro dengan cara flavonoid mengikat (kelasi) ion-
ion metal seperti Fe dan Cu. lon-ion metal seperti Cu dan Fe ini, dapat
mengkatalisis reaksi yang akhirnya memproduksi radikal bebas.(Kesuma dan

Rina, 2015).

Mekanisme pencegahan timbulnya penyakit kardiovaskuler oleh flavonoid

adalah sebagai berikut:

1) Mengurangi inflamasi (O'Leary et al, 2004 ; Sakata et al., 2003 ; Cho et
al., 2003).

2) Menurunkan ekspresi adhesi molekuler sel-sel vaskuler (Choi et al., 2004 ;
Ludwig et al., 2004).

3) Meningkatkan aktivitas nitrik oksida sintase (eNOS) endotelial (Anter et
al., 2004)

4) Mengurangi agregasi platelet ( Deana et al., 2003 ; Bucki et al., 2000)
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2.10. Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Tikus termasuk hewan mamalia, oleh sebab itu dampaknya terhadap suatu
perlakuan mungkin tidak jauh berbeda dibanding dengan mamalia lainnya.
Selain itu, penggunaan tikus sebagai hewan percobaan juga didasarkan atas
pertimbangan ekonomis dan kemampuan hidup tikus hanya 2-3 tahun dengan

lama reproduksi 1 tahun.

Klasifikasi Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Class : Mammalia

Ordo : Rodentia

Family : Muridae

Genus . Rattus

Species : norvegicus (Krinke,2000)
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Gambar 5. Tikus putih galur sprague-dawley (Estina, 2016)
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Tabel 4. Data Biologi Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Kriteria Jumlah
Berat badan Jantan: 300-400 g Betina: 250-300 g
Lama hidup 2-3 tahun, dapat sampai 4 tahun
Temperature (rektal) 36-39°C (rata-rata 37,5°C)
Kebutuhan air 20-45 ml/hari (dewasa)
Kebutuhan makan 15-30 g/hari (dewasa)
Dewasa 40-60 hari
Tekanan Darah Sistol: 90-180 Diastol: 60-145
Aktivitas Nokturnal
SGOT 45,7-80,8 1U/liter
SGPT 17,5-30,2 1U/liter

(Smith dan Mangkoewidjojo, 1988)

2.11. Kerangka Penelitian

2.11.1. Kerangka Teori

Minyak termasuk dalam kelompok lipida. Salah satu sifat yang
khas dan mencirikan golongan lipida adalah daya larutnya dalam
pelarut organik ( contoh: ether, benzene, khloroform) dan ketidak-
larutannya dalam pelarut air. Minyak goreng biasa dipergunakan
untuk menggoreng makanan karena memiliki titik didih yang tinggi
(sekitar 200°C) sehingga bahan yang digoreng akan menjadi kering
akibat kehilangan sebagian besar air yang dikandungnya (Ramdja

etal., 2010).

Minyak jelantah adalah minyak yang telah mengalami pemanasan
atau penggorengan berulang kali. Tingginya kandungan asam

lemak tak jenuh menyebabkan minyak mudah rusak oleh proses
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penggorengan (deep frying), karena selama proses menggoreng
minyak akan dipanaskan secara terus menerus pada suhu tinggi
serta terjadinya kontak dengan oksigen dari udara luar yang
memudahkan terjadinya reaksi oksidasi pada minyak (Ayu dan
Sartika, 2009). Minyak jelantah selama penggorengan akan
mengalami pemanasan dengan suhu yang tinggi (170°-200° C) dan
berulang. Hal ini akan menyebabkan terjadinya proses oksidasi,
hidrolisis dan polimerisasi yang menghasilkan senyawa — senyawa
hasil degradasi minyak seperti keton, aldehid dan polimer yang

merugikan kesehatan manusia (Ketaren, 2008).

Kolesterol yang berlebihan dalam darah akan mudah melekat pada
dinding bagian dalam pembuluh darah, terlebih lagi pada dinding
yang sudah mengalami disfungsi endotel. Lalu LDL akan
menembus dinding pembuluh darah melalui lapisan sel endotel,
masuk ke lapisan dinding pembuluh darah yang lebih dalam yaitu
intima. LDL disebut lemak jahat karena memiliki kecenderungan
melekat di dinding pembuluh darah sehingga dapat menyempitkan
pembuluh darah. LDL ini bisa melekat karena mengalami oksidasi
atau dirusak oleh radikal bebas. LDL yang telah menyusup ke
dalam intima akan mengalami oksidasi tahap pertama sehingga
terbentuk LDL yang teroksidasi. LDL-teroksidasi akan memacu
terbentuknya zat yang dapat melekatkan dan menarik monosit
menembus lapisan endotel dan masuk ke dalam intima. Selain itu

dapat pula menghasilkan zat yang mampu mengubah monosit yang
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telah masuk ke dalam intima menjadi makrofag. Sementara itu
LDL-teroksidasi akan mengalami oksidasi tahap kedua menjadi
LDL yang teroksidasi sempurna yang dapat mengubah makrofag
menjadi sel busa (foam cell) (Tao & Kendall, 2013; Rader &

Hobbs, 2005).

Sel busa yang terbentuk akan menumpuk di bawah dinding
pembuluh darah dan membentuk fatty streak, bentuk paling dini
plak aterosklerotik yang dapat berkembang menjadi plak yang
matang dan membuat saluran pembuluh darah menjadi lebih sempit
sehingga aliran darah menjadi kurang lancar. Plak aterosklerotik
pada dinding pembuluh darah bersifat rapuh dan mudah pecah
sehingga dapat mengaktifkan pembentukan bekuan darah yang
dapat memperparah penyempitan yang ada sehingga memudahkan
terjadinya penyumbatan pembuluh darah secara total. (Sherwood,

2011; Rader & Hobbs, 2005).

Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang dapat
menangkal atau meredam dampak negatif oksidan. Antioksidan
bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada
senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan

tersebut dapat di hambat (Winarti, 2010).

Antioksidan dibutuhkan tubuh untuk melindungi tubuh dari
serangan radikal bebas. Antioksidan adalah suatu senyawa atau

komponen kimia yang dalam kadar atau jumlah tertentu mampu
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menghambat atau memperlambat kerusakan akibat proses
oksidasi.Flavonoid memberikan  kontribusi pada aktivitas
antioksidannya secara in vitro dengan cara flavonoid mengikat
(kelasi) ion-ion metal seperti Fe dan Cu. lon-ion metal seperti Cu
dan Fe ini, dapat mengkatalisis reaksi yang akhirnya memproduksi

radikal bebas.(Kesuma dan Rina, 2015).
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A

Perubahan Proses Proses Proses
warna oksidasi hidrolisis polimerasi
< / Antioksidan «——] Air Lemon
\4
Radikal bebas terbentuk
Flavonoid
\4
Masuk kedalam sel pencernaan
A
Beredar dipembuluh darah
\4
Terdistribusi ke Arteri Koronaria Keterangan

Disfungsi endotel koronaria

Terbentuk lesi aterosklerosis

1 -Diteliti
= Tidak diteliti
l: Mempengaruhi

. = Mengahmbat

Perubahan diameter arteri koronaria

Gambar 6. Kerangka teori pengaruh air lemon pada arteri koronaria
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2.11.2. Kerangka Konsep

Adapun kerangka konsep dari penelitian ini adalah

Variabel independen Variabel dependen

Gambaran histopatologi arteri
koronaria yang diberi minyak
jelantah

Air lemon

A\ 4

Gambar 7. Kerangka konsep

2.12. Hipotesis

1. Terdapat pengaruh pemberian minyak jelantah terhadap gambaran
histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus putih (Rattus

norvergicus) jantan galur Sprague dawley

2. Terdapat pengaruh pemberian air lemon (Citrus limon) per-oral
terhadap gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus
putih (Rattus norvergicus) jantan galur Sprague dawley yang diberi

minyak jelantah.



3.1.

3.2.

3.3.

BAB 3
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratorik, yang menggunakan
metode rancangan acak terkontrol dengan pola post test-only control group
design. Penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley berumur 8-10 minggu yang dipilih secara

random dan dibagi menjadi 4 kelompok.

Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
Pembedahan, pembuatan preparat histologi dan pengamatan preparat
dilakukan di Laboratorium Histologi dan Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Lampung. Waktu penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2018-

Januari 2019

Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvergicus) dewasa umur
8-10 minggu. tikus tersebut diperoleh dari Palembang Tikus Centre (PTC).

Penentuan. Sampel penelitian sebanyak 24 ekor tikus dipilih secara acak
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(random sampling) yang dibagi dalam 4 kelompok, sesuai dengan rumus

Federer.

Rumus penentuan sampel untuk uji eksperimental adalah:
t(n—1)>15

t merupakan jumlah kelompok percobaan dan n merupakan jumlah

pengulangan atau jumlah sampel tiap kelompok (Aprilia, 2010).

Penelitian ini akan menggunakan 4 kelompok perlakuan sehingga

perhitungan sampel menjadi:
4n-1)>15
(n—-1)>3,5
n>4,>5
n=>5

Jadi sampel yang akan digunakan untuk setiap kelompok percobaan adalah
5 ekor tikus dan jumlah kelompok yang akan diberikan intervensi ada 4
kelompok, sehingga penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus dari
populasi yang ada. Namun untuk mengantisipasi hilangnya objek

penelitian, ditambahkan tikus menggunakan rumus sebagai berikut:
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Keterangan:
N = besar sampel koreksi
n = jumlah sampel berdasarkan estimasi

f = perkiraan proporsi drop out sebesar 10% (Sastroasmoro dan Ismael,

2010)

1-10%

N =5/ (1-10%)

N=5/09
N = 5,55
N=6

Berdasarkan perhitungan diatas, maka besar sampel koreksi yaitu 6 tikus
per kelompok, sehingga jumlah sampel keseluruhan yang digunakan
adalah sebanyak 24 ekor tikus. Untuk pemilihan sampel peneliti
menggunakan teknik simple random sampling. Adapun 4 kelompok

tersebut terbagi menjadi:

a. Kontrol Normal : Hanya diberi pakan dan minum aquades.
Kelompok ini dijadikan kelompok kontrol.
b. Kontrol Negatif : Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari dengan

frekuensi 16x penggorengan selama 28 hari.
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c. Kelompok P1: Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari dengan
frekuensi 16x penggorengan lalu diberi air lemon
ImL/hari selama 28 hari.
d. Kelompok P2 : Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari dengan
frekuensi 16x penggorengan lalu diberi air lemon

2 mL/hari selama 28 hari.

3.3.1. Kriteria Inklusi

a. Tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley
b. Sehat

c. Berat badan antara 200-250 gram

d. Jenis kelamin jantan

e. Berusia sekitar 8-10 minggu (dewasa)

3.3.2. Kriteria Eksklusi

a. Terdapat penurunan berat badan >10% setelah masa adaptasi (satu

minggu) di laboratorium.

b. Mati selama masa penelitian

3.4. Alat dan Bahan Penelitian

3.4.1. Alat Penelitian

Alat penelitian yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah:

a. Neraca analitik Metler Toledo dengan tingkat ketelitian 0,01 g

untuk menimbang berat tikus
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b. Spuit oral 3 cc

c. Sonde

d. Minor set untuk membedah perut tikus (laparotomi)
e. Kapas alkohol

f. Kompor

g. Penggorengan

h. Gelas ukur

i. Mikroskop

J. Kandang dan wadah pakan tikus

3.4.2. Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah:

a. Minyak jelantah dari hasil pemanasan berulang sebanyak 16x.
b. Tikus (Rattus norvergicus)

c. Air/aquadest

d. Airlemon

e. Pakan tikus standar

3.4.3. Bahan pembuatan preparat

Bahan yang digunakan adalah:

a. Formalin
b. Alkohol 96%
¢c. Klorofom

d. Pewarna Hematoksisilin dan Eosin (H dan E)
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3.5. Prosedur Penelitian

3.5.1. Pemilihan Minyak Goreng dan Pemanasan

Pemanasan minyak goreng dilakukan untuk merusak minyak dan
melihat pengaruhnya terhadap hewan coba. Minyak goreng yang
digunakan dalam penelitian ini adalah minyak goreng kemasan
yang dilakukan pemanasan berulang untuk menggoreng tahu
seperti yang telah dilakukan dalam penelitian sebelumnya oleh IImi
et al. yang menggunakan teknik menggoreng deep fat frying
dengan suhu menggoreng tahu sebesar 150-165 °C selama 10

menit.

Minyak goreng yang telah digunakan selama 4x dapat mengubah
susunan asam lemak pada minyak dan menghasilkan radikal bebas
yang dapat merusak membran sel (Sartika, 2009). Pada salah satu
hasil penelitian yang lain juga menunjukkan bahwa minyak yang
dilakukan pemanasan dalam suhu tinggi (>150 °C) secara berulang
dapat mengubah struktur kimia minyak sehingga tejadi
peningkatan radikal bebas dan asam lemak bebas yang terkandung

dalam minyak tersebut (Rukmini, 2007).

Berdasarkan hasil penelitian Lianda Destrin (2013) pada penelitian
ini dipilih minyak goreng dengan 16x penggorengan, yang telah

digoreng selama 10 menit persiklus.
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3.5.2. Perhitungan Dosis Pemberian Minyak Goreng

Pemberian minyak jelantah pada hewan percobaan dilakukan
berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Zhou et al.
bahwa dengan dosis sebesar 1,5 ml sudah dapat menimbulkan
pengaruh terhadap tubuh hewan coba, sehingga pada penelitian ini
peneliti juga memberikan dosis perlakuan sebesar 1,5 ml per hari
terhadap tikus dengan berat badan 200-250 gram (Zhou et al.,

2016).

3.5.3. Pemilihan Hewan Coba Penelitian

Sebagai model dipilih tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley. Tikus ini dipilih sebagai model hewan coba
karena merupakan mamalia yang mempunyai tipe metabolisme
sama dengan manusia sehingga hasilnya dapat digeneralisasi pada
manusia. Selain itu, beberapa penelitian sebelumnya banyak
menggunakan tikus putih sebagai hewan coba untuk melihat plak
ateroskelrosis pada gambaran histopatologi. Penggunaan tikus
putih sebagai objek penelitian juga didasarkan etika penelitian pada
mahluk hidup, yaitu dalam penelitian yang menggunakan objek
mahluk hidup harus menggunakan hewan coba dengan strata

terendah (Dannean et al., 2007).
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3.5.4. Adaptasi Hewan Coba

Tikus sebanyak 24 ekor dibagi ke dalam 4 kandang dan diadaptasi
selama 1 minggu sebelum perlakuan dimulai. Selama masa
adaptasi tikus diberi makan berupa pelet dan air ad libitum.

Pengukuran berat badan tikus dilakukan sebelum perlakuan.

3.5.5. Penyediaan Buah Lemon

Buah lemon dibeli di kota Bandar lampung. Awalnya buah lemon
dicuci dengan air mengalir, kemudian buah lemon dipotong dua.
Setelah itu buah lemon diperas tanpa ditambahkan air (konsentrasi
buah lemon 100%) untuk mendapat air lemon sebanyak 1mL, hal
ini dilakukan karena maksimal daya tampung lambung tikus 200
gram adalah 5 ml untuk mencegah terjadinya gangguan
keseimbangan elektrolit tubuh tikus dan juga mencegah terjadinya
radang pada lambung tikus dikarenakan melebihi daya tampung
maksimal pada lambung tikus melebihi daya tampung maksimal

pada lambung tikus (Lingga et al., 2010).

3.5.6. Perhitungan Dosis Pemberian Air Lemon

Pemberian air lemon pada hewan percobaan dilakukan berdasarkan
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Ajugwo et al. bahwa
dengan dosis sebesar 1ml sudah dapat menimbulkan pengaruh
terhadap tubuh hewan coba, sehingga pada penelitian ini peneliti
juga memberikan dosis perlakuan sebesar 1 ml per hari terhadap

tikus (Ajugwo et al., 2012)
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3.5.7. Prosedur Pemberian Intervensi

Untuk pemberian intervensi dilakukan berdasarkan kelompok

perlakuan, yaitu:

Kontrol Normal : Hanya diberi pakan dan minum aquades.

Kelompok ini dijadikan kelompok kontrol.

Kontrol Negatif : Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari
dengan frekuensi 16x penggorengan selama 28

hari.

Kelompok P1 : Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari dengan
frekuensi 16x penggorengan lalu diberi air lemon

1mL/hari selama 28 hari.

Kelompok P2 : Tikus diberi minyak jelantah 1,5 mL/hari dengan
frekuensi 16x penggorengan lalu diberi air lemon

2 mL/hari selama 28 hari.

Selama dilakukan intervensi semua tikus tetap diberikan pakan dan

minum berupa pelet dan air ad libitum.

3.5.8. Prosedur Pengelolaan Hewan Coba Pasca Penelitian

Sebelum dilakukan pembedahan untuk mengambil organ arteri
koronaria pada tikus, di akhir perlakuan terlebih dahulu tikus akan
dianastesi dengan dimasukan ke dalam toples berisi kapas yang telah

dibasahi klorofom. (AVMA, 2013). Selanjutnya dilakukan
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laparotomi untuk mengambil organ arteri koronaria. Bangkai tikus

dimusnahkan dengan cara pembakaran di tempat khusus.
3.5.9. Prosedur Pengambilan Arteri Koronaria

Proses pengambilan bagian arteri koroner dilakukan dengan
mengambil potongan longitudinal dibawah 3 mm dari perbatasan

atrium dan ventrikel (Eckman et al., 2013).
3.5.10. Prosedur Operasional Pembuatan Preparat

a. Fiksasi
Spesimen berupa potongan organ arteri koronaria difiksasi
dengan formalin 10% selama 3 jam, kemudian dicuci dengan
air mengalir sebanyak 3 sampai 5 kali.

b. Trimming
Organ dikecilkan hingga berukuran kurang lebih 3mm,
potonganorgan arteri koronaria kemudian dimasukan ke dalam
tissue casette.

c. Dehidrasi
Air dikeringkan dengan meletakkan tissue casette pada tisu
pengering, berturut-turut organ arteri koronaria direndam
dalam alkohol 70% selama 30 menit, alkohol 96% selama 30
menit,alkohol 96% selama 30 menit, alkohol 96% selama 30
menit , alkohol absolut selama 1 jam, alkohol absolut selama 1
jam, alkohol absolut selama 1 jam, alkohol xylol 1:1 selama 30

menit.
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. Clearing

Untuk membersihkan sisa alkohol, dilakukan clearing dengan

xylol I dan xylol Il masing-masing selama 1 jam

Impregnasi

Impregnasi dilakukan dengan menggunakan parafin selama 1

jam, dalam oven dengan suhu 65°C

Embedding

« Sisa paraffin yang ada pada pan dibersihkan dengan cara
dipanaskan beberapa saat di atas api dan diusap dengan
kapas.

« Paraffin cair disiapkan dengan cara memasukkan paraffin ke
di dalam cangkir logam dan dimasukkan dalam oven pada
suhu diatas 58°C.

« Paraffin cair dituangkan ke dalam pan.

 Dipindahkan satu per satu dari tissue casette ke dasar pan
dengan mengatur jarak yang satu dengan yang lainnya.

+ Pan dimasukkan ke dalam air.

 Paraffin yang berisi potongan arteri dilepaskan dari pan
dengan dimasukkan ke dalam suhu 4—6°C beberapa saat.

« Paraffin dipotong sesuai dengan letak jaringan yang ada
dengan menggunakan skalpel/pisau hangat.

* Lalu diletakkan pada balok kayu, diratakan pinggirnya dan

dibuat ujungnya sedikit meruncing
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. Cutting

» Pemotongan dilakukan pada ruangan dingin.

» Sebelum memotong, blok didinginkan terlebih dahulu di
lemari es.

+ Dilakukan pemotongan kasar, lalu dilanjutkan dengan
pemotongan halus dengan ketebalan 4—5 mikron.
Pemotongan dilakukan menggunakan rotary microtome
dengan disposable knife

 Dipilih lembaran potongan yang paling baik, diapungkan
pada air dan dihilangkan kerutannya dengan cara menekan
salah satu sisi lembaran jaringan tersebut dengan ujung
jarum dan sisi yang lain ditarik menggunakan kuas runcing.

» Lembaran jaringan dipindahkan ke dalam water bath pada
suhu 60°C selama beberapa detik sampai mengembang
sempurna.

* Dengan gerakkan menyendok, lembaran jaringan
tersebut diambil dengan slide bersih dan menempatkannya
di tengah atau pada sepertiga atas atau bawah.

« Slide yang berisi jaringan ditempatkan pada inkubator (Suhu
370°C) selama 24 jam sampai jaringan melekat sempurna.

. Straining

Pewarnaan ini menggunakan prosedur pulasan Hematoksilin-

Eosin.
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i. Mounting

J. Pembacaan preparat (Windarti et al., 2014).

3.6. Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional Variabel

3.6.1. Identifikasi variabel
Pada penelitian ini terdapat 2 variabel yakni variabel independen
(variabel bebas) dan variabel dependent (variabel terikat). Adapun
variabel penelitian pada penelitian ini adalah:
1. Variabel Independent

Adalah pemberian air lemon.

2. Variabel Dependent
Adalah perubahan Gambaran histopatologi arteri koronaria yang

diberi minyak jelantah.



3.6.2. Definisi Operasional Variabel

Tabel 5. Definisi operasional variabel
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Variabel  Definisi Cara ukur Alat Hasil Skala
Ukur ukur
Air lemon Buah ImL/hari Spuit ImL air Ordi-
lemon 2mL/hari (Rukmini, 2007)  3cc dan lemon nal
diperas sonde dengan
tanpa kadar
ditambah 100%
air. tanpa air.
(Ajugwo (Ajugwo
et al., et al.,
2012) 2012)
Minyak Minyak 1,5 ml/hari (Zhou et al., Spuit Minyak Ordi-
Jelantah goreng 2016). 3ccdan  jelantah nal
dengan sonde (Lianda,,
16x 2013).
penggore
ngan
masing —
masing
selama 10
menit.
(Lianda,,
2013).
Gambaran Gambaran  Pengukuran dilakukan di ~ Mikrosk Diameter =~ Num-
histologi yang setiap potongan melintang op lumen erik
arteri didapat arteri koronaria pada cahaya arteri
koronaria  dari arteri delapan zona lapangan pembesa koronaria
koronaria pandang, yaitu zona jam  ran 400x (Eckman
dengan 12.00, 1.30, 03.00, 04.30, dengan etal.,,
pembesar  06.00, 07.30, 09.00, 10,30.  Softwar 2013).

an 400x. (Kustiyah, 2003) e
(Suharti, Olympu
2014) s Stream
Image

Analysis
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3.7. Analisis Data

Menggunakan SPSS dengan uji non-parametrik Kruskal-Wallis dan Post-Hoc

Man Whitney.



3.8. Alur Penelitian
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KO K () P1 P2
Tikus diadaptasi selama 7 hari
Tikus diberi perlakuan selama 28 hari
Pemberian Diberi minyak Diberi minyak diberi minyak
aquades jelantah 1,5 | | jelantah 1,5 jelantah 1,5
2mL/hari. mL/hari mL/hari  dengan mL/hari  dengan
dengan frekuensi 16x frekuensi 16x
frekuensi  16x penggorengan lalu penggorengan
penggorengan diberi air lalu diberi air
lemonlimL/hari lemon 2 mL/hari
selama 28 hari. selama 28 hari.

Tikus diterminasi

Pembedahan dan pengambilan arteri koronaria tikus

v

Pembuatan sediaan dengan HE

v

Pengamatan dengan mikroskop

'

Interpretasi hasil pengamatan

Gambar 8. Diagram alur
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3.9. Ethical Clearance

Izin etik penelitian (Ethical clereance) untuk penelitian ini dikeluarkan
komite etik penelitian kedokteran dan kesehatan fakultas kedoketeran dengan

nomor Ethical Cleareance adalah 3384/UN26.18/PP.05.02.00/2018



BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Terdapat pengaruh pemberian air lemon (Citrus limon) per-oral terhadap
gambaran histopatologi pembuluh darah arteri koronaria tikus putih (Rattus

norvergicus) jantan galur Sprague dawley yang diberi minyak jelantah.

5.2 Saran
1. Bagi peneliti selanjutnya disarankan untuk meneliti lebih lanjut dalam
jangka waktu yang lebih lama dan dengan dosis air lemon yang berbeda.
2. Bagi peneliti selanjutnya disarankan untuk meneliti dengan variasi buah
jeruk yang lainnya untuk melihat perbandingan lemon yang digunakan

dengan variasi jeruk lainnya.
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