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ABSTRAK

Peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS) menyebabkan akumulasi kerusakan oksidatif akibat
jumlah radikal bebas meningkat melebihi jumlah antioksidan dalam tubuh. Stres psikologis berupa stres
psikososial dapat menyebabkan terjadinya stres oksidatif, menyebabkan peningkatan kadar Malondialdehide
(MDA) dan menurunkan kadar nitrat dan nitrit (NOx) darah sebagai metabolit antara nitric oxide (NO).
Ekstrak biji kakao mengandung antioksidan flavanols yang terdiri dari catechin, epicatechin dan procyanidin.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) dalam
menurunkan kadar MDA dan meningkatkan kadar NOx darah tikus putih (Rattus norvegicus) pada kondisi
stres oksidatif yang diinduksi stres psikososial. Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental Pretest-
Postest Control Group Design. Hasil penelitian menunjukkan bahwa setelah pemberian ekstrak biji kakao
terjadi penurunan kadar MDA darah tikus putih akibat stres oksidatif yang diinduksi stres psikososial pada
kelompok P1 (11,74 vs 8,04), P2 (11,92 vs 5,44) dan P3 (11,69 vs 2,87) dengan nilai P = 0,000 serta peningkatan
kadar NOx pada kelompok P1 (1909,83 vs 2085,16), P2 (1912,5 vs 2231,83) dan P3 (1871,5 vs 2339,83) dengan
nilai P = 0,005. Penelitian ini menyimpulkan bahwa ekstrak biji kakao dapat menghambat stres oksidatif
yang diakibatkan oleh stres psikososial. IMEDICINA. 2012;43:146-52].
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ADMINISTRATION OF CACAO BEANS (Theobroma cacao L.) EXTRACTS
DECREASE MALONDIALDEHYDE CONCENTRATION AND INCREASE BLOOD
NOx CONCENTRATION IN WHITE RAT (Rattus norvegicus) INDUCED
BY PSYCHOSOCIAL STRESS
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ABSTRACT

Increased production of reactive oxygen species (ROS) causing accumulation of oxidative damage caused
by exceeding anti oxidant capacity in the body. Psychological stress as psychosocial stress can induce
oxidative stress which subsequently cause increase blood malondialdehyde (MDA) and decrease blood
nitrate and nitrite (NOx) concentration as intermediate product of nitric oxide (NO). Cacao beans extracts
contained anti oxidant flavanols consist of catechin, epicatechin and procyanidin. The aims of this study is to
investigate the effect of cacao beans (Theobroma cacao L.) extracts for decreasing MDA and increasing NOx
concentration in white rat (Raftus norvegicus) blood in stress oxidative state induced by psychosocial stress.
It is an experimental study with Pretest-Postest Control Group Design. This study revealed decrease MDA
concentration in group P1 (11.47 vs 8.04), P2 (11.92 vs 5.44) and P3 (11.69 vs 2.87) with P=0.000 and increase
NOx concentration in oxidative stress white rat induced by psychosocial stress after administration of cacao
beans extract in group P1 (1909.83 vs 2085.16), P2 (1912.5 vs 2231.83) and P3 (1871.5 vs 2339.83) with P =
0.005. This study showed that cacao beans extract can inhibit oxidative stress caused by psychosocial stress.
[MEDICINA. 2012;43:146-52].
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PENDAHULUAN

Penuaan  merupakan
salah satu tahapan proses yang
dialami oleh semua makhluk
hidup, mengakibatkan
penurunan berbagai
sistem dan fungsi tubuh
menyebabkan munculnya
penyakit. Penyebab penuaan
dikelompokkan menjadi
faktor internal dan eksternal.'
Salah satu faktor internal
penyebab  penuaan adalah
radikal bebas. Kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas
sering dihubungkan dengan
sejumlah penyakit degeneratif
baik penyakit jantung koroner

maupun aterosklerosis dan
kanker?  Faktor  eksternal
sebagai penyebab penuaan

adalah stres. Produksi radikal
bebas meningkat pada keadaan
patologis akibat stres fisik
maupun psikologis.> Suatu
kondisi dimana jumlah
anti oksidan lebih rendah
dibandingkan radikal bebas
disebut stres oksidatif.*

Radikal bebas
menyebabkan peroksidasi
lipid, proses dimana radikal
bebas mengambil elektron
pada lipid membran sel yang
menyebabkan terjadinya
kerusakan sel. Produk yang
dihasilkan akibat peroksidasi
lipid seperti malondialdehide
(MDA),  4-hydroxy-2-noneal
(HNE), 4-hydroxy-2-hexenal (4-
HHE).> MDA adalah senyawa
dialdehid, merupakan produk
akhir peroksidasi lipid di dalam
tubuh.®

Nitric oxide merupakan
endothelium-derived relaxing
factor (EDRF), untuk relaksasi
otot polos pembuluh darah,
berfungsi sebagai vasodilator
dan  meningkatkan  aliran

darah.” Di dalam jaringan,
NO dibentuk oleh L-arginine
oleh enzim endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) dengan
kofaktor NADPH, oksigen (O,),
dan tetrahydrobiopterin (BH4)
menghasilkan L-citrulline
serta nitrat dan nitrit sebagai
metabolit antara®® NO yang
tidak digunakan dioksidasi
menjadi nitrit, apabila NO
diperlukankembali, nitritdalam
jaringan direduksi menjadi NO
dikatalisis oleh enzim xanthine
oxidase (XO). Kadar nitrat dan
nitrit (NO,) relatif stabil di
dalam darah, sehingga dipakai
sebagai indikator sintesis NO
tubuh.’

Stres oksidatif
merupakan pemicu aktivasi
disfungsi endotel ditandai
dengan  penurunan kadar
NO. Endotel mempunyai
banyak fungsi penting antara
lain mengatur tekanan
darah  melalui  pelepasan
bahan vasokonstriktor dan
vasodilator, mengatur fungsi
antikoagulan, antiplatelet
dan fibrinolisis.* Beberapa
mekanisme yang mungkin
terjadi pada stres oksidatif
menyebabkan disfungsiendotel
yaitu menurunnya vasodilator
NO akibat ROS, terbentuknya
produk  peroksidasi  lipid
yang berperan sebagai
vasokonstriktor, berkurangnya
BH4 yang merupakan kofaktor
penting untuk sintesa NO,
menyebabkan kerusakan sel
endotel serta kerusakan pada
sel otot polos pembuluh darah,
peningkatan konsentrasi
kalsium bebas dalam sel dan
peningkatan permeabilitas
endotel .’

Biji kakao (Theobroma
cacao L.) atau cokelat kaya
kandungan antioksidan

flavonoid, berupa monomer

flavan-3-ol (flavanols)
meliputi  epicatechin  dan
catechin, serta oligomer
flavanols yaitu procyanidin.

Konsumsi makanan yang kaya
kandungan flavonoidnya telah
terbukti memiliki manfaat
untuk kesehatan jantung dan
pembuluh  darah.! Manfaat
biji kakao telah banyak diteliti,
namun khasiatnya  dalam
mengatasi  keadaan  stres
oksidatif yang diakibatkan oleh
stres psikososial masih perlu
dilakukan penelitian lebih
lanjut, terutama biji kakao yang
bersumber dari daerah Bali.
Oleh karena itu penelitian ini
ingin mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak biji
kakao (Theobroma cacao L.),
khususnyayang bersumber dari
daerah Bali untuk menurunkan
kadar MDA dan meningkatkan
kadar NOx darah tikus pada
kondisi stres oksidatif yang
diinduksi stres psikososial.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental
murni dengan desain pre
and post test control group
design.  Subjek  penelitian
adalah tikus putih jantan galur
Wistar yang berumur 4 bulan
dengan berat badan 180-200
gram yang diperoleh dari
Animal Laboratory Unit (ALU)
Bagian Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas
Udayana dan  diberikan
perlakuan stres psikososial

selama 14 hari. Sebanyak 24 ekor
tikus yang telah mengalami
stres oksidatif setelah perlakuan
stres psikososial dibagi
menjadi 4 kelompok dan setiap
kelompok terdiri atas 6 ekor
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tikus. Kelompok PO adalah
kontrol diberikan aquabides
selama 14 hari, kelompok P1
diberikan ekstrak biji kakao 70
mg per ekor per hari selama 14
hari, kelompok P2 diberikan
ekstrak biji kakao 140 mg per
ekor per hari selama 14 hari
dan kelompok P3 diberikan
ekstrak biji kakao 280 mg per
ekor per hari selama 14 hari.
Darah diambil dari semua tikus
melalui medial canthus sinus
orbitalis untuk pemeriksaan
kadar MDA dan NOx.

Bahan yang digunakan
pada penelitian ini adalah
ekstrak biji kakao dibuat dari
biji kakao kering yang telah
dikupas kulit bijinya. Biji kakao
diblender sampai halus, 500
gram bubuk kakao kemudian
dimaserasi menggunakan
etanol 96% selama 48 jam,
lalu diuapkan menggunakan
evaporator sehingga dihasilkan
75 gram ekstrak biji kakao
dan siap digunakan untuk

penelitian.
Alat yang digunakan,
yaitu : (1) kandang ukuran

20x10x12 cmuntuk memberikan
stres psikososial, (2) kandang
pemeliharaan ukuran
50x40x15 cm, (3) sonde untuk
memberikan ekstrak biji kakao
dan aquabides peroral, (4)
timbangan digital, (5) sentrifus,
(6) spektrofotometer, (7) ELISA
reader, dan (8) pipa kapiler.
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Cara Penelitian

Hewan  coba tikus
sebanyak 24 ekor diadaptasikan
selama 7 hari. Tikus yang telah
diadaptasikan diukur rerata
kadar MDA awal diperoleh
kadar 1,96 mmol/L dan NOx
awal diperoleh kadar 2064
nmol/L. Tikus-tikus kemudian
dibuat stres oksidatif dengan
perlakuan stres psikososial
dengan cara menempatkan 5
ekor tikus pada satu kandang
dengan ukuran 20 x 10 x 12
cm selama 4 jam/hari selama
14 hari.? Pada hari ke-15
diukur kadar MDA dan
NOx sebagai data pretest.
Rerata kadar MDA setelah
pemberian stres psikososial
pada penelitian ini adalah
11,68 mmol/L meningkat 5,9
kali dibandingkan kadar MDA
awal dan kadar NOx adalah
1910,29 nmol/L menurun 1,08
kali dibandingkan kadar NOx
awal. Tikus kemudian diacak
sederhana dibagi menjadi 4
kelompok, yaitu PO, P1, P2, dan
P3. Tiap kelompok berjumlah 6
ekor tikus. Kelompok P0 diberi
perlakuan berupa aquabides,
kelompok P1, P2, dan P3
diberikan Ekstrak Biji Kakao
(1,5mL) dengan dosis 70mg/200
gram berat badan tikus (P1),
140 mg/200 gram berat badan
tikus (P2) dan 280 mg/200 gram
berat badan tikus (P3) selama
14 hari. Pada tahap ini stres
psikososial tetap dilakukan.

Hari ke-29 semua tikus diukur
kadar MDA dan NOx darah
sebagai posttest.

Pemeriksaan Kadar MDA dan
NOx

Sampel penelitian
dipuasakan selama 10-12 jam,
pada pagi hari dilakukan

pengambilan darah dengan
pipet kapiler sebanyak 2 mL.
Selanjutnya darah ditampung
dalamvacutainer, disentrifugasi
dengan kecepatan 3000
rpm selama 15 menit, dan
didapatkan sebanyak 1 mL
plasmaselanjutnyadimasukkan
dalam tabung untuk segera
diperiksa.

Pengukuran kadar MDA
dilakukandiPusatStudiPangan
dan Gizi Program Pascasarjana
Universitas  Gadjah  Mada
menggunakan metode TBARSC
yaitu mengukur konsentrasi
Thiobarbituric Acid Reactive
Substances menggunakan
spektrofotometer panjang
gelombang 532 nm, dengan
satuan mmol/L.

Pemeriksaan kadar
NOx plasma dilakukan
di  Laboratorium  Patologi
Klinik Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana

menggunakan kit pemeriksaan
Colorimetric ~ Griess  dan
pembacaan absorbance 520-
560 nm menggunakan Elisa
reader.”

Tabel 1. Kadar MDA dan NOx plasma pada kelompok kontrol dan kelompok yang mendapat
ekstrak biji kakao dengan tiga variasi dosis

Variabel PO (n=6) P1 (n=6) P2 (n=6) P3 (n=6)
MDA hari ke-14 11,37(SB0,28) 11,74(SB0,36) 11,92(SB0,38) 11,69(SB0,28)
MDA hari ke-29 13,47(SB0,20) 8,04(SB0,23) 5,44(SB0,14) 2,87(SB0,21)
NOx hari ke-14 1947,33(SB190,44) 1909,83(SB336,94) 1912,50(SB318,01) 1871,50(SB328,64)

NOx hari ke-29

1861,00(SB240,01)

2085,16(SB267,14)

2231,83(SB189,84)

2339,83(SB122,06)
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Analisis Data

Data yang diperoleh
pada penelitian ini dianalisis
dengan uji One Way Anova
untuk mengetahui perbedaan
antar  kelompok,  dengan
derajat signifikansi ditetapkan
dengan nilai P<0,05. Bila uji
One Way Anova menunjukkan
perbedaan yang bermakna
maka dilanjutkan dengan Post
Hoc test untuk mengetahui

Keadaan stres oksidatif
dicapaisetelah14haripemberian
stres  psikososial ~ dengan
peningkatan kadar MDA 5,9
kali dan penurunan kadar NOx
1,08 kali dibandingkan kadar
awal, dimana rerata kadar
MDA darah awal yaitu 1,96
mmol/L dan NOx 2064 nmol/L
sedangkan rerata kadar MDA
darah setelah pemberian stres
psikososial adalah 11,68 mmol/

derajat  perbedaan  antar L dan NOx 1910,29 nmol/L.

kelompok, dengan derajat Pada Tabel 1 terlihat adanya

signifikansi P<0,05. peningkatan rerata kadar MDA

dan penurunan rerata kadar

HASIL NOx darah setelah pemberian
KADAR MDA

MDA (mmol/L)

H Pre

H Post

Koentrol Ekstrak Biji

Kakao70 mg Kakao 140

Ekstrak Biji ~ Ekstrak Biji
Kakao 280
mg mg

Kelompok Perlakuan

Gambar 1. Kadar MDA sebelum dan setelah pemberian ekstrak biji kakao

dengan tiga variasi dosis.

KADAR NOx
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Kontrol  Ekstrak Biji Ekstrak Biji Ekstrak Biji
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Kelompok Perlakuan

Gambar 2. Kadar NOx sebelum dan setelah pemberian ekstrak biji kakao dengan

tiga variasi dosis.

14 hari stres psikososial pada
kelompok PO, sedangkan pada
kelompok P1, P2 dan P3 terlihat
penurunan rerata kadar MDA
dan peningkatan rerata kadar
NOx darah setelah pemberian
14 hari stres psikososial dan
ekstrak biji kakao.

Pada Gambar 1 dapat
dilihat adanya perbedaan
kadar MDA plasma antara
kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan setelah
pemberian stres, sedangkan
sebelum pemberian stres kadar
MDA hanya sedikit berbeda.
Analisis One-way Anova hari

ke-14 tidak mendapatkan
adanya  perbedaan  yang
bermakna, sedangkan pada

hari ke-29 terdapat perbedaan

yang  bermakna  (P<0,05).
Analisis dengan post hoc
test mendapatkan adanya

perbedaan yang bermakna
kadar MDA pada hari ke-29
antara kelompok PO dengan P1,
P2 dan P3, antara kelompok P1
dengan P2 dan P3 dan antara
kelompok P2 dengan P3.

Pada Gambar 2 dapat
dilihat adanya perbedaan
kadar NOx plasma antara
kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan setelah
pemberian stres, sedangkan
sebelum pemberian stres kadar
NOx hanya sedikit berbeda.
Analisis One-way Anova hari

ke-14 tidak mendapatkan
adanya  perbedaan  yang
bermakna, sedangkan pada

hari ke-29 terdapat perbedaan

yang  bermakna  (P<0,05).
Analisis dengan post hoc
test mendapatkan adanya

perbedaan yang bermakna
kadar NOx pada hari ke-29
antara kelompok PO dengan P2
dan P3.
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Dari hasil penelitian ini
dapat dilihat bahwa pemberian
ekstrak  biji kakao dapat
menurunkan kadar MDA dan
meningkatkan kadar NOx
pada tikus yang mengalami
stres oksidatif akibat stres
psikososial.

DISKUSI

Stres adalah reaksi atau
respon tubuh terhadap stresor
psikososial (tekanan mental/
beban kehidupan), berupa
respon fisiologis, perilaku
dan subjektif terhadap stres.
Hubungan antara faktor psikik
berupa stres psikologis dengan
kejadian sakit merupakan topik
yang sangat penting sejak teori
stres muncul. Telah diketahui
dengan baik bahwa penyakit
pada sirkulasi darah dan ulkus
pada saluran  pencernaan
berhubungan erat dengan
kejadian stres. Mekanisme pasti
bagaimana stres psikososial
menimbulkan peningkatan
pembentukan radikal bebas
masih belum jelas. Kortisol dan
norepinefrin yang dilepaskan
sebagai respon terhadap stres
psikososial akan menyebabkan
peningkatan glukoneogenesis
dan  glikogenolisis  yang
menyebabkan kadar glukosa
darah meningkat. Glukosa
darah yang meningkat secara
akut ataupun kronis akan
menimbulkan terjadinya stres
oksidatif." Hiperglikemia
menyebabkan kerusakan sel
akibat penumpukan ROS
intraseluler, melaluimekanisme
glikasi non-enzimatik pada
protein menghasilkan AGEs,
pembentukan sorbitol melalui
jalur  poliol-sorbitol (aldosa
reduktase), autooksidasi
glukosa mengakibatkan
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peningkatan radikal
superoksida dan kerusakan
enzim SOD serta pengaktifan
Protein Kinase C."5

Hasil  penelitian  ini
menunjukkan bahwa terjadi
kenaikan kadar MDA darah
tikus 5,9 kali setelah pemberian
stres psikososial selama 14 hari
dibandingkan kadar awal MDA
darah tikus. Pemberian ektrak
biji kakao selama 14 hari dapat
menurunkan kadar MDA darah
tikus yang mengalami stres
oksidatif setelah diinduksi oleh
stres psikososial. Penelitian ini
sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Rein dkk (2000)!®
bahwa terjadi penurunan kadar
MDA dan peningkatan kadar
total antioksidan plasma 2
jam setelah konsumsi kakao
yang mengandung 80 gram
flavonoid.

Penelitian  sebelumnya
diketahui bahwa pemberian
stres  psikososial ~ dengan
menempatkan 5 ekor tikus
dewasa dalam satu kandang
seluas 200 cm? selama 6 minggu
menunjukkan terjadinya
peningkatan tekanan darah,
menurunnya konsentrasi NO
di aorta’, dan terjadi cedera
subseluler di sel endotel aorta
yangditandaidengankerusakan
mitokondria, peningkatan
jumlah lisosom, perubahan
intercelluler connection, dan
disrupsi endotel.”® Pemberian
stres isolasi pada 2 kelompok
mencit, selama 7 hari dan 30
hari perlakuan stres isolasi
menyebabkan peningkatan
kadar  corticosterone  dan
menimbulkan stres oksidatif
pada DNA sel darah perifer.”
Penelitian pemberian bubuk
kakao yang mengandung 897
mg flavanols setelah enam
jam memiliki efek yang sama
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dengan pemberian bubuk
kakao yang mengandung 234
mg flavanols selama 4 minggu,
yaitu sama-sama menghambat
aktivasi dan fungsi platelet
sehingga dapat mencegah
terjadinya plak ateroklerosis.”
Peningkatan stres
oksidatif sebanding dengan
penurunan mekanisme
antioksidan serta peningkatan
akumulasi produk ROS yang
menyebabkan disfungsi
endotel.” Stres oksidatif akibat
stres psikososial merupakan
pemicu  aktivasi  disfungsi
endotel, yang ditandai dengan
penurunan kadar NO.*

Gugus fitokimia dari
berbagai  tumbuh-tumbuhan
telah banyak diteliti dan
diyakini dapat melindungi sel
dari pengaruh stres oksidatif.”
Terdapat bukti bahwa
antioksidan yang terdapat
pada biji kakao memiliki efek
yang baik untuk kesehatan.
Biji kakao memiliki kandungan
flavanols (catechin, epicatechin
dan procyanidin) tinggi yang
terbukti memiliki manfaat
untuk  kesehatan  jantung
dan pembuluh darah." Biji
kakao yang memiliki manfaat
terhadap kesehatan terdapat
dalam bentuk bubuk kakao
maupun ekstrak biji kakao.
Mekanisme kerja flavanols yang
terdapat pada biji kakao untuk
mengatasi stres oksidatif yaitu
mengurangi pembentukan
radikal bebas dengan memakan
atau menangkap radikal bebas
secara langsung (free radical
scavenger), meregenerasi -
tokoferol dan antioksidan
lainnya dengan mendonorkan
atom hidrogen kepada
radikal a-tokoferol dan dapat
berperan sebagai chelating
agent serta mengikat logam



redoks aktif termasuk Fe*
dan Cu® yang terlibat pada
pembentukan radikal bebas.”
Manfaat flavanols yang dapat
mengatasi  stres  oksidatif,
mengakibatkan penurunan
kadar radikal bebas, sehingga

bioavailabilitas NO  dapat
dipertahankan.”  Mekanisme
kerja  flavanols  mencegah

penurunan NOx yaitu dengan
meningkatkan aktivitas eNOS
dan mengurangi pembentukan
radikal peroksinitrit.*

Hasil penelitian ini
memperlihatkan bahwa
pemberian ekstrak biji kakao
dosis 280 mg/200 gram berat
badan tikus yang mengalami
stres oksidatif akibat stres
psikososial selama 14 hari dapat
secara efektif menurunkan
kadar MDA dan meningkatkan
kadar NOx plasma. Hasil
penelitian ini sesuai dengan
hasil penelitian Murphy et
al. (2001), pemberian bubuk
kakao yang mengandung
234 mg flavanols selama 4
minggu, yaitu memiliki efek
menghambat  aktivasi dan
fungsi platelet sehingga dapat
mencegah terjadinya plak
ateroklerosis.*® Pada penelitian
ini didapatkan hasil yaitu :
kelompok yang mendapat
ekstrak biji kakao (P1, P2 dan
P3) mempunyai rata-rata kadar
MDA plasma lebih rendah dan
kadar NOx plasma lebih tinggi
bila dibandingkan dengan
kontrol. Kadar MDA menurun
dan kadar NOx meningkat
sesuai dengan peningkatan
dosis ekstrak biji kakao, terlihat
dari hasil penelitian ini yaitu
kadar MDA plasma terendah
dankadar NOx plasma tertinggi
pada dosis ekstrak biji kakao
280 mg/200 gram berat badan
tikus.

Penurunan kadar MDA
dan peningkatan kadar NOx
disebabkan oleh kemampuan
flavanols pada biji kakao untuk
mengatasi disfungsi endotel
dengan mencegah peningkatan
kadar MDA serta penurunan
kadar NOx yaitu dengan
mencegah pembentukan
peroksidasi lipid yang berperan
sebagai vasokonstriktor,
mencegah penurunan BH4
sehingga meningkatkan
aktivitaseNOS dan mengurangi
pembentukan radikal
peroksinitrit.!%? Pemberian
antioksidan flavanols telah
terbukti dapat menurunkan
produk stres oksidatif sehingga
dapat mencegah disfungsi
endotel.

SIMPULAN

Ekstrak biji kakao dapat
menurunkan kadar MDA
dan  meningkatkan  kadar
NOx plasma pada tikus yang
mengalami  stres  oksidatif
akibat stres psikososial.
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