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Abstrak

Latar belakang. Astaxanthin merupakan antioksidan kuat yang ditengarai mampu menghambat
patogenesis penyakit perlemakan hati non- alkoholik.

Tujuan penelitian. Mengetahui pengaruh pemberian astaxanthin dalam menghambat perlemakan
hati (steatosis) dan kadar serum Gamma-Glutamyltransferase (GGT) pada tikus wistar jantan yang
diberi minyak jelantah.

Metodologi. Studi eksperimental dengan Post-test Only Control Group Design dilakukan pada 36
ekor tikus Wistar jantan berusia 3.5-4 bulan dengan berat badan 200-210 gram yang dibagi
menjadi 2 kelompok secara random. Kelompok kontrol diberi 0,42 ml minyak jelantah dan 0,5 ml
akuades, sementara kelompok perlakuan diberi 0,42 ml minyak jelantah dan 0,2 mg astaxanthin
per hari. Kedua intervensi dilaksanakan selama 14 hari. Pada hari ke- 15, pemeriksaan darah dan
histopatologi hepar dilakukan untuk memeriksa kadar serum GGT dan steatosis. Uji komparasi
dilakukan untuk membandingkan hasil kelompok kontrol dan perlakuan

Hasil penelitian. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rerata steatosis (31,64 = 10,77 %) dan
kadar serum GGT (46,12 + 3,77 U/L) pada kelompok perlakuan lebih rendah secara bermakna
dibandingkan dengan rerata steatosis (39,53 + 4,70 %) dan kadar serum GGT (57,82 + 6,45 U/L)
pada kelompok kontrol, dengan masing- masing nilai p= 0,011 dan p<0,001.

Kesimpulan. pemberian astaxanthin dapat menghambat perlemakan hati (steatosis) dan

peningkatan kadar serum GGT pada tikus wistar jantan yang diberi minyak jelantah.
kata kunci : Astaxanthin, Gamma-Glutamyltransferase, Minyak jelantah, Perlemakan Hati
Abstract

Background. Astaxanthin is a powerful antioxidant that may be able to inhibit the pathogenesis of
non- alcoholic fatty liver disease

Research objectives. Determining the effect of astaxanthin in inhibiting liver steatosis and the
increase of Gamma-glutamyltransferase (GGT) serum level in male Wistar rats fed with overused
cooking oil.

Methodology. Post-test Only Control Group Study Design was conducted on 36 male Wistar rats
aged 3.5-4 months with bodyweight of 200-210 grams divided randomly into 2 groups. The
control group was fed with 0.42 ml of overused cooking oil and 0.5 ml of distilled water. The
treatment group was fed with 0.42 ml of overused cooking oil and supplemented with 0.2 mg of
astaxanthin per day. Interventions were conducted for 14 days. On day 15", rats’ blood was taken
to measure GGT serum level and hepatic histopathology examination was performed for steatosis
counting. The comparative test was conducted to compare the results on both groups.

Research results. The results showed that the mean steatosis (31,64 £ 10,77 %) and GGT levels
(46,12 = 3,777 U/L) in the treatment group were significantly lower than the mean steatosis (39,53
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+ 4,70 %) and GGT levels (57,82 £ 6,45 U/L) in the control group, with p=0,011 and p<0,001

respectively.

Conclusion. Astaxanthin supplementation inhibited liver steatosis and the increase of GGT serum
levels in male Wistar rats fed with overused cooking oil.

Key words: Astaxanthin, Fatty liver, Gamma-glutamyltransferase, Overused cooking oil

Pendahuluan

Sebagian besar (90%) rumah tangga
di Indonesia memiliki kebiasaan untuk
menggoreng berkali-kali sebanyak 4 hingga
8 kali setiap harinya.l’2 Makanan yang
dipersiapkan menggunakan minyak yang
dipakai berulang- ulang dalam suhu tinggi,
akan mengakibatkan berbagai reaksi
degradasi seperti hidrolisis, oksidasi, dan
polimerasi termal.>® Selama proses ini,
kejenuhan asam lemak dari minyak
meningkat dan dekomposisi asam lemak
terjadi lebih cepat. Pada batas tertentu
minyak menjadi tidak layak pakai dan
dikenal dengan istilah minyak jelantah.5

Penggunaan minyak jelantah tidak
hanya mengubah rasa, kandungan gizi dan
tekstur makanan yang dihasilkan, tetapi
juga dapat mengakselerasi terjadinya proses
penuaan.6 Laju proses penuaan dipengaruhi
oleh berbagai faktor, seperti
ketidakseimbangan komposisi antara radikal
bebas dan antioksidan dalam tubuh, pola
hidup kurang baik, diet yang tidak sehat,
stres serta kemiskinan.” Minyak jelantah
merupakan salah satu sumber radikal bebas
yang akan memicu terjadinya peroksidasi

lipid dan stres oksidatif, dimana akhirnya

dapat menimbulkan kerusakan dan

kematian sel serta memicu terjadinya

inflamasi, aterosklerosis, penyakit
degeneratif, serta penyakit kronis seperti
kanker.*® Akumulasi lemak jenuh akan
meningkatan transpor asam lemak dari
lapisan viseral ke hepar melalui jalur vena
porta. Asam lemak bebas dalam jumlah
berlebih juga dapat mengganggu fungsi
mitokondria dan oksidasi asam lemak,
sehingga lemak akan terakumulasi pada sel
hati. ° Akumulasi lemak yang terjadi
berkepanjangan akan menyebabkan suatu
penyakit yang dikenal sebagai penyakit
Perlemakan Hati Non-Alkoholik (PPNA)

atau Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

(NAFLD)."

NAFLD telah menjadi masalah
kesehatan global. Di akhir tahun 2015,
perkiraan  insidensi  global =~ NAFLD

mencapai 25,24%, yang berarti lebih dari 1
milyar orang di seluruh dunia menderita
NAFLD.!"" Prevalensi NAFLD di wilayah
perkotaan Indonesia diperkirakan berkisar
pada 30%."* Penetapan diagnosis NAFLD
dilakukan dengan melihat adanya infiltrasi
lemak (steatosis) pada lebih dari 5%

hepatosit tanpa adanya riwayat konsumsi
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berlebihan.'?

alkohol

Serum  GGT
(Gamma- glutamyltransferase) merupakan
marker yang sensitif untuk mendeteksi

NAFLD. Koenig dan  Seneff

juga
menunjukkan bahwa peningkatan GGT
berkaitan dengan stres oksidatif dan
inflamasi, yang merupakan faktor- faktor
yang terlibat dalam perkembangan NAFLD.
14

Sampai saat ini, terapi yang
direkomendasikan untuk NAFLD meliputi
penurunan berat badan melalui pengaturan
nutrisi serta aktifitas fisik. Belum ada terapi
farmakologis  yang  disetujui  dalam
pengobatan NAFLD karena ditemukan
berbagai efek samping penggunaan jangka
panjang serta kurangnya hasil akhir yang
bermakna. Intervensi lainnya
direkomendasikan untuk menargetkan jalur
yang terlibat dalam patogenesis NAFLD
seperti stres oksidatif.'>'®

Astaxanthin merupakan antioksidan
dari golongan karetenoid yang berperan
dalam  menghambat NAFLD dengan
memperbaiki resistensi insulin, sehingga
mencegah lipolisis di jaringan adiposa dan
transpor asam lemak ke hepar. Astaxanthin
juga mampu menurunkan ekspresi gen-gen
lipogenik, menghambat produksi sitokin
pro-inflamasi, melindungi tubuh terhadap
proses peroksidasi lipid dan kerusakan yang

diakibatkan oleh stres oksidatif serta mampu

meningkatkan  level  glutathione  dan
superoxide dismutase sebagai antioksidan
internal pada hewan coba. 719" Astaxanthin
memiliki kapasitas antioksidan 10 kali lebih
besar daripada karotenoid lain sehingga
bermanfaat dalam menangkal radikal bebas
sumber.*’

dari berbagai Manfaat yang

didapatkan dari astaxanthin diharapkan
mampu meningkatkan kondisi kesehatan
secara  keseluruhan melalui  berbagai
mekanisme kerjanya.

Selain melalui perubahan gaya hidup
dan pengaturan nutrisi seimbang, diperlukan
intervensi

tambahan untuk menghambat

perkembangan NAFLD, mengingat

tingginya  prevalensi NAFLD  dan

asosiasinya dengan penyakit
kardiovaskular.'® Tidak seperti obat- obatan
yang berpotensi menimbulkan efek samping
dalam penggunaan jangka panjang, belum
ditemukan efek samping dari konsumsi
astaxanthin dalam dosis besar dan jangka
waktu lama.”' Penelitian ini dilakukan untuk
astaxanthin dalam

NAFLD akibat

mengetahui manfaat

menghambat terjadinya

paparan minyak jelantah.
Bahan dan Metode

Studi eksperimental menggunakan
post- test only control group design
dilakukan pada populasi tikus Wistar (Rattus

novergicus) jantan yang sesuai. Tikus Wistar
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jantan berusia 3.5-4 bulan dengan berat

badan 200-210gram yang aktif dan sehat
merupakan kriteria inklusi subjek penelitian.
Sebanyak 36 ekor tikus Wistar dibagi
menjadi dua kelompok seimbang yaitu
kelompok perlakuan dan kontrol. Tikus
dipelihara dalam kandang berupa bak plastik
berukuran 30x40x20 cm dengan penutup
kawat pada bagian atas, di dalam kandang
terdapat tempat makanan dan botol
minuman, serta pada dasar bak diberikan
sekam padi untuk menyerap kotoran tikus.
Tikus ditempatkan pada siklus cahaya 12
jam gelap: 12 jam terang. Tikus terlebih
dahulu diadaptasi selama 7 hari di lokasi
penelitian sebelum diberikan perlakuan.
Selama proses adaptasi maupun perlakuan
tikus tetap diberi makan dan minum secara
ad libitum. Makanan yang diberikan adalah
standar diet pellet BR-1A, 10 gram/100
gram BB tikus/ hari dengan standar kadar
protein 20- 25%, lemak 5%, karbohidrat 40-
45%, serat kasar kira- kira 5%, abu 4-5%.
Kebersihan dan kenyamanan kandang selalu
dijaga dan tikus diperlakukan dengan baik.

diberikan

Kelompok  perlakuan,

astaxanthin yang didapat dari sediaan

berbentuk kapsul berisi serbuk dengan
kandungan real astaxanthin, sebanyak 0,2
mg/200 gram BB yang dilarutkan dalam
akuades Astaxanthin

diberikan

hingga 0,5 ml.

15 menit setelah pemberian

minyak jelantah, per oral melalui sonde,
sekali sehari selama 14 hari. Kelompok
kontrol, diberikan akuades 0,5 ml, 15 menit
setelah pemberian minyak jelantah, per oral
melalui sonde, sekali sehari selama 14 hari.
Minyak jelantah didapatkan dari
minyak kelapa sawit yang digunakan untuk
menggoreng tahu pada suhu 150° C selama 8
menit, diulang sebanyak 6 kali. Dosis yang
dapat menyebabkan kerusakan hepatosit
pada tikus adalah 0,42 ml/ 200gr BB tikus
Wistar. Dosis astaxanthin yang digunakan
yaitu 0,2 mg/200gramBB tikus wistar/ hari.
Pada hari ke-15, hewan coba dibedah
dan diambil darahnya untuk dilakukan
pemeriksaan terhadap organ hati dan kadar
serum GGT. Tikus di euthanasia dengan
dosis Ketamin- Xylazine berlebih, yaitu
Ketamin 10% 150mg/kgBB dan Xylazine
2% 30mg/ kgBB
darah

secara intraperitoneal.

Pengambilan tikus  dilakukan
dengan menggunakan tabung mikrokapiler
melalui medial canthus sinus orbitalis.
Darah diambil sebanyak 1 mL dan
pemilihan sampel organ hati diambil dari
dua lobus terbesar. Ukuran hati

diambil

yang

disesuaikan dengan penelitian

sebelumnya dan dibuat preparat sesuai

metode  histologi baku  menggunakan

pengecatan Haematoxilin Eosin.”> Steatosis

dinilai  dari  jumlah  hepatosit

yang

sitoplasmanya  berisi  vakuola lemak.
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Steatosis dihitung dari tiga lapang pandang

pada pembesaran 400x. Hepatosit yang
ditemukan pada ketiga lapang pandang juga
dijumlahkan. Kemudian total steatosis
dibagi dengan total hepatosit dan dikalikan
100% untuk mendapatkan persentase
steatosis. Kadar GGT dinilai dari serum
darah tikus dengan alat Cobas 6000 metode
standar IFCC.
Analisis  data  penelitian  diuji
menggunakan uji komparasi t-independent
dengan SPSS 23 (IBM, Statistics). Seluruh
prosedur penelitian telah disetujui oleh
Universitas

NO.1601/UN14.2.2.VII.14/LT/2020.

komisi etik Udayana,

Hasil Penelitian

Pada penelitian ini, terjadi drop- out
sebanyak 2 ekor tikus, masing- masing 1
dari setiap kelompok yang disebabkan
karena tikus mati pada saat penelitian
berjalan, sehingga analisa data dilakukan
pada 17 ekor tikus dari masing- masing
kelompok.

Analisis menggunakan uji komparasi
t-independent dilakukan untuk
membandingkan steatosis dan kadar GGT
antar kelompok, yang ditampilkan pada
tabel 1. Hasil penelitian menunjukkan rerata
kadar GGT pada kelompok perlakuan (46,12
+ 3,77 U/L) lebih rendah secara signifikan

dibandingkan dengan kelompok kontrol

(57,82 = 6,45 U/L) (p<0,001). Demikian

rerata steatosis pada kelompok

juga,
perlakuan (31,64 + 10,77 %) dibandingkan
dengan kelompok kontrol (39,53 + 4,70 %)

(p= 0,011). Pada gambar 1, dapat terlihat

gambaran steatosis, baik makrosteatosis
maupun  mikrosteatosis  lebih  banyak
ditemukan  pada  kelompok  kontrol

dibanding kelompok perlakuan. Sedangkan
nampak lebih banyak gambaran hepatosit
normal pada kelompok perlakuan.

Hal ini mengindikasikan efek positif
dari  Astaxanthin dalam  menghambat

perlemakan hati dan peningkatan kadar

serum Gamma- Glutamyltransferase (GGT).

Pembahasan

Pada penelitian ini, setelah 14 hari hewan
coba diberikan minyak jelantah didapatkan
rerata steatosis 39,53% pada kelompok

31,64%
Hasil

kontrol dan pada kelompok

perlakuan. pemeriksaan  secara
makroskopis juga menunjukkan adanya pita
lemak pada seluruh sampel dari kelompok
kontrol (17 sampel) sementara pada
kelompok perlakuan hanya ditemukan pada
11 sampel. Berdasarkan hal tersebut, dapat
disimpulkan bahwa pemberian minyak
jelantah selama 14 hari dapat menyebabkan
peningkatan steatosis. Hal ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya, dimana ditemukan

peningkatan steatosis dan enzim hati pada
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tikus yang diberikan minyak jelantah selama
14 hari.” Kualitas minyak goreng yang
digunakan akan mempengaruhi tingkat
penyerapan minyak. Pada penggorengan
berulang, polaritas minyak akan meningkat
dibandingkan dengan pada minyak baru.**
Penggorengan minyak pada suhu tinggi juga
menyebabkan peningkatan kadar asam
lemak jenuh. Akumulasinya yang berlebihan
dalam tubuh akan meningkatkan transpor
Free Fatty Acid (FFA) dari lapisan viseral
ke hepar. Kadar FFA yang berlebih juga
akan mengakibatkan turunnya oksidasi asam

lemak di mitokondria,

yang
berperan dalam terjadinya NAFLD.”

semuanya

Analisis kemaknaan rerata steatosis
menunjukkan bahwa kelompok yang diberi

astaxanthin memiliki rerata persentase

lebih rendah

Hasil

steatosis yang signifikan

dibandingkan kelompok kontrol.
penelitian ini sejalan dengan berbagai teori

dan penelitian sebelumnya

yang
menjelaskan peranan astaxanthin dalam
berbagai patogenesis NAFLD. Astaxanthin,
diketahui aktifitas

memiliki antioksidan

yang tinggi. Ganggang hijau
Haematococcus pluvialis sampai saat ini
merupakan satu-satunya spesies yang dapat
mensintesis dan mengakumulasi astaxanthin
dalam jumlah tinggi. Astaxanthin diketahui
mampu memperbaikan resistensi insulin
sehingga dapat

mencegah lipolisis di

jaringan adiposa.'” Liu et al., (2014) juga
menunjukkan bahwa astaxanthin mampu
mengakselerasi pemanfaatan lipid melalui
aktivasi metabolisme aerobik di mitokondria
sehingga mengurangi pelepasan FFA dari
jaringan adiposa dan mencegah terjadinya
peningkatan transport asam lemak ke
hepatosit.26 Penelitian Jia et al., (2016)
astaxanthin

mengemukakan bahwa

menurunkan ekspresi gen-gen regulator

lipogenesis seperti SREBP-1, sehingga
mencegah terjadinya lipogenesis de novo di
hepar serta mampu meningkatkan ekspresi
PPAR-a yang kemudian dapat merangsang
jalur  sintesis

asam  empedu  dan

menyebabkan penurunan akumulasi lipid
hepatik. 27.28

Analisis kemaknaan rerata kadar
serum GGT juga menunjukkan bahwa
kelompok yang diberi astaxanthin memiliki
rerata kadar GGT yang signifikan lebih
rendah dibandingkan kelompok kontrol.
Beberapa penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya menunjukkan adanya korelasi
negatif antara GGT dan  Gluthation
Peroxidase (GPx), enzim yang berfungsi
untuk mencegah terjadinya kerusakan akibat
stres oksidatif. GGT juga akan diinduksi
saat glutation intraseluler berkurang.29
Kadar GGT lebih rendah yang ditemukan
pada kelompok perlakuan menunjukkan

bahwa astaxanthin mampu meningkatkan
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kadar glutation sebagai antioksidan internal,

sehingga dapat mencegah terjadinya stres
oksidatif."®

Penalataksanaan NAFLD meliputi
empat area besar, yaitu modifikasi gaya
hidup, penanganan komponen dari sindroma
metabolik,

farmakoterapi untuk pasien

dengan risiko dan managemen

tinggi,
komplikasi sirosis. Intervensi gaya hidup
dengan tujuan pengurangan berat badan
melalui perbaikan pola diet dan aktifitas
fisik adalah kunci utama penanganan pasien
dengan  NAFLD.*

dilakukan oleh Weta, et al.,

Penelitian  yang
(2017)
menunjukkan bahwa pemberian PUFA rasio
2:1 n-6:n-3 pada wanita obesitas yang
dikombinasikan dengan aktifitas  fisik
selama 12 minggu mampu mengurangi
steatosis, komposisi lemak tubuh dan level
serum TNF-o.>! Sampai saat ini, belum ada
konsensus mengenai terapi farmakologis
yang efektif karena detail patofisiologi
NAFLD belum dimengerti sepenuhnya.
Intervensi pada perbaikan gaya hidup juga
memiliki tingkat kepatuhan yang rendah.
Karena itu, kemungkinan diperlukan
suplementasi yang mampu bekerja pada
tahapan-tahapan terjadinya NAFLD seperti
berbagai macam jenis mikronutrien ataupun
antioksidan sebagai kombinasi maupun
alternatif tatalaksana. Aktifitas astaxanthin

dalam menghambat produksi sitokin pro-

inflamasi seperti TNF-a mampu mencegah

terjadinya lipolisis di jaringan adiposa dan

juga meningkatkan sensitivitas insulin,
sehingga mencegah akumulasi lipid di
hepar.®>  Astaxanthin  juga  mampu

melindungi sel dari kerusakan akibat stres

oksidatif melalui  fungsi  antioksidan

sehingga dapat menetralkan singlet oksigen
dan menghambat pembentukan Reactive
Oxygen Species yang kemudian akan
mencegah terjadinya fase lanjut NAFLD.*

Walau  didapatkan  hasil

yang

bermakna pada kelompok perlakuan,
penelitian ini masih memiliki kekurangan,

yaitu tidak adanya kontrol negatif yang

menyebabkan kurangnya informasi
mengenai  keadaan  normal  sebagai
perbandingan hasil. Namun, pengaruh

positif astaxanthin terhadap berbagai macam
kondisi yang dapat mencetuskan timbulnya
suatu penyakit diharapkan dapat digunakan
untuk mencegah berbagai penyakit yang
berkaitan dengan proses penuaan sehingga
prinsip anti-aging medicine, yaitu agar usia
harapan hidup menjadi lebih panjang dan

tetap dalam keadaan sehat dapat tercapai.

Kesimpulan dan Saran

Suplementasi astaxanthin selama 14 hari
menghambat perlemakan hati dan mencegah
peningkatan kadar serum GGT pada tikus

Wistar jantan yang diberi minyak jelantah.



Indonesian Journal
: ol Clinical Nutrition
Physician

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk

mengetahui apakah akan didapatkan efek

yang serupa pada manusia.
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Gambar 1. (A) Kelompok Perlakuan. (B) Kelompok Kontrol. (Objektif 400X). Panah
hitam menunjukkan hepatosit normal, panah merah menunjukkan mikrosteatosis dan
panah kuning menunjukkan makrosteatosis.

Tabel 1. Perbandingan steatosis dan kadar serum GGT antar kelompok

Variabel Kelompok (Rerata+SB) »
Kontrol (n=17) Perlakuan (n=17)
Steatosis (%) 39,53+4,70 31,64+10,77 0,011*
GGT(U/L) 57,82+6,45 46,12+3,77 <0,001°*

n= jumlah sampel; p= nilai kemaknaan



