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ABSTRACT

THE EFFECT OF PROBIOTIC INTAKE ON MALONDIALDEHYDE
(MDA) LEVELS IN THE LIVER OF UNDERNUTRITION
MODEL OF RATS (Rattus norvegicus)

By

GASELA ZALIANTI BALQIS

Background: Undernutrition is a global health problem that triggers systemic
oxidative stress and organ damage. Malondialdehyde (MDA) is a biomarker of
damage from lipid peroxidation. Gut microbiota dysbiosis contributes to this
pathophysiology through the gut-liver axis. Probiotics potentially modulate the
microbiota and reduce oxidative stress. This study aimed to analyze the effect of
probiotic intake on liver MDA levels in undernourished rat (Rattus norvegicus)
models.

Methods: This experimental posttest-only controlled group study used 28 male
Sprague-Dawley rats, divided into 4 groups (KN, KNP, KKG, KKGP; n = 6/group).
The undernutrition model was induced by 30% feed restriction. Probiotic groups
received an oral multi-strain suspension (>1x107 CFU/g). Liver MDA was
measured by the TBARS method. Data were analyzed using Welch's ANOVA and
Games-Howell post-hoc tests because variances were not homogeneous (p <
0.001).

Results: There was a highly significant difference in mean MDA levels among the
groups (Welch's, p <0.001). The mean MDA of the KKG group (28.7 £ 1.07
nmol/mL) was significantly higher than the KN group (24.3 + 2.39 nmol/mL) (p =
0.018). The mean MDA of the KKGP group (21.9 + 1.00 nmol/mL) was
significantly lower than the KKG group (p <0.001). There was no significant
difference between the KN and KNP groups (p = 0.982).

Conclusions: Probiotic intake significantly reduces liver MDA levels in
undernourished rats, supporting its role in reducing hepatic oxidative stress via
modulation of the gut-liver axis. Probiotics have potential as an adjuvant therapy.

Keywords: Liver, Undernutrition, Malondialdehyde, Probiotics, Oxidative Stress



ABSTRAK

PENGARUH ASUPAN PROBIOTIK TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHID (MDA) HEPAR TIKUS (Rattus norvegicus)
MODEL KURANG GIZI

Oleh

GASELA ZALIANTI BALQIS

Latar Belakang: Kurang gizi merupakan masalah kesehatan global yang memicu
stres oksidatif sistemik dan kerusakan organ. Malondialdehid (MDA) adalah
biomarker kerusakan akibat peroksidasi lipid. Disbiosis mikrobiota usus
berkontribusi pada patofisiologi ini melalui sumbu usus-hati. Probiotik berpotensi
memodulasi mikrobiota dan mengurangi stres oksidatif. Penelitian ini bertujuan
menganalisis pengaruh asupan probiotik terhadap kadar MDA hepar pada tikus
(Rattus norvegicus) model kurang gizi.

Metode: Penelitian eksperimental posttest only controlled group menggunakan 28
tikus jantan Sprague Dawley, dibagi 4 kelompok (KN, KNP, KKG, KKGP; n =
6/kelompok). Model kurang gizi diinduksi dengan restriksi pakan 30%. Kelompok
probiotik menerima suspensi multi-strain (>1x10” CFU/g) oral. MDA hepar diukur
dengan TBARS. Data dianalisis menggunakan Uji Welch's ANOVA dan post-hoc
Games-Howell karena varians tidak homogen (p < 0,001).

Hasil: Terdapat perbedaan rerata MDA yang sangat signifikan antar kelompok
(Welch's, p <0,001). Rerata MDA KKG (28,7 £ 1,07 nmol/mL) signifikan lebih
tinggi dari KN (24,3 £ 2,39 nmol/mL) (p = 0,018). Rerata MDA KKGP (21,9 +
1,00 nmol/mL) signifikan lebih rendah dari KKG (p <0,001). Tidak ada perbedaan
signifikan antara KN dan KNP (p = 0,982).

Kesimpulan: Asupan probiotik signifikan menurunkan kadar MDA hepar pada
tikus kurang gizi, mendukung perannya mengurangi stres oksidatif hepatik via
modulasi sumbu usus hati. Probiotik berpotensi sebagai terapi adjuvan.

Kata Kunci: Hepar, Kurang Gizi, Malondialdehid, Probiotik, Stres Oksidatif
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kurang gizi merupakan satu dari tiga masalah malnutrisi yang memiliki
prevalensi tinggi di dunia. Berdasarkan laporan Joint Child Malnutrition
Estimates 2025 yang dipublikasikan olen UNICEF, WHO, dan World Bank,
tercatat sekitar 150,2 juta anak di bawah usia 5 tahun mengalami stunting
dan 42,8 juta anak mengalami wasting di seluruh dunia (WHO, 2025).
Walaupun prevalensi malnutrisi pada anak menunjukkan tren penurunan
dalam dua dekade terakhir, laju penurunannya masih terlalu lambat untuk
mencapai target Sustainable Development Goal 2.2 yaitu mengakhiri segala
bentuk malnutrisi pada tahun 2030. Kondisi ini menegaskan bahwa masalah
kurang gizi tetap menjadi tantangan besar kesehatan masyarakat global,
termasuk di Indonesia (Shekar et al., 2024).

Merujuk pada data survei nasional, prevalensi stunting di Indonesia
menunjukkan tren perbaikan selama kurun waktu 2013 hingga 2024, yaitu
dari 27,6% menjadi 19,8%. Meskipun terjadi penurunan substansial dalam
satu dekade terakhir, angka stunting di Indonesia saat ini masih tergolong
cukup tinggi (Kementerian Kesehatan RI, 2025). Berdasarkan parameter
WHO, angka prevalensi stunting sebesar 19,8% termasuk dalam kategori
sedang, namun angka ini berada di batas atas yang hampir menyentuh
ambang batas kategori tinggi yaitu 20% (WHO, 2023; De Onis et al., 2019).
Di Provinsi Lampung, angka stunting pada balita juga masih cukup tinggi
dengan jumlah balita sangat pendek dan pendek sebanyak 19,4% (Dinas
Kesehatan Provisi Lampung, 2022). Penelitian terbaru di wilayah kerja

Puskesmas Kota Karang Bandar Lampung melaporkan prevalensi stunting



mencapai 25,2% dengan jumlah balita terdampak sebanyak 80 anak (Sari et
al., 2024). Intervensi berbasis antropometri seperti pengukuran berat badan
atau tinggi badan mungkin tidak cukup untuk mengidentifikasi kondisi
kekurangan gizi secara dini atau subklinis. Salah satu pendekatan yang lebih
sensitif untuk evaluasi tahap awal adalah deteksi melalui biomarker, seperti
malondialdehid (MDA). Pengukuran biomarker ini penting untuk
mengevaluasi stres oksidatif yang timbul akibat defisiensi nutrisi dan dapat
mengungkap kerusakan jaringan bahkan sebelum gejala antropometri
tampak, sehingga mendukung intervensi gizi yang lebih terarah, cepat, dan
tepat sasaran (Madra-Gackowska et al., 2023).

Secara fisiologis, kondisi kurang gizi memaksa tubuh untuk masuk ke dalam
status katabolik yang ditandai dengan pemecahan simpanan energi internal,
seperti jaringan lemak (lipolisis) dan otot (proteolisis) untuk memenuhi
kebutuhan energi basal. Respons adaptif ini sering disertai inflamasi
sistemik tingkat rendah yang secara biokimia justru meningkatkan produksi
reactive oxygen species (ROS). Masalah ini diperparah karena defisiensi
nutrisi juga melumpuhkan sistem pertahanan. Tubuh kekurangan
mikronutrien esensial (seperti selenium, seng, dan tembaga) yang berfungsi
sebagai kofakor vital untuk mengaktifkan enzim antioksidan endogen,
misalnya superoxide dismutase (SOD) dan glutathione peroxidase (GPx).
Ketidakseimbangan fatal antara lonjakan dan lumpuhnya kapasitas
antioksidan ini berpuncak pada kondisi stres oksidatif (Sim&es-Alves et al.,
2023). Stres oksidatif kemudian memicu kerusakan molekuler, terutama
proses peroksidasi lipid pada membran sel. Proses ini menghasilkan produk
akhir yang relatif stabil, yaitu MDA yang banyak digunakan sebagai
biomarker untuk menilai tingkat kerusakan seluler. Tingginya kadar MDA
dalam serum atau jaringan, seperti hati (hepar), dapat mencerminkan tingkat
keparahan kerusakan oksidatif yang sedang berlangsung akibat
ketidakseimbangan tersebut (Chen et al., 2025; Tarigan et al., 2024).



Keterkaitan antara kurang gizi dan stres oksidatif ini telah terkonfirmasi
dalam berbagai penelitian. Studi pada hewan coba yang diberi diet defisiensi
protein maupun pembatasan energi melaporkan adanya peningkatan
signifikan kadar MDA pada serum dan jaringan organ (Shrivastava et al.,
2018; da Fonseca et al., 2025). Temuan ini sejalan dengan penelitian pada
manusia, di mana anak dengan stunting (kekurangan gizi kronis) juga
ditemukan memiliki kadar MDA yang lebih tinggi dibandingkan anak
dengan status gizi normal, yang menegaskan adanya kerusakan oksidatif

akibat malnutrisi (Tarigan et al., 2024).

Selain mekanisme biokimia, jalur penting lain yang menghubungkan kurang
gizi dengan stres oksidatif adalah melalui perubahan gut microbiota.
Kondisi kurang gizi diketahui dapat memicu disbiosis, yakni pergeseran
komposisi mikrobiota yang ditandai dengan berkurangnya bakteri
menguntungkan dan meningkatnya patogen oportunistik. Disbiosis ini
secara langsung memperburuk penyerapan nutrisi dan meningkatkan
inflamasi pada mukosa usus (Iddrisu et al., 2021; Musazadeh et al., 2023).
Lebih lanjut, kerusakan mikrobiota ini berperan penting dalam mengganggu
sumbu usus hepar (gut-liver axis). Disbiosis dapat memperburuk
permeabilitas barrier usus, sehingga meningkatkan jumlah endotoksin,
misalnya Lipopolisakarida (LPS) yang lolos dari usus masuk ke sirkulasi
portal. Penting untuk diketahui bahwa tingkat toksisitas LPS bergantung
pada struktur Lipid A-nya. Pada kondisi disbiosis, terjadi dominasi bakteri
patogen (seperti E. coli) yang menghasilkan LPS dengan struktur Lipid A
heksa-asilasi (enam rantai asil), yang memiliki afinitas sangat kuat terhadap
reseptor TLR4 (Toll-Like Receptor 4) sehingga memicu respons pro-
inflamasi yang hebat. Hal ini berbeda dengan mikrobiota fisiologis (seperti
Bacteroides) yang menghasilkan LPS dengan struktur penta- atau tetra-
asilasi yang bersifat imunogenik lemah atau bahkan antagonis terhadap
TLR4 untuk menjaga toleransi imun. Paparan LPS patogen yang
berkelanjutan ini akan menuju ke hati, memicu respons inflamasi yang kuat,

dan pada akhirnya memperkuat kondisi stres oksidatif di hepatosit (Tume et



al., 2025). Oleh karena itu, modulasi gut microbiota, misalnya melalui
intervensi probiotik yang memproduksi asam lemak rantai pendek atau
Short Chain Fatty Acids (SCFA) untuk memperkuat barrier usus menjadi
salah satu target potensial dalam intervensi gizi untuk mengurangi beban
oksidatif di hati (Wu et al., 2022; Zhang et al., 2023).

Menindaklanjuti peran gut microbiota dalam patofisiologi kurang gizi, salah
satu intervensi yang dapat diteliti adalah penggunaan probiotik
(Markowiak-Kope & Slizewska, 2020; Paiandeh et al., 2024). Sejumlah
bukti ilmiah telah menunjukkan potensi probiotik dalam mengurangi stres
oksidatif. Sebuah meta-analisis, melaporkan bahwa suplementasi probiotik
secara signifikan menurunkan kadar MDA pada berbagai kondisi penyakit
metabolik (Musazadeh et al., 2023). Sebagai contoh, pemberian strain
spesifik seperti Levilactobacillus brevis MG511 pada tikus dengan cedera
hati akibat etanol terbukti signifikan menurunkan kadar MDA hati. Studi
terkait pada sel HepG2 (hepatosit) juga menemukan bahwa probiotik
tersebut dapat meningkatkan aktivitas enzim antioksidan, seperti SOD dan
GPx yang menunjukkan kapasitas probiotik untuk memperkuat sistem
pertahanan antioksidan di organ hati (Lee et al., 2021; Jung et al., 2022).

Meskipun demikian, terdapat kesenjangan ilmiah yang signifikan dalam
literatur. Sebagian besar penelitian probiotik terbaru cenderung berfokus
pada kondisi penyakit metabolik atau cedera hati akibat diet tinggi lemak,
alkohol, atau toksin (Patel et al., 2022; Mohammed et al., 2024). Penelitian
yang secara khusus menggunakan model hewan kurang gizi dan mengukur
biomarker stres oksidatif langsung di jaringan hati masih sangat terbatas.
Selain itu, studi klinis pada anak kurang gizi pun umumnya hanya
mengevaluasi parameter antropometri (berat dan tinggi badan), sementara
bukti biokimia mengenai perbaikan status oksidatif masih jarang dilaporkan
(Paiandeh et al., 2024).



Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini penting dilakukan untuk
menjawab kesenjangan tersebut, yakni apakah pemberian probiotik dapat
menurunkan kadar MDA pada model tikus kurang gizi. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat memberikan bukti mekanistik mengenai potensi probiotik
dalam menurunkan stres oksidatif akibat malnutrisi, serta menjadi dasar
bagi pengembangan intervensi gizi preventif maupun terapeutik di masa

depan.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, apakah terdapat pengaruh pemberian
asupan probiotik terhadap perubahan konsentrasi MDA pada jaringan hepar

tikus jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley model kurang gizi?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh pemberian asupan probiotik terhadap
perubahan konsentrasi MDA pada jaringan hepar tikus jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley model kurang gizi.

1.3.2 Tujuan Khusus

Mengetahui kadar MDA pada jaringan hepar tikus jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley model kurang gizi yang diberi

asupan probiotik.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti

Hasil penelitian dapat dijadikan sebagai pedoman bagi masyarakat
dalam melakukan skrining awal terhadap kondisi kurang gizi dengan
menggunakan parameter MDA.



1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat

Penelitian ini dapat meningkatkan kesadaran masyarakat tentang
peran probiotik dalam mengurangi efek kurang gizi, sekaligus

menjadi bahan edukasi untuk pencegahan masalah gizi.

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi

Hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai dasar dan acuan bagi
penelitian klinis selanjutnya mengenai manfaat probiotik terhadap
konsentrasi MDA pada tubuh.
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2.1 Kurang Gizi
2.1.1 Definisi dan Klasifikasi

Kurang gizi atau malnutrisi secara luas didefinisikan sebagai kondisi
ketidakseimbangan nutrisi di dalam tubuh (WHO, 2024). Definisi ini
mencakup spektrum "tiga beban malnutrisi* (triple burden of
malnutrition), yang terdiri dari undernutrition (kurang gizi, termasuk
stunting dan wasting), defisiensi mikronutrien (kelaparan
tersembunyi), dan overnutrition (kelebihan gizi, termasuk obesitas)
(WHO, 2024; Popkin et al., 2017). Di Indonesia, undernutrition tetap
menjadi masalah kesehatan masyarakat yang signifikan (Siramaneerat
et al., 2024). Meskipun prevalensi stunting nasional menunjukkan
tren penurunan, angkanya masih tergolong tinggi (Kementerian
Kesehatan RI, 2025), termasuk di Provinsi Lampung (Dinas
Kesehatan Provinsi Lampung, 2022).

1. Undernutrition @ 3. Overnutrition @

L)

MALNUTRITION

Wastipg Stuntl_ng Underwgight Overweight Obesity
(low weight-  (low height-  (low weight-
for-height) for-age) for-age) H/—)

Cardiovascular disease
Ischemic stroke
Cancers

2. Micronutrient deficiencies :
Diabetes

lack of essential vitamins and
minerals

Gambar 2.1 Kategori Malnutrisi
Sumber: (Profir et al., 2025)



Dalam konteks penelitian ini, fokus utama adalah undernutrition,
yang secara Kklasik dikenal sebagai Malnutrisi Energi Protein (MEP)
atau Protein Energy Malnutrition (PEM) (Titi-Lartey & Daley, 2025).
MEP adalah kondisi patologis yang disebabkan oleh asupan energi
dan/atau protein yang tidak adekuat dalam jangka waktu tertentu
sehingga tidak mampu memenuhi kebutuhan metabolik tubuh (Reber
etal., 2019).

ashiorkon Marasmus
Low dietary Low dietary
protein energy/calories

Z S

| ferritin | protein
| glycogen

/ \ storage
| Hb and

1 Glucose
Anemia Hypoalbuminemia
Impaired \
p-lipoprotein

| oncotic Fatty acid
pressure 5
Protein
catabolism
oy Edema
Fatty liver Muscle wasting

Tryglycerides
Gambar 2.2 Klasifikasi Malnutrisi Energi Protein
Sumber: (Michael et al., 2022)

Secara klinis, MEP pada anak diklasifikasikan ke dalam dua bentuk

Marasmic-kwashiorkor

utama, yaitu kwashiorkor dan marasmus (Syah et al., 2025).
Kwashiorkor didominasi oleh defisiensi protein yang parah, ditandai
dengan adanya edema bilateral (bengkak pada kedua kaki),
hepatomegali (pembesaran hati), dan perubahan dermatologis (Syah
etal., 2025; Titi-Lartey & Daley, 2025). Sebaliknya, marasmus adalah
hasil dari defisiensi energi (kalori) yang kronis, yang bermanifestasi
sebagai wasting (pengurusan) parah pada otot dan jaringan lemak
subkutan tanpa adanya edema (Titi-Lartey & Daley, 2025). Seringkali
ditemukan pula bentuk campuran (marasmik kwashiorkor) yang
menunjukkan gejala dari kedua kondisi tersebut . Untuk standarisasi

diagnosis pada orang dewasa, kriteria global seperti Global



Leadership Initiative on Malnutrition (GLIM) juga telah diusulkan,
yang menggabungkan kriteria fenotipik, misalnya IMT rendah dan
etiologi, misalnya asupan makan rendah atau inflamasi (Cederholm et
al., 2025).

2.1.2 Patofisiologi Kurang Gizi

Patofisiologi kurang gizi adalah proses adaptasi metabolik yang
kompleks terhadap asupan nutrisi yang tidak memadai (Dipasquale et
al., 2020). Secara fisiologis, tubuh merespons kekurangan energi
dengan beralih ke status katabolik untuk mempertahankan fungsi
organ vital. Pada tahap awal (fase 1), tubuh akan memobilisasi
simpanan glikogen di hati untuk mempertahankan kadar glukosa
darah (Deng, 2024). Setelah simpanan glikogen habis (dalam <24
jam), tubuh memasuki fase adaptasi (fase Il), di mana terjadi
glukoneogenesis (pembentukan glukosa baru) dari asam amino (hasil
proteolisis otot) dan gliserol (hasil lipolisis jaringan lemak) (Deng,
2024; Bier, 2017).

Secara biokimia, proses lipolisis ini juga menghasilkan badan keton
(ketogenesis) sebagai sumber energi alternatif, terutama untuk otak,
guna menghemat pemecahan protein otot (Dipasquale et al., 2020;
Bier, 2017). Jika kondisi ini berlanjut, tubuh akan memasuki fase
dekompensasi (fase Il1), di mana proteolisis otot kembali menjadi
masif untuk memenuhi kebutuhan energi, yang menyebabkan wasting
parah (Deng, 2024).

Pada defisiensi protein spesifik (kwashiorkor), mekanisme biokimia
utamanya adalah kegagalan sintesis protein viseral oleh hati, seperti
albumin.  Kegagalan sintesis albumin ini  menyebabkan
hipoalbuminemia, yang menurunkan tekanan onkotik plasma dan

mengakibatkan kebocoran cairan dari pembuluh darah ke jaringan
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interstisial, bermanifestasi secara fisiologis sebagai edema (Triawanti,
2019).

2.1.3 Model Hewan Coba Kurang Gizi

Untuk memahami mekanisme patofisiologi dan menguji intervensi
terapeutik, penelitian praklinis sangat bergantung pada model hewan
coba (Smith & Reyes, 2017). Tikus spesies Rattus norvegicus galur
Sprague Dawley atau Wistar dan Mus musculus adalah model yang
paling umum digunakan dalam penelitian gizi (Ardianto & Nugraha,
2023). Alasan utamanya adalah karena tikus memiliki kesamaan
metabolisme energi dan sistem fisiologis pencernaan dengan manusia,
serta mudah dikelola dan memiliki siklus hidup yang pendek (Zikrah
et al., 2024; Shahzad et al., 2025).

Gambar 2.3 Sprague Dawley Rats
Sumber: (Janvier, 2017)

Beberapa metode induksi malnutrisi telah divalidasi, namun yang
paling sering digunakan adalah modifikasi diet (Smith & Reyes,
2017). Model marasmus (defisiensi kalori) umumnya dibuat dengan
memberikan restriksi kalori, misalnya memberikan pakan 30-50%
lebih sedikit dari jumlah yang dikonsumsi kelompok kontrol ad
libitum (Kamajaya et al., 2025; Nasution P R, 2018). Model
kwashiorkor (defisiensi protein) dibuat dengan memberikan pakan

yang isokalori (jJumlah kalori sama dengan kontrol) tetapi kandungan
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proteinnya sangat rendah (misalnya 3-5% kasein), sementara kontrol
mendapat pakan protein normal (misalnya 18-20% kasein)

(Anggraeny et al., 2016).

2.2 Stres Oksidatif
2.2.1 Definisi Stres Oksidatif

Stres oksidatif adalah sebuah kondisi ketidakseimbangan biokimia di
dalam sel (Pizzino et al., 2017). Kondisi ini terjadi ketika produksi
spesies oksigen reaktif melebihi kapasitas sistem pertahanan
antioksidan endogen untuk menetralkannya (Ramdiana & Legiran,
2023). ROS, seperti radikal superoksida (O2"), hidrogen peroksida
(H203), dan radikal hidroksil (OH) yang sangat reaktif adalah produk
sampingan yang tak terhindarkan dari metabolisme aerobik normal,
terutama dari rantai transpor elektron di mitokondria (Pizzino et al.,
2017; Sies, 2020). Untuk melawan ROS, tubuh memiliki sistem
pertahanan antioksidan yang kompleks, yang terbagi menjadi dua
kelompok. Sistem enzimatik mencakup SOD, GPx, dan katalase
(CAT). Sistem non enzimatik mencakup molekul seperti glutation
(GSH), vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (asam askorbat), dan
koenzim Q10. Ketika keseimbangan antara pro-oksidan (ROS) dan
antioksidan ini terganggu, ROS yang berlebih akan menyerang
makromolekul seluler dan menyebabkan kerusakan.

ROS [ Redox Homeostasis ROS
Generation — — elimination

P450 Other __Vitamin
cytochrome anti- C/E
oxidants
% A
()
%9 ” o°
% Mitochrondrial GSH-Px =)

electron

transport chain

I——

Gambar 2.4 Redox Homeostasis Stres Oksidatif
Sumber: (Li et al., 2015)
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2.2.2 Hubungan Kurang Gizi dengan Stres Oksidatif

Kurang gizi dan stres oksidatif memiliki hubungan timbal balik yang
saling memperburuk (Triawanti, 2019; Madra-Gackowska et al.,
2023). Kondisi malnutrisi memicu stres oksidatif melalui dua
mekanisme utama yang terjadi secara simultan (Mastorci et al., 2017).

Pertama, kondisi kurang gizi (terutama defisiensi protein dan kalori)
memicu respons katabolik dan inflamasi sistemik tingkat rendah
(Madra-Gackowska et al., 2023; Luo et al., 2017). Proses katabolisme
dan inflamasi ini sendiri secara aktif meningkatkan produksi ROS
oleh sel-sel imun (seperti neutrofil dan makrofag) dan di mitokondria
(Mastorci et al., 2017; Luo et al., 2017).

Kedua dan yang paling krusial, kurang gizi menyebabkan penipisan
sistem pertahanan antioksidan (Triawanti, 2019). Defisiensi
mikronutrien esensial, seperti selenium (kofaktor GPx), seng
(kofaktor SOD), tembaga (kofaktor SOD), dan mangan (kofaktor Mn-
SOD) yang menyebabkan enzim-enzim tersebut tidak dapat disintesis
atau tidak aktif (Madra-Gackowska et al., 2023). Selain itu, asupan
antioksidan dari diet (seperti vitamin E dan C) juga menurun drastis,
semakin melumpuhkan kapasitas antioksidan total tubuh (Mastorci et
al., 2017). Hasil akhirnya adalah ketidakseimbangan fatal, yaitu
produksi ROS melonjak sementara pertahanan antioksidan runtuh,

yang berpuncak pada kondisi stres oksidatif (Triawanti, 2019).

2.2.3 Dampak Stres Oksidatif

ROS vyang berlebih akibat stres oksidatif akan menyerang
makromolekul seluler, termasuk protein (menyebabkan denaturasi),
DNA (menyebabkan mutasi), dan lipid. Target yang paling rentan
adalah asam lemak tak jenuh ganda atau Polyunsaturated Fatty Acids

(PUFA) yang menyusun membran sel (Barrera et al., 2018).
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Serangan radikal bebas, seperti OH pada PUFA ini memicu reaksi
berantai yang dikenal sebagai peroksidasi lipid. Proses ini merusak
struktur dan integritas membran sel, mengganggu fluiditasnya, dan
mendeaktivasi protein serta reseptor yang tertanam di membran
(Triawanti, 2019). Peroksidasi lipid tidak hanya merusak membran sel
tempat ia terjadi, tetapi juga menghasilkan produk sampingan
sekunder yang bersifat toksik dan reaktif (Barrera et al., 2018). Produk
akhir ini, seperti aldehida (contohnya MDA dan 4-hydroxynonenal (4-
HNE)), dapat berdifusi dan menyebarkan kerusakan ke bagian sel lain
atau bahkan ke sel tetangga, serta dapat bereaksi dengan DNA dan

protein, sehingga memperparah kerusakan sel (Milkovic et al., 2023).

2.3 Malondialdehid (MDA)

2.3.1 Definisi dan Struktur MDA

Malondialdehid (MDA) adalah senyawa dialdehida organik sederhana
dengan rumus kimia CsHsO2 (Sulaiman Alief & Sangging, 2024).
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2-thicbarbituric acid TBA chromophore (%, : 532 nm)

Gambar 2.5 MDA dan TBA
Sumber: (Laguerre et al., 2007)
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MDA merupakan salah satu produk akhir yang paling dikenal dan
paling banyak dipelajari dari proses peroksidasi lipid, khususnya dari
pemecahan PUFA seperti asam arakidonat dan asam linoleat
(Sulaiman Alief & Sangging, 2024; Tsikas, 2017). Meskipun sangat
reaktif dan tidak stabil dalam bentuk bebasnya, MDA dapat bereaksi
dengan molekul lain di sekitarnya, termasuk asam tiobarbiturat (TBA)
(Ghani et al., 2017).

2.3.2 MDA sebagai Biomarker Stres Oksidatif

MDA adalah produk hilir yang relatif stabil dari peroksidasi lipid,
kadarnya sering digunakan sebagai biomarker untuk mengukur
tingkat stres oksidatif dan kerusakan seluler yang telah terjadi (Tsikas,
2017; Cui et al.,, 2018). Peningkatan kadar MDA dalam cairan
biologis, seperti plasma, serum atau jaringan, seperti hati dan otak
secara langsung mencerminkan peningkatan aktivitas peroksidasi
lipid dan kerusakan oksidatif (Cui et al., 2018).

Metode yang paling umum digunakan untuk mengukur MDA adalah
uji TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Prinsip uji
TBARS adalah reaksi antara MDA dengan Thiobarbituric Acid
(TBA) dalam kondisi asam (pH rendah) dan suhu tinggi (90-100°C).
Reaksi ini menghasilkan aduk berwarna merah muda (MDA-TBA?)
yang dapat diukur serapannya secara spektrofotometri pada panjang
gelombang sekitar 532 nm. Meskipun demikian, uji TBARS memiliki
keterbatasan karena reagen TBA juga dapat bereaksi dengan aldehida
lain yang ada dalam sampel, sehingga spesifisitasnya tidak 100%
(Ghani et al., 2017). Metode yang lebih spesifik seperti Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi (HPLC) atau kit ELISA kini juga sering
digunakan untuk kuantifikasi yang lebih akurat (Cui et al., 2018).

2.3.3 Kadar MDA pada Kondisi Kurang Gizi

Keterkaitan langsung antara kondisi kurang gizi dan peningkatan

kadar MDA telah dibuktikan secara konsisten dalam berbagai studi
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hewan dan manusia (Tarigan et al., 2024). Penelitian pada model tikus
yang diinduksi diet rendah protein (defisiensi protein) menunjukkan
peningkatan kadar MDA yang signifikan di serum, hati, dan otak
dibandingkan dengan kelompok kontrol yang bergizi baik (de
Carvalho et al., 2020; Schneider et al., 2024). Peningkatan MDA ini
ditemukan berkorelasi negatif dengan penurunan aktivitas enzim
antioksidan seperti SOD, GPx, dan katalase di jaringan yang sama (de
Carvalho et al., 2020).

Temuan praklinis ini sejalan dengan studi observasional pada
manusia. Sebuah tinjauan sistematik pada tahun 2024 menyimpulkan
bahwa anak-anak yang mengalami stunting (manifestasi kurang gizi
kronis) memiliki kadar MDA serum yang lebih tinggi secara
signifikan dibandingkan anak-anak dengan status gizi normal. Hal ini
menegaskan bahwa kondisi kurang gizi, baik akut maupun kronis,
menempatkan tubuh dalam keadaan stres oksidatif sistemik yang
dapat diukur melalui biomarker MDA (Tarigan et al., 2024)

2.3.4 Uji Kadar MDA pada Hepar

Hepar (hati) adalah organ kelenjar internal terbesar dalam tubuh, yang
secara anatomis terletak di kuadran kanan atas rongga abdomen
(Trefts et al., 2017). Keunikan hepar yang paling krusial bagi
penelitian ini adalah suplai darah ganda yang dimilikinya (Rui, 2023).
Hepar menerima darah kaya oksigen dari arteri hepatika (sekitar 25%)
dan darah kaya nutrisi dari vena porta hepatika (sekitar 75%) (Kmie¢,
2021). Vena porta ini mengumpulkan darah dari seluruh saluran
pencernaan (lambung, usus halus, dan usus besar), yang berarti hepar
adalah organ "garis depan" yang pertama kali memproses,
memetabolisme, dan menyaring semua zat yang diserap dari usus
(Albillos et al., 2020). Secara mikroskopis, hepar tersusun atas sel-sel

fungsional utama yaitu hepatosit (pusat metabolisme) dan sel-sel imun
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residen yang disebut sel Kupffer (makrofag) yang melapisi sinusoid
(Dixon et al., 2021).

Secara fisiologis, hepar berfungsi sebagai pusat metabolisme tubuh,
bertanggung jawab atas sintesis protein vital (seperti albumin),
metabolisme lipid, dan glukoneogenesis (Rui, 2023). Namun, fungsi
imunologisnya sama pentingnya. Berkat posisi anatomisnya yang
unik, hepar berfungsi sebagai “filter" utama untuk mencegah
komponen bakteri dari usus memasuki sirkulasi sistemik (Kmie¢,
2021). Hubungan anatomis dan fisiologis yang erat antara usus dan
hati ini dikenal sebagai sumbu usushepar (Tripathi et al., 2018).
Dalam konteks patofisiologi kurang gizi, terjadi disbiosis
(ketidakseimbangan) gut microbiota yang merusak integritas barrier
usus (leaky gut) (Bodkhe et al., 2019; Yu et al., 2020). Kerusakan
barrier ini memungkinkan produk bakteri pro inflamasi, terutama
lipopolisakarida (LPS), untuk "bocor" (translokasi) dari lumen usus

ke dalam sirkulasi vena porta.

Liver Kupffer Cells
A TLR4

LPS
Endotoxins
\ Bacteria

/

Duodenum N

Bile Acids
IgA

LN
Bile Acids Reabsorbed
Stimulate FXR and FG19

i)

: e
Distal lleum

Gambar 2.6 Gut-liver Axis
Sumber: (Quigley, 2020)
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Pemilihan jaringan hepar sebagai lokasi pengukuran biomarker MDA
dalam penelitian ini adalah yang paling tepat secara mekanistik. Hepar
adalah organ pertama dan utama yang menerima paparan LPS yang
ditranslokasikan dari usus (Albillos et al., 2020). LPS ini secara
langsung mengaktivasi sel Kupffer di hepar, yang kemudian
melepaskan badai sitokin pro inflamasi (seperti TNF-a dan IL-6)
(Dixon et al., 2021). Respons inflamasi masif di hepar ini memicu
produksi ROS atau radikal bebas secara berlebihan di dalam hepatosit
(Kmie¢, 2021). Selain itu, kondisi kurang gizi sendiri (Khususnya
defisiensi protein) telah melumpuhkan hepar secara biokimia,
menurunkan kemampuannya untuk mensintesis enzim antioksidan
endogen (seperti GPx) yang membutuhkan kofaktor mikronutrien
(Putri & Yuliana, 2022). Oleh karena itu, hepar adalah "medan
pertempuran” utama di mana kegagalan pertahanan antioksidan
bertemu dengan serangan inflamasi dari usus, menjadikannya lokasi

ideal untuk mengukur kerusakan oksidatif spesifik organ.
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Gambar 2.7 Stres Oksidatif
Sumber: (Hajam et al., 2022)

Meskipun stres oksidatif dapat diukur di sampel lain, penggunaannya
memiliki interpretasi yang berbeda. Pilihan yang paling umum adalah
serum atau plasma. Pengukuran MDA di serum memang valid, namun

hanya mencerminkan status stres oksidatif sistemik (Giera & Tsikas,
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2017). Peningkatan MDA di serum bersifat non spesifik, nilainya
merupakan akumulasi kerusakan dari berbagai organ yang terdampak
malnutrisi, termasuk dari pemecahan otot (proteolisis) atau kerusakan
otak (Ram et al., 2021; Olaniyi et al., 2018). Sampel lain seperti
jaringan otak atau usus juga dapat digunakan, namun tidak akan
menjawab hipotesis spesifik tentang dampak gut-liver axis (Tsikas,
2017). Dengan demikian, pengukuran MDA langsung di jaringan
hepar memberikan bukti yang jauh lebih kuat dan spesifik untuk
membuktikan bahwa stres oksidatif terjadi di organ target utama yang
dihipotesiskan, yaitu sebagai akibat langsung dari mekanisme

patofisiologi yang berpusat di sumbu usus hepar.

2.4 Probiotik
2.4.1 Definisi Probiotik

Probiotik didefinisikan secara resmi oleh panel ahli WHO/FAO, dan
ditegaskan kembali oleh ISAPP (International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics), sebagai mikroorganisme hidup yang
bila diberikan dalam jumlah yang cukup, memberikan manfaat
kesehatan bagi inangnya (Hill et al., 2014; Yadav et al., 2022).
Definisi ini mengandung tiga Syarat utama, yaitu probiotik harus
dalam keadaan hidup saat dikonsumsi, diberikan dalam dosis adekuat,
umumnya 10" hingga 10" Colony Forming Units (CFU) per hari dan
harus memiliki manfaat kesehatan yang terbukti secara klinis pada
inang (Hill et al., 2014; Markowiak & Slizewska, 2017).

Sebagian besar probiotik yang digunakan saat ini berasal dari dua
genus utama bakteri asam laktat (BAL) dan Bifidobacterium. Genus
yang paling umum adalah Lactobacillus yang baru-baru ini
direklasifikasi  menjadi  beberapa  genus  baru  seperti
Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus, dan Levilactobacillus,

Bifidobacterium, Lactococcus, dan Streptococcus. Selain bakteri, ragi
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non-patogen Saccharomyces boulardii juga diakui sebagai probiotik
(Markowiak-Kope & Slizewska, 2020; Dewi et al., 2021).

2.4.2 Mekanisme Kerja Probiotik

Manfaat probiotik dimediasi melalui beberapa mekanisme kompleks

di saluran cerna, yang tidak hanya berdampak lokal tetapi juga

sistemik (Hou et al., 2022). Mekanisme utamanya meliputi:

1.

Modulasi mikrobiota usus: probiotik berperan dalam menjaga
keseimbangan flora usus (eubiosis). Mereka bersaing dengan
bakteri patogen untuk nutrisi dan tempat pelekatan di mukosa usus
(dikenal sebagai kompetisi eksklusi) serta menghasilkan zat
antimikroba (seperti bakteriosin dan asam organik) yang menekan

pertumbuhan patogen (Hou et al., 2022; Komalasari et al., 2023).

. Peningkatan fungsi barrier usus: probiotik dapat memperkuat

integritas barrier epitel usus. Beberapa strain merangsang produksi
mucus dan protein tight junction (seperti zonulin dan occludin),
sehingga mengurangi permeabilitas usus atau kondisi "leaky gut"
(Zheng et al., 2023).

Modulasi sistem imun: probiotik berinteraksi dengan sel-sel imun
di Gut-Associated Lymphoid Tissue (GALT). Interaksi ini dapat
memodulasi respons imun, baik dengan merangsang imunitas
bawaan maupun dengan menyeimbangkan respons sel T
(Th1/Th2/Th17) dan meningkatkan produksi sitokin anti-inflamasi
seperti IL-10 (Hou et al., 2022).

. Peningkatan absorpsi zat gizi: probiotik dapat berkontribusi pada

perbaikan status gizi. Mereka memproduksi SCFA yang
menurunkan pH kolon, sehingga meningkatkan kelarutan dan
absorpsi mineral penting seperti kalsium, magnesium, dan seng
(Komalasari et al., 2023; Bielik & Kolisek, 2021).

2.4.3 Peran Probiotik sebagai Antioksidan

Selain mekanisme di atas, probiotik memiliki kapasitas yang

signifikan untuk mengurangi stres oksidatif sistemik melalui
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mekanisme langsung dan tidak langsung (Wass Thilakarathna et al.,

2021).

1. Mekanisme langsung: beberapa strain probiotik memiliki
kemampuan antioksidan intrinsik. Mereka dapat menghasilkan
molekul antioksidan, seperti GSH dan folat, mengkelat (mengikat)
ion logam pro-oksidan, seperti Fe?* dan Cu?*, dan memproduksi
enzim antioksidan mereka sendiri, seperti SOD dan CAT (Wang et
al., 2017).

2. Mekanisme tidak langsung (via gut-liver axis): Ini adalah
mekanisme yang paling relevan secara klinis untuk penyakit
sistemik. Sumbu usus-hati (gut-liver axis) adalah komunikasi dua
arah antara usus dan hati. Seperti dijelaskan sebelumnya, probiotik
memperkuat barrier usus. Penguatan ini secara signifikan
mengurangi translokasi (kebocoran) komponen pro-inflamasi
bakteri, terutama Lipopolisakarida (LPS) dari bakteri Gram-
negatif, dari lumen usus ke sirkulasi darah portal (Laivacuma et al.,
2025). Penurunan beban LPS (endotoksemia metabolik) yang
masuk ke hati (hepar) akan mengurangi aktivasi sel Kupffer dan
respons inflamasi di hati. Dengan menekan sumber inflamasi
kronis yang berasal dari usus ini, probiotik secara tidak langsung
menurunkan produksi ROS dan stres oksidatif di hepatosit (sel
hati) (Wass Thilakarathna et al., 2021; Laivacuma et al., 2025).

2.4.4 Tinjauan Studi Efek Probiotik terhadap MDA

Bukti klinis dan praklinis yang mengaitkan intervensi probiotik
dengan penurunan kadar MDA semakin berkembang. Sebuah meta-
analisis terbaru (2022) yang mengevaluasi studi pada manusia dengan
berbagai penyakit (termasuk diabetes tipe 2, NAFLD, dan penyakit
ginjal) menyimpulkan bahwa suplementasi probiotik dan sinbiotik
secara signifikan menurunkan kadar MDA serum, sekaligus
meningkatkan kapasitas antioksidan total (TAC) (Adijaya et al.,
2023). Studi pada hewan coba dengan model diet tinggi lemak juga
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menunjukkan bahwa strain probiotik spesifik (seperti Lactobacillus
plantarum) mampu menurunkan MDA di jaringan hati sekaligus
meningkatkan aktivitas enzim SOD dan GPx (Cao et al., 2023).

Namun, terdapat kesenjangan ilmiah (research gap) yang signifikan
dalam literatur. Sebuah tinjauan sistematik (2022) tentang peran
probiotik pada kondisi malnutrisi menemukan bahwa sebagian besar
studi berfokus pada perbaikan enzim antioksidan, dan sangat sedikit
penelitian yang secara spesifik mengukur MDA, terutama pada model
hewan kurang gizi (Zaetun et al., 2018). Selain itu, penelitian klinis
pada anak kurang gizi juga umumnya berfokus pada parameter
antropometri (peningkatan berat badan dan tinggi badan) sebagai hasil
akhir. Studi yang ada belum banyak membuktikan secara biokimia
apakah perbaikan status gizi tersebut juga disertai dengan penurunan
kerusakan oksidatif (seperti MDA) di organ vital seperti hati
(Permana Ratumanan et al., 2023; Candra, 2020).
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2.5 Kerangka Teori

Berdasarkan penjelasan di atas dan penelitian-penelitian yang telah ada

sebelumnya maka dapat disusun kerangka teori sebagai berikut.
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Gambar 2.8 Kerangka Teori
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2.7 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini dirumuskan sebagai berikut:

Ho:

Pemberian asupan probiotik pada tikus jantan (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley model kurang gizi tidak menurunkan kadar MDA

Ha:
Pemberian asupan probiotik pada tikus jantan (Rattus norvegicus) galur

Sprague dawley model kurang gizi menurunkan pada kadar MDA.



BAB IlI
METODE PENELITIAN

3.1 Metode Penelitian

Penelitian yang dilakukan merupakan jenis penelitian dengan studi
eksperimental laboratorium posttest only controlled group design yang
menguji efek pengaruh pemberian probiotik terhadap konsentrasi MDA
pada tikus (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley model kurang

gizi.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-Oktober tahun 2025
Pemeliharaan tikus dilakukan di Laboratorium Animal House, Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung. Perlakuan dilakukan di Laboratorium
Biokimia, Biomolekular, dan Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi yang menjadi fokus penelitian ini adalah tikus (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague Dawley yang telah divalidasi
dan diperoleh dari laboratorium Institut Pertanian Bogor dengan
kategori berat badan normal dan kurang gizi. Tikus yang memiliki
berat badan kurang akan mendapatkan perlakuan yang berbeda
dibandingkan dengan berat badan normal. Berat badan kurang
didefinisikan sebagai tikus mengalami penurunan berat badan

sebesar 10-15% dari berat badan awal.
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3.3.2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian yang digunakan adalah hewan uji tikus Sprague
Dawley karena organ-organ yang hewan ini miliki punya kesamaan
dengan manusia. Tikus yang dipilih adalah tikus yang berjenis
kelamin jantan disebabkan tikus jantan tidak mengalami masa
menstruasi juga kehamilan sehingga penelitian ini akan mendapatkan
hasil yang lebih stabil. Hewan uji yang digunakan untuk penelitian ini
ditentukan dari perhitungan rumus Frederer dengan membagi 4
kelompok percobaan. Rumus Frederer (Yolanda et al., 2019)

meliputi:
t-(h-1)>15

Keterangan:
t = jumlah kelompok percobaan

n = jumlah pengulangan atau jumlah sampel setiap kelompok

Penelitian ini menggunakan 4 kelompok perlakuan sehingga t = 4;
maka didapatkan:
(t-1)(n-1)>15
4-1)(n-1)>15
3n-1)>1
3n-3>15
3n>18

n>6

Berdasarkan perhitungan tersebut maka didapatkan jumlah sampel
yang dibutuhkan adalah enam ekor tikus di masing-masing kelompok
perlakuan. Untuk mencegah terjadinya drop out, tikus pada penelitian
ini ditambahkan minimal 10% dari masing-masing jumlah setiap
kelompok sehingga total tikus pada setiap kelompok berjumlah tujuh

setiap kelompok (Yolanda et al., 2019).



26

3.4 ldentifikasi Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas (independent variable)

Variabel bebas pada penelitian ini adalah asupan probiotik.

3.4.2 Variabel Terikat (dependent variable)

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar MDA pada tikus

jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley model kurang gizi.

3.5 Kriteria Sampel

3.5.1 Kriteria Inklusi
1. Tikus jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley
2. Tikus dengan berat berkurang sebesar 10-15% dari berat awal
3. Tikus dengan berat 150-200 g untuk tikus norrmal
4. Tikus berusia 8 minggu

3.5.2 Kriteria Eksklusi
1. Tikus mengalami penurunan berat badan >15% setelah masa
adaptasi

2. Tikus mati selama masa penelitian

3.6 Kelompok Perlakuan

Kelompok perlakuan pada penelitian ini terbagi menjadi 4 kelompok yang
terdiri dari kelompok kontrol normal dengan berat badan tikus normal yang
diberi pakan ad libitum dan 1 mL air (KN), kelompok dengan tikus normal
asupan probiotik yang diberi pakan ad libitum dan 0,1 gr probiotik dalam 1
mL air (KNP), kelompok tikus kurang gizi yang diberi pakan 30% lebih
rendah dibandingkan kelompok normal dan 1 mL air (KKG), kelompok
dengan tikus kurang gizi asupan probiotik yang diberi pakan 30%
lebih rendah dibandingkan kelompok normal dan 0,1 gr probiotik dalam 1
mL air (KKGP).



27

3.7 Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional

Variabel Definisi Operasional Alat Ukur Hasil Ukur Skala Ukur
Asupan Jumlah dosis Timbangan analitik Dosis Numerik
Probiotik pemberian asupan (Mettler Toledo) probiotik

probiotik yang dalam satuan

diberikan secara oral mililiter (mL)

pada tikus dalam

satuan mL
Malondialdehid Kadar malondialdehid Spektrofotometer Hasil Numerik
(MDA) yang diperoleh melalui  UV-Vis perhitungan

sampel hepar tikus kadar MDA

dalam satuan
nmol/mL atau
UM

3.8 Instrumen dan Bahan Penelitian

3.8.1 Instrumen Penelitian

Instrumen yang digunakan mencakup alat untuk pemeliharaan,
perlakuan, pembedahan, dan analisis TBARS. Untuk pemeliharaan
hewan, digunakan kandang tikus, tempat makan, dan botol air.
Pengukuran massa hewan uji menggunakan timbangan digital dan
timbangan analitik. Untuk proses perlakuan dan pembedahan,
disiapkan spuit 1 ml, toples anestesi, meja bedah, gunting bedah,
gunting kecil, pinset, masker, dan sarung tangan. Instrumen
laboratorium untuk preparasi sampel hepar meliputi tabung
homogenizer, tabung reaksi, tabung eppendorf, mikropipet, vortex,
penangas air (water bath), dan sentrifugasi (centrifuge). Untuk
analisis akhir, instrumen yang digunakan adalah spektrofotometer
UV-Vis dan kuvet, serta alat pendukung seperti freezer -80°C dan

timer.

3.8.2 Bahan Penelitian

Bahan utama yang digunakan adalah hewan uji tikus (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague Dawley, pakan ad libitum, air, dan

asupan probiotik bubuk yang mengandung campuran strain
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Lactobacillus dan Lactococcus. Untuk prosedur pembedahan, bahan
anestesinya adalah isoflurene, serta bahan antiseptik seperti alkohol
70%. Bahan kimia (reagen) yang spesifik digunakan untuk prosedur
analisis MDA (TBARS) adalah larutan saline dingin (0,9% NacCl),
buffer homogenisasi (seperti larutan KCI 1,15% atau PBS pH 7.4),
Asam Trikloroasetat (TCA) (prosedur menyebutkan konsentrasi 10%
b/v) , Asam Tiobarbiturat (TBA) (disebutkan 0,67% b/v) , dan standar
MDA berupa 1,1,3,3-Tetramethoxypropane (TMP).

3.9 Prosedur dan Alur Penelitian
3.9.1 Prosedur Penelitian
3.9.1.1 Persiapan Hewan Uji

Model hewan normal diberikan makanan secara ad libitum,
sedangkan model hewan yang mengalami malnutrisi menerima
30% lebih sedikit makanan dibandingkan dengan rata-rata
konsumsi kelompok normal. Proses pebatasan nutrisi dimulai 3
hari sebelum dikirimkan menuju tempat penelitian. Kriteria
yang digunakan untuk menilai kondisi malnutrisi adalah
berdasarkan berat badan, yang selama percobaan dipertahankan
pada penurunan sekitas 10-15% dari berat badan awal pada hari
ke-0, idealnya tidak melebihi 15% (da Fonseca et al., 2025).

Hewan uji dibiarkan beradaptasi dengan lingkungannya di
dalam kandang selama 7 hari dengan suhu 20-25°C dengan
kelembapan sekitar 45-55%. Kandang harus memiliki ventilasi
udara yang baik, selalu dijaga higienitasnya, dan ditempatkan di
tempat yang tenang untuk menghindari terjadinya stres pada
hewan uji. Semua hewan uji yang dipelihara diberikan makanan
dengan pembatasan nutrisi 30% untuk tikus malnutrisi dan
normal untuk tikus normal. Sebelum percobaan, tikus
dipuasakan selama kurang lebih 1x18 jam tetapi tetap diberi
minum ad libitum (Wati dkk., 2024).
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3.9.1.2 Pembuatan Dosis Probiotik

Probiotik yang digunakan dalam penelitian ini adalah probiotik
bubuk.  Probiotik mengandung bakteri  Lactobacillus
acidophillus w55, Lactobacillus casei W56, Lactobacillus
salivarius W57, Lactococcus lactis W51, Lactococcus lactis
W52, Lactococcus lactis W58, dengan jumlah koloni setiap
strain sebanyak 1x10” CFU/mL. Probiotik ini telah memperoleh
izin edar dari Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM)
sebagai asupan probiotik. Dosis pemberian probiotik mengacu
pada konversi dosis manusia ke tikus dan modifikasi
penelitian sebelumya, yaitu dengan melarutkan 0,1 gram
dengan 1 mL air sehingga konsentrasi menjadi >107 CFU/mL
(da Fonseca et al., 2025; Purnasari, Mayangsari, et al., 2021;

Purnasari, Nasihun, et al., 2021).

3.9.1.3 Pemeriksaan Kadar MDA

Setelah prosedur eksperimental berakhir, tikus dipuasakan
selama 12 jam. Tikus dianestesi dengan cara dimasukkan dalam
toples dan ditutup rapat menggunakan isoflurene yang dituang
pada kapas sebanyak 10 ml, dan dimasukkan dalam toples.
Dilakukan pengamatan terhadap pernapasan dan denyut jantung
tikus + 15 detik, apabila tikus sudah tidak bernapas, maka sudah
dapat dilakukan pembedahan, dimana pada prinsipnya tikus
harus terhindar dari rasa sakit. Tikus kemudian dibaringkan
dalam posisi dorsal recumbency atau telentang sebelum
dilakukan pembedahan. Melakukan insisi midline pada otot
dinding perut dari ujung stenum hingga simfisis pubis. Pada
potongan midline akan terjadi sedikit pendarahan. Potongan
pada otot abdomen tidak mengenai diafragma untuk
menghindari pneumothorax. Kemudian organ hepar diambil
dan dipersiapkan untuk proses sentrifugasi. Proses analisis

dimulai dengan penimbangan sampel hepar secara teliti
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menggunakan timbangan analitik, biasanya sekitar 100 mg
hingga 200 mg (0,1 g — 0,2 g). Jaringan hepar kemudian dibilas
cepat menggunakan larutan saline dingin (misalnya, 0,9%
NaCl) untuk membersihkan sisa darah. Sampel yang telah
ditimbang dimasukkan ke dalam tabung homogenizer yang telah
didinginkan di atas es. Selanjutnya, ditambahkan buffer
homogenisasi dingin, umumnya larutan KCI 1,15% (b/v) atau
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,4, dengan rasio umum 1:10
(b/v) (artinya, 100 mg jaringan ditambahkan 1 mL buffer).
Jaringan kemudian dihancurkan (dihomogenisasi) di dalam
buffer tersebut hingga menjadi suspensi yang seragam (disebut
homogenat), di mana seluruh proses ini harus dilakukan di atas
es untuk menjaga stabilitas sampel. Dari homogenat yang telah
disiapkan, sejumlah volume tertentu (misalnya, 0.5 mL) dipipet
dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Untuk mengendapkan
protein dan menciptakan suasana asam yang diperlukan untuk
reaksi, ditambahkan reagen asam seperti Asam Trikloroasetat
(TCA) (contoh: 1 mL larutan TCA 10% b/v). Setelah itu,
ditambahkan reagen pewarna yang akan bereaksi dengan MDA,
yaitu Asam Tiobarbiturat (TBA) (contoh: 1 mL larutan TBA
0,67% b/v). Tabung kemudian ditutup dan dikocok
menggunakan vortex agar semua larutan tercampur sempurna.
Langkah krusial berikutnya adalah inkubasi, campuran
dipanaskan dalam penangas air (water bath) pada suhu tinggi,
umumnya 95°C selama 30 hingga 60 menit. Selama pemanasan
dalam kondisi asam ini, MDA akan bereaksi dengan TBA
membentuk senyawa kompleks berwarna merah muda (pink)
yang disebut adduct MDA-TBA.. Setelah inkubasi selesali,
tabung reaksi segera didinginkan (misalnya, direndam dalam es
atau di bawah air mengalir) untuk menghentikan reaksi. Untuk
memisahkan endapan protein dari larutan berwarna, dilakukan

sentrifugasi pada kecepatan sekitar 3000-4000 rpm selama 10-
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15 menit. Proses ini akan menghasilkan pelet (endapan) di dasar
tabung dan supernatan (cairan bening berwarna merah muda) di
bagian atas. Supernatan diambil dengan hati-hati agar tidak
mengganggu pelet, lalu dimasukkan ke dalam kuvet. Sebelum
mengukur sampel, spektrofotometer UV-Vis diatur ke nol
(diblanko) menggunakan larutan yang berisi semua reagen
kecuali sampel. Absorbansi supernatan sampel kemudian
diukur pada panjang gelombang maksimumnya, yaitu sekitar
532 nm. Nilai absorbansi yang didapat dikonversi menjadi
konsentrasi. Hasilnya dibandingkan dengan nilai absorbansi
sampel terhadap kurva standar (kurva kalibrasi). Kurva standar
dibuat menggunakan larutan dengan konsentrasi MDA yang
sudah diketahui secara pasti (standar yang umum digunakan
adalah 1,1,3,3-Tetramethoxypropane (TMP), yang akan
terhidrolisis menjadi MDA dalam kondisi asam). Dengan
memasukkan nilai absorbansi sampel ke dalam persamaan
regresi linear yang diperoleh dari kurva standar, konsentrasi
MDA dalam sampel dapat ditentukan. Hasil akhir kadar MDA
dalam organ hepar dilaporkan dalam satuan nmol/g jaringan

(nanomol MDA per gram jaringan) atau nmol/mg protein.
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3.9.2 Alur Penelitian

Persiapan hewan coba
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Gambar 3.1 Alur Penelitian




33

3.9.3 Analisis Data

Data yang didapat dari penelitian ini dianalisis dengan uji Shapiro-
Wilk sebab jumlah sampel yang digunakan tidak lebih dari 50 sampel.
Uji dilakukan untuk mendapatkan nilai data yang terdistribusi secara
normal. Setelahnya, dilakukan uji homogenitas data menggunakan uji
Levene. Setelah data didapatkan terdistribusi secara normal dan tidak
homogen, maka dilanjut dengan uji Analisis Bivariat menggunakan
One-Way Annova (Welch’s). Nilai yang didapat pada uji One-Way
Annova (Welch’s) adalah p<0.05, maka hasil yang ditunjukan adalah
terdapat adanya pengaruh dari asupan probitik terhadap kadar MDA
pada tikus jantan sehingga hipotesis nol (Ho) ditolak dan hipotesis
alternatif (H1) gagal ditolak. Untuk melihat perbedaan yang bermakna
pada uji One Way Annova, maka dilanjutkan dengan uji post-hoc
Games-Howell. Pada uji post-hoc Games-Howell didapatkan hasil

bahwa perbedaan yang signifikan antar kelompok.

3.10 Etika Penelitian

Penelitian ini telah diajukan pelaksanaannya kepada Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan telah
lulus Kkaji etik berdasarkan surat persetujuan etik untuk dapat
melaksanakan penelitian dengan nomor surat
3561/UN26.18/PP.05.02.00/2025.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil analisis data dan pembahasan yang telah diuraikan pada
bab-bab sebelumnya, maka dapat ditarik beberapa kesimpulan yang
menjawab tujuan penelitian ini:

1. Kadar MDA pada tikus model kurang gizi terbukti secara signifikan
lebih tinggi (28,7 £ 1,07 nmol/mL) dibandingkan dengan tikus kondisi
normal (24,3 £ 2,39 nmol/mL) (p = 0,018), yang menunjukkan bahwa
kondisi kurang gizi berhasil menginduksi stres oksidatif pada hepar.

2. Pemberian asupan probiotik berpengaruh signifikan terhadap perubahan
konsentrasi MDA, dimana rerata kadar MDA hepar pada tikus model
kurang gizi yang diberi probiotik (21,9 £ 1,00 nmol/mL) secara
signifikan lebih rendah dibandingkan kelompok kurang gizi tanpa
probiotik (p < 0,001).

5.2 Saran

Berdasarkan simpulan yang diperoleh dan keterbatasan yang ditemukan

selama penelitian, berikut adalah beberapa saran yang dapat diberikan:

1. Pengukuran biomarker komprehensif: disarankan untuk tidak hanya
mengukur biomarker kerusakan oksidatif (MDA), tetapi juga mengukur
biomarker pertahanan antioksidan endogen (seperti aktivitas enzim SOD,
GPx, CAT) di jaringan hepar.

2. Konfirmasi mekanisme langsung: untuk memperkuat pembuktian
mekanisme gut-liver axis, disarankan untuk melakukan pengukuran

langsung terhadap variabel terkait, seperti kadar LPS dalam darah vena
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porta, ekspresi protein tight junction di usus, atau kadar sitokin pro-
inflamasi (TNF-o, IL-6) di jaringan hepar.

. Eksplorasi model dan dosis: penelitian selanjutnya dapat mengeksplorasi
model malnutrisi lain, seperti defisiensi protein/kwashiorkor dan
melakukan studi dosis-respons atau membandingkan efek strain-spesifik
probiotik untuk mengidentifikasi intervensi yang paling efektif dan

optimal.
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