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KEPUTUSAN 
KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN 

NOMOR: HK.03.05/111/75012012 

T ENTANG 

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2012 

KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN 
' 

: a. bahwa ur.tuk melaksanakan kegiatan penelitian pada Pusat Biomedis dan 
Teknologi Dasar Kesehatan. perlu ditunjuk Tim Pelaksana Penelitian Tahun 
2012; 

. 

b. bahwa berdasarkan pertimbangan huruf a tersebut diatas, maka dipandang 
· periu menetapkan Keputusan Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar 
Kesehatan tentang Pembentukan Tim Pelaksana Penelitian Tahun W12 
sejumlah tujuh bclas pe:ne!itian; 

1. Undang-Undang Nomor 23 Tahun 1992 tentang Kesehatan (Lemt:.aran 
Negara Republik Indonesia tahun 1992 Nomor 100, Tambahan Lembaran 
Negara Republik Indonesia Nomor 3495); 

2. Undang-undang Nomor 14 Tahun 2001 tentang Paten (lembaran Negara 
Republik Indonesia Tahun 2002 Nomo( 109, Tambahan Lembaran ne�gara 
Republik Indonesia Nomof 4130); ' 

1. Daftar lsian Pelaksanaan Anggaran (DIPA) Pusat Biomedis dan Teknologi 
· Dasar Kesehatan tahun 2012 dengan No.0683/024-11. 1.01100/2012. tanggal 
9 Desember 2011; 
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MEMUTUSKAN 

1) Membentuk Tim Pelaksana Penelitian Biomedis dan Teknologi 03sar 
Kesehatan Tahun 2012 sebagaimana tercantum dalarn lampiran keputusari ini; 

2) Kepada Tim Pelaksana Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi C 3sar 
Kesehatan, Sadan Litbang Kesehatan Tahun Anggaran 2012, dapat diberikan 
honorarium sebagaimana tersebut dalam lampiran 2 Keputusan ini: 

"T:im Pelaksana Penelitian Tahun 2012 rnempunyai tugas sebagai berikut: 
1) Melaksanai<an Penelitian pada Pusal Biomedis dan Teknolog: D 3sar 

Kesehatan Tahun 2012, dengan susunan Tim seperti pada lampiran surat 
keputusan ini; 

2) Menyerahkan laporan Kemajuan Penelitian, laporan Pelaksana<in Pene Jtian 
dan Laporan Akhir Penelitian kepada Ke1-1ala Pusat Biomedis d<in Teknologi 

· Dasar Kesehatan. 

Dalam melaksanakan tugasnya, Tim bertanggungjawab kepada Kepala P1Jsat 

Bicmedis dan· Teknologi Dasar Kesehatan serta wajib menyampaikan laporan 

akhi� penelitian sebagai pertanggungjawaban kegiatan; 

Biaya pelaksanaan kegiatan .serta honor Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2012 
dibebankan pada anggaran OIPA. Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar 
Kesehatan Tahun 2012; · · 
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Keputusan ini mulai berlaku. sejak bu Ian Januari sampai dengan Des �mber 2012 
dengan ketentuan apabila dikemvdian hari ternyata terdapat kekeliruar. dalam 
pen13tapan ini akan diadakan perbaikan dan perubahan sebagaimana rnestinya. 

Ditetapkan di 
Pacia tanggal 

.· ·�ep ala, 
• f � 

. .. , ; ' 

-. ••w• •••' ' ',/•" 

Jakarta 

6, Februari 2012 

··Qr�:· OridiiJ) wi Sampurno, M.Si., Apt 
NIP fg,321119198803 1001 

""'.32ris Jenderaf Kemenkes RI; 
_ Jenderal Kemenkes RI 

- Carlan Pemeriksa Keuangan; 
e: Sadan Pengawasan Keuangan dan Pembangunan: 

2a 3adan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan: 
Badan Penelitian dan Pengernbangan Kesehatan; 

::?' ·en Anggaran Kemenkeu RI OKI Jakarta; 
?':lala Pusat di Lingkungan Sadan Litbang Kesehatan; 

3agian Tata Usaha Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan; 
..,. � Biomedis, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan: .:..cang Teknologi Dasar Kesehatan, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Keser1atar '3!!r�i!:.::�··:i-h Pengeluaran Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan; 

.... .._ _____ ... ,,..-as:ng Ycng bersangkula1
1
1 untuk dilaksanakan. l 
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KATA PENGANTAR 

Puji syukur kami panjatkan ke hadirat Tuhan Yang Maha Esa atas karuniaNya laporan 

penelitian berjudul "DISATN SUPLEMEN MENGANDUNG ASAM LEMAK 

TERKONYUGASI (ALT) UNTUK MENINGKATKAN PERTUMBUHAN 

TULANG" dapat diselesaikan dengan baik. 

Atas ke1jasama tim peneliti dan bantuan dari peneliti lain Jilin��..t111�.Jn Pusat 8iornedis 

dan Teknologi Dasar Kesehatan dalam_ menyelesaikan_ tuga<; ini brni m('ngucapkan tcrima 

l....!..;ih yang sebesar besamya. ·eciap peneliti yang terlibt J ... i! ..: m ;..1..·�iata11 ini dapat 

berkontribusi seauai dengan tugas masing-masing sehingga kegiatan penelitian ini dapat 

bl..'rlangsung hannonis. 

Harapan kami hasil penelitian ini dapat berkontribusi dalam ml..'mc:cahkan masalah 

sruntinR di Indonesia dengan pendekatan sumber daya lokal dan kemampuan sendiri. 

Sdain itu jnformasi yang diperokh dari kegiatan ini dapat m1..·nj:.1Ji p1.:nimbang.an dalam 

pl..'ningbtan ilmu pengetahuan dan pmgram kt'sehatan. 

Semoga kegiatan penelitian ini memberikan pengalaman bagi peneliti dan kegiatan ilmiah 

dimasa datang. 
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RINGKASAN EKSEKVTIF 

Berdasarkan data Riskesdas 2010, masalah balita pendek (stunting) merupakan 

masalah gizi yang menonjol dalam masalah gizi anak, sehingga dalam program 

suplementasi bagi anak dan ibu hamil memerlukan suplemen yang mendorong 

pern1mbuhan densitas tulang. 

Pada awal penelitian ini ditujukan untuk meningkatkan pertumbuhan yang diukur 

dengan densitas tulang formulasi ini disusun dari ALT dan sumber bioaktif tanaman 

tersebut terhadap pertumbuhan densitas tulang. yang terdiri dari ( I )  pengaruh komponen 

ALT dan bioaktif terhadap pertumbuhan tulang dari fermentasi kedelai dan uwi pada tikus 

coba 

Penelitian ini didesain sebagai penelitian ekper imental murni. yang akan dilakukan 

di laboratorium Pusat Biomcdis dan Penelitian Oasar Kesehatan Balitbangkt!s dengan 

rnemformulasikan tiga jenis ransum yaitu kontrol/ransum basal (i). ransum basal dengan 

suplementasi mengandung ALT saja (ii), dan ransum basal yang disuplementasi dengan 

ALT, isoflavon (fermentasi kedelai) dan antosianin (m\·i) (iii) yang diberikan pada he\Yan 

coba (tiKus) yang haru disarib dan yang hunting. Pertum�uhan tubng diukur dengan 

Jensitas tulang. serta h,1!..:mia tulang metabolism-: bbium Jan prnt<.:in tulang Scrta 

hormon terkait pertumbuhan tulang diukur untuk menilai efektifitas suplemen tersebut. 

Berdasarkan data densitas tulang, suplemen ALT dengan senyawa antioksidasi 
. 

isoflavon dan antosianan membantu meningkatkan densitas tulang baik pada tikus sapih 

maupun pada anak. tikus dari induk y�ng bunting :ang 111-:ngkonsumsi suplemen tersebut. 

Hal tersebut didukung J�:ngan m-:ni11gkatnya transpur (.-\lbumin). kandungan kalsium dan 

protein tulang serta hormon pc:rtumbuhnn tulang osteokalsin. 

Prototipe suplemen tcrscbut diharapkan dijadikan masukan bagi suplementasi makanan 

anak kurang gizi serta ibu hamil dalam pencegahan dan penanggulangan stunting pada anak 

Indonesia melalui penelitian lanjutan mengenai efikasi dan efektifitas suplemen ALT dan 

isoflavon dan antosianin pada masyarakat terutama anak balita dan ibu hamil . 
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ABSTRAK 

Pendahuluan: data Riskesdas 20 I 0, masalah balita pendek (stunting) merupakan masalah 

gizi yang memerlukan inovasi pemberian suplemen yang sesuai dengan pertumbuhan 

tulang pada anak-anak dan ibu hamil. Disain formula suplemen dengan komposisi Asam 

Lemak Terkonyugasi (ALT) yang banyak dijumpai dalam makanan Indonesia dan 

bioaktif larut lemak (isoflavon) dan larut air (antosianin). 

Metoda: Desain penelitian adalah eksperimental mumi, yang dilakukan di laboratorium 

Pusat Biomedis dan Penelitian Dasar Kesehatan Balitbangkes dengan tiga jenis formula 

ransum yaitu kontrol/ransum basal (i), ransum basal d('ngan suplementasi mengandung 

ALT :;aja (ii), dan ransum basal yang disuplementasi Jengan ALT. isoflavon (frrmentasi 

keddai) dan antosianin (uwi) (iii) yang diberikan pada he\\·an coba (tikus) yang barn 

disapih selama 2 bulan dan yang bunting sampai m1:lahirkan kemudian anak disapih. 

Penumbuhan tulang diukur dengan densitas tulang, s�rt:i biokimia tulang metabolisme 

kalsium dan protein tulang serta hormon terkait pertumbuhan tulang diukur untuk menilai 

efrk suplemen tersebut 

Hasil dan Pemhahasan: Data densitas tulang pada he,Yan mendapat suplemen ALT 
dernrnn senya,va antioksidasi isoflavon dan antosianan meni1uikat secara signifikan - - """ -

dibanding tikus yang mendapat ALT saja dan yang mendapat ransum basal/kontrol baik 
pada tikus sapih maupun pada anak tikus dari tikus induk. Selanjutnya data tersebut 
didukung dengan meningkatnya transpor (Albumin). kandungan kaisium dan protein 
tulang SL'l1a honnon pcrtumbuhan tulang osteokalsin .. 

l\.esimpulan: Prototipe suplemen makanan mengandung . ..\LI dan senyawa antioksidasi 
merupakan formulasi yang dapat diintegrasikan pada program pemberian suplementasi 
makanan anak kurang gizi serta ibu hamil dalam pencegahan dan penanggulangan sehingga 
selain dapat meningkatkan status gizi juga membantu menurunkan kasus stunting pada 
anak Indonesia. 

Kata Kunci: suplemen makanan, ALT, lsoflaYon, antosianin, dcnsitas tuhmg. 

st1111r;11g 
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I. PENDAHULUAN 

LatarBelakang 

Data Riskesdas tahun 2010 menunjukkan angka stunting (pendek) mencapai 

35,6<1<> diantara anak-anak Indonesia. Hal ini disebabkan oleh status gizi yang rendah pada 

waktu dalam janin dan perkembangan pada masa Golden Age. Penurunan angka stunting 

tersebut akan mendongkrak peningkatan status gizi anak dan kualitas sumberdaya 

manusia (Riskesdas 2010). 

Sejauh ini upaya penanganan stunting pada balita hanyak dilakukan baik dengan 

pemberian suplemen mengandung :z:at gizi makro ( cnergi dan protein) dan mikro ( ,·itamin 

dan mineral antara lain denga.n zinc) namun bc.:lum bcrhasil inenurunkan angka stunting 

bahkan balita menjadi severe stunting (sangat pendek)( Lam id A 2011. Amelia 2006). 

PL'n(;c.:gahan stunting secara dini terbaik dimulai :;,:jak ibu hamil. 

lbu hamil yang kurang gizi karena kurangnya asupan zat gizi dari makanan 

berpengaruh terhadap pertumbuhan janin yang beresiko melahirkan bayi BBl.R dan 

panj3ng badan yang rendah. Bayi ini akan m�mpuny:ii hambatan pertumbuhan yang. 

bcrpc.:luang tumbuh sebagai bayi atau balita yang stunting. dikemudian hari bc.:n::-ikli 

nh.:Ilj.1Ji l>besitas. Sejauh ini penelitian suplementasi mdalui zat gizi mikro {multi gizi) 

(Suna,,·ang 2005) dan zat gizi makro dan mikro (Hardinsyah 2002) untuk ibu hamil 

belum optimal menurunkan angka stunting pada bayi dan anak. Diduga suplemen yang 

diberikan kurang mengandung asam Ieinak tidak jenuh ganda (Poly Unsaturated Fatty 

Acid==PUF A). Pada penelitian dengan hewan coha ·penamhah an PUF.'\ tcrmasuk asam 

lemak terkonyugasi (ALT) atau conyugat�J linokic acid (CLA) dapat mc-ningkatn:•a 

massa tulang dan menurunkan lemak adipose ( Stl!Yen W and tvlartha A. �O 11 ). 

Asam lemak terkonyugasi merupakan isomer dari asClm linolcik (LA.: I 8:�) ( 18<::!0) 
_·ang termasuk salah satu dari PUF A pada umumnya ditcmukan pada posisi cis-9.trans-11 

tc9tl 1) dan trans-10,cis-12 (t10cl 2) keduanya mempunyai aktifitas biologis. Pengaruh 

PUF A termasuk ALT pada metabolisme tulang dijelaskan da[am gambar dibawah ini: 
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Garn bar J ,Pengaruh PUF A tennasuk ALT dalam metabolisme tulang 

1':1Ja Gambar 1 menui�iukkan 2 mekanisme ALT atau conjugated li110l�ic acid 

1 t i . ·� r.iJ:1 PL'l1umbuhan mbng. Pertama, ALT berp engaruh terhadap peru bahan alur 

:-1��··1';...,!:;enase pada pembt:ntuk:an tulang, secara lagsung melalui produksi hiosintesa 

Pwstagl.111din E (PGE2) atau tidak langsung melalui Insulin-like growth Factor-I (lGF-1 ). 

K1.·J� .. L kptin dan ALT terhadap deposit mineral tulang (Watk ins and <;;cit"cn. ::!000). 

d1prt,Jubi ol�h osteoblast. Dengan demikian osteoblast mendorong proses pembentukan 

tubn� mcnjadi lebih tinggi (Rahman et al. 2006). Hal ini menyebabkan absorpsi kalsium 

a"an ml;!ningkat oleh adanya asam lemak terkonyugasi (Kelly et al, 2003). 

\..;am kmak terknn� u,;:1..;i ,;;�in�:-it banyak ditcmukan dalam makan::m lall1 111:..1Upu11 

darat Japat digunakan untuk mcningkatkan mutu makanan yang bermanfaat bagi 

kesehatan manusia. Asam lemak terkonyugasi mempunyai dampak bagi metabolisme 

kalsium untuk tulang, tetapi kurang berpengaruh pada pertumbuhannya. Selain asam 

lemak terkonyugasi, potensi protein dan bioaktif ternyata juga dapat membantu 

m .. :1.1;-,.1i'mL tulang schingga memanfaatkan potensi asam lemak terkon�uasi <lan bit,aktil° 
'\.°�.1r.: l'l·r:-.a111a-samo dapat ml:!ningkatkan pertumbuhan tulang (Anonym. �OU.>: 1'.('.lly et 

al �Ull.� ;Chen et al 2008). 

Sumber daya genetika makanan Indonesia cukup beragam dan pemanfaatan 
sumbcr daya ini selain membantu peningkatan ekonomi daerah dan juga sumber daya 

manusia yang memilik inya. Oleh karena itu pemanfaatan potensi bioaktif dalam makanan 

berpotensi sebagai perlindungan kekayaan sendiri dan manfaatnya bagi masyarakat. 

Peranan bioaktif dalam menstabilkan metabolisme tu lang terjadi dengan adanya 

ilavonoid dalam makanan sumber protein (Chang et al, 2003) dan sumber energi (Chen et 

aL 2008), sehingga pertwnbuha.n tulang meningkat dan densitas tula.ng lebih tinggi. 
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Penamhahan bioaktif baik dari ->umber energi dan protein membantu absorpsi mineral dan 

menstabilkan proses pembentukan tulang. 

Penelitian ini terdiri dari tahun I rnendisain teknologi formulasi suplemen dan 

manfaat asam Jemak terkonyugasi dan bioaktif dalam ransum untuk pertumbuhan pada 

rulang dengan hewan coba (tikus ; dan tahun II-III menguji manfaat suplemen pada ibu 

harnil dan anak balita. 

a. l\fasalah Penelitian 

Suplemen yang dibl..'rih-in r.id..i ibu hamil dan balita selama ini kurang 

mengandung PUf A sehingga penumhuhan _i�min dan pertumbuhan bayi dan balita belum 

optimal dalarn meningkatkan r,_·:-;::��;:--,:!;.1:1 tubng. PlT:\ te1111asuk ALT berperan dalam 

pembentukan tulang pada hewan coba. Optimasi ALT pada pertumbuhan tulang sejak dari 

j:min -.,..ir.irai balita sampai saat ::-,, �.;,,,, �;�..:;:ihui. 

b. Penanyaan penelitian 

Tim bu I pertanyaan apakah suplc:men dengan penambahan ALT lebih dapat 

meningkatkan pertumbuhan dib :rndingkan dc;:ngan suplemen biasanya? dan apakah dengan 

�namhalian hioaktif (antioksidan l paJ.1 -.,upkmen ALT lchih dapat dapat meningkatkan 

pcrtumbuhan tulang lebih tinggi Jan paJa hanya dengan penambahan ALT saja?. 

c. Penimbangan Gustification) fokus 

Selama ini suplemen untuk ibu hamil dan balita yang ada, belum dapat 

menanggulangi balita pendek. Oleh karena itu perlu dicari· zat gizi dan bioaktif yang dapat 

mening:katkan pertumbuhan tulang �ej:ik i:inin sampai balita. Penelitian pada he\·Van coba 

tk''asa tclah membuktikan balm·a :\L l daput meningkatkan pertumbuhan tulang. Selain 

nu bioaktif (antioksidan) diketahui darat sebagai penstabil dalam meningkatkan 

pcmbcntukan tulang. Dengan dcm ik ian penelitian pada hcwan coba usia sapih dan 

bunting diberi ransum ALT dan zat bioaktif akan dilakukan untuk mempelajari 

peningkatan pertumbuhan tulang pada anak dan ibu hamil yang diberi rnakanan tambahan 
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II. TIN.JAUAN PUSTAKA 

A. Kernngka Manusia 

Kerangka (skeleton) manus1a terdiri dari susunan berbagai macam tulang 

rermasuk cartilage (tulang rawan). Total sebanyak 213 buah tulang yang saling 

berhubungan atau bersendi. Tulang dan cartilage yang membentuk kerangka tubuh 

melindungi berbagai organ, jaringan dan sel tubuh (Syaifuddin 1992). 

Cartilage merupakan jaringan ikat yang tidak kal-;u. clJ_-.;1i:-; dJn mudah 

.:lib('1�gkokka:1 dari pada tulang. Cartilage terdiri dari sel-sc:l kh1M1" )�mg disehut 
kondrohlas yang banyak menghasilkan matriks ekstraselukr : �1n; tcrJiri dari scrat 

i..0l�g1?11. Ada tiga jenis cartilage: yaitu cartilage elastis, hialin Jan tibrv:>a . .Kvndroblas 

yang te1jebak dalam matr1ks disebut kondrosit (Partodihardjo P 1987) 

Tulang merupakan jaringan ibt yang keras dengan zat ime;,�·::..:'�·::::· .: :· :1:�� l-.c.:-ra-.; 
puJa. Fungsi tulang yaitu memberi bentuk dan penguat tubuh: sebagai pelindung alat 

mbuh yang vital; tempat untuk melekat otot; sumsumnya membentu!.. sd-sd darah merah; 

sebagai g udang penyimpanan mineral zat perekat dan zat kapur dan rcrtukaran ion 

kaJsium. fosfat (Syaifuddin 1992 ). 

!Rentuk Tulang 

Bentuk tulang-tulang pada rangka manusia terdiri atas: a)tulang panjang, b) tulang 

pendek; c) tulang pipih dan d) tulang tak beraturan yang berbentuk rongga, contohnya 

adalah tulang belakang. Tulang panjang : merupakan tulang utam:1 Jari anggPta hadan 

:t..-rJiri dari batang dan dua u.i ung � ang memhentuk sendi (Syaifuddin f l)t)� \ 

Epipt-1;/:si�• c 

�4..rt:11: 1_11.:11 C .:,,·t1L::q .. · _,.... -

•-�·-:�· ·-Epf·11pt'"r�/-:::•':'°;::-JI lir�,.-1 _,..._ l�-�-

r ....... , t�C,Ult�Jr·-.:./ (.;;:1V•t:t 

r .... t ul1·if;e1·Tt r'or arrr en 

Encjosteurn 

-· PcriOStf:::=ur·n 

// ..t"-..rLici..JIZ1r· cartJlage 

,,,,, .... 7: 

Gambar 2. Tulang Panjang 
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Bagian tulang panjang terdiri dari 1) diafisis merupakan tulang padat/kompak: 2) 
epifisis merupakan ujung tulang panjang lebih besar dari batangnya dan dibentuk dari 

rulang rawan 3) lempeng epifisis adalah bagian epifisis merupakan zona pertumbuhan dan 

hagian tulang baru disebut metaiisis. Epifisis dan metafisis terdiri trabekula (balok) yang 

saling m enyilang tidak beraturan membentuk tulang spongiosa clan ruang trabekula 

dipenuhi sumsum. 4) articular cartilage merupakan lapis tipis dari caitilage hialin yang 

menutupi epifisis; 5) periosteum terdiri dari 2 lapisan yaitu: a) lapisan fibrosa luar terdiri 
dari pembuluh darah. saluran limpa. syaraf: b) lapisan osteogenik dalam terdiri dari serat 

elastis, pembuluh darah. sel osteoprogenitor. osteoclas t dan osteoblast: 6) rongga sumsum 
medulla) berisi sumsum mcrah Jan kuning: 7) permukaan dalam tulang padat dilapisi 

rueh lapisan ti pis bersel ) an� Jisebut endosteum. Sel osteoprogenitor dan osteoblast 

Cal.am lapisan endosteum dalam medulla cavity juga mengandung osteoclast yang 

:::enyebar. Pada ujung tu I an� terdapat ban yak lubang ( foramen l temrat masuknya 

pembuluh darah (Tortora G and Anagnostakos N, 1990). 

�ktur tulang dan struktur sel 

Struk'iur tulang ada dun macam ,·aitu tulang kompak ( kortikol) dan tulang 

t:::iliekular (sponge atau cancellous). Tulang kompak adalah lapisan luar tulang yang keras 

v::!ID8 putih, dan padat. Sedangkan tulang trabecular merupakan jaringan sel terbuka 

ri yang membuat organ secara keseluruhan lebih ringan dan memungkinkan ruang 

'· pembuluh darah dan sumsum (Partodihardjo P 1987)!. 

Comp 3<t Bont & Spongy (C3nHllous Bonn 

Gambar 3. Tulang Kompak dan Sponge 
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Struktur sel yang menyusun tulang terdiri dari l ). Osteoblas ada1ah sel pembenruk 

tulang (remodeling tulang) yang diturunkan dari sel Osteoprogenitor. Osteoblas adalah 

sel-se! tulang yang belum matang, dan akhirnya menjadi terperangkap dalam matriks 

tulang rncnjadi osteosit sel tulang dewasa 2) Osteosit berasal dari osteoblas yang telah 

bermigrasi dan te1jebak yang dikel i lingi oleh matriks tulang. Osteosit merupakan sel-sel 

tulang yang matang. Fungsinya untuk pembentukan tulang, pemeliharaan matriks. dan 

homeostasis kalsium dan 3). Osteoklas adalah sel-sel yang bertanggung jawab untuk 

rcsorpsi wlang yaitu memecah tulang (Tortora G and Anagnnstakos �'  1 990) . .  

Gambar4. Struktur Sel Tulang 

Fisiologi pembcntukan tulang (bone formation) 

Proses pembentukan tulang disebut ossifikasi atau osteogenesis. Pembentukan 

erangka manusia dimulai dari em brio yang terdiri dari ' membran fibrosa dan cartilage 

hialin. Osteog�ncsis mulai dari minggu ke 6 atau 7 kehidupan embrio dan hcrlanjut 

s:mlpai usia de\\·asa. Ada 2 tipe pembentukan tulang yaitu I l imr.1 mcmhran l}ssifikasi Jan 

�1 endokondrial ossifikasi (Tortora G and Anagnostakos 1\. l l)90). 

Setelah kedua osifikasi (pertama dan kedua) terjadi. jaringan tulang segera 

menggan tikan cartilage. Carti lage yang menutupi permukaan articular discbut articular 

C!ltilage sedangkan daerah antara epifisis dan diafisis disebut lempengan epifisis yang 

b!nanggung jawab untuk pertumbuhan panjang dari tulang panjang (Tortora G and 

:;.::agnostakos N, 1 990). 
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lJ.in1h..ir 5.1:.mlokondrial Ossifikasi pada Tulang Tibia 

Fisiologi pertumbuhan tulang 

Pertumbuhan tu!ang diketahui dari struktur lempengan epifisis (epiphyseal plate) 

yang terdiri dari 4 area zona yaitu: 

I )  Z(1na l·aJ:111�:m ... -::irtilage. Se! chc1nJr1.'1.:� le pada zona ini tidak berfungsi 

Jalam pertumbuiun tuLm�. s-:1 ini hany a b.:ri"ung::ii memasang lempengan epifisis 

pada tulang dari epi fisis. 

2) zona cartilage proliferasi: Zona mengatur pembuatan chondrocytes baru 

dengan pembelahan sel untuk menggantikan chondrocytes yang mati pada 

permukaan diafoi� r:1da kmpeng epiftsis. 

3) Z1.ln.1 1.:.1rt i l :ti;1.: hipatroG terdiri dari 1.:hondrocyte yang lebih besar, yang 

lebih matang kbih dekat dengan diafisis. Lempeng epifisis memanjang hasil 

proliferasi sel Z\)tJa cartilage proliferasi dan matang basil dari sel dalam zona 

cartilage hipertropi. 

4) zona matrik kalsifikasi (calcified matrix); hanya beberapa sel tebal dan 

hampir semuanya sel mati karena matriks intersel (interseluler matrix) yang 

mengelilingi telah di kalsifikasi. Kalsifikasi pengerasan tulang karena adanya 

deposit garam kalsitun (kapur) (Tortora G and Anagnostakos N, 1 990). 
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Penumbuhan kesamping tdiameter) seiring Jen��n pertumbuhan panjant:. 

Dengan proses ini. tulang yang melapisi rongga sumsum dirusak sehingga rongga 

benambah dalam diameter. Pada saat bersa.maan. osll.:ubla:;t dari periosteum rnenambah 

jaring8.n .tulang sc:kitar pc:nnuka ::m luar tulang. � 1ula-mu l.1 p1.:m ht:n tukan tulang Ji.di,, ... 

clan epifisis mc:n�hasilkan han; a tulang sponge b0nL' L:r.!l.J1ir. J::i1?r::ih luar d'-!ri tu:.c: 
sponge dirubah menjadi kompak bone. 

Cartilage epifisis sel berhenti membelah dan canilage digantikan oleh rulang. 

Tulang yang baru dibentuk disebut selaput epifisis (epiphyseal line). Dengan munculnya 

selaput epifisis pertumbuhan tulang berhenti. Pembentukan tulang akan berhenti pada usia 
�.; th !Tnrtora G and Anagnostakos N, 1 990). 

Pertumhuhan,  lVlo<leling dan Remodeling 

Tulang mengalami pertumbuhan longitudinal dan radial, modeling dan 

remodeling selama hidup. Pertumbuhan longitudinal dan radial selarna tumbuh kernbang 

;ajadi selama masa kanak-kanak dan remaja. Pertumbuhan longitudinal terjadi pada 

iempeng pertumbuhan, dimana cartilage berproliferasi pada epifisis dan rnetafisis pada 

2iJlla pada tulang panjang, sebelum mengalami mineralisasi untuk mernbentuk tulang 
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Dua mekanisme biolog is. menentukan kekuatan tulang yaitu modell ing Jan 

remodelling. Setiap tulang mengalami modeling selama hidup untuk membantu 

mengadaptasi perubahan biornekan ik, dan remodeling untuk membuang tulang tua dan 

rusak dan menggantinya dengan baru. 

:\i:odeling Tulang. 

l'v1odeling dapat mengubah bcntuk dan ukuran tu lang m elalui pembentukan tul.!n:; 

oleh sel osteoblas dan melalui pengerusakan tulang oleh sel osteoklas. Tu lang h1  ,;1 

melebar atau herubah axis dt::ng.an memindahkan atau menambah tulang pada pcrnwL.:·1 

yang tepat k.m:n;i pen�aruh sd osteoclast dan ostcL)blast. Secara nom1al J..:: .� ...::-. 

bertambah umur maka tulang melebar untuk merespon terhadap pembentukan tulang 

baru pada pcmiuk.a:u1 tulang dan resorpsi tulang pada sd ..:n .. fo:>tea l tu lang lama (Clark.1.. H 
2008). 

Pengerusakan Tulang. 

K�rusakan tulang dimulai dnri pem1Ukaan oste0kl3s tulang. Setelah ini. ostt>nl.. J:i.., 

mengalam i reruh:ih�m mnrfologi yang spesifik. Pfl':'I..':' p1..'nghancuran tulang Jin1l.;.:i 

dengan penghancuran asam hidroksiapatit. Setelah itu osteoklas mulai merusak matriks 

organik (Clarke B. 2008). 

Remodeling Tulang 

RenwJ�ll i ng a tau hone t 11mon·r adalah pw;:;es pen; erapan, kehilangan den:-.i u ... 

�g. diil.. uti  J1..·11g�rn pcnggantian jaringan tulang lamJ J1..·ngan jaringan tulang baru J.111 

ml ini te�jnJ i sepanjang hidup manusia. Renwdcl l i ng dim ulai selama hamil dan berlanj ut 

sm:ipai kematian. Seki tar 1 0% dari massa tulang orang dewasa dibangun ulang sctiai:1 

uhun. Tujuan remodelling adalah untuk mengatur homeostasis kalsium (keseimbangan 

blsium) dengan cara ini kalsium yang beredar dalam aliran darah yang berbentuk mineral 

c:::?suk kedalam tulang untuk pembentukan tulang mengimbangi proses resorpsi tu lang 
osteoklas (Clarke B. 2008). 

Remodeling tulang merupakan proses dalam tulang oleh populasi set yang disebut 

- remodeling tulang (Ganong 1995). Proses remodel ing mel iputi tahapan quiesscence 

(tulang diam); aktivasi, resorpsi, formasi dan mineralisasi. 
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Tahapan pertama dimulai penempatan prekursor pada tempat tertentu. kemudian 

berproliferasi, differensiasi dan kemudian pada tahp aktivasi fusi prekursor ke dalam 

osteoclast. Pada tahap resorpsi dimana osteoid dan matriks yang telah mengaalami 

mineralisasi dirusak oleh osteoklas. Kemudian osteoklas hilang dan permukaan tulang 

terdapat mononuclear phagocytes yang menempatkan prekursor osteooblas untuk 

melakukan proli ferasi dan differensiasi pada lokasi remodeling. Pada tahap pembentukan 

(formasi) sel matang membentuk matriks tulang baru untuk menggantikan tulang yang 

lama. Pada ta.hap mineralisasi dimana osteoid mengalami mineralisai dan lapisan sd 
terlihat kembali (quiescence)(Gowen 1991 ). 

B. ASAM LEMAK TERKONYUGASI (CON YLGATED LINOLEIC) 

:.\sam Lemak Terkonyugasi (ALT1 etau Conyugat�J Linoleic Acid (CL\1 

merur:lL�•1 :.!S�un lemak tidak jenuh ) ang \'.::>t:n:-ial ban� ak Jitemukan dalam makanan 

yang mempunyai ikatan metilen antara karbon atom C yang berikatan ganda ( -C=C-C­

C=C-). ikatan rangkap mempunyai konfigurasi cis. Asam lemak terkonyugasi. 

mempunyai ikatan rangkap konyugasi ( -C=C-C-C=C-) pada banyak pcsisi < 8  dan I O . 9 
Jan I I .  I 1 1  dan 1 2  atau 11 dan 13) dan isomer geometri cis a tau trans. Ada bena:ipa 
rnacam asam lemak terkonyugasi diantaranya conyugatcd linoleic acid (CLA). 

conyugated linolenic acid (CLN) dan conyugated eicosapentaenoic (CEPA) (Koba and 

Yanagita 2009) 

ALT diperoleh dari makanan hewan pemamah Diak (ruminansia) seperti sapi. 

b.n1Ping unta atau produk susu. ALT dihasilkan 1)kh hakh:ri Butyri n,·ihrit) tibrisoh ens 

�g::ii perantara dalam proses biohidrogen::isi Jari lintikic acid menjadi asam stl!arat 

Chin et al 1992). Selain itu juga tersedia ALT sintetis dipreparasi dari linoleic acid olch 

aikalin isomerisasi (Reaney et al 1 999), secara komersial .�LT biasanya d ipl!rsiapkan 

:mgan metode ini. ALT merupakan zat gizi yang aman untuk manusia (Whigham et al 

!). 
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Ciamh,:· - '-tru!..tur Kimia Asam Lcmak Terkonyugasi (Koba K and Yanagi ta T. 20U9) 

Et'c!.. _-\I i 
I .  Efck r01csial ALT sebagai zat anti kanker baik dalam penelitian in vitro maupun 

ir:\ · -, . , • l b  Y et al J</8Tl 1Taknhashi et al J 999)(Futakuchi et al 2002). mcnurunk:rn 

:,..·�--!. ��;":1h :.11:1u :mti \.'bes p�1J:.1 pcncliti3.n hewan (Pariza et al 200 1 .  P.irl-. cl .1i 
1 9971 .  

•I:-·.:_:__... ...;.' 
' ·-

-
CLA 

. ' . . � i. I . t ---:- -
' - - - . ) · -- r-�,· - -

TD.,J=· 1:. .. T:-. 
( Tfl �.p.::f" t"11 

BONE MATRIX (Grollth fadorsi 

OSTEOCLAST 

:----� �rr•\ 
..... 

Gambar 8 Mekanisme Ke1ja CLA pada Osteoklas Gambar 9. Efek Observasi asam lernak dengan 
Differensiasi (Rahman et al 2006) Kerja Osteoblas dan Osteoklas 

. (Watkins et al, 2000) 

2. ALT menunjukkan peranan positif dalam metabolisme tulang dan kallsium. 

Penelitian tel ah menunjukkan ALT peranan positif dalam densitas mineral tulang 

pada wanita menopause (Park YK et al 1997). ALT meningkatkan formasi tulang 
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pa'-b sel l ine osteoblast ti I-. us (\\.atkins et al 200 I ). ALT menghambat 

pembentukan osteoclas melalui penghambatan reseptor actifator nuclear factor-kB 

ligand (RANKL) sebagai mediator pembentukan osteoklas (Rahman et al 2006). 

3. Penelitian pada tikus muda yang diberi suplementasi ALT berhasil meningkatan 

kandungan mineral tulang dan BMD dari tulang trabekluar dan kortikol ( Banu J et 

al 2006). 

Pada Gambar ditunjukkan ALT dapal menghambat osteoclast differensiasi. Oengan 

penghambatan produksi TNF-a. mab :\! . I Jimungkinkan mcnekan produksi RANKL. 

Se lain itu . A.LT menghambal mo kkul  'it=n,tling R.-\NK f .  sc:-perti NF-kB. JNK dan p38 . 

. -\LT juga menekan produksi pem ing r·1 1 r1 11.1 .... 1 1 1:-;tcnclasl tcrmasak c-Fos dan NFATc l .  

Jadi ALT menghambat diffrensiasi o�tcocia� Jc::ngan modilasi berbagai sitokin, molekul 

signaling dan transkripsi faktor. 

Pada Gamhar konsumsi asarn km:!k t:ik ienuh :;anda tcrmasuk Ar T dapat 

mempengaruhi modeling tulang secara langsung tmelalui biosintesa Prostaglandin/PGE) 

atau tidak Jangsung (melalui lnsul-in LikC' Grc•\\·th Factor atau TGFs). Efek anabolik dari 

Prostagbndin E2 (PGE2) terjadi n1eblui stimubsi produksi !GF-1 endogen osteoblast 

atau dc-n:;·an men ingkatkan respon . el tu l .111� k.1."ra'-b JGF- 1 .  Konsumsi asama lemak tak 

j�nuh 3WU .-\LT mengatur produksi lGJ· - 1 Jalam tulang melalui kemaampuan PGE2. 

C. ANTOSIANIN 

usunan kimia 

:\llh.lsianin merupakan glikosida larut ; 1 i r  dari polyhydroxyl and polymethoxyl. 

h:rJapat 6 macam zat antosianin h:r:;�mtu11� dari jumlah dan posisi dari gugusan 

rudroksi lnya yaitu: cyanidin (cy), delphinidin (dp), malvidin (mv), peonidin (pn), 

relargon id in (pg) and petunidin (pt) (Ghosh D and Konishi 2007). Sumber antosianin 

3dalah tanaman yang kaya antosianin hludi .. :rn. cranbcrrY, and bilberrv; anggur, kubis 

:nerah dan uwi semacam umbi. 
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Gambar Struktur Kimia Antosianin 

Fungsi antosianin sebagai a ntioksidan yang kuat dan penstabil rc,ibi kr_Jddi re!da 

uh sehingga dapat melindungi tubuh dari Scrangan radikal bebas. 

D. J  OFLAVON 

l'otln-on zat aktif yang tidGk larut dalam air tennasuk dalam f::-.><.:::-::-, ;.::� -.. .. ·r;�j�:i 

:nnon estrogen biologis yang berasal dari tumbuhanan biji sepeni kacang keddai. 

J..'llr utama isotlavon adalah genistc:-in dan daidzein. Secara natural isotla,on mirip 

aengan 1 7-B-estradiol dan mcmpun� ai kemampuan yang Jemah untuk berikatan dL·n:;an 

esrogen. 

Banyak penelitian menemukan efek yang menguntungkan isoflm·on terhadap 

c..ang pada hewan (Ishimi Y et al 1999) dan pada manusia (Morabito N et al 2002) selain 

juga banyak dilaporkan isoflavon mempunyai efek terhadap kanker (Lippman and 

_ kson 1 989) 

"ruktur J\:imia isoflarnn 

-0 ' .. ;:-:-·---... ,/ o--.... 

�� � J -<� / ..... _,(,.., -....... r(" -�:::--

o H . 0 �---.. �----OH 
Genistein 

HO ��-0 '-:--i 
l ; l ' 
�· y-'�--� o I 

_......-::: 

Daidzein 
Gambar 1 1 .  Genistein dan Daidzen 

OH 

Genistein dari isoflavon dapat menstimulasi bone formasi dan meningkatkan 

epasan osteocalcin dalam sel osteoblast tikus coba (Haochang et al 2003). Selain itu 

:ein dalam isoflavon dapat meningkatkan proteksi terhadap kehilangan masa tulang 

13 



pada \\·anita menopause (Potter S\ I l 998) dan perlambatan kehilangan tulang dengan 

terapi isoflavon sehingga dapat meningkatkan formasi tulang (Somekkawa Y et al 200 I .  

Penelitian pada sel kultur daidzein dan genistein dapat meningkatkan proliferasi dan 

formasi pada sel osteoblast tikus secara in viu·o (Yoon HK 1 998) dan menghambat bone 

resorpsi (Gao YH 1999). 

Metabolisme Isoflavon dalam Tulang (Yamaguchi 2002) 
Gcnistein dan daidzein secara bngsung mengakt i fkan aminoacyl-tRNA sintetase. 

ensim dalam proses transisi; pada sel (>steoblast. Isofla\·on dapat meningk atkan protein 

sintesis. Kemungkinan genest('in Jap<.11 meningkatkan aktifitas transkripsi dengan 

mengikat pada reseptor estrogen Jan atau secara langsung isoflavon pada gen dalam sel. 

HO_..�C-
Genlsteln (Daldzein) 

-OH 

173- Estradlol 

estrogen 
receptor 

tvroslne1 --- kinase • 

protein f amtnoacyMRNAt synthfltase 
mRNA 

�oteln 
+ (p)·proteln 

. 
Gambar 1 2 .  Mekanisme selular isoflavon menstimulasi fo1111asi tulang Osteoblast 

Genistein secara unik mcnt'h:imb;:it proses diftcrcnsi::isi s1 . .'I dari pre-1m.>l1steoklas 

ke preosteoklas, dan isoflavon sec;:ira langsung menghambat k�rja ostcoclast. 

ID. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

)fanfaat Penelitian 

1 .  Menemukan model suplementasi untuk asam lemak terkonyugasi dan komponen 

bioaktif yang terkait dengan pertumbuhan tu Jang yang dapat dimanfaatkan dalam 

program pencegahan dan penanggulangan balita pendek 

"'> Mendapatkan paten 
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Tujuan Pcnelitian 

Tujuan Umun: Mendisain asam lemak terkonyugasi dan zat bioaktif sebagai suplemen 

da!am pertumbuhan tulang. 

Tujuan khusus: 

I .  Mendisain formulasi diet suplemen yang terkait dengan penumbuhan tulang pada 

hewan coba (Tahun I) 
• Menilai pertumbuhan tikus terutama tulangnya 

• 0- f cngukur molekular yang terkait rnetabolisrne tulang 

• \ kni lai status gizi secara biokimia 

\knil�1i manfaat suplemen tersebut terhadap metabolisme dnn pertumbuhan tulang. 

pada ibu hamil dan anak balita (Tahun II-III) 

• \ 1�ngembangkan formula suplemen bagi ibu ham ii dan anal- yang mempunyai 

pL'll�J.ruh fungsioml terhad::ip tulang 

• .Meneliti daya terima dan mutu gizi serta bioaktif lain sebagai suplemen fungsional 

• Meneliti pertumbuhanjanin sejak hamil, bayi dan pertumbuhan anak balita 

• \lengukur nilai antropometri dan biokimia bagi bayi dan anak balita 

l V . HIPOTESIS 

I .  Pertumbuhan tulang pada anak tikus sapih yang diberi ALT lebih tinggi dari pada 

diberi ransum kontrol 

2. Pertumbuhan tulang pada tikus bunting lebih tinggi pada yang diberi ALT dan bioaktif 

(flavonoid dan antosianin) dari pada ransum kontrol 

V. METODA PENELITIAN 

.... Kcrangka konsep 

Asam lemak 
1erkonyugasi 

Bioaktifalami dari 
makanan sumber 
energi dan protein 

l 
Suplemen meningkatkan 
metabolisme dan 
pern1mbuhan tulang 

l 

Tahun I. Tikus Coba terdiri dari 
I .  pengaruh ransum pada tikus 

usia sapih; 
2. pengarul1 ransum pada tikus 

bunting dan anak yg dilahirkan 
DiberiRansum : 
!. Kontrol, 

2.  ALT 
3. ALT+ Bioaktif 

Tahun 11-Ill.Uji daya terima dan 
uji klinis tahap 1-3 suplemen 
terbaik pada ibu hamil dan bal ita 

Pada anak tikus men ingkar: 
Metabolisme Ca � Pertumbuhan/pembentukan 
tulang: I. Sifat fisik tulang 

2. Densitas tulang 
3. Osteoca!cin 

Parameter bayi- balita: 
Metabolisme Ca 
Pe11tm1buhan tulang 

Gambar 13.  Kerangka konsep ALT dalam pertumbuhan tulang 
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Pada tahun I :  Pemberian suplemen mengandung ALT, bioaktif dari sumber energi 

dan protein pada tikus coba usia sapih dan bunting serta anak tikus yang dilahirkan lebih 

dapat meningkatkan pertumbuhan tulang dan metabolisme kalsium (Ca) lebih tinggi dari 

pada hanya diberikan ransum ALT 
Pada Tahun 1 1 - I I I  pembcrian suplemen yang mengandung ALT, bioaktif sumber 

energi dan protein yang diherikan pada ibu hamil dan anak balita lebih meningkatkan 

metabolisi11e kalsium dan pcnumhuhan tulang dari pada hanya diberikan ALT atau 

bioaktif saja. 

b. T empat dan \\'aktu 

Penelitian akan dilakul-.:rn ,!i I :11'11r::itorium Hewan Coha. dan Laboratorium Makanan 

Pusat Biomedis dan Tc·�.'1 . .  r . .  !::. :  !L-.,tr 1'1.·:-1..'hutan. 

V.'aktu Penelitian, penelitian dilakukan selama 8 bulan dari bulan Mei sampa1 bulan 

Desember tahun 20 l :?  

c. Jenis Penelitian: 

Penelitian ini merupabn rx·nditun Jasar keschatan /Th 1- 1 1 1  Jan penelitian terapan 

(Th I l l )  

d .  Disain penelitian: 

Penelitian ini didesain sebagai penelitian eksperimental murm (Tahun I), dan Uji 

penerimaan dan uji klinis (Tahun II·TII) 

.::. Populasi dan sampd 

Populasi adalah he,,an 1.:t1ba 1 1 ikust Sprague Dav..-Iey 

Sampel adalah tikus sapih umur sapih (2 bulan) dengan berat rata-rata 60-70 gram dan 

tikus bunting. 

E.stimasi besar sampel 

Besar sampel ditentukan berdasarkan rumus Frederer sebagai berikut (t-1 )(n-1 )> 1 5 . 

Ada 3 (tiga) perlakuan sehingga jumlah tikus yang dibutuhkan dalam I (satu) 

kelompok perlakuan adalah minimal 9 ekor. Reduction jumlah tikus menjadi 7 ekor 

masih bisa dilakukan dan dengan asumsi resiko kematian tikus 1 ekor per kelompok 

masih tersisa 6 ekor tikus perkelompok masih cukup untuk dianalis. Selain itu 
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dibutuhkan pula sebanyak -+ ekor tikus dikorbankan a\\<ll un tuk diambil spesimcn 

darah sehingga untuk kelompok tikus sapih, dan tikus bunting, dibutuhkan masing­

masing 32 ekor. Total ada sebanyak 64 ekor tikus. Dalam pelaksanaan penelitian 

tersebut jumlah anak yang dilaJ1irkan dari tiap induk berbcda tiap kelompok. 

f. Variabel :  

1 .  Variabel bebas: kandungan asam lemak terkonyuga:-;i dan bioaktif (flavonoid) 

dalam ransum yang dikonsu1nsi. jumlah ransum dikn11-..um-..1 1ikus 

2. Variabel terikat: pertumbuhan tu lang. be rat tik us. llk't.1t'-1 · '. 1 -..:1h: t ulang dan kalsi um 

g. Alat, Bahan, T ahapan dan Cara ker_ia 

ALAT. Alat yang digunakan yaitu :  timbangan digital. kanJ:.m� ! il-.u:-; metabolik. peralatan 

bedah. spuit. kapiler tube. tahung. cc10l box. freezer. semri fr·< ·1'.ikr,,..;k0p. :1lat ana lisa 
(HPLC. AAS. spektrofotometer dll). fom1 pengamatan klinis til..u:>. jumlah ransum yang 

dikonsumsi dan berat badan tikus (Lampiran 1 ). 

BAHAN:� Bahan y�ng digunakan yaitu hewan coba (tiku� putih 1. r:m�um basal. supkmt:n 

tp:rngan fungsiunal tcrJiri <lari ALT dengan atau tan pa zat bioalrn r' iso favon dan antosianin J. 

TAHAPAN ( 1 )  HEWAN COBA. Penelitian ini menggunakan tikus betina galur Spraque 
Dawley. Untuk tikus sapih (umur 2 bulan) bobot badan r.ata-rata 60 gram diperoleh dari 

Laboratorium Hewan Coba Pusat Biomedis dan Teknol0f'.i D:1':1r Kcsehatan. Pemilihan 

galur ters�but karena merupakan hewan model yang tepat untul.. p�ngamatan metabolisme 

dalam mcnilai p�rtumbuhan tulang. Sedangkan untuk tikus bunting. diperoleh dengan cara 

tikus berina usia dewasa dikawinkan, untuk mendapatbn siklus estrus serempak 

dilakukan penyuntikan mcnggunakan estradiol 80-120 mg-lg bb. Setiap hari dilakukan 

pemeriksaan ulas rngina untuk mengetahui kehamilan, b.Ua pada preparat ulas didapatkan 

sperma maka dipastikan umur kehamilan hari ke- 1 .  Untuk mendapatkan kepastian 

di lakukan preparat ulas 2-3 hari berturut-turut. Bila hasil preparat ulas didapatkan siklus 

estrus yang tetap dipastikan hewan telah han1il. 

Pemeliharaan Hewan dilakukan dengan tikus yang diteliti ditempatkan pada kandang poly 

carbonar dengan ukuran 425 x 260 x l 85mm dengan alas kandang serutan kayu. Hewan 

ditcmpatkan pada rak kandang dalam ruangan dengan ·pencahayaan dan sirkulasi udara 
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yang baik. Suhu ruangan sesuai dengan suhu 26-27° C, dengan kelcmbaban udara 26-27u . 

Pemeliharaan hewan diharapkan memenuhi Refinement. Pemeliharaan hewan oleh 

Tenaga dokter hewan. 

TAHAP AN (2) RAN SUM. Pembuatan ransum basal dan suplemen ALT dan bioaktif. 

Kelompok kontrol mengandung makanan dengan komposisi seperti Tabel I dibawah ini. 

Dosis yang diberikan: Ransum basal yang diberikan adalah 10 g /tik us/hari . Komposisi 

ransum basal dan suplemen ALT dan bioaktifnya terlihat pada Tabel I .  ALT diberibn 

asam lemak terk<.1n) ugasi dalam bentuk isolate ( 1  Og'kg total diet)  sehingga di tarnbahh:an 

tiap kali membuat makanan dengan suplemen ALT 1 3-lg. Sedangkan pada supelemen 

bioaktif antosiaain Jari sumber energi dari uwi (0,5 %/kg total diet) dan isoflavon dari i 

tempe kedele (60glkg total diet) dengan demikian komposisi suplemen terlihat dalam 

Tabel I .  

Tabel 1 .  Komposisi bahan untuk pembuatan ransum dan kandungan zat gizi makro 
dalam ransum tikus per dalam ransum 

Bahan Ransum Kelompok perlukuan 

-
Ransum Basal Ransum-t-ALT Ransum+ALT +Bioaktif 

(kelompok /kontrol) (kelompok 2) (kelompok 3) 

l .  Tepung Beras (g) 5000 5000 4903 Ii 2. Kedele Rebus (g) 2500 2 500 1697 . 
3. Kacang Tanah (g) 750 750 750 

11' .:t. Min ·ak Goren!! l! 1 1 2:' () 0 
I _L 

5. Vit .tv1ineral l\l i :\ ( l! )  
- I 

JO 1 0  1 0  

1[ 6. ALT (g) I 1 34 1 34 

1. Tepung Tempe ( g )  I l 803 

_ Uwi (g) I 97 
I 

CARA KERJA : 

) Sebelum inter\'ensi tikus sapih dan tikus bunting, d!{akukan random kedalam 3 (tiga) 

nfakuan ransurn (ransum basal +ALT dan + ALT =ctan bioaktif). Terdapat 3 (tiga ) 

.otakuan dan l (satu) kelompok untuk dikorbank.aii: s·etiap kelompok terdapat 8 ekor 

JJS. Semua tikus (yang akan di korbankan dan ·m
.
endapat perlakuan) sebelurnnya 
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mendapat ransum basal selama I minggu untuk beradaptasi. Berat Tikus ditimbang secan1 

berkala. Sebanyak 4 ekor tikus yang dikorbankan dan dirontgent di RS Hewan Fakultas 

Kedokteran I Jewan IPB. serta diambil darah dan serum Jumlah serum yang diambil 

sebanyak 2 ml dari tiap tikus. Denga.n sentrifus dan disimpan dalam freezer -20 °c. 
Serum digunakan untuk pemeriksaan biomarker tulang (CTx-telopetide dan osteocalcin), 

hormon pertumbuhan (JGF-1 ), status zink, kaJsium. isoflavon. asarn lemak tak jenuh 

omega-3 dan omega-6) dan hemoglobin.clan albumin. Metoda analisis dilihat pada 

lampiran 2. Spesimen diambi! oleh dokter hewan . .  

(2) Sdama intervensi . Setelah masa adaptasi (7 hariJ kemudian secara random 24 ekor 

tlus sapih dan tikus bunting dialokasi kedalam 3 kelompok perlakuan dengan pemberian 

ransum 1 Og/tikus/hari, yaitu: Kelompok I kontrol mt>ndapatkan ransum basal. kelomp0k 

"lier!akuan ALT ( ! !): mendapatkan ransum basal ..1. Al T dan kc-lt�mrok p�rlakuan ALT d:m 

bioaktif ( I I I)  : rnendapatkan ransum basal ALT + bioakrif ( Gambar 3) 

' ! k l .  s 
.'. \ PIH 

l !KL.'S 
J I ·\rvl  1 1  

�. ALT 
' ALT+Bilrnh.ti 

Konlrnl 
+ 1\ L.'I 
+A] T-r I1illctk1 1 i '  

, - - - - - - - - - , I i ; I, ; " I 
l• ! >I \\ . \ :-- \ j - - - - - - - - -

f 1-.iK1�·s-· - - -
, " '. I 1 I I i 

' 
l _ _  � '_· _ _ _ _ _  I 

Gambar 1 4 .  Skema percobaan tiap suplemen 
Keterangan: Kotak gelap merupakan perlakuan 3 macam ransum 

Kotak putus-putus rnerupakan penguk uran hasi I perlak uan. 

Semua kelompok perlakuan diberikan m�anan basal tujuan untLLk adaptasi 

selarna seminggu. Untuk tikus sapih, perlakuan diberikan selama 60 hari terus menerus 

stjak tikus umur sapih, sedangkan tmtuk tikus bunting selarna 2 1 -23 hari (bunting) sampai 

tbis rnelahirkan, dan kemudian dilanjutkan dari bayi lahir sampai usia sapih ( 1  bulan). 

Selama intervensi semua hewan ditempatkan pada kandang metabolit, minuman 

""":>erikan ransum I 0 g/hari. Data yang dikumpulkan selama im::n cnsi adalah (l)  
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Pengumpubn daw konsumsi ransum tikus dilakukan tiap hari dari tiap kandang tikus 

dengan menimbang dengan alat timbangan digital (2). Penimbangan berat tikus dilakukan 

tiap minggu menggunakan timbangan digital dan data klinis tikus dicatat bila terjadi 

kelainan ( L:1rnpiran 2) .  

Pada rikus sapih. Pada akhir pcmberian perlakuan diambil sampel tikus untuk 

dilakukan romgent untuk pengukuran densi tas tulang dan tikus dibius untuk diambil darah 

mcnggunakan Ji 1.'ti l  1.· tcr serta diambil wlang femur untuk melihat mineral kalsium dan 

protein). Pc-";.:!1�!,il.111 spesimcn silakukan oleh dokter hewan. Darah diambil dan 
disentrifu::. u?:! :.;!-. mt:nJ:Jpatkan s�rum dan dianalisis sesuai metoda diatas. Pada tikus anak 

' 

lahir dari tihL> hun1in!,' setelah disapih I bulan. menggw1akan dietil eter d ikorbanLrn. 

mas ing-masing h:lornpok diarnbil 3 ekor untuk dilakukan pemeriksaan sarna sepeni 

diatas. 

Semua ti"us � ang dikorbankan dan tulang maupun sisa spesimen dimusnahk.an 

dengan cara JihaJ...:Jr. 

h. Deftnisi Op1.'ra�i0nnl 

Berikut ini·ur:n�m ,h:lini:-- i opi:rasiona l hch1..'r:1pa \·ariabel dalam pcnel itian ini. 

fabel 2. Dcfinisi operasional 

Variabel Deskripsi " · Metoda 
•. · Pengukuran 

Bernt Badan tikus Berat badan tikus dalam . 
,
Penimbangan ;. , 

gram < • • 

Konsumsi ransum Berat ransum yang Penimbangan 
dikonsumsi tiap hari dalam 

1 !.!.ram - -
Densitas tulan� Berat tulang dibagi dengan .. Densitometri 

rnlume tulang 
Mineral kalsium wlnng Berat kalsium dalam tulang Pen imbangan 

femoral kering 
Status Osteocakin Petanda biokimia untuk ELISA 

basil metabolisme osteoblas - .. 
ada fonnasi tulang 

Status Ctx-telopetide Petanda- biomia untuk hasil lmmunoassay 
metabolisme osteoklas pada · . . 
resorpsi tulang 

Status Hemoglobin Kadar Hemoglobin <la.lam · - · �yanmethaemoglo 
darah dalan1 satuan bin dengan alat 

·· - �pektrofotometer 
Status Zn Kadar Zn dal am serum AAS 
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Skala 

Rasio 

Rasio 

Rasio ' 

Ordinal i 
Rasio I 

Ordinal I . 

Rasio I 

Ordinal 
Rasio 
Ordinal 

Rasio, Ordinal 

Rasio, 
Ordinal 



.. 

Variabel Deskrjpsi Metoda Skala 
Pengukuran ! 

Status IGF- 1 Kadar IGF-1 Radioimmunoassay Rasio 
Status Flavonoid Kadar flavonoid dari kacang HPLC Rasio I 

kedele dan uwi dalam serum Ordinal l 
Status asam lemak Kadar asam lemak omega-3 Gas Rasio 
omega-3 dan omega-6 dan omega-6 dalam serum Chromatography Ordinal 
Status protein Kandungan molekul protein Electroforesis Rasio 

diukur dengan SDSP . .\GE 

1. Manajemc-n dan Analisa Data 

Pengolahan Data dcngan uji T dan ,\JW\ a u1Huh. Jata biologi s . .Kemudian dilanjutkan 

dengan analisis Duncan apabila ditemukan r':rhl..'daan yang signi likan 

y. Pertimbangan Etik Penelitian 

Penelitian ini mc-nggunakan data yang diJ..u:Y-;':tlbr: Jari h('\\·,1n (,1ba mal-a dirc-rlubn 

dimintakan e'thical clearance dari Komisi Etik Balitbang Kesehatan, Kemenkes 

YI. HASIL 

Makanan Suplemen: 

Tabel 3. Kandungan Gizi Makro, ALT dan Bioak.tif dalam Ransum ( 6g) 

I Zat gizi/hi0aktif Ransum Basal 1 Ran�um ALT I Ransum AI .T-1-Bioaktif 

I (kelompok I /kontrol ) 1 J..dl1111pok 2) j (kelompok 3) I 

·--· 
1 .  Energi ( kka!) 26 26 26 

I 
2 .  Protein (g)  1 . 3  : 1 .3 1 .2 

3. Lemak ( g )  0.7 I 0.7 0.7 

4. Karbohidrat (g) 3 . 7  I 3.7 3.7 

5. ALT - 0.1  0 . 1  

6. lsoflavon - - 0.7 

7. Antosianin - - 0. 1 

Komposisi 1 -4 dalam tabel adalah komposisi makanan sedangkan suplemennya yakni 
. r·\ . .  :_ 

ALT, isoflavon dan antosianan. (:' , - ,. 
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A. Berat Badan dan Konsumsi Ransum Tikus 

Berat badan hewan coba yang dikumpulkan dari tikus jenis Sprague Dawley: tikus 

umur sapih, tikus induk yang diarnati mulai dari bunting sampai menyusui. dan tikus anak 

yang diamat i dari lahir sampai usia menyusui. 

Tabel 4. Berat (g) Tikus Sapih, lnduk dan Anak yang Dilahirkan Selama Penelitian 

Hewan coba I Ta hap Ke I om ok 1 ( 1 1 )  Ke lorn ok 2 ( n )  Kelompok 3 1 n 1  I' 

Tikus sapih : A.,,al I 70.0±8.4 ( 11:;:8) 73.3:: 1 1 .8 ( n=8) 76,9 = 6.9 (11 )\ ) t •. .:. i "  
Oantan- bcti na) '. r 

I I j Akhir 102.8:::25.7 (n=S) 1 1 4.3± 9.8 n=8) I 

i Do:lta BB I 33.3±19.2 ( 11=8 ) 4 i . o ··.:: 1 7.3 <n=8 ) I 
Tikus induk Buntino 1 67,22:30,2 (no=6) 194,0± 6.8 (n=6) 

Menyusui 1 3 5,3±14,9 (n=6) 1 9 1 .5± 2 . 1  (n=6 ) 

Tikus anak · Lahir 3.3± 1 .3 (n=291 5.7=. 2 . H n= 1 3 )  

(jantan+betina) ! I Menyusui 35.8± 1 0.6( n=29 ) 56.3± 14,2(n= l 3 )  
I Delta B B  32.5± 1 1 .4(11=29} . 50.7_:: 1 2. l ( n= l 3 )  
I 

1 1 6.0 = 9.3 ( fl � I  I � - .... 

'·-
='-

39. I :: 6.3 1 n - S i  ' '. ' S ,  
1 80,3±3 1 ,9(0=6) < t .:'22 
l 73,8±45.4(n=6} I n.0(,6 

·L2_:: 1 .2( n 
- . 

: ( 1 ] 
--

, ,  · 1 • : •  . � 

43,3±6.7( n = 1 0 J : 0.003" 
39.1 ±5.7(n- 1 1 J 1  U.0 1 0" 

Se lain itu data berat badan juga dikumpulkan dari tikus sapih dan inJu" � .11�� 
dikorbank:m ra,Ju a\\al pcn�lit1an. Til-.u:- :-:1rih di korbankan a"al do:ngan r;.tta·r�tt.1 UH. 
67 .3 = 6.1 g dan tikus induk yang bunting dikorbankan awal dengan rata-rata BB: 162.U 
± 23,0 g. 'c.: .' : 

Pengukuran berat badan dilakukan setiap min�gu ·pada kelompok 1 ;2; dan 3. Data 

berat badan (88) tikus selama penelitian disajikan pnda Tabel 4. Pada tikus sarih. r:1d:1 
awal penclitian dit�mukan rata-rata BB Lcr�mlah pada kelompok 1 sebesar 70.n � d:m 
tertinggi pada kclompok 3 sekitar 76.9 g. Pada akhir pene litian kenaikan berat badJn y:mg 
tertinggi d iamati tc1:jadi pada kelompok 2 sebanyak 4 1 .0 g kemudian diikuti kelompok 3 
sebesar 39.1 g dan kenaikan yang terendah dijumpai pada kelompok 1 sekitar 33.3 g. 
Dengan uj i Anova tidak ditemuka:n adanya perbedaan yang bermakna rata-rata BB antara 

3 kelompok pada awal dan akhir (p>0,05). 

Pada tikus induk yang bunting pada awal 'penelitian mempunyai rata-rata BB 

terendah pada kelompok 1 dengan BB sebesar 1 67,2 g .. dan tertinggi pada kelompok 2 

sekitar 194,0 g, dengan uji statistik tidak ada perbedaan yang siknifikan BB tikus bunting 

antar kelompok (p>0,05). Rata-rata BB tikus induk umur menyusui menurun dan te1jadi 
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pada semua kelompok dan dengan uji statistik ditemukan penurunan BB antar kelompok 

tidak bermakna (p=0,05). 

Pada anak tikus yang lahir, terlihat BB pada kelompok 1 paling rendah yaitu 3,3 g 

dan yang tertinggi pada kelompok 2 yaitu 5,7 g. Pada tikus anak masa menyusui BB yang 

tertinggi pada kelompok 2 dan kelompok 3.  Ditemukan perbedaan bem1akna BB tikus 

anak yang lahir, tikus anak masa menyusui dan kenaikan BB selama menyusui antara 

semua kclompok perlakuan (p<0,05) 

Dibawah ini dipaparkan delta at3u r-:nurunan berat tikus sejak bunting sampai 

menyusui anaknya·. Ketiga kelompok pt�1-rata bernt tikus menurun, seluruh tikus bunting 

kelompok l enurun beratnya sedangkan tiku� h·k)mpok 2 dan kelompok 3 hanya sebagian 

kecil tikus yang mengalami kenaikan berat. Ternyata kelompok :? diamati peenurunan 

tx?rat tikus selama bunting samapi mas;.i r,1i:nyusi anaknya terkecil yaitu 2.0 g dan yang 

paling tinggi penurunannya adalah kelompok I yaitu 32.5 g 

35 -3"2;5-g---·------· .. 

30 

25 

20 

15 

10 . -"-�--- --·-.· . - --- .... ---� . ·- - ----- --

5 4,3 g 

0 
Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 

...: Berat Sadan , 

Gambar 15 .  Penurunan BB Induk Tikus dari Bunting Sampai .ivtasa tv1enyusui 

Analisa lebih lanjut berat anak lahir sampai anak menyusui dan kenaikan berat 

oadan selama masa menyusui dapat diamati pada 3 kelompok perlakuan dalam Tabet 

berikut. Ternyata ditemukan ada perbedaan siknifikan berat badan lahir, anak masa 

:nenyusui dan kenaikan berat tikus anak hanya antara kelompok 1 dan kelompok 2 

p<0,05). Pada anak tikus masa menyusui ditemukan ada perbedaan bermakna berat 

�dan antara kelompok 2 dan kelompok 3 dengan kelompok I (p<0,05). 

23 



-1 abel 5. Uj i t Berat Badan lg) Tikus Anak Lahir Sampai Menyusui 

Kelompok Anak lahir I Anak Menyusui Kenaikan Berat Badan 
Kelompok 1 3,3± 1 ,3 (n=29) I 35,8±10,6 (n=29) 32,5± 1 1 ,4 (n=29) 

Kelompok 2 5,7+ 2,1 (n= J 3 )  56,3+ 14,2 (n=13) 50,7+ 12 . 1  (n=13) 
P=0,008* P=0,004* P=0,0 14* 

Kelompok 1 3,3± 1,3 (n=29) 35,8±10,6 (n=29) 32,5± 1 1 .4 (n=29) l Kelompok 3 4,2+ 1 ,2 (n= l O) 43,3+ 6,7 (n=l 0) 39,1 + 5,7 (n=IO) 
I I P= 0,062 P=0,043* P=0,087 

H. 1-.:on,umsi H.ansum per Hari Hewan Coba 

. K0nsumsi· ransum tikus dikumpulkan setiap hari dari masing-nwsing kand:.ing . 
l-:.l:-J.1n; til-.u� Jibcdakan menurut jenis kelamin dan usia. Dibawah ini hanya diuraikan 

rara-rata konsumsi ransum tikus sapih setiap hari selaina penelitian (Tabel 6). 

l and o. Raia-rata Konsumsi Ransum per hari (g) Hewan Coba Tikus Sapih 

Tikus 
- ---· 
� T ikus sapih:  Jantan 

Bctina - - . 
.lantan+bet ina -

l 1 l..u-. i11du\.. - - -

KeJompok I 

5.9 g 
5.9 [! 

I I 5.9 + O,� g 
I U. 1 - ! A g  

Kelompok 2 Kelompok 3 
7.0 g 6,8 g 

5.9 g 6,4 g 
6,4 + 0,51i' 

.. 
6,6 +0.2 g - · 

· '  

I 7,6 T 0,8 g - 5,5 ::::_0,6 g 

J P  
I 

J_Q.02* 
1 0.0U* 

I ! l 
I ' 

- , 

I 

Rata-rata konsumsi ransum tikus sapih per hari yang paling rendah adalah 

�etompok I sebesar 5,90 g dan tertinggi kelompok 3 sebesar 6,59 g. Sedangkan rata-rata 

··onsumsi ransum kelompok 2 hanya 6,4 g. Bila dibedakab menurut jenis kelamin tikus 

�ih .iant�in lehih hanyak mengkonsumsi ransum dibandingkan dengan tikus �arih bl'tina. 

�JJ tia1) kclompok. 

Tabd 7. Rata-rata Konsumsi Ransum/hari (g) Tikus Sapih dan Tikus lnduk d�ngan Uji t 

! Kelompok Tikus Sapih 

Kelompok l 5,9 ± 0,03 (n=29) 
Kelompok 2 6,4 + 0,6 (n= l 3) 

P=0,024* 
Kelompok 1 5,9 + 0,03 (n=29) 
Kelompok 3 6,6 + 0,2 (n=lO) 

P= 0,000* 

--

. -

. ' 

Tikus Induk 

10, I ± 1 ,4 (n=6) 
-7,6 + 0,8 (n=6) 
P=0,050* 
10,1 + 1 ,4 (n=6)  
5,5 + 0,6 (n=6) 
P= 0,000* 

Leb ih lanjut dengan uji t diketahui kelompok yang mempunyai perbedaan 
' .. 

i:msumsi ransum yang sikn ifikan dibandingkan dengan 
'
kelompok kontrol. Dibawah in i 
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diuraikan rata-ra ta konsumsi ransum :--elama pene litian. Tem:•ata kelompok 2 dan 

kelompok 3 mempunyai perbedaan konsumsi ransum yang bermakna bila dibandingkan 

dengan kelompok kontrol (p<0,05). Demikian juga konsumsi ransum kelompok 2 dan 

kelompok 3 bcrbeda secara sign ifikan dengan konsumsi ransum ke lompok kontrol (p<0,5). 

C. Gambaran Biokimia Oarah: Kadar H emoglobin, Serum Albumin, Serum 
Osteocalcin; Serum CTx- tclop<·tide dan Scrum IGF-1 pada Hewan Coba 

I. Kadar H emoglobin dan Scrum .-\lh umin 
Profil kadar hemoglobin. Jan :--crum albumin dapat dilihat pada Tabel dibawah ini. 

Profil biokimia darnh hemogll,rin r!h'!1·:"".:U.::rn kct�rkaitan dengan metabolisme zat besi 

dan albumin sebagai biomarker prOtt.'in tubuh. 

Tabd 8. h<idar Hemogloh1r. '::,:  .;, • ...;.,;; �l.'rum .-\l bumin (g LJ pnda Hewan Coba - -
I hell'nlf'\l" l 

He\";an coba (n ) 
a. Hemo2lobin (g/dl I 

Tikus sapih 1 :-.n : J . 7 
( jarnan+bet ina ) In-hi --

i likus induk 1 6.9 .::.� ! m�nyusu1 ( 11 - {> ) 
Tikus anak 1 2.s::: 2.8 
(jantan+betina) (n= I O )  

b. Serum Albumin (l IL) 
Tikus sapih 2,75 ± 0,5 
(janta11+betina) (n=6) 
Tikus induk 2.67+ 0.57 

' :'\ feny u.sui ( ll-b ) -· 
I Tikus anak �-'�.:. r q �  
I (jantan+betina ) (n= l ll J  

Kdompok 2 

I 
--

I 

(n) 

14.3 ± 1 .0 
(n=q) 

1 8.0 ± 5.6·. 
�ff=6) 

1 5.0± 0,0 
(n=lO) 

. � - . .. ,., , . . -
3,00 + 0,0 . - . . 

(n=6) 
3.00 ± 0,0 

(n=6) 
3.00 ± 0,0 

(n== I 0) 

I 
I 

Kelompok 3 i p 
(n) 

1 4.3 = 1 .0 I 0,544 

( n- fq i 
1 8.6 ::::.... �.O i OA57 

tn=b) 
1 5.0± 3,5 0,282 
(n=l 0) 

2,85 ± 0,7 0,508 
(n=6) 

3.33 .± 0.57 0,363 

(n=6) 
3,00.::._ 0.0 0, 198 

(n= I 0) 
Ket: Tikus sapih dikorbankan awal: kaJar Hb: 1 5,2 ± 3, 1 g/d l (n=6); Albumin: 3,0 (n=6) 
Tikus i nduk bunting dikorbankan a\\<tl kaJar Hb: 16;?:± 2,5 g/dl (n=3) ; Albumin: 3,0(n=3) 

Rata-rata kadar serum hemoglobin pada tikus �apih pada akhir penel iti an terendah 
� o•v 

pada kelompok l (kontrol) sebesar 1 3 ,6 g/dl. Pada kelompok lainnya rata-rata hemoglobin 

lebih tinggi yaitu pada kelompok 2 dan kelompok 3 �aitli sebesar 1 4,3 g/dl. 
- I.. •• 

Rata-rata kadar hemoglobin pada akhi r penefitian  pada tikus induk lebih rendah 

pada kelompok 1 yaitu sebesar 16,9 g/dl. Rata-rata serum hemoglobin pada kelompok 2 

dan kelompok 3 sekitar l 8,0 g/dl .  . . 
, ' 



Peningkatan hemoglobin antara kc:lompok diarnati lebih .klas tei:jadi pada tikus 

anak. Rata-rata hemoglobin terendah tetap pada kelompok 1 (kontrol)  yaitu 12,5 g/dl. 

Peningkatan hemoglobin diarnati terjadi pada kelornpok 2 dan kelompok 3 menjadi 

sekitar 15,0 mg/dl. 

Walaupun terjadi peningkatan kadar hemoglobin selama p�nelitian. tetapi tidak 

ditemukan perbedaan yang berrnakna kadar hemoglobin pada tik u:; sapih.  tikus induk dan 

anak tikus antara 3 kelompok selama penelitian (p>0,05). 

Rata-r�ta serum albumin pada tikus sapih kelompok I tt:ri.:n,J.1h • : . 7� g Ll diantara 

3 kelompok. Serum albumin kelompok 2 dan kelompok 3 s�bc::-::tr � .i ·1 1 ;.. L Jan 2.85 g L. 
Tidal- ada perbedaan yang bemrnkna serum albumin antara 3 kd01�i}h.1" 1 p u.508 ). 

Rata-rata :;erum albumin tikus induk pada kelornpok l d.«"tr.,i 1 tc>myata lebih 

rendah dibandingkan 2 kelompok yang bin. Rata-rata serum albt!'' · : · : :  . ;. u-. bunting 2 
kelompok yang lain lebih besar dari 3.0 g/L. Hasil uji statistik tidak. ditc.c:mukan adanya 

perbedaan yang bermakna rata-rata serum albumin 3 kelompok t p"'" 1 1.�f·� l. 

Rata-rata serum albumin tikus anak juga ditemukan lebih r-.·11'bh p,1J:1 kclompok 1 

yai tu sehc-sar 2. 7 5 g L Sedangkan rat::i-rata serum al burn in 2 kekmip· •k : .1 n � bi nnya ni bi 

serum albumin mcncapai 3,0 g/L. Dengan uji Anova tidak ditemukan adanya perbedaan 

rata-rata serum albumin 3 kelompok (p=O, 198). 

2. Kadar Serum Osteocalcin; CTx-telopetide dan Serum IGF-1 pada Hewan Coba 

Secura c.ktail Tabd 9 <liungkapkan rata-rata kadar serum < l..;k'ncalcin. Ctx­

telopetide dan IGF- 1  pada he\\·an coba: tikus sapih,_ tikus induk dan tikus anak selama 

penel itian. Selain itu pada a\Yal penelitian kelompok tikus sapih dikorbankan untk 

mendapat rata-rata serum Osteocalcin; Ctx-telopetide dan IGF- 1 .  

Rata-rata serum Osteocalcin tikus sapih pa�a
. 

�eJ,o rnpok l yaitu 8 1 ,  1 ng/ml nilai 

ini terendah diba.ndingkan dengan 2 kelornpok yang lain. Dengan ujoi Anova ditemukan . .. . �, . 
perbedaan rata-rata serum osteocalcin diantara 3 kelompok (p=0,002). 

Dengan uji lebih lanjut dibandingkan kadar serum osteocalcin antara kelompok 2 

dan kelompok 3 dengan kelornpok kontrol pada tikus sap�h. Hasil uji disajikan pada tabel 
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dibawah ini. Ternyata ada perbedaan kadar Osteocalcin kelompok ' dan kelompok � 
dibandingkan kelompok kontrol 

Tabel 9 Kadar serum Osteocalcin, Ctx-telopetide da1i IGF-1 pada Hewan Coba 

Kelompok l Kelompok 2 Kelompok 3 p 
Hewan coba (n) (n) (n) 
4erum Osteocalcin (ng/ml) 
Tikus sapih (jantan+betina) 8 1 , 1 4  ± O,l 91,2 ± 1 ,,8 94,2 ± 0,3 0,002 

(n=4) (n=4) (n=4) 
Tikus induk ! 66.2 (n==3)  74.3 (n=3)  5 1 .9 ( n= 3 )  
Tikus anak 99.J .± 0.9 I 105,8 = 9,6 

I 
1 0 1 .3 � 2.9 0.252 

(jantan+betina) j (n=S) (n=6 ) (n=6J 

Serum CTx-telopetidc ( ng mil i � 

Tikus sapih (jantan+betina) -:-o.O I 1 n==-l) <0.01 (n=-l) 1 <0,01 ( n=-l) i 
Tikus induk <0.01 (n=3) <0.01 (n=J) <0,01 (n=3) 
Tikus anak (jantan+betina) I <0.01 (n=5) <0.01 ( n=6 ) ! <0.01 1 11=6) i 
Serum IGF- 1 ( ng/ml'i I I I I I 

Tikus sapih (iaman� lx-tina) I ...._ 25 ln-=-lJ < 25 (n-=4) ' < 25 (n=4) 
Tikus induk < 25 (n=3) < 25 (n=3) < 25 (n==3) 
Tikus' anak (jantan+betina) < 25 (n=5) < 25 (n=6) I < 25 (n=6) 
Ket: Tikus sapih dikorbankan awal: Rata-rata Serum 0.steocalcin : 77.2 ± 34,7 ng/ml 

Serum CTx_telopetide: <0.0 I ng 1ml: Seruni:.iGF-1 : < �:' ng ;ml 

Ta be I 10 Rata-rata kadar Osteocalcin tlkus sapih dengan uj i t 

Kelompo k 
Kelompok 1 
Kelompok 2 

Kelompok I i 1'dompok 3 
I 

Kadar Osteocalcin 
8 1 , 1 4 + 0, l  (n=4) 
9 1 ,28 ±1,8 (n=4) 
P=0,0 16* 

8 1 . 1 4  ±0.06 (n=4 ) _ 

· 94.:2::! .:t 0.3 (n- .+ ) 
I p- 0.000* 

I 
I 
i 

I 

Rata-rata serum CTx-telopetide pada tikus sapih,·pada 3 kelompok ni lainya sama 

yaitu <0.01 ng/ml. Demikian juga rata-rata serum CTx-telopetide untuk tikus induk dan 

tikus anak mernpunyai nilai serupa untuk 3 kelompok yaitu <0.01 ng/ml 

Rata-rata serum IGF-1 somatomedin pada tikus sapih untuk semua kelompok 

nilainya <25 ng/ml. Nilai serupa juga ditemukan pada tikus bunting dan tikus anak untuk 

semua kelompok. 

3. Kadar Serum Zinc Hewan Coba 
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Selain biomarker protein dan tulang juga diambil serum zinc pada he\'-"an coba: 

tikus sapih; tikus induk dan tikus anak pada 3 kelompok perlakuan. Serum zinc juga 

diambil dari tikus sapih yang dikorbankan pada awal penelitian. 

Tabel 1 1 .  Kadar serum Zinc (mg/L)pada Hewan Coba 

Hewan coba I Kelompok l (n) Kelompok 2 (n) Kelompok 3 (n) p 
Tikus sapih I 1 ,47 ± 0,8 (n=8) 1 ,61  ± 0,7 (n=8) 1 ,68 ± 0,5 (n=8) 0,946 
(jantan+betina) I 
Tikus induk I 1 ,02 + 0, 1 (n=6) l .47 + 0. 1 (n=6) 1.83- 0.2 (n=6) 0,806 
Tikus anak I 0,94 ± 0,2 (n=6) 1 .60 ±: 0,3 (n=6) 1 I . 3 5  = 0.6 (n=6) l 0,355 

: liantan..1.-betina) I I ; 
1':�t: Tikus sap�h yang dikorbankan a\\-:il: kadar Zinc: I .�:'.:_ 0.5 mg 'L 

I I i 

Pada sduruh tikus sapih pada akhir penelitian ditemukan rata-rata kadar serum 

i'inc kd0mpok 1 sekit:ir 1 ,47 mg/L. sedangkan rata-rata kadar s�rum zinc pada kelompok 

: Jan kdompok .J Jit�muhan juga relatif sama yaitu sekitar 1 .60 mg L Hasil uji statistik 

tidak ditemukan perbedaan yang bermakna rata-rata s�µm zinc antara kelompok pada 

tikus sapih, \\alaupun ada kecenderungan kenaikan rat�ta serum zinc lebih tinggi pada 
. ---�-!' 

kclompok � dan L-h�mr0k 3.  

J>aJa iii-. .. :- ,;i-.!��- k.�naikan kadar serum zmc tertinggi Jibandingkan dengan 

kelompok I diamati terjadi pada kelompok 3. Dengan uj i Ano\·a tidak ditemukan 

perbedaan yang bermakna kadar zinc antara 3 kelompok (p>0,05). 

Pada tikus anak secara keseluruhan pada akhir 'penelitian tampak rata-rata kadar 

serum zinc kelompok 1 terendah. Rata-rata serum zinc kelompok ::: d;:rn kclompok 3 kbih 

tinggi dibandingkan kelompok 1 yaitu sebesar 1 .60 mg'L d;:m 1 .> 5  mg 'L. D�ngan uji 
Ano\·a tidak ditemukan perbedaan yang bermakna rata-rat:i serum zinc pada tikus sapih 

diantara 3 kelompok (p=0,355), walupun ada kecenderungan peningkatan pada kelompok 

2 dan 3. 

Kadar Kalsium dan protein Tulang 

Analisa kadar kalsium dan protein tulang telah di lakukan pada tulang tikus sapih, 

tikus bunting dan tikus anak. Tulang yang dian1bii '  dari tulang femur tikus baik terhadap 

tikus yang dikorbankan awal dan tikus setelah diberilcan perlakuan baik kontrol maupun 

diberikan ALT atau isoflavon. 
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Kadar k:1bium tulang pada tikus sapih dan tikus bunting pada kelompok 2 lebih 

tinggi dibandingkan dengan dua grup lainnya. Kadar kalsium antara 3 kelompok berbeda 

bennakna (p<0,05). lebih lanjut dengan uj i Duncan ditemukan kadar kalsium kelompok 1 

berbeda secara signifikan dengan kelompok 2 dan kadar kalsiurn kelompok 1 berbda 

bermakna dengan kc:lompok 3 (p<0,05). Walaupun kadar kalsium pada kelompok 2 dan 3 

lebih tinggi dari kelompok I ,  namun kadar kalsium tulang pada anak tikus tidak berbeda 

secara nyata antara � kclt)mpok (p>0.05). 

Tnhcl ) 2 K,1,Lu Kalsium Tulang dan Protein TuJang Hevvan Coba 

Kadar biokim i:: ,!:!;;1h � � ' Kclompok I I Kelompok 2 Kelompok 3 
I 

' Kalsium T ulani.?. 
Tikus Sa ih 
Tikus Bunt;r� 
Tikus �na" . . -

- · -
Protein Tularnz· 

Tikus Sapih 
Tikus Buntin!:! 
Tikus Anal-

I I 
; 8 291 5 .5 ± 1 58.5 3 I 4783,5 ± 789,6 4346,7 ± 337,9 c 

(, I .�370Jl -:; 90.0 U ! .[�85,0 ± 725,l j 4256,0 ± 710.1 C 

f, ' "909 " ::- l -l" fl � · �� 07 7 ± 1'6"> 8 a ' 4630 7 ± 877 9 3  - · - . . . . ' . ' - ·  ' , . .  . I ' 

i 
-

8 33,6 ± 1 0.0 a 37,2 ± 2,9 a 35,0 ± 4,8 3 

1 6  3 1 . 1 ± 0. J a 54'.6 ± 0,1 a 48,4 ± 0, 1  a 

(1 39.5± �-� :i 4 1 .  7 I 1 ,0 1  3 I 39,6 ± 0,9 a -· 

i 

i I 
Ket: Angka yan� Jiil,.u11 huruf � ang tidak sama m�nun_iukkan perhedaan yang signifikan 

(p<U,05) 

Kadar protein tulang pada tikus sapih, tikus bunting dan tikus anak terlihat lebih 

tinggi pada kelompok 2 dan kelompok 3, akan tetapi dengan uji anova tidak ditemukan 

perbedaan yang siknifikan kadar protein tulang antara 3 kelompok (p>0,05) Berat badan 

induk tikus ditimbang sl..'jal.. k�hami lan sedangkan anak tikus ditimbang sejak lahir dan 

akhir penelitian � aitu ml.'ncapai usia sapih. Adapun· rincian Berat Badannya tikus induk 

dan anak tikus disajikan p::ida tabel dibawah ini. 

F. Densitas Tulang Hewan Coba dan Rontgent 

Hasil rongent disajikan dalam gambar ini dapat digunakan image tersebut diukur 

densitasnya dengan negatoscope dengan membandingkan kerapatan image rontgen antara 

image tulang dengan film pada saat dilakukan pengukurannya. 

Densitas tulang dihitung berdasarkan image tulang rongent dengan negatoscopen 

dengan membandingkan kerapatan ima rongentnya dengan rumus persentase densitas == 

pembacaan. 
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Pengukur:in kepadatan (densitas) tulang pada hewan coba: tikus sapih, tikus induk 

dan tikus anak telah dilakukan dalam penelitian ini. Alat yang digunakan adalah alat X­

ray khusus untuk hewan tikus kemudian dari photo rontgen dengan alat Negatoscop dapat 

diukur densitas tulang tikus . 

. I 
I 

_j 

Garn bar 16.( AJ A.lat negatoscope Negato-Densnomctcr mcrii. Gammatec GD-1  A Penc1 
Type Digital, (B) Mesin Rontgen (X-ray) merk Collimax !'vfr1del R 120 H Tokyo Jepang . 

. -��'.ff��-:-:-? ... �.;��!"� /!' 
(A) (B) . (C) 

Gambar 1 7. Hasil Rontgen (A) Tikus Kontrol, (B) Tikus Sapih. (C) Tikus Induk dan Anak 

Tabcl 1 3 .  Densitas Tulang (%) pada l-k\\< 1 11 Coba 

�·an coba Kelompok I (n) Kelompok 2 ( n )  Kelompok 3 (n) p 

!'W!S sapih 66.3 ± 3.2 % (n=6) 73,0 ± 8.5 °· a  ( 11= 6 )  89.5 ± 1 .4 % (n=6) 0,016* 
�n &betina) 
-Jb1S sapih jantan 64,0 ± 3,2% (n=3) 61,0 ± 8,5 % (n=3) 88,5 ± 1 ,4 % (n=3) 
-;.ilJS sapih betina 68,5 + 3,2% (n=3) 73,0 ± 3,2% (n=3) 90,5 + 3,2 % (n=3) 
-:..rus induk 55,5 + 23,5%(n=5) 59,3 ± 5 , 1  % (n=5) 55,7 ± 6,4 % (n=5) 0,742 

-.::llS anak 7 1 ,3 ± 1 1 ,8%(n=23) 72,0± 8,8 %(n=l 9) 73,5±1 0,0% (n=18) 0,988 
. ...cian dan betina) 
-his anak- jantan 70,4 ± 1 l ,8%(n= 1 2) 70,0 ±_8,8 �o (n"==9) 76,0 ± 1 0,0% (n=9) 

anak-betina 70,0 ± 3,2% (n=l 1 )  66,5±3,2% (n=lO) 90,0 ± 3,2 % (n=9) 
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Densitas tulang pada tikus sapih tampak terenda11 pada kelompok l yaitu 66,3 % 
dan tertinggi tampak pada kelompok 3 mencapai 89,5%. dengan uji Anova terdapat 

perbedaan yang bermakna densitas tulang pada 3 kelompok (p=O,O 1 6 )  

Densitas tulang pada tikus induk diamati pada kelompok l :  kelompok 2 dan 
kelompok 3 dibawah angka 60 %. Tidak ditemukan perbedaan yang bermakna densitas 
tulang pada tikus induk pada 3 kelompok selama penelitian (p=O, 742) 

Densitas tulang pada tikus anak tcrlihat pada kelompok 3 lebih 1 1n��1 
dibandingkan kelompok kontrol. Namun secara statistik nilai rata-rata densitas tubnp 
tikus anal anrar 3 kelompok tidak signifikan (p=0.988). 

Hasil Uji Biokimin D:irah dan Serum 

Gambar 7. SOS-PAGE Serum 

- ., -
' ... -.� ">-:. 1:.-, ...;: -· - -"" 

I', � --;- .. ·:-
.:.,� -·�-�--.............. _._, -.. -�--���:::.. ..• ..:. 

Gambar 1 8. Gambar 1 -4 menunjukkan Komponen Albumin yang merupakan transport 
bioaktif dalam darah tiap baris terdiri dari standar/marker, sampel tikus 1 ,  2, 3 dan 
seterusnya 

VII. PEMBAHASAN . 

Pangan Suplemen. 
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Suplemen makanan tersebut menunjukkan bahwa komposisi suplemen 

mengandung 0, 1 bagian ALT dibandjngkan asupan makanan tiap harinya sedanglan 

isoflavon sebanyak 0, 1 3  bagian serta 0, 1 bagian antosianin. Jumlah ini dapat diberikan 

dalam bentuk makanan aslinya atau estrak pada makanan lengkap maka pembuatan 

suplemen dilakukan untuk memformulasikan makanan tambahan bagi anak-anak atau ibu 

hamil yang dikenal sebagai Makanan Pendamping ASI atau makanan tambahan ibu hamil 

(Direktorat Gizi). Formula tersebut dapat diberikan dalam bentuk minuman cair atau 

makanan padat, Teknologi tepat guna umuk memfom1ulasikan suplemen tersebut dapat 

dikembangkan untuk lebih meningkatkan asupan gizi keluarga yang bennutu. 

Ransum yang dikonsumsi pada kel0mp0k perbkuan yang diberi ALT dan bioaktif 

lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol (Tabel 6) dan dianrnti konsumsi ransum 

kelompok 2 dan kelompok 3 relatif sama. Ditemukan perbedaan ) ang bcmrnhna 

kunsum::.i r�m�um diantara 3 kelompok (P<U.U5 ). 

Berbeda pada tikus bunting sampai dengan menyusui konsumsi ransum kelompok 

1 lebih tinggi dibandingkan dengan kedua kelompok lainnya (p<0.05). Hal ini disebabkan 

kar�na pad.a tikus bunting terjadi perubahan tisologis yang mcmpcngaruhi nafsu makan 

::-1.·hingga k.�,n�umsinya r�ndah selain itu atlan) a iambahan suplc:mc:n t�mpc: ) ang 

mengandung isoflaYon yang berbau langu sehingga tidak disukai yang tercermin 

konswnsi ransum kelompok 3 terendah yaitu 5,5 g per hari (Tabel 6). 

Berat Badan Tikus 

Berat badan tikus induk pada masa men:u�ui m�nurun dihandingkan rndn tiku� 

induk bunting (p>0,05) (Tabel 4) dan penurunan bcrat tikus selama bunting dnn masa 

rnenyusui terendah pada kelompok 2 (Gambar -t). Sedangkan berat tikus anak yang lahir 

ternyata ditemukan lebih tinggi pada kelompok 2 dan kelompok 3 dibanding kelompok 

kontrol .  Tampak ada perbedaan yang bermakna BB Rada· avval anak lahir dan peningkatan 

BB selama menyusui antara kelompok 1 dan kelori1pok -2 (p<0,05). Berat badan tikus 

sapih kelompok perlakuan pada akhir penelitian meri.ingkat, namun tidak ditemukan 

perbedaan yang bermakna (p>0,05), 

Peningkatan berat badan pada kelompok perlakuan; kelompok 2 dan kelompok 3 

disebabkan pemberian pakan yang mengandung ALT dan bioaktif (isoflavon dan 

antosianin) . 
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. � --

Profil Biokimia (hemoglobin, albumin, osteocalcin, CTx-telopetide, IGF-1, dan zinc) 

Pada tikus induk, kadar hemoglobin lebih tinggi ditemukan pada kelompok yang 

diberikan ALT dan bioaktif terutama pada kelompok 2 dan kelompok 3 dengan kadar 

hemoglobin diatas 1 8,0 g/dl (Tabel 8). Demikian pula pada tikus anak, kadar hemoglobin 

tinggi ditemukan pada kelornpok 2 dan kelompok 3.  Pada tikus sapih, kadar hemoglobin 

darah _iugn lebih ringgi pada kelompok 2 dan kelompok 4. Hasil uji statistik tidak 

ditc:mukan pcrbc:daan kadar hemoglobin tikus induk, tikus anak dan tikus sclama 

pc111.'liti,1;'. ,1:H.1r:i � kdorn pok (p>0.05). 

Sl.'rum albumin pada kelompok perlakuan yang diberi ALT dan bioaktif 1em: :!1:.i 

lebih tinggi d:ui pada kelompok kontrol (Tabel 8). Dengan uji Anova tidak ada perbedaan 

serum album;n p:!J:t tikus induk. tikus anak dan tikus sapih (p>0,05) 

Serum Ustcocacin pada tikus induk ditemukan lebih tinggi pada kelompok yang 

dibcri ALT (kclompok 2) lebih tinggi dibandingkan kontrol (Tabel 9). Pada tikus anak 

jel� tcrlihut kadar serum osteocalcin pada kelompok perlakuan lebih tinggi terutama pada 

kelomp.,i._ ::. . P.1J.1 tikus sapih dapat jug.a d i l ihat kadar s�rum osteocalcin kelompok yang 

dihai p.1Lm \ I  I dan biL)aktif kbih tin;;�i \kdomp�-f� dan 3) dibandingkan kon1rol. 

perbedaan bdar osteocalcin kelompok 2 dan 3 dibandingkan kontrol benrn1kna (p<0.05) 

Dengan penambahan ransum pada kelompok 2 dan kelompok 3 berupa ALT dan 

bioaktif temyata dapat meningkatkan kadar serum zinc· pada hewan coba (Tabel 1 1  ). 

Namun dengan uj i statistik tidak terbukti ada perbedaan kadar serum zinc pada tikus sapih. 

tikus indul- dan tikus anak (p>0,05 ). Peningkatan kadar.serun1 zinc pada tiku� induk dan 

tikus sarih dirnungkinkan karena tambahan mineral mix yang ada dalam pakan terutama 
dalam kelompok 2 dan 3 dapat digunakan lebih optimal dalam tubuh dengan bnntuan 

ALT dun bioaktif sehingga metabolisme dalam tubuh :terutama metabolisme zinc lebih 

efisien. Sedangk.an peningkatan kadar zinc pada tikus, anak masa menyusui d i sebabkan 
• t • <-:I,,. 

cadangan zinc pada air susu tikus induk masih cukup� -llnti'lk anak yang dilahirkan sampai 

masa menyusm. 

De nsitas Tulang 

33 



Foto rongcnt tulang tikus menun j u l .. J; an bahwa desitas gambar relatif lebih besar 

pada pemberian suplemen ALT dan lebih tinggi lagi pada suplementasi dengan ALT dan 

bioaktif. Densitas tulang pada kelompok perlakuan yang diberi ALT dan bioaktif pada 

tikus induk, tikus anak dan tikus sapih lebih tinggi dari pada kelompok kontrol (Tabel 13). 

Pada tikus induk densitas tulang lebih baik pada kelompok 2. Demikian juga pada tikus 

anak densitas terbaik pada kelompok :; . Sedangkan pada tikus sapih densiras tinggi (89 %) 

pada kelompok 3 dan 73% pada kelompok �.  Dengan uji A nova diamati ada perbedaan 

yang signifikan densitas tulang tikus =-.irih 1 p· O.fl) ). 

Bila dihubungkan dengan komr{'nl'n f-,i0marker untuk fonnasi tulang yaitu yang 

digunakan serum osteocalcin (Khusi-::.1 K ,-· . : ' 1 ()98 )  menunjukkan kadar lebih tinggi 

pada perlakuan ALT dan ALT dan bioak1if (fabel 9 dan Tabcl I 0). Osteocalcin 

dihasilkan d:.tri :-;el nsteoblast (Gib:'1'n R ...., : .. , � , l <1mrak p�mbe111ukan 1ulang lebih baik 

paJa kdumpok 2 dan kelompok 3.  ��Llangl-an serum beta cros r CTx-telopetide) 

menunjukkan aktifitas sel osteoclast yang m('mmjukkan nilai rendah yang berarti tulang 

tidak mengalami pembongkaran. Tampak pcmbt:ntukaJ!li tulang (fonnasi tulang) tinggi 

tanpa per9m bakan tulang pada kelomrx"'" � J,111 kdonipok 3 se_iabn Jen.gan densitas 

tulang kclomp0k 2 dan kelompok 3 ;p;i,b 1ikt:-. ,,1pih Jan tikus anak : an� kbih ting.gi dari 

pada kelompok kontrol. 

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Iain yang menggunakan ALT dalam 

meningkatkan fonnasi tulang pada sel line osteoblast tikus (Watkins et al 2001) dan 

meningkatan kandungan mineral tulang dan Biv!D dari tulang trabekluar dan kortikol 

tikus t Banu J et al 2006). 

Densitas tulang yang rendah dapa1 mcningkatkan aktifasi sel osteoclast dan 

meningkatk kejadian farcture tulang ( I  .egrand E et al" 2000), oleh karena itu perlu upaya 

yang dilakukan untuk meningkatkan densitas tuang ·ya ng tinggi pada usia dini untuk 

mencegah kejadian fractm di usia devvasa. 

VIII. KESIMPULAN DAN SARAN 



1 .  Prototipe suplemen ALT dan bioaktif diiadikan tambahan bagi strplerncntasi rnakanan 

tambahan anak balita terutama kurang gizi serta· ibu hamil dalam pencegahan dan 

penanggulangan pertumbuhan tulang (stunting) pada anak Indonesia. Data densitas 

tulang, biokimia serta pertumbuhan pada tikus coba menunjukkan suplemen tersebut 

membantu maningatkan metabolisme dan pertumbuhan tulang. 

2. Pengembangan untuk memanfaatkan hasil tersebut perlu penelitian laniutan mengena1 

efikasi dan cfe1'tifitas suplemen ALT dan isoflavon dan antosi .!I�!!' r:1J:i mJs\'arakat 

terutama pada anak balita dan ibu hamil . 

IX. llCAPA� TERl'.\IA KASIH 

I im pcnditi benerima ksih atas bantuan s�mua pihak dalam melab . .rnaJ,an kcg.iatan 

penel i ti an ini  yang merupakan integrasi kagiatan forrm.�asi, percobaan hl'\\ ;m Jan tidak 

kalah pentingnya adalah fungsi administrasi. Juga k��f5erterima kasih atas hemuan dari 

koordinator !aoratorium 1.erutama lmunologi untuk SOS-Page. Kami l11L'l1b'.uc:1pl-..111 taima 

kasih atas dana r('nl'litian yang dihi::i�ai okh DI P.-\ Pusat BTDK tahun .:::< I i :. .  
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LAMPIRAl'i 

LAMPIRAN ANALISIS 

PROSEDUR PENENTUAN BIOMARKER 

- ?ENENTUAN ANALISA HEMOGLOBIN 

Metode Cyanmethemoglobin) 

-..,.osedur : 

_ Membuat larutan Drabkin yaitu dengan mencampurkan reagen (larutan 1 dan 
larutan 2) masing-masing sebanyak 5 ml ke dalam 1000 m l  aquadest. 

- Pipet larutan drabkin sebanyak 5 ml masukkan ke dalam tabung reaksi 

3 Pipet 20 µL darah kemudian masukkan ke dal.am larutan drabkin dan homogenkan 
- Baca dengan Hb Meter 

5 Baca juga blanko dengan standar 

- Hasil berupa konsentrasi dengan satuan g/d l .  

.-lai normal balita : > 11 g/100 m l  

2. PENENTUAN ANALISA SERUM ZINC 

(Metode Atomic Absorption Spectrophotometer/AAS) 

:>rosedur: 

:. Semua peralatan (cup serum dan glass ware) yang digunakan untuk menampung 

dan analisa serum dicuci bersih dengan air bebas ion (deionized water, Barnstead 

2002) 

:!. Kemudian rendam dengan HN03 10% untuk membebaskan alat-alat dari mineral 
selama lx 24 jam 

3. Silas dengan air  bebas mineral sebanyak 2 kal i  kemudian direndam dalam air bebas 

mineral selama lx 24 jam 
.:.selanjutnya keringkan dalam oven pada suhu 40-50 derajat celcius sampai kering 
5. Simpan dalam container-container samapi waktu digunakan 

oembacaan Zinc 

1. Buat working standar 
2. Keluarkan serum dari freezer, ambil  sebanyak 150 µL dibuat duplo 

Serum bisa disimpan dalam refrigerator pada suhu 4 °C untuk 2-3 minggu sebelum 

analisa. 
Untuk penyimpanan jangka panjang serum disimpan pada suhu � -25 °C 

3. Encerkan serum 10 kali dengan pelarut khusus (5-10 menit dalam larutan 6% 

aqueous butanol atau 10 % asam nitrat. 

4. Baca working standar dengan alat AAS 

5.  Baca serum yang telah diencerkan dengan a lat AAS 

6. Baca absorbant sampel terhadap kurva standar 

Ni lai  normal zink serum pada balita .'.'.'.. 0, 7 mg/L 
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3. PENENTUAN ANALISA SERUM IGF-1 

(Metode ELISA) 

Prosedur: 

1. Siapkan semua reagen, serum/plasma (sampel) dan standar 

2. Tambahkan 100 µL standar atau sampel pada masing-masing sumur. l n kubasi 
selama 2 jam pada 37 °C. 

3 .  Tambahkan 100 µl Detection Reagen A. lnkubasi selama 1 jam pada suhu 37 °C 
4 .  Aspirate dan cuci selama 3 kali 

5 .  Tambahkan 100 µL Detection Reagen B.  lnkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C 
6.  Aspirasi dan cuci 5 kal i  

7. Tambahkan 90 µL larutan subtrat. lnkubasi selama 15-25 menit pada suhu 37 °C 

8 .  Tambahkan 50 µl Stop Solution . Baca pada panjang gelombang 450 nm 

Penyimpanan sampel (serum/plasma): 

1 .  Sampel disimpan pada suhu 2-8 °C bila digunakan dalam 5 hari. Jika tidak sampel 

disimpan - 20 °C (�1 bulan) atau - 80 °C (S 2 bulan) 

Cat<>tan: 

1. Prosedur ini hanya untuk riset dan in vitro buan untuk d iagnostik/terapetik 

4. PEN ENTUAN ANALISA SERUM ALBUMIN 

(Metode Spectrofotometer) 

Prosedur 

1 .  Beri label pada tabung : blanko, standar, reference, pool, dan untuk masing-masing 
sampel 

2.  Tambahkan 5,0 ml reagen buffer pada masing-masing tabung. 

3.  Pada blanko tambahkan 20 µL distilled-deionized water. Pada standar tambahkan 
20 µL larutan standar. Untuk reference tambahkan 20 µL refe rence serum. Pada . 
pool tambahkan 20 µl pooled serum. Untuk masing-masing sampel tambahkan 20 

µL serum yang diuji. 

4. Campur masing-masing tabung dan biarkan selama 2 menit. 
5.  Pindahkan isi masing-masing tabung ke dalam cuvet. 

6. Atur spectrophotometer pada panjang gelombang 600 nm. 

7. Nol kan lagi spectropsotometer setelan menggunakan reagen blanko. 

8. Baca dan catat absorbansi standar, reference, pool dan sampel. 

9 .  Warna akhir didapat paling ce�at 1 jam. Sampel yang memiliki lebih dari 6 g/dl 

albumin akan diencerkan dengan isotonic saline dan diuji kembali kadarnya. 

Hasilnya akan dikoreksi dengan pengenceran ini .  

5. PENENTUAN ANALISA SERUM OSTEOCALCIN 

(Metode ELISA) 

Prosedur: 

Sebelumnya siapkan: campuran antibodi. 
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• Tambahkan 25 µL standar, control dan sample kedalam tabu ng reaksi yang sudah 

diberi tanda. 

- Tambahkan 200 µL campuran antibody ke dalam masinng-masing tabung reaksi. 

- Tutup dengan plate sealer dan aluminium foil dan inkubasi selama 1 jam pada 

suhu ruang, goyangkan pada 350 rpm +/- 100 rpm selama 1 jam. 

Cuci masing-masing ta bung reaksi 5 kali dengan 350-400 µL larutan pencuci. 

=- Tambahkan 200 µL HRP substrat pada masing-masing tabung reaksi. 

= Tutup dengan plate sealer dan aluminum foil d a n  inkubasi selama 20 menit pada 

;.uhu kamar. 

- Tambahkan 50 µL stop solution pada masing-masing tabung reaksi 

- Baca absorbansinya pada panjang gelombang 450nm selama 10 menit. 

3. PENENTUAN ANALISA DEOXYPYRIDINOLINE 

(fDPyr) ( Metode cro,..,-linked carboxyl-terminal telopeptide) 

-i.J1alisa cross-linked c3rfl0xyl-terminal telopeptide of type I collagen menggunakan Elecsys 
- 10 automat(',: .• :1.,1: • •  '1.·: ' Rl'Ch(' Diagnostic GmbH. \fannheim. Germany). (Crofton P.\1 cl 

1997). 

-:»:osedur analisa sclama I X  menit sebagai berikm; 
lnkubasi pc-rtama: amhil 50 µI serum sampcl dan biotinylated monoklonal anti-P- Cross 

Lap antibody ynng diin!-:ubasi bersama 
lnkubasi kc-dua: um".:hkan strepta,·idin-(1'.!1.:..: mil:roparticle dan monoklonal P- Cross 

l.ap spl·citi.: :mti�·J: l.�bd Jcngan ruthenium (L1mplex: komplek yang te1jadi terikat pada 
fose paJat r:h:l.!lui . :.t1.·: .:bi biotin dun strl:pta\ iJin 

: _ Campuran reaksi dia:'pirasikan ke sel dimana mikropartikel ditangkap ke pem1ukaan 
elektroda. Senyawa yang tidak terikat kemudian dibuang dengan ProCell/ProCell M. 
Aplikasi voltase elektroda kemudian mengakibatkan emisi chemiluminescent yang diukur 
dengan photomultiplier. 

-- Hasil ditentukan melalui kalibrasi kurve yang dibangkitkan dengan 2-point kalibrasi dan 
kurve master mdalui reagen barcode 

eagen yang digun:1ka11: 
: Strepta\'idin-coatcd-111icropa11icles: 1 botol 6,5 mL 

Streptavidin-coated-microparticles: 0,72mg/ mL, preservative 
1 :  Anti P-CrossL1ps-.:\b-hiotin (gray cap): 1 botol I OmL 

Biotinylated· monoclonal anti-P-CrossLaps antibody (mouse) 2,5 mg/L; phosphate huffer 
100 mmol 'L pH 7 .2 preservative 

..2: Anti-P Cross Laps-Ab-Ru(bpy) (black cap) ; 1 botol 8 mL 
Monoclonal anti-P- CrossLap antibody (mouse) label dengan ruthenium comp lex 2.4 
mg/L; phosphat buffer l 00 mmol/L; pH 7,2 preservative 

PUSTAKAAN: 

Crofton PM, Wade JC, Taylor MRH and Holland CV. 1997. Serum concentrations of 
.:.:rrboxyl-terminal propeptide of type I procollagen, amino-terminal propeptide of type III 
:rocollagen, cross-linked carboxyl-tenninal telopeptide of type I collagen, and their 
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i nterrelationships 111 school children. Clinical Chemistry . September 1 997:  vol 43 no 9: 
1 577- 1 5 8 1  

7. PENENTUAN ANALISA SERUM ISOFLAVON 

(Metode LC-MS) 

Prosedur 

l. Serum dicairkan pada suhu ruang dan diaduk. Ambil serum sebanyak 75 µL dan 

acetonitril sebanyak 1,5 ml ke dalam tabung Eppendorf. 

2. Sampel diaduk kemudian disonic selama 10 menit, dan disentrifuse pada 15.000 
rpm selama 5 menit untuk mengendapkan proteinnya. 

3 . Ambil 50 µL serum campur dengan 1,0 m l  citrate buffer (0,1 M, pH 5,0), dan 
.. enzyme yang cocok untuk selective dek.onjuga�i ditambahkan. 

4. Enzym-enzym yang ditambahkan adalah 23 U su lfatase/glucuronidase, 0,84 U 
partially purified sulfatase dan 3,24 U recom.binant glucuronidase. 

S. Setelah diinkubasi 30 menit pada suhu 37 dera1at Celcius, campuran deuterated 

internal standar berisi masing-masing 5 pmol d3- daidzein dan d4-genistein 

ditambahkan pada masing-masing sampel. 

6. fsoflavon aglycones diekstraksi ke dalam e:h 1 • ,v<>tate (3 x 1 ml), pelarutnya 

dipindahkan ke dalam aliran nitrogen dan residunya dimasukkan dalam methanol 

yang merupakan sebagian dari total volume akhir (50 µL) 

7. Volume yang tersisa berupa air dan sampel dianalisis dengan LC-ES/MS 
menggunakan metode ion monitoring untuk mendeteksi ion-ion (M+H)'  untuk 

genistein, daidzen, dan deuterated isotopmers. 

8. PENENTUAN ANALISA SERUM ASAM LEMAK 

(Metode GC). 

Prosedur analisa RBC 

1 .  Tambahkan 1,8 m l  chloroform, 540 µLmethanol dan 100 µL l�rutan internal standar, 

ke dalam RBC sample yang sudah dicairkan.untuk mendapatkan rasio chloroform­

methanol 2 :1 untuk ekstraksi lemak. 

2. Larutan Sodium Chlorida (2%}ditambahkan ke dalam campuran larutan untuk 

mendapatkan fase pemisahan setelah sentrifugasi yang berikutnya selama 10 
menit pss 3030 xg dan 4 derajat celcius. 

3 .  Fase organic lipida adalah fase kering di bawah tekanan reduksi. 

4. Ekstrak yang kering dilarutkan dalam 400 µL chloroform/methanol di  atas 20x20 cm 

silica gel plate dan lemak akan terpisah dengan menggunakan heptana, d i isopropyl 

ether dan asam asetat sebagai fase bergerak.FAME dis intesis dalam vial tertutup 

dengan 3 N methanolic HCI pada suhu 85 derajat celcius selama 45 menit. Sampel 

dinetralisir dengan campuran sodium karbonat, sodium hydrogen karbonatdan 

sodium sulfat (1:2:2). FAME diektraksi 2 kali dengan 1 ml heksana dan dilarutkan 

dalam 50 µL heksana berisi BHT (0,2 %}. 

Penyimpanan: Sampel disimpan dengan suhu -20 derajat celcius sampai analisis GC. 

Prosedur analisa serum 

1. 2 µI serum ekstrak di injeksi pada split mode dengan split rasio 1:  250 
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2. Temperatur program : 160 °C (10s) sampai 200 °C @ 1.3 °C/s, menjadi 230 °( @ 
0,7 °C/s dan terakhir 250 °( {60s) @ 0,6 G(/s. Hidrogen pada 0,2 ml/menit 
digunakan sebagai carier gas 

9. PENENTUAN ANALISA TOTAL PROTEIN 

I. Metode : Biuret 
I I .  Reagentia : 1. Reagentia Biuret 

Na OH 0.1 N 

K-Na-Tartrat 16 mmol/I 
KJ 15 mmol/I 
Cooper-sulfat 6 mmol/I 

2. Blanko 

Na OH 0.1 N 

K-Na-Tartrat 16 mmol/l 
3. Standard 

Protein 6 g/100 ml 
I l l .  Prosedur 

1. Pipetkan ke dalam tabung reaksi serum atau plasma sebanyak 0,1 ml  
2.  Pipetkan juga reagenentia 1 sebanyak 5,0 ml .  

3 .  Dicampur kemudian diinkubasikan selama 30 menit pada suhu 20-25 derajat C 
4. Extinksi dari sampel diukur terhadap larutan 1 sebagai blanko reagentia (E sampel) 

5. Apabila anda tidak dapat mengukur dengan Hg 546 nm, tentukanlah untuk setiap 
Test-Combination sekali extinksi dari standar (2 kali pemeriksaan). Untuk itu dipakai 

larutan 3 (standar) sebagai serum atau plasma seperti dalam point no.1 dan extinks1 
standar dicatat. 

10. PENENTUAN KADAR KALSIUM DAN FOSFOR 

a.  Pengabuan basah menggunakan HN03 dan H2$Q4 

1. Sampel {yang berupa tulang femur, lumbal ke empat dan serum darah tikus) 
telah diukur volumenya dimasukkan ked alam la bu kjeda,hl. 

2. Ditambahkan 10 ml H2504 dan 10 ml {atau lebih) HN03 dan beberapa buah batu 

didih dan dipanaskan perlahan-lahan sampai larutan berwarna gelap. 

3. Ditambahkan kembali 1-2 ml  HN03 dan pemanasan dilanjutkan sampai larutan 
berwarna lebih gelap lagi. 

4. Pemanasan dilanjutkan kembali selama 5-10 menit sambil ditambahkan HN03 
hingga larutan tidak berwarna gelap lagi (semua zat organic telah teroksidasi) 

kemudian didinginkan. 

5. Ditambahkan 10 ml aquadest dan dipanaskan sampai berasap. 

6. Larutan didinginkan kembali dan kemudian ditambahkan 5 ml aquades dan 

dididihkan kembali sampai berasap. 
7. Larutan selanjutnya didinginkan dan diencerkan hingga volume tertentu. 

b. Penentuan Kadar Kalsium menggunakan Spektrofotometer Absorpsi Atom (AAS) 

1. LArutan dari pengabuan basah (tahap A) dengan volume tertentu dipindahkan 

ke dalam labu takar 50 ml. Kenudian ditambahkan aquades hingga tanda tera 

dan dicampur rata. 

2. Alat AAS di set sesuai dengan instruksi manual. 
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3. Diukur larutan kalsium standard an blanko. 

4. Diukur larutan sampel. Selama penetapan sampel, nilai standar diperiksa secara 

periodic dan diatur agar tetap konstan. 
5. Hasil pengukuran larutan standar selanjutnya dibuat kurva {nilai emisi vs 

konsentrasi kalsium dalam µg/m l). 

Penetapan Kadar Fosfor metode Molibdat-Vanadat 

1. Larutkan 20 g ammonium molibdat dalam 400 ml aquades hangat (50 derajat 

Celcius) dan kemudian didinginkan. 
2. Melarutkan 1 g ammonium vanadat {ammonium meta vanadat) dalam 300 ml 

aquades mendidih, kemudian didinginkan. Perlahan-lahan ditambahkan 140 ml 

asam nitrat pekat sambil diaduk. 

3. Larutan m.olibdat dimasukkan ke da lam larutan vanadat dan diaduk. Selanjutnya 

larutan diencerkan sampai volume 1 liter dengan aqu(!des. 

:1. PENENTUAN MOLEKULER PROTEIN 

(Metode Elektroforesis -SDS_PAGE) 

-·o�edur: 

_ rJlasukan 10-20 µL sampel ke dalam loemmli buffer dengan perbandingan 1:2 .atau 

1: 4 di eppendorf 
:. Berilah 3 lubang pada tutup tabung eppendorf 
:. Panaskan sample tersebut dengan waterbath 100 °C selama 5 menit 

a. Siapkan gl<iss plate 10-12 cm dan rangkaikan dengan frame dari Bio-Rad 
b Menyiapkan persentase suspensi acrylamid disessuaikan dengan berat molekul 

protein yang akan dianalisis 
c. Suspensi akrilamid dimasukkan kedalam glass plate dan ditunggu sampai 

mengeras {separating gel). Lihat larutan laemmli no 9. 

d.  Sisir {comb) diangkat dengan hati-hati dan cuci dengan larutan penyangga 
elektroforesis 

e. Glass plate diletakkan pada frame dan dimasukkan kedalam chamber 

selanjutnya diisi suspensi akrilamid sebagai stacking gel. Lihat larutan laemmfi 

no 10. 
f. Masukkan sisir tepat diatas gel diantara glass plate yang terisi oleh akrilamid dan 

dibiarkan sampai gel mengeras 
g. Pada bak elektroforesis diisi running buffer dan sampel dimasukkan pada 

sumuran kolom sebanyak 20 ml. Sebelumnya sampel dilarutkan dalam RSB 

(Resolving Sample Buffer) dan dipanaskan pada air mendidih selama 5 men it 

h. Elektroforesis {running) dijalankan pada kondisi voltase 200 V, 100 m A  selama 

1-2 jam, tegantung jumlah plate yang dipakai. 

2. Foto Rontgent 

=oto rontgent dilakukan d i  RS Hewan, IPN, Bogor 

_3. Analisis Densitas Tulang dengan negatoscope 
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Metode Perhitungan Persentase Densitas Dari Hasil Rontgen 

Persentase densitas tulang = (A-RL) / (RO - RL) % 

Dimana :n: 

A : nilai rata-rata perhitungan densitas (pembacaan negatoscope pada tilang hasil 

rongent) 

RL : nilai radio lucent (pembacaan negatoscope pada film kosong) 

RO : nilai radio opaque (pembacaan negatoscope pada film latar belakang image 

rontgent) 

Garn bar a lat pembaca negatoscope untul< perhitungan densitas yang digunakan 

Densitometer Negatoscope 
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KONSEP PATEN 

Patent yang akan diajukan scbagai luaran penelitian ini akan berbasis pengarus 

suplementasi ALT dan bioaktif isoflaYon dan antosianin terhadap densitas tulang. 

Paten formula suplemen tersebut dapat dimanfaatkan dalam program pemberian 

makanan tambahan paa anak d:rn ibu hamil 

�laim yang akan diajukan: 

I .  formula suplement untuk makan;rn tambahan balita dan ibu ham ii mengandung 

asam lemak terkonyugasi, tcmpc dan "" i 

:!. Formula iterscbut mengandun� 15",.., d:tn 7,0% l'ncrji dari total makanan tambahan 

3. Formula tersebut diolah: ( a )  hirolisis (b) composit, (c/ dibuat tepung (d) 

diformulasikan pada makanan tambahan 
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