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ABSTRAK

Nama : | Wayan Gede Sutadarma
Program studi : [lmu Gizi, Kekhususan ITmu Gizi Klinik
Judul : Pengaruh Jus Bayam Terhadap Kadar NOy Serum

Dan Tekanan D-rah Pada Laki-laki Dewasa Muda

Tujuan penelitian adalah diketahuinya pengaruh pemberian jus bayam 100 gram
per hari selama empat minggu berturut-turut terhadap kadar NO, serum dan
tekanan darah pada laki-laki dewasa muda. Penelitian ini merupakan uji klinis
paralel, membandingkan 17 orang kelompok yang mendapat jus bayam disertai
penyuluhan gizi (P} dengan 17 orang kelompok yang hanya mendapat penyuluhan
gizi saja (K). Sebanyak 34 mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana yang memenuhi kriteria dibagi dalam dua kelompok secara
randomisasi blok. Data yang diambil meliputi usia, aktivitas fisik, indeks massa
tubuh, asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik dengan food recall 2 x 24 jam
dan food record. Pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum serta tekanan
darah dilakukan pada awal dan akhir perfakuan. Analisis data menggunakan uji ¢
tidak berpasangan dan uji Mann Whitney dengan batas kemaknaan 5%. Sebanyak
7 orang kelompok P dan 16 orang kelompok K dengan median usia 18 (17-19)
tahun yang mengikuti penelitian secara lengkap. Indeks aktivitas fisik subyek
kedua kelompok termasuk rendah. Data awal tidak menunjukkan perbedaan
bermakna (p>0.05). Setelah empat minggu perlakuan, didapatkan persentase
asupan energi dibandingkan kebutuhan energi total termasuk kategori cukup pada
kedua kelompok (84,93x10,60 % vs 88,19£5.47 %). Asupan natrium Kedua
ketompok selama perlakuan lebih rendzh dibandingkan dengan angka kecukupan
gizi 2004 (1083,00 (834.84-1797.50) mg/hart vs 923,95 (676,20-2494,05)
mg/hari. Asupan nitrat anorganik lebih tinggi pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol (130,33 (107,28-195,85) mg/hari vs 30,79 (9,47-
118,38} mg/hari. Pada kedua kelompok didapatkan peningkatan kadar nitrit, nitrat
dan NOy serum yang lebih tinggi pada kelompok perlakuan, namun secara
statistik tidak bermakna (p>0,05). Tidak didapatkan penurunan tekanan darah
sistolik dan diastolik yang bermakna pada kelompok perlakuan (p>0,03).
Pemberian 100 gram jus bayam selama empat minggu berturut-turut tidak
didapatkan peningkatan kadar nitrat, nitrit, dan NO, serum serta penurunan
tekanan darah sistolik dan diastolik pada kelompok perlakuan.

Kata kunci :

laki-laki dewasa muda, jus bayam, nitrat anorganik, kadar NOy serum, tekanan
darah
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ABSTRACT

Name : 1 Wayan Gede Sutadarma
Study Program : Nutrition, Clinical Nutrition
Title : Effect of Spinach Juice on Serum NO, Level

And Blood Pressure In Young Adult Male

The aims of this study were to investigate the effect of 100 gram per day spinach
juice during four weeks on serum NOy level and biood pressure in young adult
male. The study was a parallell randomized clinical trial. Thirty four subjects of
second semester male student Medical Faculty of Udayana University were
selected using certain criteria. The randomly (block randomization) thirty four
subject were divided into two group. The treatment group (n=17) received spinach
juice and nutrition counseling; the control group (n=17) received nutrition
counseling alone. Data collected included age, physical activity, body mass index,
intake of energy, sodium, and inorganic nitrate using 2 x 24 hours food recall and
food record. Laboratory findings (serum nitrite, nitrate, and NO; levels) and blood
pressure examination were done before and after intervention. For statistical
analysis, unpaired t-test and Mann Whitney were used with the level of
significance was 5%. Seventeen subjects in the treatment group and sixteen
subjects in the control group completed the study and analized. Median of age
were 18 (17-19) years old. The physical activity index in both groups were low.
The characteristic of the thwo groups were closely matched at base line (p>0,03).
After four weeks intervention, all subjects consumed energy achieved the
recommended diet with an average of 84,93+10,60 % in the treatment group and
88,19+5,47 % in the control group. The average intake of sodium in both groups
were lower than indonesian recommended dietary allowance 2004 (1083,00
(834,84-1797,50) mg/day vs 923.95 (676,20-2494,05) mg/day). The average
intake of inorganic nitrate in the treatment group increased significantly than in
the control group (130,33 (107,28-195,85} mg/day vs 30,79 (9,47-118,38)
mg/day). In conclusion, there were increase in serum nitrit, nitrat and NOy levels
which were higher in the treatment group, although not statistically significant
{p>0,05). There were alsc no significant decrease in systolic and diastolic blood
pressure in the treatment group (p>0,05). In conclusions, the effects of 100 gram
per day spinach juice during four weeks did not increase serum nitrit, nitrat and
NOy level and also were not decrease systolic and diastolic blood pressure in the
treatment group.

Keywords :

young aduit male, spinach juice, inorganic nitrate, serum NO, level, blood
pressure.
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BAB1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Prahipertenst merupakan keadaan yang ditandai meningkatnya tekanan darah
sistolik antara 120-139 mm Hg atau diastolik antara 80-89 mm Hg dan merupakan
gejala awal timbulnya hipertensi derajat satu.! Survei Kesehatan Rumah Tangga
(SKRT) Indonesia 2004 menunjukkan rerata tekanan darah kelompok usia 15-24
tahun sebesar 119.8/76.5 mm Hg, dan selanjutnya meningkat se¢jalan dengan
bertambahnya usia.” Prevalensi prahipertensi lebih banyak ditemukan pada laki-
laki (40%) dibandingkan perempuan (23%).%°
Prahipertensi merupakan faktor risiko timbulnya berbagai penyakit
kronis.” Studi meta analisis memperlihatkan pada kelompok usia 40-80 tahun
dengan tekanan darah di atas 115/75 mm Hg. apabila mengalami peningkatan
tekanan darah sistolik sebesar 20 mm Hg atau tekanan darah diastolik sebesar 10
mm Hg akan meningkatkan risiko penyakit kardiovaskular menjadi dua kali lipat.’
Faktor risiko terjadinya prahipertensi terdiri dari faktor yang tidak dapat
dimodifikasi vaitu genetik, usia, dan jenis kelamin; dan faktor yang dapat
dimodifikasi meliputi obesitas. tingginya asupan ecnergi, natrium. rendahnya
asupan serat, kalium, kurang berolahraga, peminum alkohol dan perokok.’
Disfungsi endotel pembulubh darah merupakan salah satu penyebab
timbulnya prahipertensi. dan keadaan tersebut menggambarkan perubahan fungsi
sel endotel dalam mengatur tonus otot polos pembuluh darah akibat berkurangnya
sekresi nitric oxide (NO) sebagai vasodilator dan bersifat reversibel.’
Berkurangnya sekrest NO salah satunya disebabkan karena berkurangnya sintesis
NO endogen yang berasal dari arginin atau rendahnya asupan sumber nitrat
anorganik yang terutama terdapat pada sayuran berwarna hijau seperti bayam.’
Data Survei Sosial Ekonomi Nasional (Susenas) 2004 menunjukkan hanya
60% dari populasi di Indonesia yang mengkonsumsi sayuran yang sesuai anjuran
4-5 kali sehari, sedangkan sisanya tingkat konsumsi sayuran tidak adekuat.®
Pedoman penatalaksanaan prahipertensi yang direkomendasikan oleh The

Seventh Report of the Joint National Committee (JNC 7) menekankan pentingnya
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modifikasi gaya hidup meliputi mempertahankan berat badan dalam batas-batas
normal, membatasi asupan natrium, melakukan olahraga teratur, mengatur pola
makan berdasarkan Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH), dan
membatasi konsumsi alkohot.

Penelitian Plotnick dkk pada subyek dengan tekanan darah normal
menunjukkan suplementasi kapsul ekstrak sayur dan buah selama empat minggu
berhasil meningkatkan kadar nitrat dan nitrit serum secara bermakna.’ Penelitian
Ohta dkk pada subyek dengan tckanan darah normal mendapatkan pemberian
kombinasi penyuluhan gizi dan olahraga berjalan kaki dalam waktu satu jam per
hari tiga kali per minggu. selama 12 minggu berhasil meningkatkan kadar nitrat
dan nitrit serum serta menurunkan tekanan darah sistolik dan diastolik secara
bermakna, walaupun penurunan tekanan darah tersebut tidak memiliki arti
klinis.'” Penurunan tekanan darah sistolik sebesar 5.5 mm Hg dan diastolik
sebesar 3 mm Hg pada prehipertensi sudah memiliki arti klinis.'

Webb dkk melakukan penelitian pada subyek dengan tckanan darah
normal yang diberikan nitrat anorganik (34+0,1 mmol/L) dalam jus bit 500 mL
satu kali dalam 24 jam. Hasil penelitian menunjukkan terjadi peningkatan
bermakna kadar nitrat dan nitrit serum seria penurtinan bermakna tekanan darah
sistolik dan diastolik. Setelah 24 jam, kadar nitrat dan nitrit serum serta tekanan
darah kembali seperti sebelum perlakuan.'' Namun sebaliknya, penelitian Larsen
dkk menunjukkan pemberian suplementasi natrium nitrat (0,1 mmol/kg BB/hari)
selama tiga hari didapatkan peningkatan kadar nitrat dan nitrit serum serta hanya
menurunkan tekanan darah diastolik secara bermakna. '

Penelitian ini merupakan uji klinis fase Il yang dilakukan pada mahasiswa
laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran Universitas Udayana dengan status
gizi dan tekanan darah normal; membandingkan dua kelompok yaitu kelompok
periakuan mendapatkan 100 gram daun bayam hijau dalam bentuk jus bayam satu
kali per hari selama empat minggu berturut-turut disertai penyuluhan gizi dan

kelompok kontrol hanya mendapatkan penyuluhan gizi saja.
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1.2. Permasalahan
1.2.1. Identifikasi Masalah
1. Tingginya rerata tekanan darah penduduk Indonesia sejalan dengan
bertambahnya usia.
2. Prevalensi prahipertensi lebih banyak ditemukan pada faki-laki
dibandingkan perempuan.
3. Rendahnya tingkat konsumsi sayuran penduduk Indonesia scsuai anjuran

yang adekuat.

1.2.2. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka dapat ditetapkan perumusan masalah
sebagai berikut :

Apakah pemberian jus bayam 100 gram satu kali per hari sclama empat minggu
berturut-turut disertai penyuluhan gizi pada mahasiswa laki-laki semester dua
Fakuitas Kedokteran Universitas Udayana dengan status gizi dan tekanan darah
normal dapat meningkatkan kadar NO, serum sebesar 25 pmoV/L dan menurunkan
tekanan darah sistolik sebesar 5.5 mm Hg dan diastolik sebesar 3 mm Hg

dibandingkan bila hanya mendapat penyuluban gizi saja?

1.3. Hipotesis
Pada mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran Universitas Udayana
dengan status gizi dan tekanan darah normal, pemberian jus bayam 100 gram satu
kali per hari selama empat minggu berturut-turut disertai penyuluhan gizi dapat

1. meningkatkan kadar NO serum sebesar 25 punol/L

2. menurunkan tekanan darah sistolik sebesar 5,5 mm Hg

3. menurunkan iekanan darah diastolik sebesar 3 mm Hg

dibandingkan bila hanya mendapat penyuluhan gizi saja.

1.4. Tujuan
1.4.1. Tujuan Umum

Untuk mengendalikan timbulnya prahipertensi dan hipertensi derajat satu.
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1.4.2. Tujuan Khusus

L.

L

Diketahuinya karakteristik subyek penelitian menurut usia dan aktivitas fisik
sebelum perlakuvan.

Diketahuinya asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik pada dua hari
sebelum perlakuan dengan metoda food recall 2 x 24 jam,

Diketahuinya asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik pada minggu 0, 2
dan 4 perlakuan dengan metoda food record.

Diketahuinya Kkadar nitrit, nitrat, dan NO, serum sebelum dan setelah
perlakuan pada kedua kelompok.

Diketahuinya tekanan darah sistoltk dan diastolik sebelum dan setelah

perlakuan pada kedua kelompok.

1.5. Manfaat

I

Untuk subyek penelitian

Diharapkan dapat menjadi sumber pengetahuan yang benar tentang pengaruh
bahan makanan sumber nitrat anorganik terhadap tekanan darah sehingga
dapat mencegah prahipertensi.

Untuk institusi

Diharapkan dapat memberikan konfirmasi terhadap hasil penelitian terdahulu
dan dapat dipakai sebagai landasan penelitian selanjutnya.

Untuk masyarakat

Diharapkan dapat memberikan informasi yang benar mengenai manfaat nitrat
anorganik terhadap tekanan darah dan berperan menurunkan risiko penyakit
degeneratif,

Untuk peneliti

Diharapkan dapat menerapkan pengetahuan yang didapat selama kuliah dan
melatih cara berpikir dan membuat penelitian dengan metodologi penelitian

yang benar.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bayam

Bayam merupakan tanaman yang banyak terdapat di Asia, tersebar dari Asia
tengah sampai Asia Tenggara. Tanaman bayam pertama Kali ditemukan di daerah
Persia (Iran), kemudian oleh bangsa Nepal dibawa ke Cina pada abad ke-7 dan
dibawa ke Spanyol pada abad ke-[1."?

2.1.1. Botani

Menurut taksonomi, bayam diklasifikasikan dalam kingdom Plantae, divisi
Magnoliophyta, kelas Magniliopsida, ordo Caryophyllales, famili Amaranthaceae,
genus Spinacia, dan spesies Spinacia oleracea. Berdasarkan morfologinya,
tanaman bayam terdiri dari akar, batang, daun, dan bunga. Akar tanaman bayam
berbentuk serabut; batang tidak bercabang; daun berbentuk oval berwarna hijau
atau merah; dan bunga berwarna hijau-kuning dengan diameter 3-4 mm."?

2.1.2. Kandungan Nuftrisi

Kandungan zat gizi bayam bervariasi tergantung pada jenis, kematangan, kondisi
lingkungan dimana bayam tersebut tumbuh, waktu panen. penyimpanan, dan

pengolahan.'S Berikut tabel kandungan gizi bayam hijau mentah per 100 gram.

Tabel 2.1. Kandungan Gizi Bayvam Hijau Per 160 Gram

Koniponen Nilai Gizi

Energi (kkal) 20
Karbohidrat (g) 3,6
Protein (g) 2.2
Lemak (g) 0,4
Lutein {ng) 3626
Vitamin A (pg) 469
Serat (g) 2,2
Vitamin C (mg) 28
Vitamin E {mg) 2
Folat (ng) 194
Vitamin K (pg) 483
Nitrat anorganik (mg) 99
Kalsium (mg) 99
Besi (mg) 27

Sumber : telah diolah kembali dari USDAY
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2.2. Nitrat Anorganik

2.2.1. Sifat Fisika dan Kimia

Struktur kimia ion nitrat (NO57) terdiri dari atom nitrogen, dikelilingi tiga atom
oksigen membentuk planar trigonal. lon nitrat berkonjugasi dengan molekul lain
seperti Na', K* membentuk garam nitrat sehingga menjadi lebih stabil, dan

bersifat larut air (polar).'5

Gambar 2.1. Struktur Molekul Ton Nitrat

Sumber : Barnum'®

2.2.2. Pencernaan dan Metabolisme Nitrat Anorganik

Absorpsi, Transpor dan Ekskresi

Nitrat anorganik diabsorpsi secara ditusi tanpa dipengaruhi faktor apapun melalui
lambung dan usus halus, selanjutnya masuk peredaran darah. Jumlah nitrat yang
diabsorpsi antara 90-100%, selanjutnya 23% dibawa ke kelenjar air liur melalui
siklus entero-saliva. Nitrat yang disekresi bersama air liur akan direduksi menjadi
nitrit (NO»2") oleh bakteri komensal (Staphyiococcus sciuvi and Staphylococcus
intermedius) yang terdapat di bagian belakang kelenjar air ljur. Nitrit yang ditelan
bersama air liur sebagian akan direduksi menjadi NO setelah sampai lambung
akibat paparan pH asam.'®"

Nitrit dan NO dapat langsung diabsorpst secara difusi masuk peredaran
darah, berikatan dengan hemoglobin eritrosit membentuk HbNO dan S-nitroso
hemoglobin (SNO) selanjutnya beredar ke seluruh tubuh. Karena waktu paruh NO
dalam darah sangat singkat, NO cepat dioksidasi kembali menjadi nitrat dan nitrit.
Sebaliknya nitrat dan nitrit dapat direduksi kembali menjadi NO. Apabila terdapat
peningkatan tahanan perifer pembuluh darah, maka nitrat akan direduksi menjadi
nitrit selanjutnya nitrit direduksi menjadi NO.'*"”

Ekskresi nitrat sebagian besar (65-70%) melalui urin; ekskresi maksimal

terjadi setefah lima jam mengkonsumsi nitrat dan kadar nitrat serum kembali
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normal setelah 18 jam. Sebagian kecil (25%) nitrat disekresi melalui kelenjar air
liur, dan sekresinya tersebut dipengaruhi oleh variasi diurnal.'”

Gambar 2.2. Pencernaan dan Ekskresi Nitrat Anorganik
Sumber : telzh diolah kembali dari Webb dkk'!

Metabolisme

Pada keadaan normal, nitrit serum bersama oksihemoglobin akan membentuk
nitrat kembali dan selanjutnya nitrat dibawa kembali menuju kelenjar air liur
melalui  siklus entero-saliva. Pada keadaan hipoksia, nitrit bersama
deoksihemoglobin akan direduksi menjadi NO. Hal tersebut menggambarkan
nitrit merupakan cadangan untuk membentuk NO.""’

Di dalam jaringan, NO dibentuk dari arginin dengan kofaktor NADPH,
oksigen (), dan tetrahydrobiopterin (BHA) serta katalisis enzim endothelial
nitric oxide synthase (€NOS). NO yang tidak digunakan akan dioksidasi kembali
menjadi nitrit. Apabila NO diperiukan kembali, nitrit dalam jaringan tersebut akan
direduksi menjadi NO dengan katalisis enzim xanthine oxidase (X0)."""

Nitrat anorganik dari bahan makanan dapat direduksi menjadi nitrit,
kemudian pada keadaan hipoksia jaringan, nitrit dapat langsung direduksi menjadi
NO tanpa memerlukan enzim XO, ion H', dan sitokrom mitokondria.”
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Gambar 2.3. Metabolisme Nitrat, Nitrit, dan NO
Sumber : telah diolah kembali dari Dezfulian dkk'®

2.2.3. Rerata Asupan Nitrat Anorganik

Rerata asupan nitrat bervariasi antara 53-350 mg per hari dan asupan nitrit antara
0-20 mg per hari. Asupan ini tergantung dari sumber bahan makanan yang
dikonsumsi, terutama dari sayuran (80%). Berdasarkan pola diet DASH yang
menganjuckan konsumsi sayuran 4-5 porsi per hari, dapat diperkirakan jumlah

rerata nitrat yang dikonsumsi sebesar 157 mg per hari.'®

2.2.4. Bahan Makanan Sumber

Secara umum bahan makanan sumber utama nitrat anorganik adalah sayuran
berwarna hijau. Buah mengandung nitrat anorganik lebih rendah daripada sayuran
hijau. Kandungan nitrat anorganik dalam bahan makanan bervariasi di tiap daerah
tergantung dari kesuburan tanah dan tingkat penggunaan pupuk nitrogen. Proses
penyimpanan dan pengolahan bahan makanan (pencucian, pemotongan dan cara
memasak) mempengaruhi kandungan nitrat anorganik sehingga disarankan untuk
mengkonsumsi sayuran dalam keadaan segar. Proses penyimpanan dalam lemari
pendingin dapat menurunkan kadar nitrat anorganik sampai 30% dan proses
pengolahan bahan makanan dapat menurunkan kadar nitrat anorganik sampai
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50%. Disamping itu, nitrat dan nitrit juga dipakai sebagai bahan pengawet daging
dan produk olahannya.'® Berdasarkan tabel 2.2, dapat dilihat bahan makanan
sumber nitrat terutama berasal dari sayuran seperli seledri, selada, dan bayam,
sebaliknya daging yang diawetkan dan produk olahannya mengandung nitrat

dalam jumlah rendah.

Tabel 2.2. Kandungan Nitrat Dalam Bahan Makanan

Bahan Makanan Rata-rata Rentangan
(mg/100 gr) (mg/100 gr)
Seledri 161 88-232
Selada 159 8,3-342
Bayam 99 10-156
Bit 76,3 26-222
Kubis 33,1 12-69
Brokoli (3.3 5.1-28
Kentang 12,9 4.8-24
Labu 6,3 <(0,5-35
Wortel 3.8 <0.5-29
Hamburger 7.6 0,6-21,1
Salami 2.4 <(,3-3.6
Kornet 1.8 0.7-3,6
Ham 1.6 <0,3-8.1
Pizza 0.3 <0,5-1
Keju 0,2 <(,5-0.9

Sumber : telah dioluh kembali duri Thomsom™

2.2.5. Toksisitas
Toksisitas terjadi apabila masukan nitrat tinggi (> 330 mg/kg berat badan) dalam
waktu lama. Gejala toksisitas berawal dari perubahan nitrat menjadi nitrosamin
atau methemoglobin. Dalam lambung dengan pH asam, nitrat diubah menjadi
nitrit selanjutnya nitrit bereaksi dengan asam amino seperti prolin menghasilkan
nitrosamin yang bersifat karsinogenik. Nitrosamin langsung diserap secara difusi
melalui pembuluh darah dan terakumulasi dalam sel yang mengakibatkan
gangguan sintesis protein sel.'”

Studi epidemiologi memperlihatkan tidak terdapat hubungan antara
konsumsi nitrat dalam sayuran dengan kanker, hal tersebut disebabkan karena

sayuran juga mengandung antioksidan sehingga pembentukan nitrosamin

terhambat, sebaliknya terdapat hubungan antara konsumsi nitrit dalam daging
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yvang diawetkan terhadap kejadian kanker. Efek toksik nitrit 10 kali lebih
berbahaya daripada nitrat karena nitrit lebih cepat diubah menjadi nitrosamin.'”
Oksidasi nitrit dengan deoksihemoglobin pada keadaan hipoksia
membentuk methemoglobin. Methemoglobin dapat bereaksi dengan radikal
hidrogen peroksida sehingga menyebabkan destruksi eritrosit. Asupan tinggi nitrit
akan mempercepat pembentukan methemoglobin, dibuktikan pada penelitian yang
dilakukan pada orang sehat yang diberikan nitrit 460 mg/L, didapatkan efek
samping berupa gejala mual, muntah, sakit kepala, dan kebiruan pada mukosa

bibir,

2.3. Prahipertensi

2.3.1. Definisi

Prahipertensi merupakan keadaan yang ditandai meningkatnya tekanan darah
sistolik antara 120-13% mm Hg atau tckanan darah diastolik antara 80-89 mm Hg,
yang didapatkan dari perhitungan rerata tiga kali pengukuran tekanan darah.'

Berdasarkan JNC 7, tekanan darah diklasifikasikan seperti pada tabel berikut ini.

Tabel 2.3. Klasifikasi Tekanan Darah

Klasifikasi Sistolik (mm Hg) Diastolik (mm Hg)
Normal <120 dan < 80
Prahipertensi 120-139 atau 80-89
Hipertensi Derajat | 140-159 atau 90-99
Hipertensi Derajat 2 > 160 atau > 100

Sumber : telah diolah kembali dari Chobanian dkk’

Prahipertensi terjadi apabila keadaan curah jantung dan atau tahanan
perifer pembuluh darah meningkat. Curah jantung dipengaruhi oleh tekanan vena
dan kontraksi otot jantung, sedangkan tahanan perifer pembuluh darah
dipengaruhi oleh keseimbangan antara vasokonstriktor dan vasoditator.**

Apabila tekanan darah meningkat, saraf parasimpatis akan terangsang
untuk mensekresi asetilkolin, yang kemudtan ditangkap oleh reseptor asetilkolin
pada permukaan sel endotel. Akibatnya sel endotel akan mensintesis dan
mensekresi NO, suatu vasedilator kuat yang menyebabkan relaksasi otot polos
pembuluh darah. Karenanya dapat dimengerti peningkatan tahanan pembuluh

darah dapat terjadi antara lain pada keadaan disfungsi endotel pembuluh darah.
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Salah satu teori mengenai mekanisme terjadinya prahipertensi berhubungan

dengan disfungsi endotel pembutuh darah dan rendahnya biovailabilitas NO.*!

2.3.2. Faktor Risiko Prahipertensi

Faktor risiko prahipertensi terdiri dari faktor yang tidak dapat dimodifikasi yaitu
genetik, usia, dan jenis kelamin; dan faktor yang dapat dimodifikasi meliputi
obesitas, tingginya asupan energi, natrium, rendahnya asupan serat dan kalium,
kurang berolahraga, perokok dan peminum alkohol.”?

Genetik

Peran faktor genetik dibuktikan melaltui kejadian prahipertensi lebih banyaknya
pada subyek yang orang tuanya menderita prahipertensi atau hipertensi.”

Usia

Prahipertensi terjadi mulai rerata usia 25 tahun dan meningkat sejalan dengan
bertambahnya usia. Proses penuaan menimbufkan perubahan anatomi dan
fistologi pembuluh darah yang dapat meningkatkan tekanan darah.2***

Jenis Kelamin

Prevalensi prahiperiensi lebih banyak ditemukan pada laki-laki dibanding
perempuan, hal ini berkaitan dengan hormon androgen yang dapat meningkatkan
stres oksidatif dan vasokontriksi ginjal schingga meningkatkan tekanan darah.?**
Obesitas

Kelebihan berat badan > 20% dari berat badan ideal, meningkatkan risiko
prahipertensi menjadi duva kali daripada non obes. Mekanisme yang diduga
berperan adalah bahwa pada obesitas terjadi peningkatan katekolamin serum,
aktifitas saraf simpatis dan sekresi insulin sehingga meningkatkan retensi natrium
pada ginjal serta menstimulasi sistem renin-angiotensin-aldosteron, yang
mengakibatkan peningkatan curah jantung, dan hal tersebut meningkatkan
deiodinasi tiroksin menjadi trtodotironin yang dapat merangsang reseptor beta
adrenergik, sehingga sensitif terhadap perubahan tekanan darah 5

Asupan Tinggi Natrium

Asupan tinggi natrium dapat mengganggu kemampuan ginjal mengekskresikan

kelebihan natrium, yang berakibat meningkatkan kadar natrium, klorida, air dalam
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darah, sehingga mengakibatkan terjadinya peningkatan volume plasma dan curah
jantung, yang mempengaruhi tekanan darah 22

Kurang Berolahraga

Kurang berolahraga terutama jenis aerobik, berakibat penurunan aliran darah yang
bersifat pulsatil, menurunkan produksi NO yang secara parale]l menurunkan
produksi endotnelial drive relaxing factor (EDRF) sehingga menyebabkan
peningkatan tekanan darah.™*7

Perokok

Komponen vang terdapat dalam rokok seperti nikotin dan tar bersifat toksik dan
reaktif. Tar mengandung 10" radikal bebas dan komponen gas mengandung 10"
radikal bebas. Radikal bebas tersebut (supercksida, quinone, hidroksil, peroksil)
mempunyai efek langsung meningkatkan penglepasan norepinetrin oleh sistem
saraf simpatis, yang mengakibatkan peningkatan tekanan darah.”**

Peminum Alkohol

Konsumsi alkohol sebanyak 3 sloki (3 oz) per hari merupakan ambang bagi
kenaikan tckanan darah dan dapat menyebabkan peningkatan tekanan darah 3 mm
Hg. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa pengurangan konsumsi alkohol
dapat menurunkan tekanan darah sistolik dan diastolik. Mekanisme bagaimana
atkohol dapat mempengaruhi tekanan darah belum dapat dipastikan. Diduga
alkoho!l meningkatkan aktivitas sistem saraf simpatis yang akan mensekresikan

norepinefrin, mengakibatkan peningkatan tekanan darah.*>*5°

2.3.3. Mekanisme Pengendalian Tekanan Darah

Pengendalian tekanan darah pada dasarnya adalah pengendalian curah jantung dan
pengendalian tahanan vaskular perifer. Terdapat dua mekanisme pengendalian
tekanan darah, yaitu mekanisme neural dan mekanisme humoral. Mekanisme
neural mempengaruhi kontraksi otot jantung dan tahanan vaskular sedangkan
mekanisme humoral ditentukan oleh curah jantung maupun tahanan vaskular.”
Mekanisme Neural

Mekanisme neural terjadi melalui sistem saraf otonom, apabila tekanan darah
menurun, saraf simpatis akan terangsang, neuron pasca ganglion saraf simpatis

akan mensekresi neurotransmiter norepinefrin, mengakibatkan vasokonstriksi dan
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kontraksi otot jantung. Sebaliknya apabila tekanan darah meningkat, saraf
parasimpatis akan terangsang, neuron pasca ganglion saraf parasimpatis akan
mensekresi asetilkolin, kemudian ditangkap oleh reseptor asetilkolin pada sel
endotel. Sebagai akibatnya, sel endotel akan mensintesis dan mensekresi NO,
suatu vasodilator kuat yang menyebabkan relaksasi otot jantung.”
Mekanisme Humoral
Titik berat pengendalian tekanan darah melalui mekanisme ini terjadi melalui arus
balik vena. Arus balik vena dikendalikan oleh tiga aktivitas yang saling berkaitan
sebagai berikut :
Aktivitas Sistem Renin-Angiotensin
Pada keadaan perfusi ginjal menurun, juxtaglomerular ginjal akan
menghasilkan enzim renin, yang berperan menghidrolisis angiotensinogen
menjadi angiotensin 1. Selanjutnya angiotensin | akan diubah menjadi
angiotensin 1 olek augiotensin converting enzyme (ACE). Angiotensin 1l
ditangkap oleh reseptor pembulub darah (vaskular ATR-1), sehingga terjadi
vasokontriksi dan apabila ditangkap oleh reseptor scl korteks adrenal (adrenal
ATR-1). akan mensekresi aldosteron.”
Aktivitas Hormon Mineralokortikoid
Aldosteron dihasilkan dari progesteron oleh korieks adrenal. Angiotensin Il
merangsang sintesis enzim aldosteron sintase selanjutnya mengkatalisis
kortikosteron menjadi aldosteron. Pengikatan aldosteron oleh reseptor
aldosteron di ginjal akan membuka ephitelial Na channel (EnaC) yang
selanjutnya meningkatkan reabsorpsi ion natrium.”
Reabsorpsi Natrium
Reabsorpsi natrium terjadi melalui beberapa saluran ion, salah satunya EnaC
vang aktivitasnya dikendalikan oleh aldosteron. Reabsorpsi natrium akan
disertai oleh reabsorpsi air dan hal tersebut akan meningkatkan volume

plasma, yang mengakibatkan peningkatan aliran balik vena.”

2.3.4. Bioavailabilitas NO Tubuh
NO dibentuk dari oksidasi arginin bersama kofaktor NADPH, oksigen, dan BH4

dengan katalisis enzim eNOS, dan menghasilkan nitrat dan nitrit sebagai metabolit
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antara. Nitrit dapat direduksi menjadi NO dalam jaringan melalui katalisis enzim
X0, penambahan proton (H'), dan sitockrom mitokondria. Reaksi pembentukan

NO berlangsung pada pH asam seperti berikut ini.?*

NO,™+ H" — HNO; (PKa=33)

HNO; + H" «— H.NO;™ = NO' + H,0 (i)
HaNO>" + NOy™ «» NyO3 + Hy0 (i)
N0z < NO + NO; (iv)

Selain berasal dari arginin, NO juga berasal dari nitrat organik (seperti
glyseril trinitrate/GTN) maupun nitrat anorganik. Dalam peredaran darah. NO
berikatan dengan hemoglobin dalam eritrosit membentuk HbNO dan S-
nitrosochemoglobin (SNO-Hb). Hal ini menyebabkan peran vasodilator NO dapat

terjadi sampai ke bagian distal.”*

Tabel 2.4. Waktu Paruh NO dan Produknya
NO dan Kadar Serum Waktu Paruh

Produknya (nmol/L) (T'A)
Nitrat 20.000-50.000 5-8 jam
Nitrit 100-500 1-5 menit
NO <] 1-2 mili detik
HbNO < 1-200 [5 menit

Sumber : telah diolah kembali dari Lundberg dan Weitzberg”

Dalam serum, waktu paruh NO sangat singkat karena cepat dipakai oleh
sel endotel pembuluh darah sebagai vasodilator. Waktu paruh nitrit lebih pendek
daripada nitrat karena nitrat dapat direduksi menjadi nitrit kemudian cepat
direduksi menjadi NO pada keadaan hipoksia. Kadar nitrat, nitrit dan NO dalam
serum berbanding lurus dengan waktu paruhnya.”

NO yang disekresi oleh sel endotel dengan cepat akan dioksidasi
membentuk nitrit, kemudian berikatan dengan hemoglobin membentuk nitrat.
Kadar nitrat dan nitrit relatif stabil di dalam darah, sehingga total kadar nitrit dan
nitrat serum (NOy) dipakai sebagai indikator sintesis NO tubuh.'”

Pemeriksaan kadar NO secara langsung sangat sulit dilakukan, karena
senyawa NO berupa gas, bersifat polar, dan memiliki waktu paruh yang sangat
singkat, Senyawa nitrat dan nitrit merupakan metabolit antara NO yang memiliki

waktu paruh yang lebih lama sehingga relatif stabil." Beberapa metoda
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pemeriksaan kadar NO yang sering dilakukan antara lain metoda oksidasi
hemoglobin, chemiluminescent, reaksi Griess, dan konversi arginin-sitrulin.
Metoda pemeriksaan tersebut hanya menggambarkan bioavailabilitas NO tubuh,
sedangkan bioaktivitas NO dapat diketahui dari perubahan ekspresi gen enzim
eNOS yang mengkatalisis arginin menjadi NO. ¥

[ [

Olmigunzct fork Dbt farte

I ¥ ¥
-

Gambar 2.4. Pembentukan NO Dalam Darah dan Jaringan
Sumber : telah diolah kembali dari Lundberg dan Weitzberg "7

2.3.5. NO Sebagai Vasodilator

NO yang terbentuk diambil oleh jaringan untuk menjalankan fungsinya sebagai
vasodilator melalui aktivasi enzim guanylyl! cyclase (GC) yang mengubah
guanosine triphosphate (GTP) menjadi cyclic guanosine monophosphate (cGMP).
Selanjutnya ¢cGMP mengaktifkan cGMP dependent-protein kinase (cGKI) yang
berperan menurunkan sensitivitas miosin dan menurunkan kadar kalsium intrasel
melalui aktivasi calcium sensitive potassium chammel dan menghambat
penglepasan kalsium deri retikulum endoplasma. cGMP didegradasi oleh
phosphodiesterase  (PDE) sebagai umpan balik negatif untuk mengatur
keseimbangan vasodilatasi dan vasokontriksi. **

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009 - . _
garun/ vang Universitas Indonesia



16

Gambar 2.5. Mekanisme Kerja NO Sebagai Vasodilator
Sumber : telah diolah kembali dari Griffiths dan Evans®

2.3.6. Disfungsi Endotel Pembuluh Darah

Sel endotel pembuluh darah berperan mengatur homeostasis peredaran darah
secara dinamis dengan mengatur volume lumen dan tonus sel-sel otot polos
pembuluh darah. Salah satu mekanisme tubuh mempertahankan tekanan darah
adalah dengan mensekresi NO sebagai respon apabila terjadi peningkatan tekanan
darah. NO disintesis dan disekresi oleh sel endotel pembuluh darah untuk
mengatur tonus sel-sel otot pembuluh darah apabila pembuluh darah mengalami
kontraksi. Selain itu, NO juga berperan menghambat aktivasi, adhesi, agregasi
platelet, dan proliferasi sel-sel otot polos pembuluh darah '?

Apabila bioaktivitas NO dalam sel endotel pembuluh darah menurun
akibat rendahnya biocavailabilitas NO, hal tersebut akan menimbulkan gangguan
endothelium dependent vasorelaxation sebagai disfungsi endotel. Rendahnya
bioavailabilitas NO disebabkan oleh berkurangnya pembentukan enzim eNOS,
XO dan oksigen serta rendahnya asupan nitrat anorganik.

Rendahnya bioavailabilitas NO jaringan akibai menurunnya sumber NO
endogen dan eksogen atau berkurangnya bioaktivitas NO, dapat menimbulkan
prahipertensi serta progresivitas penyakit kardiovaskular. Walaupun sintesis NO
normal, namun bioaktivitasnya dapat berkurang akibat tingginya oksidasi NO oleh

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009 _ . .
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radikal superoksida yang berakibat menurunnya efek vasodilator endogen

sehingga penurunan tekanan darah terhambat.

NO

nitrile\_/" ! *\/L-arginine
Y

X0 ~ ONOO™ [ NOS

T ‘
- N
o, \A | /‘\02
F
O."

2

Gambar 2.6. Keseimbangan Pentbentukan NO dan Radikal Peroksinitrit
Sumber : Lundberg dan Weitzberg'’

Ketidakscimbangan substrat untuk sintesis NO menyebabkan terbentuknya
radikal peroksinitrit. Radikal superoksida akan terbentuk apabila kadar arginin
rendah maupun pada keadaan pasca perfusi setelah iskemia. Ketidakseimbangan
jumlah radikal superoksida dan NO menyebabkan terbentuknya radikal
peroksinitrit.'” Peningkatan jumlah radikal bebas dan penurunan bioavailabilitas

NO memperberat disfingsi endotel.”

~ HIPERKOLESTEROLEMIA HIPERTENST GAGAL JANTUNG g
. DIABETES MERQKOK HITRAT TOLERAN ANGIOTENSIN [T i
. . o .- i |
XAMTHIME OXIDASE HAGH} HADPH OXIDASE LUHCOUPLET eHOS
SUMBER LAIN ? >
3 e .
LT, - M, .- ~
e A OHRSIDASE
soD o ..- ot _ ol BH, 2
N - v
H202 477 STRES OKSIBATIF G, P
NO® ... DOXO-”
M A
1Ay "
« SIDAVAILABILITAS HO [9)% I
v
REMODELING DISFUNGSE ENDOTEL cer ce e w SMC GROWTH
T . ‘ Tt
AGREGAS] PLATELET LNFLAMAST
VASOROMSTRIKST

Gambar 2.7, Bioavailabilitas NO dan Disfungsi Endotel

Sumber ; telah diclah kembali dart Cai dan Harrison™
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Selain itu, menurunnya pembentukan NO dalam tubuh berhubungan
dengan rendahnya asupan bahan makanan sumber NO. Bahan makanan sumber
NO terutama berasal dart sayuran berwarna hijau seperti bayam, selada dan
seledri. Bahan makanan tersebut mengandung nitrat anorganik yang apabila
dikonsumsi dalam jumlah yang cukup (4-5 porsi per hari) akan meningkatkan
bioavailabilitas NO dalam tubuh. Selain mengandung nitrat anorganik, sayuran
juga mengandung vitamin, mineral dan antioksidan yang dapat meredam efek
radikal bebas, sehingga bioavailabilitas NO dapat dipertahankan.'’

Walaupun eNOS diekspresikan secara terus-menerus, namun ekspresinya
juga dapat dimodulasi oleh aliran darah, toksin, dan sitokin. Perubahan ekspresi
eNOS dapat mengakibatkan gangguan sintesis NO. Sejumlah jalur mengatur
fungsi eNOS pada tingkat pasca translasi. Sebagai contoh, eNOS pasca transiasi
terhambat oleh karena adanya interaksi dengan caveolin, suatu protein utama yang
berupa vesikel berukuran 50-100 nm dari membran serum yang disebut sebagai
caveolae. Prahipertensi dapat mengakibatkan penurunan produksi NO melalui
interaksi eNOS dan cavealin, sehingga fungsi eNOS terhambat.?’

Aktivasi eNOS tergantung dari protein kinase Akt pada residu serin 1177
dan defosforilasi treonin 495. Beberapa inhibitor eNOS endogen, seperti
asymmeiric dimethyl arginine (ADMA), L-mono methyl arginine (LNMA), dan
defisiensi kofator tetrahydrobiopterin (BH4) dapat mengubah aklifitas ¢NOS
pasca translasi. Apabila tidak tersedia baik arginin atau BH4, eNOS dapat menjadi
uncoupled dan menghasilkan superoksida dan radikal hidrogen peroksida. Dalam
keadaan defisiensi BH4, eNOS dapat meningkatkan stres oksidatif dan disfungsi
endotel. Peroksinitrit yang dihasilkan oleh reaksi antara NO dan superoksida,
dapat mengoksidasi BH4 sehingga BH4 menurun.*’

Sintesis NO yang kompleks sangat rentan terhadap kejadian gangguan
pembuluh darah, dan dapat dipengaruhi oleh banyak faktor, dan pada akhirnya
menyebabkan disfungsi endotel. Bilamana efek vascdilatasi yang disebabkan oleh
NO tidak sanggup mengatasi dampak vasokonstriksi yang dihasilkan oleh
berbagai mediator, sehingga terjadi gangguan vasodilatasi yang tergantung pada

- . .. . oqr - 2
endotelium, maka gambaran ini merupakan ciri dari disfungsi endotel.”’
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Gambar 2.8. Disfungsi Endotel Pembulub Darah

Sumber : telah diolah kembali dari Endemann®?

2.3.7. Pedoman Penatalaksanaan Nutrisi Pada Prahipertensi
Pedoman penatalaksanaan prahipertensi menurut JNC 7 menekankan bahwa
modifikasi gaya hidup penting untuk mengontrol tekanan darah seperti terlihat

pada tabel 2.5 di bawah.'*

Tabel 2.5, Pedoman Penatalaksanaan Nutrisi Pada Prahipertensi

Metoda Rekomendasi Penurunan Sistolik Keterangan
Pola makan 4-5 buah/hari 3,5 mm Hg Menurun 62%
menurut DASH 4-5 sayur/hari (prevalensi)

2-3 produk rendah
lemak/hari

Menjaga berat Mencapai berat I mm Hg Menurun 42%
badan normal badan normal (insiden)
Membatasi asupan < 2400 mg/hari 2mm Hg Menurun 38%
garam (insiden)
Meningkatkan Olahraga > 30 3-4 mm Hg -
aktivitas fisik menit/hari
Membatasi minum < | oz/hari 3,5 mm Hg -
alkohol

Sumber : telzh diolah kembali dari Chobanian dkk'
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2.4. Pengaruh Nitrat Anorganik Terhadap Kadar NO, Serum dan Tekanan
Darah Sistolik dan Diastolik

Lyamina dkk melakukan studi korelasi kadar NOy serum dan tekanan darah pada
181 orang subyek laki-laki usia 18-43 tahun. Subyek dibagi menjadi empat
kelompok berdasarkan tekanan darah yaitu normotensi (n=32 orang, rerata usia
31%2,5 tahun), prahipertensi (n=52 orang, rerata usia 32,57%22- tahun),
hipertensi derajat satu (n=63 orang, rerata usia 32,7#2,8 tahun}, dan hipertensi
derajat dua (n=34 orang, rerata usia 33,2+0,97 tahun).29

Kadar NO, serum dan NO; urin kelompok prahipertensi lebih tinggi
dibanding normotensi (p<0,01), sebaliknya kadar NOy serum dan NO, urin
kelompok hipertensi derajat satu dan dua lebih rendah dibanding normotensi
{p<0,01). Terdapat korelasi positif bermnakna antara kadar NOy serum dan tekanan
darah sistolik (r = 0,5 dan p<0,05) dan korelasi positif bermakna antara kadar NOy
urin dan tekanan darah diastolik {r = 0,46 dan p<0,05) pada kelompok normotensi
dan prahipertensi. Sebaliknya terdapat korelasi negatif bermakna antara kadar
NOy serum dan tekanan darah sistolik (r = -0,6 pada hipertensi derajat satu dan r =
-0,7 pada hipertensi derajat dua; p<0,05), dan korelasi negatif bermakna antara
kadar NOy serum dan tekanan darah diastolik (r = -0,5 pada hipertensi derajat satu
dan r = -0,6 pada hipertensi derajat dua, p<0,05).

Para peneliti menyimpulkan, pada prahipertensi peningkatan kadar NOy
serum berkorelasi positif dengan peningkatan tekanan darah, sedangkan pada
hipertensi penurunan kadar NO, serum berkorelasi negatif dengan peningkatan
tekanan darah. Pada prahipertensi, tingginya kadar NOy serum akibat peningkatan
sintesis NO sebagai respon terhadap disfungsi endotel, sedangkan pada hipertensi,
substrat untuk sintesis NO mulai berkurang akibat bertambah beratnya disfungsi
endotel.”’

Uji klinik tersamar ganda dengan plasebo oleh Plotnick dkk pada 38 orang
sehat, dan aktif berolahraga (14 orang laki-laki dan 24 orang perempuan) dengan
rerata usia 36,4+10,1 tahun, menilai pemberian suplementasi kapsul ekstrak
bubuk sayur dan buah terhadap kadar NO, serum, diameter arteri dan tekanan
darah. Subyek dibagi menjadi tiga kelompok yaitu kelompok perfakuvan [ (n=14)

mendapat suplementasi kapsul ekstrak bubuk sayur dan buah, kelompok
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perlakuan II (n=12) mendapat suplementasi kapsul yang sama ditambah
antioksidan, dan kelompok kontrol (kelompok HI, n=10) mendapat plasebo;
masing-masing diberikan dua kali per hari selama empat minggu. Pengukuran
diameter arteri (berdasarkan flow mediated vasodilatation/FMV) dilakukan saat
sebelum dan tiga jam setelah subjek diberikan diet 900 kalori dan 50 gram lemak.’

Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan bermakna peningkatan
kadar NO, serum kelompok perlakuan | dan Il pada minggu keempat dibanding
minggu awal (p<0,02), sebaliknya pada kontrol tidak berbeda bermakna. Tidak
terdapat perbedaan bermakna perubahan diameter arteri dan tekanan darah sistolik
dan diastolik pada kedua kelompok perlakuan dan kelompok kontrol (p>0,03).
Juga tidak didapatkan korelasi bermakna antara peningkatan kadar NO, serum
dengan perubahan diameter arteri pada kedua kelompok. Para peneliti
menyimpulkan, suplementasi ekstrak sayur dan buah setiap hari baik ditambah
antioksidan ataupun tidak, dapat meningkatkan kadar NOy serum. Selain itu diet
tinggi kalori dan lemak secara parsial menurunkan efek vasodilator NO yang
diduga terjadi akibat peningkatan stres oksidatif sel endotel oleh radikal bebas.®®

Penelitian pre dan post test oleh Ohta dkk pada 132 orang subyek (sehat
dan prahipertensi) dengan rerata usia 52,2+9,8 tahun, menilai dampak pemberian
kombinasi penyuluhan gizi sebanyak sekali seminggu (pembatasan konsumsi
makanan tinggi kalori dan lemak, alkohol, dan garam) serta olahraga berjalan kaki
dalam waktu satu jam tiga kali seminggu selama 12 minggu terhadap kadar NO,
serum dan tekanan darah.'

Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan bermakna peningkatan
kadar NOy serum (p<0,04), dan penurunan tekanan darah sistolik 3,8 mm Hg
lebih rendah dan diastolik 2,3 mm Hg lebih rendah (p<0,001) pada minggu ke-12
dibanding minggu awal. Para peneliti menyimpulkan, olahraga aerobik dan diet
yang sehat mampu meningkatkan kadar NO, serum dan berperan menurunkan
tekanan darah pada orang sehat dan prahipertensi.

Uji klinik tersamar ganda dengan plasebo oleh Larsen dkk'? pada 17 orang
sehat, aktif berolahraga dan tidak merokok (15 orang laki-laki dan 2 orang
perempuan) dengan rerata usia 24 tahun, menilai pemberian suplementasi kapsul

natrivm nitrat (0,1 mmol/kg BB/hari) pada kelompok perlakuan dan kapsul
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natrium klorida (0,1 mmol/kg BB/hari) pada kelompok kontrol selama tiga hari
terhadap kadar NOy serum dan tekanan darah. Selanjutnya dilakukan periode
wash out selama 10 hari, kemudian secara cross over suplementasi ditukar pada
kedua kelompok selama tiga hari.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan bermakna penurunan
tekanan darah diastoiik 3,7 mm Hg lebih rendah (p<0,02) dan penurunan tekanan
arteri rata-rata 3,2 mm Hg lebih rendah (p<0,03) pada kelompok perlakuan
dibanding kontrol. Terdapat perbedaan bermakna peningkatan kadar nitrat serum
pada kelompok perlakuvan dibandingkan kontrol (berturut-turut 178451 pM dan
26£11 uM; p<0,001), dan peningkatan kadar nitrit serum (berturut-turut 219+103
nM dan 138238 nM; p<0,01). Tidak terdapat perbedaan bermakna tekanan darah
sistolik dan tekanan nadi pada kedua kelompok. Para peneliti menyimpulkan,
suplementasi nitrat anorganik jangka pendek berperan menurunkan tekanan darah
diastolik pada orang sehat.

Uji klinik dengan plasebo oleh Webb dkk pada 14 orang sehat (9 orang
laki-laki dan 5 orang perempuan) dengan rerata usia 18-45 tahun, menilai
pemberian nitrat anorganik (34+0,1 mmol/L) dalam 500 mL jus bit pada
kelompok perfakuan dan air putth pada kelompok kontrol dalam waktu 30 menit
terhadap kadar NOy serum dan tekanan darah selama 24 jam. Selanjutnya
dilakukan periode was# out selama tujuh hari, kemudian secara cross over
perlakuan ditukar pada kedua kelompok. Tekanan darah diukur secara simultan
tiap 15 menit selama tiga jam pertama, selanjutnya tiap satu jam selama tiga jam
berikutnya dan terakhir 24 jam."’

Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan bermakna peningkatan
kadar nitrat serum setelah 1,5 jam (p<0,001)dan peningkatan kadar nitrit serum
(p<0,01) setelah tiga jam pada kelompok perlakuan dibanding kontrol. Terdapat
perbedaan bermakna penurunan tekanan darah sistolik 10,4+3,0 mm Hg lebih
rendah, penurunan tekanan darah diastolik 8,1+2,1 mm Hg lebih rendah, dan
penurunan tekanan arteri rata-rata 8,0£2,1 mm Hg lebih rendah pada kelompok
perlakuan dibandingkan kontrol (p<0,01).

Terdapat korelasi negatif bermakna antara kadar nitrit serum dan tekanan

darah sistolik (r = -0,26 dan p = 0,008), dan korelasi negatif tidak bermakna antara
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kadar nitrat serum dan tekanan darah sistolik (r = -0,17 dan p>0,05). Para peneliti

menyimpulkan, diet nitrat anorganik dari sayuran jangka pendek berperan

menurunkan tekanan darah diatolik pada orang normotensi yang diduga akibat

peningkatan kadar nitrit dan nitrat serum. Ringkasan penelitian di atas dapat

dilihat pada tabel berikut.

Tabel 2.6. Ringkasan Beberapa Penelitian

Peneliti Subyek Intervensi NO, serum Sistolik Diastolik
(Lz}{’;{;?;na dkk Isai?)uz];alailg[: 45 ) Kadar NO_‘ serum dan_ lekar_ufn darah pada
tahun. n = 84 normogenm be.:rkore]aSI [_msmf,- sedangkan
Potong lintang nrang, pada hipertensi berkorelasi negatif.
Plotnick dkk Subyek orang  Suplementasi
(2003) sehat rerata ekstrak sayur
usia 36,4%10,) dan bugh
Uji Klinik AR T IS TS
se.{ama 4 n = 38 orang
minggu
Ohta dkk Subyek orang  Kombinasi
(2005) schat dan penyuluban
prahipertensi izi dan .
rerala usia (gﬂahraga ! ta 1’!8 i 12 2?33 mm
Pre dan post 52,249.8 tahun  aerobik £ &
festselama 12 n =132 orang
minggu
Larsen dkk Subyek orang  Suplementasi
(2006} sehal rerata natrium nitrat
usia 24 tahun (0,1 mmolrkg [ TS La zl'f mm
Uji klinik n=2dorang  BB/hari) &
selama 3 hari
Webb dkk Subyek orang  Nitrat
{2008) sehal rerata anorganik
usia 18-45 dalam jus bit 1 1A10,4mm ) A8l mm
Uji klinik tahun (500 mL) Hg Hg
sclama 24 jam  n = 14 orang
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2.5. Kerangka Teori

| Asupan NOy '
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Usia
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Atkohol |

Keterangan

Prahipertensi |

NO : Nitric Oxide; eNQS : endothelial Nitric Oxide Synthase; NADPH : Reduced
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; GTP : Guanosine Triphosphate; cGMP :
eyclic Guanosine Triphosphate; CaM : Calmodulin, BH4 : Tetrahydrobigfterive; HSP :

Heat Shock Protein, IP3 : Inositol 1,4,5-Tri Phosphate; NO;" : Nitrit; NO;™ : Nitrat;
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2.6. Kerangka Konsep

Mahasiswa laki-laki semester dua dengan
status gizi dan tekanan darah normal

b

Asupan energi, natrium

Asupan nitrat anorganik

Penyuluhan gizi
(diet seimbang)

4 minggu

| o 3 r

Jus bayam 100
gram satu kali

sehari dan

penyuluhan gizi
(diet seimbang)

I Kadar NOyserum [¢ =~~~

Aktivitas fisik

h 4 ¥

IMT |—=—- 1

Tekanan Darah

Asupan
Natrium

—— et — — — —

Keterangan

—  : hubungan yang diteliti
-—=— :hubungan yang tidak diteliti
1 :variabel yang diamati

P—_———-———

t———__1 :variabel yang tidak diamati
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BAB3
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian uji klinis paralel, membandingkan kelompok
yang mendapat jus bayam disertai penyuluhan gizi (P) dengan kelompok yang

hanya mendapat penyuluhan gizi saja (K).

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
Pengumpulan data dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas Udayana, mulai
bulan April sampai dengan Mei 2009. Penelitian berlangsung dari bulan Januari

sampai dengan Juli 2009.

3.3. Bahan Penelitian
A. Populasi Target
Populasi target adalah selurub mahasiswa laki-laki semester dua dengan status
gizi dan tekanan darah normal.
B. Populasi Terjangkau
Populasi terjangkau adalah seluruh mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana, Denpasar dengan status gizi dan tekanan
darah normal pada bulan Pebruari 2009,
C. Subyek Penelitian
Subyek penelitian adalah bagian dari populasi terjangkau yang memenuhi
kriteria penelitian, dipilih secara randomisasi blok, dan secara tertulis
menyatakan bersedia ikut serta dalam penelitian.
Kriteria Penerimaan
a. Indeks massa tubuh normal untuk dewasa (18,5-22,9 kg/m®)*® dan untuk
usia < 18 tahun (persentil 5"-85").3!
b. Tekanan darah normal (sistolik antara 100-119 mm Hg dan diastolik
antara 60-79 mm Hg)’
¢. Secara tertulis bersedia mengikuti penelitian dan memenuhi prosedur yang

telah ditentukan serta menandatangani lembar persetujuan.
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Kriteria Penolakan

a. Subyek penelitian memiliki riwayat penyakit hipertensi yang diketahui
dari anamnesis.

b. Subyek penelitian adalah perokok.®

¢. Subyek penelitian memiliki kebiasaan mengkonsumsi alkohol.®

Kriteria Pengeluaran

a. Subyek penelitian tidak teratur melakukan diet selama tiga hari berturut-
turut,

b. Subyek penclitian menolak melanjutkan penelitian.

¢. Selama periode penelitian subyek menderita sakit yang memerlukan
perawatan di rumah sakit.

d. Subyek penelitian mengkonsumsi jus bayam < 80% dari jumlah yang

ditetapkan berdasarkan daftar hadir.

D. Besar Sampel
Besar sampel yang diperlukan untuk masing-masing kelompok dihitung

berdasarkan rumus di bawah ini.**

n=n=2| (Z,+Zgs {°
d

Keterangan :
n, = ng : besar sampel minimal untuk masing-masing kelompok.
Z, : deviasi relatif yang menggambarkan derajat kepercayaan dalam pengambilan
kesimpulan statistik sebesar 1,96 untuk o = 0,05
Zp : deviasi relatif yang menggambarkan tingkat kekuatan uji statistik dalam
menetapkan batas kemaknaan, ditetapkan 0,842 untuk = 0,20
s :simpang baku kedua kelompok

d :perbedaan kiinis yang diharapkan (dapat ditetapkan oleh peneliti)

Besar sampel berdasarkan tekanan darah sistolik :
s :simpang baku penurunan tekanan darah sistolik yaitu 3,0 mm Hg."
d : perbedaan penurunan tekanan darah sistolik yaitu 5,5 mm Hg.*
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Maka besar sampel :

m=ny=2 (Zg+7Zp)s 2
d
m =ny=4,671
Besar sampel berdasarkan tekanan darah diastolik :
s :simpang baku penurunan tekanan darah diastolik yaitu 2,1 mm Hg."
d :perbedaan penurunan tekanan darah diastolik yaitu 3,0 mm Hg.33

Maka besar sampel :

n=n=2| (Zg+7p)s
d
m=n;= 7,694
Besar sampel berdasarkan kadar NO, serum :
s :simpang baku peningkatan kadar NO, serum yaitu 26 pymol/L.""
d :perbedaan peningkatan kadar NO, serum yaitu 25 pmol/L.

Maka besar sampel :

m=m=2 (Z,+Zyps |*
d
m =nz= 16,983
Perhitungan besar sampel berdasarkan kadar NO, serum lebih besar daripada
tekanan darah sistolik dan diastolik maka perhitungan berdasarkan kadar NOy
serum yang dipakai sebagai dasar pengambilan sampel yaitu 17 orang untuk

masing-masing kelompok.

E. Asupan Makanan Yang Diberikan

Kelompok Perlakuan (P) dar Kontrol (K)

Pada seluruh subyek penelitian diberikan penyuluhan gizi yang berisikan diet
seimbang yang dihitung berdasarkan kebutuhan energi total dengan persamaan
Harris-Benedict.” Komposisi makronutrien yang diberikan adalah karbohidrat

60%, lemak 25%, dan protein 15% dari kebutuhan kalori total dan mikronutrien
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natrium < 2400 mg/hari.35 Penyuluhan gizi dilakukan sekali seminggu selama
periode perlakuan.

Kelompok P

Selain mendapat penyuluhan gizi, kelompok P juga mendapat 100 gram daun
bayam hijau dalam bentuk jus bayam satu kali per hari (kandungan nitrat
anorganik 99 mg) dan lama perlakuan selama empat minggu berturut-turut (HI1-
H28). Pemberian jus bayam dilakukan secara tidak tersamar. Jumlah jus bayam
yang diberikan selama perlakuan didasarkan pada The Joint FAQ/WHQO Expert
Committee on Food Additives (JECFA)*® menyatakan Aceptable Daily Intake
(ADI) nitrat anorganik sekitar 2 mg/kg BB/hari (0,1-3,7 mg/kg BB/hari). Rerata
berat badan mahasiswa 50 kg sehingga jumlah nitrat anorganik yang diberikan
sebesar 100 mg/hari. Rerata bayam mengandung nitrat anorganik 990 meg/kg
bayam sehingga diperlukan bayam 100 gramfhariforang.” Lamanya perlakuan
ditetapkan selama empat minggu didasarkan pada penelitian Appel dkk yang
memberikan diet sayuran dan buah berdasarkan DASH, dan didapatkan
penurunan tekanan darah bermakna mulai minggu kedua®, sedangkan Ohta dkk
yvang memberikan kombinasi konseling gizi dan olahraga berjalan kaki dalam
waktu satu jam tiga kali seminggu, didapatkan penurunan tekanan darah bermakna

setelah 12 minggu.'®

3.4. Instrumen Pengumpulan Data

A. Lampiran

Lampiran 1. : kaji etik penelitian

Lampiran 2, : lembar informasi penelitian
Lampiran 3. : lembar persetujuan

Lampiran 4. : lembar data karakteristik subyek
Lampiran 5. : lembar seleksi dan riwayat penyakit
Lampiran 6. : lembar catatan asupan makanan
Lampiran 7. : lembar asupan makanan

Lampiran 8. : lembar keluhan subyek

Lampiran 9. : lembar hasil pemeriksaan klinis
Lampiran 10, : lembar indeks aktivitas fisik
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Lampiran 11. : prosedur pemeriksaan laboratorium
Lampiran 12. : prosedur randomisasi blok
Lampiran 13, : prosedur pembuatan jus bayam
Lampiran 14, : contoh menu diet seimbang sehari

B. Peralatan
- Dysposible syringe needle 3 mL.
- Vacutainer.
- Torniquet dan kapas alkohol 70%.
- Sentrifugator dan tabung sentrifugator.
- Micropipet 10-200 pL.
- Timbangan berat badan Seca dengan ketelitian 0,1 kg.
- Alat ukur tinggi badan microfoise stature meter 2 m dengan ketelitian 0,1 cm
- Food models.
- Alat timbangan bahan makanan merk Lion Star dengan ketelitian 10 gram.
- Sfigmomanometer air raksa dengan manset merk Riester.
- Stetoskop merk Littmann.
- Elisa reader merk Star.
- Blender 35.000 rpm merk Madato.
C. Spesimen
- Reagen kil pemeriksaan Colorimetric Griess merk Assaysdesign.

- Darah vena kubiti sebanyak 3 mL dalam vacutainer.

3.5. Cara Kerja

A. Cara Memperoleh Subyek Penelitian

Setelah mendapat persetujuan penelitian dari Komite Etik Fakultas Kedokteran

Universitas Indonesia dan Fakultas Kedokteran Universitas Udayana serta ijin

penelitian dari Fakultas Kedokteran Universitas Udayana maka dilakukan

penyebaran informasi penelitian pada seluruh mahasiswa laki-laki semester dua.
Mahasiswa yang bersedia ikut serta dalam penelitian, diberikan lembar

informasi dan dijelaskan mengenai tujuan penelitian, pemeriksaan yang

dilakukan, serta manfaat penelitian. Mahasiswa yang menyatakan bersedia ikut

serta diminta untuk mengisi dan menandatangani lembar persetujuan yang
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dikembalikan sebagai bukti turut serta dalam penelitian, selanjutnya dilakukan
seleksi. Randomisasi menjadi dua kelompok yaitu kelompok perlakuan (P) dan

kontrol (K) dilakukan dengan cara randomisasi blok.

B. Pelaksanaan Penelitian
Pelaksanaan penelitian dibagi dalam tiga periode yaitu periode sebelum
perlakuan, periode perlakuan, dan periode setelah perlakuan
Periode Sebelum Perlakuan (H-6 sampai HO)
Pada H-6, dilakukan sawancara untuk memperoleh subyek penelitian yang
memenuhi  Kriteria penelitian, dan data karakteristik subyek. Selanjutnya
dilakukan pengukuran antropometri (meliputi BB dan TB), tekanan darah sistolik
dan diastolik. Subyek yang memenuhi kriteria penelitian dibagi menjadi dua
kelompok yaitu kelompok perlakuan (P) dan kelompok kontrol (K) dengan
randomisasi blok (lampiran 12).

Pada HO, subyek penelitian menjalani wawancara untuk mendapatkan data
asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik dengan metoda food recall 2 x 24
jam (H-1 dan HO). Selanjutnya ditakukan pengukuran tekanan darah sistolik dan
diastolik, dan pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum, setefah malamnya
berpuasa selama 10-12 jam, karena asupan makanan dapat mempengaruhi kadar
NO, serum. Hasil pemeriksaan dicatat dalam lampiran 9. Kelompok P diberikan
penjelasan tentang cara minum jus bayam dan pada seluruh subyek diberikan
penyuluhan gizi mengenai diet seimbang.
Periode Perlakuan (H1 sampai H28)
Kelompok P dan K
Seluruh subyek menerima lembar catatan asupan makanan untuk mencatat asupan
makanan sebagai food record pada minggu 0, 2, dan 4, selanjutnya dibawa setiap
hari senin untuk dievaluasi dan dianalisis. Analisis data asupan energi, dan
natrium menggunakan daftar analisis bahan makanan’™ dan program nutrisurvey
2005. Data asupan nitrat anorganik dianalisis secara manual menggunakan daftar
bahan makanan sumber nitrat anorganik”.

Pengukuran tekanan darah sistolik dan diastolik dilakukan seminggu

sekali, selanjutnya hasil dicatat dalam lampiran 9.
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Pada pelaksanaan penyuluhan gizi, subyek penelitian diberikan informasi
mengenai diet seimbang berdasarkan kebutuhan energi total dengan bahasa
sederhana dan contoh menu makanan sehari-hari. Apabila ada keterangan yang
masih belum jelas, subyek diberikan kesempatan untuk mengajukan pertanyaan
mengenai diet seimbang selama penyuluhan tersebut. Pada akhir penyuluhan,
subyek penelitian dimotivasi untuk menjalankan diet seimbang selama masa
perlakuan.

Kelompok P

Setiap pagi hari selama periode perlakuan, subyek penelitian mengkonsumsi jus
bayam 100 gram satu kali per hari yang telah disediakan di hadapan peneliti, dan
juga ditanyakan mengenai keluhan atau gangguan yang dirasakan selama minum
jus bayam, baik keluhan umum maupunr gangguan pencernaan. Keluhan tersebut
dicatat dan ditanggapi agar subyek tidak mengalami gangguan kesehatan.

Periode Sctelah Perlakuan (H29)

Pada H29, dilakukan pengukuran tekanan darah sistolik dan diastolik, dilanjutkan
dengan pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum
setelah malamnya berpuasa selama 10-12 jam. Hasil pemeriksaan dicatat dalam

lampiran 9.

C. Prosedur Pengumpulan Data

Wawancara

Pada saat seleksi, wawancara dilakukan dengan menggunakan kuesioner untuk
mendapatkan data karakteristik subyek dan data asupan makanan dengan metoda
Jfood recall 2 x 24 jam.

Pengukuran Antropometri

Pengukuran antropometri dilakukan pada pra perlakuan (HO) meliputi tinggi
badan (TB), dan berat badan (BB). Pengukuran antropometri dilakukan seorang
tenaga yang terampil dan terlatih. Setiap pengukuran dilakukan sebanyak dua kali
dan data yang diambil adalah rata-rata dari hasil pengukuran tersebut. Hasil

pengukuran digunakan untuk menentukan indeks massa tubuh (IMT).*®
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Pengukuran TB
Menggunakan microtoise stature 2 m dengan ketelitian 0,1 cm yang
digantungkan pada dinding setinggi dua meter dari lantai dengan satuan
sentimeter tepat pada posisi nol. Pada waktu pengukuran, subyek tanpa alas
kaki berdiri pada permukaan datar dan tumit merapat, kepala tegak menempel
pada dinding sehingga pandangan tegak lurus dengan sumbu tubuh (Frankfrut
plane). Bahu relaks, kedua lengan tergantung bebas di sisi tubuh, punggung,
bokong, dan tumit menempel pada dinding. Kedua kaki lurus dan kedua lutut
merapat. Papan microtoise diturunkan sampai menyentuh bagian paling atas
kepala dan rambut tertekan. Pengukuran tinggi badan dilakukan saat subyek
inspirasi maksimum.*® Hasil pengukuran dicatat dalam lampiran 9.
Pengukuran BB
Menggunakan alat timbangan berat badan Seca dengan ketelitian 0,1 kg yang
ditempatkan di tempat yang keras, permukaan yang rata dan bandul timbangan
menunjukkan angka nol. Alat timbangan terlebih dahulu ditera. Subyek
ditimbang dalam keadaan kandung kencing kosong dan sebelum makan.
Subyek berdiri di tengah permukaan timbangan dan melihat lurus ke depan,
berdiri tegak tanpa dibantu, tenang, memakai baju seringan mungkin dan
tanpa alas kaki atau kaus kaki."® Hasil pengukuran dicatat dalam lampiran 9.
Pengukuran Tekanan Darah
Pengukuran tekanan darah dilakukan oleh seorang tenaga yang terampil dan sudah
dilatih sebelumnya. Alat-alat yang digunakan yaitu stetoskop merk Littmann dan
sfigmomanometer air raksa merk Riester yang diletakkan di atas permukaan datar.
Subyek penelitian istirahat minimal 30 menit, selama itu subyek tidak makan,
minum, dan menghindari latihan fisik sebelum pemeriksaan. Subyek penelitian
dalam posisi duduk tenang di Kursi, dengan kaki menapak pada lantai, dan lengan
kanan diletakkan di meja dalam keadaan relaks berada pada posisi setinggi
jantung. Manset dipasang melingkar pada lengan kanan sesuai dengan ukuran
lengan subyek, dengan bagian bawah manset 2-3 cm di atas fossa kubiti dan
bagian selang karet yang menckan tepat di atas arteri brakialis. Denyut arteri
brakialis pada fossa kubiti dan arteri radialis pada pergelangan tangan kanan

diraba dengan jari telunjuk dan jari tengah serta pastikan pandangan pemeriksa
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harus sejajar dengan permukaan air raksa. Katup pengontrol manset ditutup
kemudian manset dipompa sampai denyut arteri radialis tak teraba lagi. Stetoskop
dipakai tepat ke datam telinga pemeriksa, dan kepala stetoskop diletakkan di atas
fossa kubiti. Manset kembali dipompa sampai 20-30 mm Hg, kemudian katup
pengontrol dilepaskan secara pelan-pelan sehingga air raksa turun dengan
kecepatan 2-3 mm Hg per detik antara dua bunyi pembuluh berurutan. Pastikan
tinggi air raksa saat terdengar detakan pertama (Korotkoff 1), ini adalah tekanan
darah sistolik. Pastikan tinggi air raksa saat terjadi perubahan suara yang tiba-tiba
melemah (Korotkoff V), ini adalah tekanan darah diastolik. Pengukuran diulang
sebanyak tiga kali dengan selang waktu lima menit untuk mendapatkan nilai rata-
rata dari ketiga pengukuran. Bila tiga kali pengukuran terdapat beda > 5 mm Hg,
dilakukan pengukuran sekali lagi dan dihitung rata-rata dari pengukuran.' Hasil

pengukuran dicatat dalam lampiran 9.

Pemeriksaan Laboratorium

Pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum dilakukan di Laboratorivm
Biologi Molekular Fakultas Kedokteran Universitas Udayana. Setelah subyek
penelitian berpuasa 10-12 jam semalam, pada pagi hari dilakukan pengambil
darah vena kubiti sebanyak 3 mL. Selanjutnya darah ditampung dalam vacuainer,
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit, dan didapatkan
sebanyak ! mL serum selanjutnya dimasukkan dalam tabung untuk segera
diperiksa. Prosedur pemeriksaan laboratorium menggunakan kit pemeriksaan
Colorimetric Griess dan pembacaan absorbance 520-560 nm menggunakan Elisa

reader."! Hasil pemeriksaan dicatat dalam lampiran 9.

Penilaian Asupan Zat Gizi

Penilaian asupan zat gizi dilakukan oleh seorang tenaga yang sudah dilatih
sebelumnya. Data asupan makanan diperoleh dengan metode food recall 2 x 24
jam dan food record, melalui wawancara dan pencatatan.’® Data asupan energi,
dan natrium dalam URT dikonversikan ke dalam ukuran gram menggunakan

daftar analisis bahan makanan® dan dianalisis dengan program nutrisurvey 2005
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dan data asupan nitrat anorganik dianalisis secara manual menggunakan daftar
bahan makanan sumber nitrat anorganik.*
Metode Food Recall 2 x 24 Jam
Subyek diminta mengingat makanan yang telah dikonsumsi selama 2 x 24 jam
(H-1 dan HO) berturut-turut sebelum perlakuan dengan menanyakan jenis dan
perkiraan jumliah makanan yang dikonsumsi dengan menggunakan ukuran
rumah tangga (URT) dan bantuan contoh porsi makanan (food models)
sebagai panduan untuk membantu ingatan subyek. Data semua makanan yang
dikonsumsi termasuk cara memasaknya dicatat dengan teliti.*®
Metode Food Record
Subyek diminta mencatat makanan yang dikonsumsi selama 24 jam (pada
minggu 0, 2, dan 4) dalam fembar catatan asupan makanan meliputi jenis dan
jumlah makanan (langsung dicatat saat makan). Jumlah makanan diukur

menggunakan ukuran standar seperti sendok, gelas, dan lain-lain."’

3.6. Identifikasi Variabel
A. Variabel Bebas
- Asupan nitrat anorganik
- Asupan natrium
- Kadar NO, serum
B. Variabel Tergantung
- Kadar NO, serum
- Tekanan darah sistolik

- Tekanan darah diastolik

3.7. Pengolahan, Analisis, Interpretasi, dan Penyajian Data

A. Pengolahan Data

Data yang diperoleh dari seluruh pemeriksaan (wawancara, antropometri,
pengukuran tekanan darah, dan pemeriksaan kadar NOy serum) dikumpulkan,
kemudian dilakukan pengolahan data meliputi editing, coding, entry dan cleaning

data menggunakan mesin hitung dan komputer.
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B. Analisis dan Interpretasi Data

Data dianalisis dengan menggunakan program Statistical Package for Social

Science (SPSS versi 11.5). Analisis data asupan energi dan natrium menggunakan

program nutrisurvey 2003 dan analisis data asupan nitrat anorganik menggunakan

daftar bahan makanan sumber nitrat anorganik.”® Uji statistik yang digunakan
sebagai berikut :

- Data mengenai karakteristik usia dan aktivitas fisik disajikan dalam bentuk
deskriptif.

- Untuk mengetahui data mempunyai distribust normal atau tidak normal secara
analitik digunakan uji Kolmogorov-Smirnov. Bila didapat nilai p=>0,05 maka
data berdistribusi normal dan sebaliknya.

- Bila data berdistribusi normal digunakan nilai rerata dan simpang baku;
sedangkan bila data berdistribusi tidak normal digunakan nilai median dan
minimum-maksimum.

- Untuk menganalisis data perbedaan hasii perlakuan kedua kelompok
dilakukan sebagai berikut; bila kedua data berdistribusi normal digunakan uji
t-tes tidak berpasangan; atau bila salah satu atau kedua data berdistribusi tidak
normal digunakan uji Mann-Whitney.

- Batas kemaknaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebesar 5%
dengan ketentuan :

Bermakna : bila p<0,05
Tidak bermakna : bila p=0,05
C. Penyajian Data
Data disajikan dalam bentuk tekstular, tabular, dan grafik, serta disajikan dalam

bentuk tesis selanjutnya diuji di hadapan penguji.

3.8. Batasan Operasional

1. Subyek Penelitian
Subyek penelitian adalah mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana, Denpasar dengan status gizi dan tekanan

darah normal serta memenuhi kriteria penelitian.
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2. Usia
Usia ditentukan berdasarkan hari ulang tahun terakhir, dan dikelompokkan
menjadi usia 15-18 tahun dan 19-21 tahun.

3. Status Gizi
Kriteria status gizi ditentukan dengan perhitungan indeks massa tubuh (IMT).
Klasifikasi status gizi untuk orang dewasa berdasarkan kriteria Asia-Pasifik

sedangkan pada subyek dengan usia < 18 tahun ditentukan berdasarkan
kriteria CDC-WHOQ.

Tabel 3.1, Klasiftkasi Status Gizi Dewasa Asia-Pasifik

Klasifikasi IMT (kg/m°)
Berat badan kurang < [8,5
Berat badan normal 18,3-22,9
Berat badan lebih >23
Berisiko 23-249
Obes | 23-29.9
Obes [] > 30

Sumber : WHO-WRPO™®

Klasifikasi status gizi usia < 18 tahun digunakan persentil indeks massa tubuh,

Tabel 3.2. Klasifikasi Status Gizi Usia < 18 Tahun

Klasifikasi Persentii  IMT (kg/m%)
Berat badan kurang <5 < 18,2
Berat badan normal 5th.gs™h 18,2-25,5
Berat badan lebih > 85" <95"  256-28,9

Obes > 95" > 29

Sumber : Kuczmarski dkk’'

4. Asupan Energi, Natrium, dan Nitrat Anorganik
Asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik diperoleh dengan metoda food recall
2 x 24 jam (H-1 dan HO) dan metoda food record (minggu 0, 2, dan 4)
menggunakan lembar catatan asupan makanan. Data asupan energi, dan natrium
dianalisis dengan menggunakan program nutrisurvey 2005 dan data asupan nitrat
anorgantk dianalisis secara manual menggunakan daftar bahan makanan sumber
nitrat anorganik.>®
A. Asupan Energi

Asupan enecrgi adalah besarnya jumlah kalori yang dikonsumsi per orang

per hari dibandingkan dengan kebutuhan energi total (KET) per individu.

KET adalah jumlah kebutuhan energi basal (KEB) dan aktivitas fisik (AF).
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KEB dihitung dengan menggunakan persamaan Harris-Benedict.*
KEB laki-laki (kkal/hari} = 66+(13,7xBB)+(5xTB)-({6,8xU)

Keterangan :
BB = berat badan (kg}, TB = tinggi badan (cm), U = usia {tahun)

Akitivas fisik sehari-hari mahasiswa ditentukan berdasarkan indeks
aktivitas fisik (IAF), kemudian ditentukan penambahan kalori dari KEB.*2

Penilaian asupan encrgi dapat dilihat pada tabel 3.3.

Tabel 3.3. Interpretasi Persentase Asupan Energi

Asupan Hasil penilaian Interpretasi
Energi <80% dari KET Kurang
(kkal/hari)  80-120% dari KET Cukup
>120% dari KET Lebih

Sumber ; WNPG*

B. Asupan Natrinm
Asupan natrium adalah banyaknya natrium yang dikonsumsi dalam
makanan per hari. Untuk menilai asupan natrivm, rerata asupan natrium
dibandingkan dengan anjuran asupan natrium menurut angka kecukupan
gizi 2004 (AKG) yaitu 1500-2400 mg/hari (tabel 3.4).

Tabel 3.4. Interpretasi Asupan Natrium

Asupan  Hasil penilaian  Interpretasi

Natrium <1500 Kurang
{mg/hari) 1500-2400 Cukup
>2400 Lebih

Sumber ; WNPGY

C. Asupan Nitrat Anorganik
Asupan nitrat anorganik adalah banyaknya nitrat anorganik yang
dikonsumsi dalam makanan per hari. Untuk menilai asupan nitrat
anorganik, rerata asupan nitrat anorganik dibandingkan dengan batasan
asupan nitrat anorganik menurut acceptable daily intake (ADI) yaitu 0,1-
3,7 mg/kg BB/hari (tabel 3.5).

Tabel 3.5. Interpretasi Asupan Nitrat Anorganik

Asupan Hasil penilaian  Interpretasi
Ntiral anorganik <0,1 Kurang
{mg/kg BB/hari) 0,1-3,7 Cukup

>3,7 Lebih

Sumber : Alexander dkk™
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Aktivitas Fisik

Aktivitas fisik adalah segala bentuk kegiatan subyek yang biasa dilakukan
sehari-hari. Penilaian indeks aktivitas fisik dilakukan dengan wawancara
menggunakan kuesioner indeks aktivitas fisik, dikelompokkan berdasarkan
nilai frekuensi (F), durasi (D) dan intensitas (I).

Indeks aktivitas fisik dihitung berdasarkan persamaan berikut® :

Indeks Aktivitas Fisik (IAF}=IxDxF

Tabel 3.6. Interpretasi Indeks Aktivitas Fisik

Nilai Total Indeks Aktivitas Fisik
[-20 E = Rendah
21-40 D = Cukup
41 - 60 = Rata-rata
61 - 80 B = Baik
81 -100 A = Sangat baik

Sumber : Montoye dkk™

Penyuluhan Gizi

Penyuluhan gizi adalah kegiatan memberikan informasi pada subyek
penelitian agar mengikuti asupan diet seimbang, yaitu diet dengan komposisi
makronutrien karbohidrat 60%, lemak 25%, dan protein 15% dari kebutuhan
kalori total serta mikronutrien natrium < 2400 mg/hari.z‘5

Jus Bayam

Jus bayam adalah jus yang diolah dari 100 gram daun bayam organik yang
berwarna hijau {mengandung 99 mg nitrat anorganik) yang didapatkan dari
Bali Organic Assosiation.

Kadar NO, Serum

Kadar NOy serum adalah total kadar nitrat dan nitrit serum yang diukur
dengan menggunakan kit pemeriksaan metoda Colorimetric Griess merk

Assaysdesign dan pembacaan hasil dengan menggunakan Elisa reader.”’

Tabel 3.7. Interpretasi Kadar NO; Serum

Kadar Nilai normal  Interpretasi
NOy serum <30 Rendah
{pmol/L) > 30 Normal

Sumber ; telah diolah kembali dari Roosevelt™
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9, Tekanan Darah

40

Tekanan darah adalah nilai rerata tiga kali hasil pengukuran tekanan darah

sistolik dan diastolik subyek menggunakan stetoskop dan sfigmomanometer

air raksa. Klasifikasi tekanan darah mengacu pada klasifikasi menurut INC 7.

Tabel 3.8. Klasifikasi Tekanan Darah

Klasifikasi Sistolik (mm Hg) Diastolik (mm Hg)
Normal <120 dan < 80
Prahipertensi 120-139 atau 80-89
Hipertensi Derajat 1 140-159 atau 90-99
Hipertensi Derajat 2 > 160 atau > 100
Sumber : telah diclah kembali dari Chobanian dkk'
3.9. Organisasi Penelitian
Peneliti utama : dr. I Wayan Gede Sutadarma
Pembimbing I : dr. Savitri Sayogo, SpGK
Pembimbing I1 : Dr. dr. Imam Effendi, SpPD-KGH
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3.10. Kerangka Operasional

Persetujuan Komisi Etik FK Ul dan FK Unud
¥

Mahasiswa laki-laki semester dua
FK Unud dengan status gizi dan
tekanan darah normal

Y

Kriteria penelitian

L3

Randomisasi blok

¥ L 4
Kelompok P Kelompok K
Y r
H-6-H{ Periode sebelum perlakuan

» Wawancara data karakteristik subyek, asupan encrgi,

natrium, dan nitrat anorganik (feod recall 2 x 24 jam)
»  Pencalatan jfood record (minggu 0)
¢  Pcmeriksaan kadar niteit, nitrat, dan NO, serum
e Pengukuran tekanan darah sistolik dan diastolik
¢ Penyuluhan gizi dengan diet seimbang

L }

H1-H28 Periade periakuan Periode perlakuan
Kelompok P Kelompok K

»  Penyuluhan gizi sekali seminggu e Penyuluhan gizi sekali seminggu

»  Pemberian jus bayam 100 gram ¢  Pencatatan food record (minggw 2,
satu kali per han dan 4)

s  Pencatatan food record (minggu *  Pengukuran tekanan darah sistolik
2,dan 4) dan diastolik sekali seminggu

s  Pengukuran tekanan darah sistolik
dan diastolik sekali seminggu

] v

H29 Periode setelah perlakuan
*  Pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum

*  Pengukuran tekanan darah sistolik dan diastolik

¥
Hasi

¥

Analisis

L3

Kesimpulan
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Tabel 3.9. Variabel Indikator Matriks
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Tekanan darah
diastolik

tekanan darah

Variabel Indikator Skala Metode Referensi
Karakteristik Usia Rasio
Aktivitas fisik Rasio Wawancara
Status Gizi IMT = BB/TB® WHO-WRPO,
(kg/mz) ] . 2000
Persentil Rasio Antropometri Kuczmarski et
al, 2000
Asupan zat gizi Ener_gt Food record Gibson, 2005
Natrium .
. Rasio dan food recall
Niirat .
. 2 %24 jam
anorganik
NQ, serum Kadar nitrat Tarpey et al,
serum . 2001
Kadar o Pemeriksaan
LLL Rasio Colorimetric
serum Griess
Kadar NO,
serum
Tekanan darah  Tekanan darah Chobanian et
sistolik Rasio Pengukuran  aj, 2003
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

4.1. Seleksi Subyek Penelitian

Seleksi subyek penelitian dilakukan pada minggu pertama April 2009, diawali
dengan memberikan informasi mengenai penelitian yang dijalankan kepada
seluruh mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana yang berjumlah 110 orang. Sebanyak 43 orang menyatakan kesediaan
untuk ikut serta dalam penelitian, dan setelah menandatangani lembar persetujuan
penelitian, selanjutnya dilakukan penapisan dengan menilai IMT, tekanan darah
sistolik dan diastolik.

Berdasarkan kriteria penelitian, didapatkan sejumlah 34 orang mahasiswa
yvang memenuhi kriteria dan sesuai dengan besar sampel minimal yang
diperlukan; sembilan orang yang tidak memenuhi kriteria yaitu enam orang
(13,95%) memiliki IMT lebih dari normal, dua orang (4,65%) memiliki IMT
kurang dari normal, dan satu orang (2,33%) memiliki IMT dan tekanan darah
lebih tinggi dari normal.

Penentuan alokasi subyek penelitian dilakukan dengan cara randomisasi
blok, didapatkan 17 orang subyek masuk ke dalam kelompok perlakuan dan 17
orang subyek sebagai kelompok kontrol. Selanjutnya, dilakukan penilatan asupan
energi, natrium, dan nitrat anorganik serta dilakukan pemeriksaan kadar nitrat,
nitrit, dan NOy serum sebelum perlakuan.

Periode perlakuan dimulal pada awal minggu kedua April 2009, selama
empat minggu berturut-turut. Tingkat kehadiran berdasarkan daftar absensi selama
empat minggue berturut-turut pada kelompok perlakuan mencapai 97,8%,
sedangkan tingkat kehadiran kelompok kontrol mencapai 85%, sehingga
keseluruhan subyek penelitian sudah memenuhi syarat minimat 80%.

Penyuluhan gizi mengenai diet seimbang dilakukan sebanyak tiga kali dari
empat kali yang direncanakan, hal tersebut disebabkan subyek penelitian harus
mempersiapkan diri untuk mengikuti ujian. Pada akhir periode perlakuan, satu
orang dari kelompok kontrol tidak dapat melanjutkan penelitian karena menderita

sakit demam berdarah dengue dan dirawat di rumah sakit.
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Pemeriksaan kadar nitrat, nitrit, dan NO, serum serta pengukuran tekanan
darah setelah perlakuan dilakukan pada 17 orang kelompok perlakuan dan 16

orang kelompok kontrol.

Populasi terjangkau
N =110 orang

b

43 orang yang bersedia
ikut penelitian

T Kriteria penerimaan
L dan penolakan
Subyek penelitian
n = 34 orang
If- Randomisasi blok
v ,
Perlakuan awal Kontrol awal
ny, = 17 arang ny = 17 orang
O ‘+ *
- Periode perlakuan selama empat minggu berturat-turut
L Y orang sakit demam
Perlakuan akhir Kontrol akhir berdarah dengue
m = 17 orang n2 = 16 orang

|

Analisis n = 33 orang
batas kemaknaan p<0,05

Gambar 4.1. Alur Penelitian Yang Dilakukan

4.2. Karakteristik Subyek Penelitian
4.2.1. Karakteristik Usia dan Akftivitas Fisik
Median dan minimum-maksimum usia subyek penelitian adalah 18 (17-19) tahun,
dengan rincian sebagai berikut 2 orang (5,88%) usia 17 tahun, 15 orang (44,12%}
usia 18 tahun dan sisanya 17 orang (50%) usia 19 tahun,

Sebanyak 14 orang subyek (41,18%) memiliki indeks aktivitas fisik cukup,
dan 10 orang diantaranya adalah kelompok kontrol. Sebanyak 20 orang subyek
(58,82%) memiliki tingkat indeks aktivitas fisik rendah, dan 13 orang diantaranya

adalah kelompok perlakuan.
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4.2.2. Karakteristik Data Dasar

Tabel 4.1 memperlihatkan sebaran subyek penclitian berdasarkan usia, aktivitas

fisik, indeks massa tubuh, asupan energi, natrium dan nitrat anorganik, kadar

nitrit, nitrat, dan NQO, serum, tekanan darah sistolik dan diastolik kedua kelompok.

Tabel 4.1. Sebaran Subyek Pecnelitian Berdasarkan Usia, Aktivitas Fisik,
Indeks Massa Tubuh, Asupan Energi, Natrium dan Nitrat

Anorganik, Kadar Nitrit, Nitrat, dan NO, Serum, serta Tekanan
Darah Sebelum Perlakuan

Variabel Perfakuan Kontrol p
Usia (tahun) 18 (17-19)° 19 (17-19)° 0,352™
Aktivitas fisik 6 (1-32)° 24 (i-32)" 0,088™
IMT (kg/m?) 21,31 (18,62-22,95)° 20,59 (18,53-22,99)"  0,380™
Energi (kkal) 1505,65+341,79 [522,614248,65 0,870
Natrium (mg) 1212,674332,20 1180,814334,27 0,782"
Nitrat anorganik (mg) 37,16426,22 31,40+23,85 0,508"
Nitrit serum (umol/L) 100,37£37,13 84,99£27,54 0,180"

Nitrat serum (umol/L) 39,84 (23,10-100,00)° 42,18 (33,19-88,18)" 0,705
NO, serum (pmol/L) 149,65 (59,50-264,09)° 115,26 (84,84-212,19)° 0,153™
Sistolik (mm Hg) 108,943 37 106,29+5,42 0,096
Diastolik (mm Hg) 72,04+2,54 70,71+4,85 0,322"
* = tidak bermakna; t = t-tes tidak berpasangan; m = mann whitney;
# = median (minimum-maksimum)

Tidak didapatkan perbedaan bermakna pada variabel-variabel yang diteliti
pada kedua kelompok pada awal penelitian. Hal ini menggambarkan kedua

kelompok pada awal penelitian dalam keadaan homogen.

4.3. Asupan Energi, Natrium, dan Nitrat Anorganik

4.3.1. Penilaian Asupan Berdasarkan Food Record dan Food Recall 2 x 24
Jam Sebelum Perlakuan.

Tabel 4.2 memperlihatkan asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik kedua
kelompok berdasarkan food record dan food recall 2 x 24 jam sebelum perlakuan.

Tabel 4.2. Asupan Energi, Natrium, dan Nitrat Anorganik Berdasarkan
Food Record dan Food Recall 2 x 24 Jam Sebelum Perlakuan

. Food Record Food Recall 2 x 24 jam
Variabel

Perlakuan Kontrol Perlakuan Kontrol

Energi (kkal) 1505,65%341,79  1522,611248,65 1374,11£277,49 1400,34£155,81
Natrium (mg) 1212,674332,20 1180,81+334,27 994,00 (444,80- 813,70 (383,00-

2201,65)" 1453,70Y°
Nitrat 37,16426,22 31,40%23,85 29,85(16,55- 24,83 (14,08-
anorganik (ng) 125,79) 63,82)°

# = median (minimum-maksimum)
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Penilaian asupan zat gizi dengan kedua metoda tersebut memperlihatkan
asupan energi dan natrium berdasarkan food record lebih tinggi dibandingkan
asupan berdasarkan food recall 2 X 24 jam, sedangkan asupan nitrat anorganik
tidak berbeda. Selanjutnya digunakan penitaian asupan energi, natrium dan nitrat

anorganik dengan metoda food record untuk meminimalkan bias.*

4.3.2. Asupan Energi
Tabel 4.3 memperlihatkan nilai asupan encrgi dan persentase asupan energi

dibandingkan dengan kebutuhan energi total pada kedua kelompok.

Tabel 4.3. Asupan Energi dan Persentase Terhadap Kebutuhan Energi Total

Variabel Perlakuan Kontrol p
Energi (kkal)
Minggu 0 1505,65£341,79  1522,612248,65  0,870"
Minggu 2 1606,01#251,64  1582,71£195,59 0,765
Minggu 4 1580,00+186,20  1641,48+142,14% 0,297"
Persentase asupan (%)" 84,93210,60 88,19£5,47 0,268"

% = 16 orang subyck; * = tidak bermakna; t = t-tes tidak berpasangan;
a = persentase asupan encrgi dibandingkan dengan kebutuhan energi total

Asupan energl kedua kelompok pada minggu 0, 2 dan 4 tidak
memperlthatkan perbedaan bermakna. Persentase asupan energi dibandingkan
dengan kebutuhan energi total kedua kelompok memperlihatkan tergolong

kategori cukup (80-120% terhadap kebutuhan encrgi total).

4.3.3. Asupan Natrium

Tabel 4.4 memperlihatkan nilai asupan natrium pada kedua kelompok.

Tabel 4.4. Asupan Natrium

Variahel Perlakuan Kontrol P
Natrium (mg) ]
Minggu 0 1212,67+332,20 1180,81£334,27 0,782

Minggu 2 1080,10 (763,80-2048,60)°  1081,60 (616,50-1737,30)"  0,593™™
Minggu 4 1083,00 (834,84-1797,50)" 923,95 (676,20-2494,05)%  0,150™
§ = 16 orang subyck; * = tidak bermakna; t = t-tes tidak berpasangan; m = mann whitney;
# = median (minimum-maksimum)

Asupan natrium tidak memperlihatkan perbedaan bermakna pada kedua
kelompok, baik pada minggu 0, 2, dan 4. Asupan natrium pada kedua kelompok
febih rendah dibandingkan dengan AKG Indonesia 2004 (1500-2400 mg/hari)."
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4.3.4. Asupan Nitrat Anorganik

Selama empat minggu berturut-turut, kelompok perlakuan mendapat jus bayam
100 gram per hari. Sebanyak 14 orang (82,32%) kelompok perlakuan mengeluh
mual pada minggu pertama dan satu orang (5,88%) mengalami muntah pada hari
ke-20, sedangkan dua orang lainnya (11,76%) tidak merasakan keluhan apapun
selama perlakuan, namun demikian subyek dengan keluhan mual dan mengalami
muntah tetap melanjutkan penelitian sampai selesai. Tabel 4.5 memperlihatkan

nilai asupan nitrat anorganik kedua kelompok.

Tabel 4.5. Asupan Nitrat Anorganik

Variabel Perlakuan Konirol P
Nitrat anorganik
(mg) .
Minggu 0 37,16%26,22 31,40+23 85 0,508
Minggu2 130,91£19,49 33,69+15,50 0,000""
Minggu 4 130,33 (107,28-195,85)" 30,79 (9,47-118,38)"°  0,000"™"

%= 16 orang subyek; ** = bermakna; t = t-tes tidak berpasangan; m = mann whitney;
# = median (minimum-maksimum)

Pada minggu 0, asupan nitrat anorganik tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna pada kedua kelompok, sedangkan pada minggu 2 dan 4 asupan nitrat
anorganik pada kelompok perlakuan didapatkan lebih tinggi bermakna

dibandingkan kelompok kontrol.

4.4, Kadar Nitrit, Nitrat dan NO, Serum

Pemeriksaaan kadar nitrit, nitrat, dan NOy serum dilakukan sebelum dan setelah
perlakuan. Gambar 4.2 memperlihatkan nilai kadar nitrit, nitrat, dan NO, serum
sebelum dan setelah perlakuan. Setelah perlakuan, pada kedeva kelompok
didapatkan peningkatan kadar nitrit, nitrat dan NOy serum yang lebih tinggi pada

kelompok perlakuan, namun secara statistik tidak bermakna.
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Gambar 4.2. Kadar Nitrit, Nitrat, dan NO, Serum

4.5. Tekanan Darah Sistolik dan Diastolik

Pengukuran tekanan darah dilakukan sekali seminggu. Gambar 4.3
memperiihatkan nilai tekanan darah sistolik dan diastolik. Tidak didapatkan
penurunan tekanan darah sistolik dan diastolik yang bermakna selama dan setelah
perlakuan pada kedua kelompok.
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Gambar 4.3. Tekanan Darah Sistolik dan Diastolik
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BAB §
PEMBAHASAN

Telah dilakukan penelitian dengan desain uji kiinis paralel, membandingkan
kelompok yang mendapat jus bayam 00 gram per hari selama empat minggu
berturut-turut disertai penyuluhan gizi dengan kelompok yang hanya mendapat
penyuluhan gizi saja pada mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran

Universitas Udayana.

5.1. Keterbatasan Penelitian

Metoda Penelitian

Pada penelittan ini kelompok kontrol tidak mendapatkan plasebo karena kesulitan
dalam membuat produk plasebo. Dari kepustakaan diketahui penggunaan plasebo
merupakan salah satu teknik Ketersamaran dalam uji klinis.***

Jumlah nitrat anorganik dalam jus bayam ditentukan hanya berdasarkan
daftar bahan makanan sumber nitrat anorganik dalam tabel, dan tidak dilakukan
pengukuran jumlah nitrat anorganik secara langsung karena kesulitan dalam
melakukan metoda pengukuran secara langsung.

Penilaian Asupan Zat Gizi

Keterbatasan penilaian asupan zat gizi dengan metoda jood record dalam
pelaksanaannya subyek penelitian cenderung tidak mencatat secara langsung
makanan yang dikonsumsi. Sekitar 5 orang (14,7%) subyek malah baru mencatat
makanan pada saat lembar catatan asupan makanan akan dikumpulkan pada
minggu pertama, sehingga hasilnya cenderung tidak lengkap. Hal ini
menyebabkan hasil perhitungan asupan makanan kemungkinan menjadi bias.*

Penilaian asupan dengan metoda food recall 2 x 24 jam, walaupun mudah
dan murah serta tidak terlalu membebani subyek penelitian, metoda ini memiliki
keterbatasan meliputi (1) recall bias, subyek lupa atau tidak melaporkan hal yang
sebenarnya. Subyek cenderung lupa dengan makanan yang dimakan terutama
untuk 24 jam pertama, sehingga subyek terlihat tidak yakin melaporkan jenis dan
jumlah makanan yang dimakan. Kemungkinan bias ini dapat diperkecil dengan

pencatatan asupan zat gizi subyek dalam lembar catatan asupan makanan.
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(2)interviewer bias, karena terjadi perbedaan persepsi antara subyek dengan
pewawancara, namun kemungkinan bias ini dapat diperkecil dengan menyamakan
persepsi antara keduanya, misalnya mengenai porsi makanan yaitu dengan
menunjukkan contoh porsi makanan (food models).*

Analisis asupan energi dan natrium menggunakan program nutrisurvey
2005 dan analisis asupan nitrat anorganik secara manual menggunakan daftar
bahan makanan sumber nitrat anorganik. Dalam pelaksanaannya ditemukan
kesulitan untuk beberapa makanan lokal yang tidak tercantum pada program
tersebut (biasanya jenis makanan olahan), namun tercantum komposisinya.
Analisis dilakukan dengan memperkirakan jumlah dari masing-masing komposisi
makanan, sehingga hal ini dapat mempengaruhi hasil perhitungan jumlah asupan
makanan subyek menjadi underestimate atan bahkan overestimate. Contoh
makanan yang termasuk golongan ini, yaitu gado-gado dan lawar (makanan khas
Bali). Kesulitan menentukan analisis asupan natrium dikarenakan mahasiswa
tidak memasak sendiri sehingga tidak diketahui jumlah garam yang digunakan,
dan penambahan garam dalam masakan yang dihidangkan.
Pemeriksaan Laboratorium
Pemeriksaan kadar nitrat, nitrit, dan NO, serum dilakukan dengan metoda
Colorimetric Griess. Keterbatasan metoda ini yaitu tidak dapat memeriksa kadar
NO yang sebenarnya, oleh karena NO berbentuk gas dan memiliki waktu paruh
vang sangat singkat sehingga bersifat tidak stabil. Kadar NO, serum yang diukur
adalah total kadar nitrat dan nitrit serum, sebagai metabolit antara sintesis NO.
Kadar NO, serum hanya memberikan gambaran bioavailabilitas NO dan tidak

memberikan gambaran aktivitas NO.*'

5.2. Seleksi Subyek Penelitian

Sebanyak 43 orang mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana menyatakan bersedia mengikuti penelitian setelah
menandatangani lembar persetujuan penelitian. Pemilihan jenis kelamin subyek
penelitian dibatast hanya laki-laki, dikarenakan laki-laki memiliki risiko lebih
tinggi untuk menderita prahipertensi dibandingkan perempuan. Prevaiensi

prahipertensi pada laki-laki (40%) lebih tinggi dibandingkan perempuan (23%).
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Keadaan ini berkaitan dengan tingginya kebiasaan merokok, minum alkchol dan
faktor stres pada laki-laki dibandingkan perempuan.’

Setelah dilakukan penapisan dengan menilai IMT dan tekanan darah,
didapatkan sejumlah 34 orang mahasiswa yang memenuhi kriteria penerimaan
sebagai subyek penelitian. Kriteria penerimaan penelitian meliputi IMT normal
untuk dewasa (18,5-22,9 kg/m?)* dan untuk usia < 18 tahun (persentil 5™-85™?,
dan tekanan darah normal (sistolik antara 100-119 mm Hg, diastolik antara 60-79
mm Hg)'. Sebanyak sembilan orang yang tidak memenuhi kriteria penerimaan
yaitu enam orang (13,95%) mahasiswa memiliki IMT lebih dari normal, dua
orang (4,65%) memiliki IMT kurang dari normal, dan satu orang (2,33%)
memiliki IMT dan tekanan darah lebih tinggi dari normal.

Berdasarkan kriteria penolakan, tidak didapatkan subyek yang memiliki
riwayat hipertensi, memiliki kebiasaan mengkonsumsi alkohol dan atau sebagai
perokok aktif.

Subyek dengan IMT lebih tidak dimasukkan dalam penelitian, karena
peningkatan IMT berhubungan dengan peningkatan tekanan darah. Risiko
peningkatan tekanan darah sebesar dua sampai enam kali pada subyek dengan
IMT lebih dibandingkan subyek dengan IMT normal 2

Subyek dengan riwayat tekanan darah tinggi tidak dimasukkan dalam
penelitian, karena bioavailabilitas NO yang rendah merupakan faktor risiko
peningkatan tekanan darah.”® Hal ini terlihat pada penelitian Lyamina dkk yang
mendapatkan korelasi negatif bermakna pada hipertensi antara kadar NO, serum
dan tekanan darah sistolik maupun diastolik.*®

Subyek perokok tidak dimasukkan dalam penelitian. Komponen yang
terdapat dalam rokok seperti nikotin dan tar bersifat toksik dan reaktif sehingga
mudah menghasilkan radikal bebas yang mempunyai efek langsung meningkatkan
penglepasan katekolamin oleh sistem saraf otonom.?>*®

Subyek peminum alkohol juga tidak dimasukkan dalam penelitian, oleh
karena alkohol dapat mempengaruhi tekanan darah walaupun mekanismenya
belum jelas. Alkohol diduga dapat merangsang hipotalamus untuk mensekresi

hormon kortisol dan kortikotropin yang berperan meningkatkan aktivitas sistem
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saraf simpatis. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa pengurangan konsumsi
alkohol dapat menurunkan tekanan darah sistolik dan diastolik.?**

Pada penelitian ini variabel-variabel yang mempengaruhi kadar NO,
serum dan tekanan darah (confounding variables) meliputi usia, jenis kelamin,
IMT, merokok, alkohol, asupan natrium, dan aktivitas fisik merupakan variabel
yang dikontrol, sehingga hasil penelitian tidak menjadi bias, dan adanya

perbedaan hasil merupakan akibat perlakuan yang diberikan.*

5.3. Karakteristik Data Dasar

Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai karakteristik data dasar
sebelum penelitian dimulai (tabel 4.1), hal tersebut menggambarkan kedua
kelompok dalam keadaan homogen. Karakteristik kedua kelompok homogen
merupakan salah satu syarat dalam uji klinis untuk mendapatkan hasil yang sahih.
Salah satu cara yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan melakukan
randomisasi blok, dengan demikian perbedaan yang bermakna pada akhir

penelitian merupakan akibat perlakuan yang diberikan.*

5.3.1. Usia
Median dan minimum-maksimum usia subyek penelitian kedua kelompok adalah
18 (17-19) tahun dan tidak didapatkan perbedaan yang bermakna pada kedua
kelompok. Berdasarkan data SKRT Indonesia 2004 menunjukkan rerata tekanan
darah kelompok usia 15-24 tahun adalah normal yaitu sebesar 119,8/76,5 mm
Hg.2 Penapisan pada penelitian ini didapatkan satu orang mahasiswa dengan
tekanan darah tinggi.

Usia merupakan salah satu faktor risiko peningkatan tekanan darah, data
SKRT 2004 juga memperlihatkan tekanan darah meningkat sejalan dengan
bertambahnya usia yang dimulai pada kelompok usia 25-34 tahun dan pada
kelompok usia 45-54 tahun sebesar 137,9/84,8 mm Hg? Bertambahnya usia
secara fisiologis menyebabkan perubahan elastisitas struktur dinding pembuluh

darah sehingga menyebabkan peningkatan resistensi perifer.’
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5.3.2. IMT

Median IMT pada kedua kelompok adalah normal {nilai rentang 18,5-22,9 kgr’mz).
Indeks massa tubuh dua orang subyek usia 17 tahun termasuk kategori normal
yaitu satu orang kelompok perlakuan persentil 68" dan satu orang kelompok
kontrol persentil 53", Konversi nilai IMT subyek usia 17 tahun berdasarkan tabel
persentil berat terhadap tinggi.*’ Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna pada
IMT kedua kelompok.

Data SKRT Indonesia 2004 menunjukkan rerata IMT kelompok usia 18-24
tahun adalah normal yaitu sebesar 20,640,059 kg/m®. Penapisan pada penelitian
ini didapatkan tujuh orang mahasiswa dengan IMT lebih. Indeks massa tubuh
tinggi merupakan salah satu faktor risiko peningkatan tekanan darah. Risiko
terjadinya peningkatan tekanan darah pada orang yang mempunyai berat badan
lebih adalah dua sampai enam kali lebih tinggi daripada orang dengan berat badan
normal. Kelebihan berat badan = 20% dari berat badan ideal, meningkatkan risiko
prahipertensi dua kali daripada non obes.?

Mekanisme kenaikan tekanan darah pada subyek dengan IMT berlebih
diduga karena hipervolemia dan peningkatan curah jantung tanpa pengurangan
tahanan perifer yang sesuai, juga adanya peningkatan aktivitas sistem saraf

. . . . + 4
simpatis dan resistensi insulin.?2*

5.3.3. Aktivitas Fisik
Pada penelitian ini aktivitas fisik merupakan variabel perancu yang dikontrol,
dalam hal subyek dianjurkan untuk tetap melakukan aktivitas fisik seperti biasa.
Sebanyak 14 orang subyek (41,18%) memiliki indeks aktivitas fisik cukup dan 20
orang (58,82%) memiliki indeks aktivitas fisik rendah. Sebagian besar subyek
penelitian (58,82%) tidak melakukan olahraga secara teratur, sehingga saat
dikalikan dengan faktor durasi dan intensitas, didapatkan indeks aktivitas fisik
tergolong kategori rendah, di bawah nilai rata-rata (nilai rentang 41-60).%°
Aktivitas fisik dinilai berdasarkan indeks aktivitas fisik meliputi jenis
olahraga, frekuensi, intensitas, dan durasi. Rendahnya indeks aktivitas subyek
penelitian berkaitan erat dengan aktivitas mahasiswa yang cenderung lebih banyak

melakukan aktivitas statis (seperti duduk, belajar). Indeks aktivitas fisik yang
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rendah akan mempengaruhi perhitungan kebutuhan energi total, oleh karena
penambahan faktor aktivitas fisik hanya 10%.**

Pada penelitian ini kebutuhan energi total subyek menjadi lebih rendah
dibandingkan dengan AKG Indonesia 2004 kelompok usia 16-19 tahun (2500
kkal). Hal tersebut dikarenakan perhitungan AKG menggunakan batasan £ 2 SD
dari estimasi kebutuhan rata-rata, sehingga nilai AKG menjadi lebih tinggi.*’

Aktivitas fisik yang rendah, dapat menurunkan produksi NO yang secara
paralel menurunkan produksi endothelial drive relaxing factor (EDRF) sehingga
menyebabkan peningkatan tekanan darah. Pada penelitian sebelumnya didapatkan

30-50% subyek dengan aktivitas fisik yang rendah akan menjadi prahipertensi.”

5.3.4. Kadar Nitrit, Nitrat, dan NO, Serum Sebelum Perlakuan

Kadar nitrit, nitrat, dan NOy serum sebelum perlakuan pada kedua kelompok tidak
memperlihatkan perbedaan yang bermakna. Kadar nitrat pada penelitian ini
didapatkan dalam batas normal (> 30 pmol/L).* Nitrat berasal dari oksidasi NO
menjadi nitrit terlebih dahufu, kemudian nitrit mengalami oksidasi menjadi nitrat.
Kadar nitrat serum meningkat dengan cepat setelah diet tinggi nitrat dapat
mencapai 16 kali lebih tinggi setelah 1,5 jam."'

Kadar nitrit serum pada penelitian ini didapatkan dalam batas normal (>
1,0 pmol/L).* Nitrit juga berasal dari oksidasi NO disamping proses reduksi nitrat
menjadi nitrit kembali. Asupan nitrat anorganik juga dapat mempengaruhi kadar
nitrit serum oleh karena proses reduksi nitrat menjadi nitrit. Kadar nitrit serum
meningkat dengan cepat setelah diet tinggi nitrit dapat mencapai dua kali lebih
tinggi setelah tiga jam.'!

Senyawa nitrat dan nitrit serum merupakan metabolit antara yang dapat
membentuk NO kembali. Kadar NO, serum hanya menggambarkan keadaan
bioavailabilitas NO namun tidak menggambarkan tingkat aktivitas NO. Pada
penelitian ini didapatkan kadar NO, serum subyek penelitian adalah normal, hal
ini sesuai dengan penelitian oleh Lyamina dkk, yang mendapatkan kadar NOy
serum pada subyek dengan tekanan darah normal lebih tinggi dibandingkan
subyek dengan hipertensi.”’ Pada hipertensi, substrat arginin untuk sintesis NO

mulai berkurang akibat bertambah beratnya disfungsi endotel.”’
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5.4. Asupan Energi, Natrium, dan Nitrat Anorganik

5.4.1. Penilaian Berdasarkan Food Record dan Food Recall 2 x 24 Jam
Sebelum Perlakuan

Penilaian asupan dengan kedua metoda tersebut memperlihatkan nilai rerata
asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik berdasarkan food record lebih tinggi
dibandingkan rerata asupan berdasarkan food recall 2 x 24 jam. Keterbatasan
metoda food recall meliputi recall bias dan interviewer bias menyebabkan hasil
penilaian asupan menjadi lebih rendah. Selanjutnya analisis asupan energi,
natrium, dan nitrat anorganik menggunakan metoda food record untuk

meminimalkan bias.

5.4.2. Asupan Energi
Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna asupan energi pada kedua kelompok
sebelum perlakuan, demikian juga pada minggu 2 dan 4 tidak memperlihatkan
perbedaan yang bermakna. Hal tersebut berkaitan dengan penyuluhan gizi yang
dilakukan menunjukkan ketaatan subyek mengikuti diet gizi seimbang. Rerata
asupan energi kedua kelompok masih di bawah AKG Indonesia 2004 (2500
kkal).'43 Asupan energi ini berkaitan dengan rendahnya indeks aktivitas fisik
sehari-hari, subyek lebih banyak melakukan kegiatan statis yang sedikit
memerlukan energi.

Walaupun rerata asupan energi kedua kelompok di bawah AKG Indonesia
2004, namun dilihat dari persentase asupan energi dibandingkan dengan
kebutuhan energi total masing-masing subyek tergelong dalam kategori cukup
(80-120% terhadap kebutuhan energi total). Namun demikian, IMT subyek dalam
batas normal, disebabkan dalam perhitungan AKG dipergunakan batasan £ 2 SD
dari estimasi kebutuhan rata-rata, sehingga nilai AKG menjadi lebih tinggi.** Di
samping itu indeks aktivitas fisik subyek tergolong rendah sehingga penambahan
faktor aktivitas fisik untuk menghitung kebutuhan energi total hanya 10%.*

Asupan energi yang cukup akan memenuhi kebutuhan energi total sehari-
hari, sehingga dapat menjaga berat badan dalam batas normal dan hal tersebut

tercermin pada tekanan darah subyek termasuk kategori norinal. Hal ini sesuai

Universitas Indonesia

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009



56

dengan rekomendasi JNC 7 yang menyatakan bahwa asupan energi yang sesuai

dengan kebutuhan dapat menjaga berat badan dalam batas normal.'

5.4.3. Asupan Natrium

Jumlah asupan natrium dinilai secara khusus karena berdasarkan kepustakaan
natrium diketahui memiliki peran penting dalam patofisiologi peningkatan
tekanan darah. Penilaian jumlah asupan natrium meliputi penggunaan garam dan
bahan makanan sumber natrium lainnya, seperti kecap asin dalam makanan
sehari-hari serta kebiasaan mengkonsumsi makanan ringan dan makanan yang
diasinkan.

Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna asupan natrium pada minggu
0, 2 dan 4 pada kedua kelompok. Rerata asupan natrium kedua kelompok justru
sedikit lebih rendah dibandingkan dengan AKG Indonesia 2004 (1500-2400
mg/hari).* Rendahnya rerata asupan natrium diduga karena keterbatasan penilaian
dan analisis asupan natrium sehingga kemungkinan memperlihatkan hasil yang
underestimate. Dalam penilaian jumlah asupan natrium, terdapat kesulitan
menghitung jumlah penggunaan garam dalam makanan olahan, karena mahasiswa
tidak memasak makanan sendiri.

Membatasi asupan natrium sesuai angka kecukupan gizi diketahui
bermanfaat mengurangi risiko peningkatan tekanan darah. Asupan natrium
tersebut mempengaruhi kemampuan ginjal mengekskresikan natrium, sehingga
dapat mengakibatkan terjadinya penurunan kadar natrium dan air dalam darah.
Perubahan ini mengakibatkan terjadinya penurunan volume plasma dan curah
jantung yang berperan dalam menurunkan tekanan darah. Natrium juga berperan
mempengaruhi reaktivitas pembuluh darah terhadap hormon norepinefrin dan
transpor aktif ion Na' melalui membran sel otot polos pembuluh darah sehingga
berperan merangsang atau menghambat kontraksi pembuluh darah.®

Pada subyek dengan tekanan darah normal, asupan natrium yang rendah
tidak akan menyebabkan penurunan tekanan darah, oleh karena adanya
mekanisme regulasi tekanan darah melalui reabsorpsi natrium dalam ginjal.
Reabsorpsi natrium yang berarti ekskresi natrium melalut urin akan berkurang,

akan disertai oleh reabsorpsi air sehingga volume plasma tetap dipertahankan
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untuk menjaga tekanan darah tetap normal.??

Tidak didapatkan keluhan pada
subyek dengan jumlah asupan natrium yang rendah selama pengamatan, hal ini
mendukung perkiraan bahwa penilaian asupan natrium subyek penelitian

kemungkinan underestimate.

5.4.4. Asupan Nitrat Anorganik

Penilaian jumlah asupan nitrat anorganik dilakukan secara manual dengan cara
menghitung komposisi bahan makanan yang mengandung nitrat anorganik
kemudian dikonversikan berdasarkan tabel daftar bahan makanan sumber nitrat
aru:)rganik.39 Metoda penilaian ini memiliki keterbatasan kesulitan dalam
menentukan jumlah nitrat anorganik yang terkandung dalam makanan olahan
(seperti sayur urap, sup). Hal tersebut juga dapat menimbulkan penilaian yang
tidak tepat sehingga terjadi wnderestimate atau bahkan overestimate. Catatan
asupan makanan subyek juga memiliki keterbatasan seperti yang telah diuraikan
di atas.

Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna asupan nitrat anorganik pada
kedua kelompok sebelum perlakuan. Berdasarkan catatan asupan makanan, hanya
sedikit bahan makanan sumber nitrat anorganik yang dikonsumsi; namun rerata
asupan nitrat anorganik kedua kelompok masih dalam batas yang dianjurkan yaitu
antara 0,1-3,7 mg/kg BB/hari.*

Pada minggu 2 dan 4 asupan nitrat anorganik memperlihatkan perbedaan
yang bermakna pada kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol.
Jumlah jus bayam sebanyak 100 gram per hari diperhitungkan berdasarkan
batasan asupan nitrat anorganik per hari yang dianjurkan antara 0,1-3,7 mg/kg
BB/hari. Jumlah nitrat anorganik yang digunakan untuk menentukan jumlah
bayam yang diberikan adalah sebanyak 2 mg/kg BB/hari. Diperkirakan asupan
nitrat anorganik subyek juga diperoleh dari sumber bahan makanan lainnya,
sehingga tidak menggunakan batas maksimal, namun hasil analisis asupan nitrat
anorganik selama perlakuan didapatkan asupan dari sumber bahan makanan lain
lebih rendah.

Kandungan nitrat anorganik dalam bahan makanan sangat bervariasi,

proses penyimpanan, persiapan dan pengolzhan makanan mempengaruhi
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kandungan nitrat anorgantk. Kandungan nitrat anorganik dalam bahan makanan
tiap daerah tergantung dari kesuburan tanah dan tingkat penggunaan pupuk
nitrogen. Proses penyimpanan dalam lemari pendingin dapat menurunkan kadar
nitrat anorganik sampai 30% dan proses pengolahan bahan makanan dengan
pemanasan dapat menurunkan kadar nitrat anorganik sampai 50%, dikarenakan
sifat nitrat yang lebih mudah larut dalam air.'®

Pemilihan bayam hijau sebagai sumber nitrat anorganik berdasarkan fakta
bayam hijau mengandung nitrat anorganik tertinggi ketiga (99 mg/100 gram
bayam hijau mentah) setelah seledri dan selada.'® Bayam hijau sangat familiar
digunakan sebagai bahan makanan sehari-hari dengan harga relatif murah
dibandingkan seledri dan selada.

Jenis bayam yang digunakan adalah bayam hijau lokal organik yang
ditanam di daerah dataran tinggi Pancasari, Bali. Bayam ini memiliki daun yang
lebar dan batang yang besar. Kandungan nitrat anorganik lebih banyak terdapat
pada daun daripada batang bayam. Di samping ite kandungan nitrat anorganik
dalam bayam juga tergantung pada lingkungan tempat ditanam, dimana
kandungannya akan meningkat jika ditanam di daerah bersuhu dingin dan pajanan
sinar matahari yang rendah.'® Hal ini sesuai dengan jenis bayam yang dipilih dari
daerah dataran tinggi di Bali. Bayam yang digunakan pada masa perlakuan juga
diambil dari satu tempat sehingga diharapkan tidak ada perbedaan kualitas.

Efek samping yang terjadi selama pemberian jus bayam adalah sebanyak
14 orang (82,32%) mengeluh mual dan satu orang (5,88%) mengalami muntah.
Keluhan ini terjadi karena aroma jus bayam seperti aroma rumput yang dapat
merangsang rasa mual dan muntah, Untuk mengurangi efek samping tersebut,
subyek minum jus bayam setelah satu jam makan pagi. Bolus yang terdapat dalam
lambung akan bercampur dengan jus bayam sehingga mengurangi efek mual

akibat aroma jus bayam.

5.5. Kadar Nitrit, Nitrat dan NO, Serum Setelah Perlakuan
Setelah perlakuan, pada kedua kelompok didapatkan peningkatan kadar nitrit,
nitrat dan NOy serum yang lebih tinggi pada kelompok perlakuan, namun secara

statistik tidak berbeda bermakna. Hasil tersebut berbeda dengan hasil penelitian
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Larsen dkk sebelumnya yang menunjukkan pemberian suplementasi natrium nitrat
selama tiga hari memperlihatkan peningkatan bermakna kadar nitrat dan nitrit
serum.'” Webb dkk melakukan penelitian pada subyek dengan tekanan darah
normal yang diberikan nitrat anorganik dalam jus bit 500 mL satu kali dalam 24
jam; didapatkan peningkatan bermakna kadar nitrit, nitrat dan NO, serum setelah
tiga jam porlakuan, dan setelah 24 jam kadarnya menurun seperti sebelum
perlakuan, '’

Peningkatan Kkadar nitrat, dan nitrit secum berasal dari asupan nitrat
anorganik: setelah mengkonsumsi nitrat anorganik, di dalam [ambung sebagian
nitrat akan direduksi menjadi nitrit dan NO. NO yang dihasilkan dapat berperan
melindungi mukosa lambung. Selanjutnya nitrat, dan nitrit akan diabsorbsi dalam
usus halus ke dalam pembuluh darah. Dalam pembuluh darah, sebagian nitrat
akan direduksi kembali menjadi nitrit dan sebagian melalui masuk ke siklus
enterosaliva untuk direduksi menjadi nitrit dalam kelenjar air liur oleh bakteri
komensal dalam rongga mulut.'® Nitrat dan nitrit serum merupakan metabolit
antara yang dapat membentuk NO kembali. Batasan asupan nitrat anorganik
antara 0,1-3,7 mg/kg BB/hari; pada penelitian ini, jumlah nitrat anorganik dalam
bayam hanya 2 mg/kg BB/hari, sehingga diduga belum mempengaruhi perubahan
kadar NO, serum. Keadaan ini kemungkinan dipengaruhi oleh mekanisme
ekskresi nitrat yang sebagian besar (65-70%) melalui urin; ekskresi maksimal
terjadi setelah lima jam mengkonsumsi nitrat dan kadar mitrat serum kembali
normal setelah 18 jam."”

Aktivitas fisik juga diketahui dapat meningkatkan kadar NO, serum,
terutama jenis aerobik karena adanya peningkatan aliran darah yang bersifat
puisatif sehingga meningkatkan produksi NO. Penelitian in vitro menunjukkan
bahwa peningkatan aliran darah 4 ml/menit sudah dapat meningkatkan NO.
Peningkatan denyut jantung 10 kali per menit mengakibatkan aliran darah koroner
meningkat sampai 224 ml/menit (meningkat 24 ml/menit dibandingkan saat
istirahat 200 m}/menit) sehingga produksi NO meningkat.*’

Indeks aktivitas fisik subyek tergolong kategori rendah, sedangkan
perbedaan indeks aktivitas fisik dapat mempengaruhi kadar NQOy serum. Adanya

kenaikan kadar NO serum pada kelompok kontrol kemungkinan disebabkan 10
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orang subyek memiliki indeks aktivitas fisik cukup. Hal ini sesuai dengan teori

yang menyatakan bahwa aktivitas fisik dapat meningkatkan kadar NO tubuh.*’

5.6. Tekanan Darah Sistolik dan Diastolik

Hasil penelitian memperlihatkan tidak didapatkan perbedaan yang bermakna
tekanan darah sistolik maupun diastolik pada kedua kelompok setelah perlakuan
selama empat minggu berturut-turut. Hal tersebut sesuai dengan perubahan kadar
NOy serum yang tidak bermakna sehingga tidak menyebabkan perubahan tekanan
darah sistolik dan diastolik.

Hasil tersebut berbeda dengan hasil penelitian oleh Webb dkk sebelumnya
pada subyek dengan tekanan darah normal yang diberikan nitrat anorganik dalam
jus bit 500 mL satu kali dalam 24 jam, hasilnya menunjukkan adanya penurunan
bermakna tekanan darah sistolik dan diastolik." Uji klinik Larsen dkk
menunjukkan pemberian suplementasi natrium nitrat pada subyek dengan tekanan
darah normal selama tiga hari memperlihatkan penurunan bermakna tekanan
darah diastolik, sedangkan penurunan tekanan darah sistolik tidak bermakna.'?

Perbedaan hasil penelitian ini disebabkan usia subyek penelitian tergolong
kelompok usia dewasa muda, sedangkan usia subyek penelitian Webb dkk dan
Larsen dkk bervariasi antara 18-52 tahun. Perbedaan kelompok usta ini
mempengaruhi kemampuan tubuh datam mekanisme pengaturan tekanan darah.
Bertambahnya usia akan menimbulkan perubahan anatomi dan fisiologi pembuluh
darah yang dapat mempengaruhi tekanan darah,"%

Pada penelitian ini dilihat juga pengaruh asupan energi, natrium, dan nitrat
anorganik terhadap perubahan tekanan darah. Persentase asupan energi kedua
kelompok terhadap kebutuhan energi total dalam penelitian ini tergolong kategori
cukup dan tidak didapatkan perbedaan yang bermakna, dapat diperkirakan
karenanya asupan energi tidak mempengaruhi perubahan tekanan darah.

Asupan natrium selama perlakuan pada kedua kelompok tidak
memperlihatkan perbedaan yang bermakna. Asupan natrium kedua kelompok
lebih rendah dibandingkan AKG Indonesia 2004. Hasil penilaian asupan natrium

tidak menggambarkan keadaan yang sebenarnya karena keterbatasan metode

Universitas lndonesia

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009



6i

penilaian dan analisis asupan natrium. Karenanya dapat diperkirakan asupan
natrium yang rendah tidak mempengaruhi perubahan tekanan darah.

Asupan nitrat anorganik juga diketahui berperan mempengaruhi tekanan
darah melalui peningkatan kadar NO sebagai vasodilator. Asupan nitrat anorganik
yang lebih tinggi pada kelompok perlakuan menyebabkan kadar nitrit, nitrat dan
NOy serum pada kelompok perlakuan lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol
namun tidak berbeda secara statistik. Ada kemungkinan hal tersebut yang
menyebabkan tidak didapatkan penurunan tekanan darah sistolik dan diastolik
yang bermakna pada kelompok perlakuan.

Pengukuran jumlah nitrat anorganik dalam daun bayam tidak dilakukan
secara langsung, hanya berdasarkan tabel daftar bahan makanan sumber nitrat
anorganik. Kemungkinan hal tersebut menyebabkan perbedaan jumlah nitrat
anorganik dalam daun bayam yang digunakan sehingga tidak didapatkan
peningkatan kadar nitrit, nitrat dan NO, serum yang bermakna.

Pada penelitian ini kelompok kontrol tidak memdapatkan plasebo karena
kesulitan dalam membuat produk plasebo. Penggunaan plasebo merupakan salah
satu teknik ketersamaran dalam uji klinis untuk mengurangi bias, dari sisi subyek
penggunaan plasebo dapat mengurangi pengaruh plasebo efek yakni perasaan
mengalami suatu efek padahal efek tersebut tidak ada.**® Hal tersebut
kemungkinan mempengaruhi perubahan tekanan darah pada kelompok kontrol.

Subyek penelitian pada penelitian ini adalah subyek dengan tekanan darah
normal oleh karena penelitian ini adalah uji klinis fase Il. Pada keadaan normal,
terjadi homeostasis tekanan darah sehingga penurunan tekanan darah sulit terjadi.
Secara fisiologis tubuh selalu mengatur tekanan darah dalam batas normal, dengan
mekanisme pengaturan tekanan darah terjadi melalui mekanisme neural dan
hormonal yang bekerja secara simultan. Perubahan tekanan darah yang sangat
kecil kemungkinan dapat terjadi namun secara statistik tidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna. Perubahan tekanan darah sistolik dan diastolik kedua
kelompok setiap minggu (gambar 4.3) memperlihatkan perbedaan yang sangat

kecil namun secara statistik tidak berbeda bermakna.
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BAB 6
RINGKASAN, KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Ringkasan

Prahipertensi merupakan keadaan yang ditandai meningkatnya tekanan darah
sistolik antara 120-139 mm Hg atau diastolik antara 80-89 mm Hg dan merupakan
gejala awal timbulnya hipertensi derajat satu.' Rerata tekanan darah di Indonesia
pada kelompok usia 23-34 tahun sebesar 119,8/76,5 mm Hg dan peningkatan
tekanan darah berkorelasi positif sejalan dengan bertambahnya usia.” Prevalensi
prahipertensi lebih banyak ditemukan pada laki-laki (40%) dibandingkan
perempuan (23%).2'3

Salah satu penyebab timbulnya prahipertensi adalah disfungsi endotel
pembuluh darah. Disfungsi endotel menggambarkan perubahan fungsi sel endotel
dalam mengatur tonus otot polos pembuluh darah, akibat berkurangnya sekresi
NO sebagai vasodilator.” Berkurangnya sckresi NO salah satunya disebabkan
karena berkurangnya sintesis NO endogen dari arginin atau rendahnya asupan
sumber nitrat anorganik yang terutama terdapat pada sayuran berwarna hijau
seperti bayam.” Data Susenas 2004 menunjukkan hanya 60% dari populasi di
Indonesia yang mengkonsumsi sayuran yang sesuai anjuran 4-5 kali sehari,
sedangkan sisanya tidak adekuat.®

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jus bayam terhadap
kadar NO, serum dan tekanan darah. Penelitian ini merupakan uji klinis paralel,
membandingkan kelompok yang mendapat 100 gram daun bayam dalam bentuk
jus bayam satu kali per hari selama empat minggu berturut-turut disertai
penyuluhan gizi (P) dengan kelompok yang hanya mendapat penyuluhan gizi saja
(K} pada mahasiswa laki-laki semester dua Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana dengan status gizi dan tekanan darah normal.

Sebanyak 43 orang menyatakan kesediaan untuk ikut serta dalam
penelitian, dan menandatangani lembar persetujuan penelitian. Berdasarkan
kriteria penelitian, didapatkan sejumlah 34 orang mahasiswa yang memenuhi
kriteria sebagai subyek penelitian. Penentuan alokasi subyek penelitian dilakukan

dengan cara randomisasi blok, dan didapatkan 17 orang subyek sebagai kelompok
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perlakuan dan 17 orang subyek sebagai kelompok kontrol. Dalam perjalanannya,
hanya 33 orang yang berhasil menyelesaikan penelitian ini.

Data diperoleh dari hasil wawancara meliputi usia, indeks aktivitas fisik,
asupan energi, natrium, dan nitrat anorganik berdasarkan food recall 2 x 24 jam
dan food record. Selain itu juga dilakukan pengukuran berat badan, tinggi badan,
dan penilaian indeks massa tubuh. Pemeriksaan kadar nitrit, nitrat, dan NOi
serum, serta pengukuran tekanan darah sistolik dan diastolik dilakukan sebelum
dan setelah perlakuan.

Median dan minimum-maksimum usia subyek penelitian adalah 18 (17-
19) tahun. Indeks aktivitas fisik subyek tergolong kategori cukup sebanyak 14
orang (41,18%) dan 20 orang (58,82%) tergolong rendah. Pada awal penelitian
karakteristik data dasar pada kedua kelompok tidak memperlihatkan perbedaan
yang bermakna. Hal ini menggambarkan kedua kelompok dalam keadaan
homogen/sebanding.

Persentase asupan energi terhadap kebutuhan energi total pada kedua
kelompok termasuk kategori cukup yaitu pada kelompok perlakuan 84,93+£10,60
% dan kelompok kontrol 88,1915,47 %. Asupan natrivm kedua kelompok selama
periakuan lebih rendah dibandingkan dengan AKG Indonesia 2004 yaitu pada
kelompok periakuan 1083,00 (834,84-1797,50) mg/hari dan kelompok kontrol
923,95 (676,20-2494,05) mg/hari. Sebanyak 14 orang (82,32%) subyek mengeluh
mual pada minggu pertama, satu orang (5,88%) mengalami muntah pada hari ke-
20 dan dua orang (11,76%) tidak merasakan keluhan apapun selama perlakuan,
namun demikian semua subyek tetap melanjutkan penelitian sampai akhir.
Didapatkan perbedaan yang bennakﬁa asupan nitrat anorganik selama perlakuan
pada kelompok perlakuan sebesar 130,33 (107,28-195,85) mg/hari lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol sebesar 30,79 (9,47-118,38) mg/hari.

Setelah perlakuan sefama empat minggu berturut-turut, pada kedua
kelompok didapatkan peningkatan kadar nitrit, nitrat dan NO, serum yang lebih
tinggi pada kelompok perlakuan, namun secara statistik tidak berbeda bermakna
(p>0,05). Tidak didapatkan penurunan tekanan darah sistolik dan diastolik yang

bermakna pada kedua kelompok selama dan setelah perlakuan (p>0,05).
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6.2. Kesimpulan

Pada penelitian pengaruh jus bayam terhadap kadar NO, serum dan tekanan darah

pada laki-laki dewasa muda, dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut :

Median usia subyek penelitian adalah 18 (17-19) tahun dengan indeks
aktivitas fisik subyek tergolong kategori rendah.

Penilaian asupan energi dan natrium pada kedua kelompok berdasarkan food
record lebih tinggi dibandingkan asupan berdasarkan food recall 2 x 24 jam,
sedangkan asupan nitrat anorganik tidak berbeda.

Persentase asupan energi terhadap kebutuhan energi total pada kedua
kelompok tergolong kategori cukup, sedangkan asupan natrium pada kedua
kelompok selama perlakuan lebih rendah dibandingkan dengan AKG
Indonesia 2004. Sefama perlakuan didapatkan asupan nitrat anorganik pada
kelompok perlakuan lebih tinggi bermakna.

Pada kedua kelompok didapatkan peningkatan kadar NOy serum sebesar 25
pmol/L. yang lebih tinggi pada kelompok periakuan, namun secara statistik
tidak bermakna.

Tidak terdapat penurunan tekanan darah sistolik sebesar 5,5 mm Hg dan

diastolik sebesar 3 mm Hg yang bermakna pada kelompok perlakuan.

Berdasarkan hal tersebut di atas, hipotesis yang diajukan pada penelitian ini belum

dapat dibuktikan.

6.3. Saran

L.

Perlu dilakukan validasi dalam penilaian dan analisis asupan natrium, dan
nitrat anorganik untuk meminimalkan bias.

Perlu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa menggunakan metoda
pengukuran aktivitas NO pada tingkat ekspresi gen enzim eNOS yang lebih
stabil.

Indeks aktivitas fisik subyek tergolong rendah sehingga perfu dianjurkan

untuk melakukan olahraga secara teratur.

. Perlu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa pada subyek dengan

prahipertensi atau hipertensi.
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5. Periu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa dengan jumlah nitrat
anorganik yang lebih tinggi dan dilakuan pengukuran kandungan nitrat
anorganik dalam bayam secara langsung dengan metoda ekstraksi.

6. Perlu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa dengan menggunakan

plasebo sebagai salah satu teknik ketersamaran dalam uji klinik.
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SUMMARY, CONCLUSIONS, AND RECOMMENDATIONS

Summary

Prehypertension is usually defined as a systolic blood pressure between 120-139
mm Hg or diastolic blood pressure between 80-89 mm Hg. It represents a risk of
developing stage one hypertension.'! The mean of blood pressure in Indonesia at
25-34 years old are 119,8/76,5> mm Hg and there are positive correlation between
age and blood pressure. The prevalence of prehypertension in male are higher than
female (40% of male; 23% of female).>”’

The endothelial dysfunction has been used to refer to an impairment of
endothelium-dependent vasorelaxation caused by a loss of nitric oxide (NO)
secretion in the vessel wall as vasodilator.’ Impaired of NO synthesis from
arginine or decrease anorganic nitrate intake from green leafly vegectables ie
spinach caused it.” According to the data of Susenas 2004, only 60% population
consumed vegetables 4-5 times per day, whereas others have not adequate intake.?

The aims of this study were to investigate the effect of spinach juice on
serum NO, level and blood pressure. The study was a parallell randomized
clinical trial, comparing subjects in treatment group received 100 gram per day
spinach leaves juice during four weeks and nutrition counseling (P) and subjects
in control group received nutrition counseling only (K} on second semester male
students Medicine Faculty of Udayana University with normal nutrition status and
blood pressure.

Fourty three students provided written informed consent to partisipate in
the present study. Thirty four students were selected using certain criteria. The
subjects were divided into two groups using block randomization, seventeen
subjects in the treatment group and seventeen subjects in the control group. Only
thirty three subjects were completed the study.

Data collected by interviewing the subjects were age, physical activity,
body mass index, energy, sodium, and inorganic nitrate intake with 2 x 24 hours
food recall and food record. Laboratory findings {(serum nitrite, nitrate, and NQO,

level) and blood pressure examination were done before and after tntervention.
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Median of age were 18 (17-19) years old. Fourteen (41,18%) subjects have
moderate physical activity index and twenty (58,82%) subjects were low. The
characteristic data of the two groups at base line were no significant difference.
The characteristic of the two groups were closely matched at base line.

All subjects consumed energy achieve to the recommended diet with an
average of 84,93+10,60 % in the treatment group and 88,19+5,47 % in the control
group. The average intake of sodium in both groups were lower than Indonesian
recommended dietary allowance 2004 ie. 1083,00 (834,84-1797,50) mg/day in the
treatment group and 923,95 (676,20-2494,05) in the control group. Fourteen
(82,32%) subjects complaint nausea at first week, one {5,88%) subject complaint
vomiting at day 20, while two (11,76%) other subject did not complaint any effect
at all during intervention, but all of them were completed the study. The average
intake of inorganic nitrate 130,33 (107,28-195,85) mg/day in the treatment group
increase significantly than 30,79 (9,47-118,38) mg/day in the control group.

After four weeks of intervention, there were increase in serum nitrit, nitrat
and NOy level in the treatment group were higher than in the control group,
although not statistically significant (p>0,05). There were no significant decrease

in systolic and diastolic blood pressure in the treatment group (p>0,05).

Conclusions

The effect of spinach juice on serum NOy level and blood pressure in young adult

male were concluded that :

I. Median of age were 18 (17-19) years old and the physical activity index were
fow,

2. The average intake of energy and sodium in both group using food record
were higher than 2 x 24 hours food recall, whereas the intake of inorganic
nitrate was not different.

3. The percentage of energy consumed in both groups achieve to the
recommended diet, whereas the average intake of sodium lower than
Indonesian recommended dietary allowance 2004. During intervention, the
average intake of inorganic nitrate in the treatment group increase

significantly.
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4. There were increase in serum NO, level (25 umol/L) which were higher in the

treatment group, although not statistically been proven yet.

Lh

There were also no significant decrease in systolic (5,5 mm Hg) and diastolic
(3 mm Hg) blood pressure in the treatment group.

Therefore, the hypothesis were proposed in this study could not been proven yet,

Recommendations

I. There is a need to validate the food analysis to determine sodium and
anorganic nitrate intakes to decrease bias.

2. There is a need to conduct similar study design with stable gene expresion of
eNOS enzyme examination.

3. The physical activity index subject were low, so it was suggested to increase
the daily physical activity.

4. There is a need to conduct similar study design in prehypertension or
hypertension subject.

5. There is a need to conduct similar study design with higher dosage of

inorganic nitrate and inorganic nitrate examination in spinach directly by

extraction method.

6. There is a need to conduct similar study design with a placebo design as well

as one of the blinding technic in ¢linical trial.
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MANUSCRIPT

EFFECT OF SPINACH JUICE ON SERUM NOyx LEVEL
AND BLOOD PRESSURE IN YOUNG ADULT MALE
Sutadarma [WG, Sayogo S, Effendi |

ABSTRACT

The aims of this study were to investigate the effect of 100 gram per day spinach juice
during four weeks on serum NO, levei and bloed pressure in young adult male. The study
was a parallell randomized clinical trial. Thirty four subjects of second semester male
student Medical Faculty of Udayana University were selected using certain criteria. The
randomly (bilock randomization) thirty four subject were divided into two group.
Treatment group (n=17) received spinach juice and nutrition counseling (P); the control
group (n=17) received nutrition counseling alone. Data collected included age, physical
activity, body mass index, intake of energy, sodium, and morganic nitrate using 2 x 24
hours food recall and food record. Laboratory findings (serum nitrite, nitrate, and NO,
levels) and blood pressure examination were done before and after intervention. For
statistical analysis, unpaired t-test and Mann Whitney were used. The level of
significance was. 5%. Seventeen subjects in the treatment group and sixteen subjects in
the control group completed teh study and analized. Median of age were 18 (17-19) years
old. The physical activity index in both groups were low. The characteristic of the two
groups were closely matched at base line (p>0,05). After four weeks intervention, all
subjects consumed energy achieved the recommended diet with an average of
84,93£10,60 % in the treatment group and 88,19£5,47 % in the control group. The
average intake of sodium in both groups were lower than Indonesian recommended
dietary atlowance 2004 (1083,00 (834,84-1797,50) mg/day vs 923,95 (676,20-2494,05)
mg/day). The average intake of inorganic nitrate in the treatmeni group increased
significantly than in the control group (130,33 (107,28-195,85) mg/day vs 30,79 (9,47-
118,38) mg/day). In both groups there were increase in serum nitrit, nitrat and NO, levels
which were higher in the treatment group, although not statistically significant (p>0,05).
There were also no significant decrease in systolic and diastolic blood pressure in the
treatment group (p>0,03). In conclusions, the effects of 100 gram per day spinach juice
during four weeks did not increase serum nitrit, nitrat and NO, level and also were not
decrease systolic and diastolic blood pressure in the treatment group.

Keywords. young adult male, spinach juice, inorganic nitrate, serum NO, level, blogd
pressure.

INTRODUCTION

Prehypertension is usuvally defined as a systolic blood pressure between 120-139
mm Hg or diastolic blood pressure between 80-89 mm Hg. It represents a risk of
developing stage one hypertension.! The mean blood pressure in [ndonesia at 25-
34 years old are 119,8/76,5 mm Hg and there are positive correlation between age
and blood pressure. The prevalence of prehypertension in male are higher than
female (40% of male; 23% of female).?”

Prehypertension is a risk factors for coronary heart disease, cardiac and
renal failure.” In recent observational studics in subjects between 40 and 80 years
of age, the risk of cardiovascular disease increased progressively from levels as
low as 115/75 mm Hg upward with doubling for every 20/10 mm Hg increment of
blood pressure.’
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Genetic, age, and sex were not modified risk factors of prehypertension,
whereas obese, high intake of energy, sodium, less intake of potassmm low
physical activity, alcohol intake and smoking were modified risk factors.’

The endothelial dysfunction has been used to refer to an impairment of
endothehum-dependent vasorelaxation caused by a loss of nitric oxide (NO)
secretion in the vessel wall as vasodilator.® Impaired of NO synthesis from
arginine or decrease anorganic nitrate intake from green leafly vegetables ie
spinach caused it.” According to the data of Susenas 2004, only 60% popu[atlon
consumed vegetables 4-5 times per day, whereas others were not adequate intake.®

The JNC 7 report recommended the adoption of healthy lifestyles to
achieve normal blood pressure include maintainance of normal body weight,
increasing physical activity, reducing intake of dietary sodium, adopting Dietary
Approaches to Stop Hypertension (DASH) eating plan and limiting alcohol
intake.'

Plotnick et al studied the effccts of fruit and vegetables extract on normal
blood pressure subjects for four weeks, showed increase in serum nitrite and
nitrate level whereas decrease in systolic and diastolic blood pressure were not
signifi icant.” Ohta et al studied the effects of combination diet counseling and
aerobic excercise on normal blood pressure subjects for 12 weeks, showed
increase in serum nitrite and nitrate level, and decrease in systolic and diastolic
blood pressure.'

Webb et al studied the effect of inorganic nitrate in 500 mL of beetroot
juice on normal blood pressure subjects, showed increase in serum nitrite and
nitrate level, and decrease in systolic and diastolic blood pressure. After 24 hours,
levels had returned to near base line."! Whereas Larsen et al studied the effect of
sodium nitrate on normal blood pressure subjects for three days, showed the
decrease in diastolic blood pressure only.'?

The study was a parallell randomized clinical trial, comparing in two
group, were the treatment group received 100 gram per day spinach leaves juice
during four weeks and nutrition counseling (P) and the control group received
nutrition counseling only (K). Subjects were second semester male students
Faculty of Medicine University of Udayana with normal nutrition status and blood
pressure.

METHODS

Subjects

The study was a parallell randomized clinical trial. Fourty three second semester
male students Medicine Faculty of Udayana University were partisipated and
written informed consent were attained. Nine subjects were not included because
body mass index was overweight (n=0), underweight (n=2) and overweight and
prehypertension (n=1). Exclusion criteria were any history of hypertesion,
smoking and alcohol intake. The final study group consisted of thirty four
subjects, and were divided into two group using block randomization. Seventeen
subjects in the treatment group and seventeen subjects in the control group. After
four weeks of intervention, seventeen subjects in the treatment group and sixteen
subjects in the control group were completed the study. This study were approved
by the ethics committee Medicine Faculty of Indonesia University and the ethics
committee Medicine Faculty of Udayana University.
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Study Measurements

Selected subjects completed a questionnaire of demographic information. Physical
activity was acertained with the use of three questions questionnaire. These
questions were aimed to quantify the frequency, duration, and intensity level of
physical activity. Body weight and height were measured to determine the body
mass index (BMI). The subjects completed a self-administered quesionnaire on
dietary habits using food record and 2 x 24 hours food recall to determine energy,
sodium, and inorganic nitrate intake.

Subject were asked to fast 10-12 hours {(overnight fast) before blood were
drawn. Three mL fasting blood was used to measure serum nitrite, nitrate, and
NOy level. Combined serum nitrate and nitrite level were determined by a two-
step reaction. Each measurement required 50 pL. of serum. The first step consisted
of an enzymatic conversion of nitrate to nitrite, utilizing nitrate reductase. The
second step is the addition of Griess reagent that convert nitrite to a deep purple
azo chromophore, which is quantified at 520-560 nm and compared to a series of
nitrite standards. Laboratory findings were done before and after intervention.

Blood pressure were measured once every weeks and were done before
and after intervention. Blood pressure were taken according to a standard protocol
using a standard sphygmomanometer and stetoscope with the subject seated after
five minutes rest. Three blood pressure were taken at five minutes interval and
then mean measurement was used.

Statistical Analysis

All statistical calculation were perfomed with Statistical Package for Social
Science (SPSS version 11.5) software. The normallity test were assessed by
Kolmogorov-Smirnov test. Differences in mean values were assessed by unpaired
t-test for the normal distributed data or Mann Whitney for the abnormal one.
Values of p<0,05 were considered to indicate statistical significance.

RESULTS
Median age were 18 (17-19) years old. Fourteen (41,18%) subjects had moderate
physical activity index (PAT} and twenty (58,82%) subjects had low PAL.

Table 1. Characteristic of Base Line

Variable Treatment Control p
Age (years) 18 (17-19)° 19 (17-19)° 0,352™
Physical activity 6 (1-32)" 24 (1-32)" 0,088™
BMI (kg/m?) 21,31 (18,62-22,95)" 20,59 (18,53-22,99)°  0,380™
Energy (keal) 1505,65+341,79 1522,614248,65 0,870"
Sodium (mg) 1212,67+332,20 1180,812334,27 0,782"
Inorganik nitrate (mg) 37,16£26,22 31,40423 85 0,508
Nitrite level (umol/L) 100,37+37,13 84,99+27,54 0,180"
Nitrate level (umol/L) 39,84 (23,10-100,00)° 42,18 (33,19-88,18)°  0,705™
NO, level (umoVl/L) 149,65 (59,50-264,09)" 115,26 (84,84-212,19)" 0,153™
Systolic (mm Hg) 108,943 .37 106,29+5,42 0,096"
Dyastolic (mm Hg) 72,0422,54 70,7124,85 0,322"

* = not significant; t = unpaired t-test; m = mann whitney;
# = median (minimum-maximum)

The characteristic data of the two groups at base line were not significantly
different. The characteristic of the two groups were closely matched at base line.
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Table 2. Average of Energy, Sodium, and Inorganic Nitrate Intake Using
Food Record and 2 x 24 Hours Food Recall Before Intervention

Food Record Food Recall 2 x 24 jam

Variable Treatment Control Treatment Control

Energy (keal)  1505,654341,79 1522,614248,65 1374,11£277,4%9 1400,34£155,81
Sodium (mg) 1212,67£332,20 1180,81%334,27 994,00 (444,80- 813,70 (383,00-

2201,65)° 1453,70)
Inorganik 37,164£26,22 31,40£23,85 29,85(16,55- 24,83 (14,08-
nitrate (mg) 125,79° 63,82)

# = median (minimum-maximum)

The analysis of nutrientt intake using food record was higher than 2 x 24

hours food recall. To determine the average of nutrient intake food record was
. . . 2
used to minimize bias.*

Tabel 3. Energy Intake and Percentage of Total Energy Expenditure

Encrey (keal) Treatment Control p
Base line 1505,65£341,79 1522,61+248,65 0,870
2" Week 1606,01£251,64 1582,71£195,59 0,765
4™ Week 1580,00+186,29 1641,48+142,14% 0,297"
Percentage of intake 84,93+£10,60 88,19:547  0,268™
(%)"

% = 16 subjects; * = not significant; t = unpaired t-test;
a = percentage of total energy expenditure

The average of energy intake in both groups were not significantly
different. All subjects consumed energy similar to the recommended diet (80-
120% of total energy expenditure).

Tabel 4. Sodium Intake

Sodium (mg) Treatment Control p
Base line 1212,674332,20 1180,81+334,27 0,782"
2™ Week 1080,10 (763,80-2048,60)" 1081,60(616,50-1737,30)° 0,593™
4™ Week 1083,00 (834,84-1797,50)° 923,95 (676,20-2494,05)'°  0,150™

$ =16 subjects; * = not significant; t = uapaired t-test; m = mann whitney;
# = median (minimum-maximum)

The average intake of sodium in both groups were not significantly
different and were lower than Indonesian recommended dietary allowance 2004
(1500-2400 mg/day).” After four weeks intervention, fourteen (82,32%) subjects
in the treatment group complaint of nausea at first week, one (5,88%) subject
complaint of vomiting at day 20, while two (11,76%) other subject did not
complaint any effect at all during intervention. All of them completed the study.

Tabel 5. Inorganic Nitrate Intake

Nitrate (mg) Treatment Control p
Base line 37,16426,22 31,40+23,85 0,508
2" Week 130,91£19,49 33,69£15,50 0,000
4"™ Week 130,33 (107,28-195,85)" 30,79 (9,47-118,38)*% 0,000""™

%= 16 subject; ** = Significant; t = unpaired t-test; m = mann whitney;
# = median {(minimum-maximum)
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The average of inorganic nitrate intake in base line was not significantly
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Figure 1. Serum Nitrite, Nitrate and NO; Level

significant, whereas in the 2™ and 4® week, the average of inorganic nitrate intake
in treatment group increase significantly compared to control.

There were increase in serum nitrite, nitrate, and NOy level which were

higher in the treatment group, although not statistically significant.
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Figure 2. Systolic and Diastolic Blood Pressure
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There were no significant decrease in systolic and diastolic blood pressure

in the treatment group.

DISCUSSION

Study limitations were the difficulty in producing a placebo product for the
control group. Dosage of inorganic nitrate in spinach could not be established
because direct examination was not possible. Inorganic nitrate table content were
use instead. The analysis of nutrient intake using 2 x 24 hours food recall have
several limitations included (1) recall bias; subjects forgot or did not report ali
food eaten, it could be minimize using food record, (2) interviewer bias; different
perception between interviewer and subject, it which minimize using food
models.”? The limitations of nutrisurvey 2005 programme which is used to
determine the nutrient intake were not enough database on local food, therefor
analysis was done by self-estimate of foedstuff portion. Laboratory findings using
colorimetric Griess was not stable because NO was gasses form and has short half
life time.”

Confounding variables in this study included age, sex, BMI, smoking,
alcohol intake, sodium intake, and physical activity were controlled by restriction
using exclusion criteria so the results were not bias.'” The chracterictic data of the
two groups at base line were not significantly different, because it was closely
mathced at base line. The difference of value is cause by intervention.'

Median of age were 18 (17-19) years old. The mean blood pressure in
Indonesian at 25-34 years old are normal (119,8/76,5 mm Hg) and there are
positive carrelation between age and blood pressure. One partisipant was
prehypertension and not included. Ages was correlated with decrease of elasticity
vascular walls which caused increase perifer resistance.! Median of BMI was
normal (18,5-22,9 ke/m*). The mean of BMTI in Indonesian at 18-24 years old was
normal. Seven partisipant were overweight and not included. In obese, the risk to
developing hypertension was 2-6 time compared non obese.'

Physical activity index were low because all subjects had static activity.
Total energy expenditure (TEE} was determine using 10% of physical activity
factor. TEE were lower than recommended dietary allowance (RDA) 2004,
because to determing RDA using range + 2 SD, so the score more higher.*

Serum nitrate level at base line was normal (> 30 pmol/L) and also serum
nitrite level was normal (> 1,0 umol/L).”® Serum nitrate level rises 16 fold after
1,5 hours nitrate diet and serum nitrite level rises twice after 3 hours nitrite diet.
Nitrate and nitrite were intermediate metabolite for NO."' Lyamina et al showed
serum NOy level in normotensive subject were more higher than hypertensive
subject.'® In hypertension, synthesis NO was decrease because of endothelial
dysfunction."”

The average energy intake was lower than RDA 2004, because the
physical activity index subject was low and they just done static activity. The
percentage of TEE was normal (80-120%), whereas BMI also normal, because to
determine RDA using range + 2 SD and to determine TEE using 10% of physical
activity index. Energy intake and body weight have positive correlation,
meanwhile JNC 7 recommendation showed that normal energy intake could
maintain normal body weight.'

Sodium intake analysis were difficulty in determining the portion of
sodium in foodstuff. The average sodium intake were lower than RDA 2004
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(1500-2400 mg/day).*® All subjects did not cook by themself and they usually ate
outside. Sodium intake and blood pressure have positive correlation. Low sodium
intake did not decrease blood pressure, because the analysis sodium intake was
underestimate. The effect low sodium intake were influenced reabsoption of water
in the kidney and activation of norephinefrine which increase vasocontriction.”
Ohta et al showed that nutrition counseling during [2 weeks could decrease blood
pressure , but in this study nutrition counseling just done three time so did not
decrease biood pressure.

The analysis inorganic nitrate using inorganic nitrate foodstuff table
contents.” The limitations were difficulty in determining the portion of foodstuff
and it could underestimate or overestimate. The average inorganic nitrate intake
was normal (0,1-3,7 mg/kg BW/day).% Inorganic nitrate content in foodstuff were
depend on soil, nitrogen fertilizers, humidity, storage, or food prossesing. Storage
in freezer can lower until 30% and heat prossesing lower until 50% because of
polarity.'* Spinach as a source of inorganic nitrate after celery and lettuce were
familiar and more cheap. The spinach which used in this study taken from only
one location to minimize the difference. The side effects of spinach juice were
nausea and vomitting, because of grass like smell. To minimize this effects, they
should drink the juice after breakfast.

After four weeks intervention, there were increase in serum nitrite, nitrate,
and NOy level which were higher in the treatment {;roup, although not statistically
significant. This resuits is different to Larsen et al'? study and Webb et al'' study
who found increase of serum NOy level after inorganic nitrate supplementation.
The increase of serum NOy level depend on consentration of inorganic nitrate in
dietary source, whereas maximal nitrate excresion in urine (65-70%) after five
hours nitrate diet.”® The dosage of inorganic nitrate in this study was not examined
directly and were determined using inorganic nitrate table contents. Perhaps, it
caused that inorganic nitrate in spinach juice were not increase serum NOy level.

Physical activity influenced serum NOy level, especially aerobic activity,
because it could increase blood flow and also influence NO production. In vitro
study showed that the increase of 4 mL/minutes of blood flow could increase NO
product:on A 10 fold increase of arterial pressure caused NO production
increase.’ Physncal activity index was low, but there were no significant increase
serum NO, level. Perhaps, it caused that 10 subject of control group have
moderate physical activity index. This results could increase serum NOy level in
the control group.

There were no significant decrease in systolic and diastolic blood pressure
during and after intervention. The increase of serum NOy level did not
significantly decrease of blood pressure in the treatment group. This results is
different to Larsen et al'> and Webb et al'' who found decrease in systolic and
diastolic blood pressure after inorganic nitrate supplementation. Subject’s age of
the study were 18-52 years old, meanwhile in this study were 17-19 years old.
This difference may affect blood pressure regulation, where in younger subject
with normali blood pressure, regulation may be minimal."'> The average sodium
intake were lower than RDA 2004 and this results were underestimate so its could
not influence blood pressure.

Inorganic nitrate influence serum NO level by acting as vasodilator. There
were increase of serum NOy level which were higher in the treatment group,
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although not statistically significant. The examination of inorganic nitrate
consentration in spinach leaves was not done directly and determination were
done by inorganic nitrate table contents. The difference in consentration of
inorganic nitrate in spinach leaves influence the increase of serum NO; level.

The control group did not received placebo because it difficult to made
palcebo. The autonomic nervous system was influence blood pressure regulatory
and phsycologic factor.!® Perhaps, the control group had not received placebo
could influence blood pressure regulatory.

All of subjects had normal blood pressure. Indeed, blood pressure
regulatory in healthy subject were simultaneusly. This mechanism will prevent the
decrease or increase blood pressure. The decrease in blood pressure may happen
although not statistically been proven yet.

In conclusions, the effects of 100 gram per day spinach juice during four
weeks did not increase serum nitrit, nitrat and NO, level and aiso were not
decrease systolic and diastolic blood pressure in the treatment group.
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LAMPIRAN 2.

Lembar Informasi Penelitian

Yth. Saudara Mahasiswa
Dengan ini kami menjelaskan bahwa peningkatan tekanan darah di atas normal
terutama pada dewasa muda mengakibatkan prahipertensi yang merupakan gejala
awal hipertensi derajat satu. Untuk itu akan diadakan penelitian pada mahasiswa
laki-laki mengenai pengaruh jus bayam terhadap terhadap kadar NOy serum dan
upaya mencegah peningkatan tekanan darah selama empat minggu berturut-turut.
Apabila saudara bersedia mengikuti penelitian ini, maka akan dilakukan :
1. Wawancara mengenai usia, dan indeks aktivitas fisik.
2. Wawancara mengenai jumlah makanan yang dikonsumsi dan pencatatan
makanan yang dikonsumsi sebanyak empat kali.
3. Pengambilan darah sebanyak 3 mL yang dilakukan sebanyak dua kali pada
awal dan akhir penelitian untuk mengetahui kadar NO, serum.
4. Pengukuran tekanan darah dilakukan seminggu sekali.
5. Penyuluhan gizi seminggu sekali mengenai diet seimbang tanpa mengubah
kebiasaan makan.
6. Pemberian tambahan jus bayam 100 gram satu kali per hari selama empat
minggu berturut-turut pada kelompok perlakuan.
Akibat pengambilan darah mungkin saudara akan merasakan sedikit
ketidaknyamanan atau sakit, namun hal ini dapat diminimalkan dengan
pengambilan darah oleh seorang tenaga yang terlatih dan menggunakan jarum
suntik yang steril dan kecii. Saat mengkonsumsi jus bayam mungkin timbul gejala
mual, namun hal ini dapat diminimalkan dengan cara jus bayam diminum setelah
satu jam makan pagi.
Keikutsertaan saudara di dalam penelitian ini bersifat sukarela dan saudara
dapat menolak atau mengundurkan diri selama proses penelitian berlangsung.
Keuntungan bagi saudara apabila jkut serta dalam penelitian ini adalah
dapat mengetahui keadaan kesehatan dan status gizi serta mencegah peningkatan
tekanan darah.
Semua data pada penelitian ini bersifat rahasia sehingga tidak
memungkinkan orang lain mengetahuinya.
Apabila saudara bersedia ikut serta dalam penelitian ini, maka kami akan
mohon kesediaannya untuk dapat menandatangani lembar persetujuan menjadi
peserta penelitian ;

PENGARUH JUS BAYAM TERHADAP KADAR NOx SERUM
DAN TEKANAN DARAH PADA LAKI-LAKI DEWASA MUDA

Hal-hal yang belum jelas dalam penelitian ini dapat ditanyakan secara
langsung atau melalui telepon pada penanggung jawab penelitian ini yaitu dr. I
Wayan Gede Sutadarma melalui telepon rumah 0361-425516, dan HP
08886161164,

Atas kesediaan saudara, kami ucapkan terima kasih.
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LAMPIRAN 3.
Lembar Persetujuan
{Informed Consent)
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS INDONESIA
PROGRAM STUDI ILMU GIZI

KEKHUSUSAN ILMU GIZI KLINIK

Surat Persetujuan Menjadi Peserta Penelitian

Saya yang bertanda tangan di bawah ini :
Nama lengkap
Usia (tahun)
Alamat lengkap
Setelah mendengar dan membaca penjelasan mengenai tujuan dan manfaat
penelitian tersebut dengan judul :

PENGARUH JUS BAYAM TERHADAP KADAR NOx SERUM

DAN TEKANAN DARAH PADA LAKI-LAKI DEWASA MUDA
Menyatakan dengan sukarela menyetujui diikutsertakan dalam penelitian tersebut
dengan catatan bila sewaktu-waktu dirugikan dalam bentuk apapun berhak

membatalkan persetujuan ini,

Denpasar,.....cccveeiiiiniiieniena. 2009
Mengetahui Menyetujui
Penanggung jawab Peserta penelitian
(dr. | Wayan Gede Sutadarma) - PO )
Saksi
(oo, )
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Lembar Data Karakteristik Subyek

Tanggal pemeriksaan :
No. Kode Subyek
BIODATA

Nama lengkap
Tempat tanggal lahir :
Usia (tahun)

Alamat lengkap

No. telepon

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009
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LAMPIRAN 4,
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Lembar Seleksi Dan Riwayat Penyakit

Tanggal pemeriksaan :

Nama subyek

No. kode subyek

Kriteria penerimaan

a. Apakah subyek adalah mahasiswa laki-laki semester dua?

b. Apakah subyek memiliki IMT normal (£8,5-22,9 kg/m®)?

c. Apakah tekanan darah subyek normal (100-119/60-79 mm Hg)?
Subyek diikutsertakan jika ketiga parameter di atas terpenuhi
Kriteria penolakan

a. Apakah subyek memiliki riwayat penyakit hipertensi? [
b. Apakah subyek adalah perokok aktif?

c. Apakah subyek selama ini mengkonsumsi alkohol?

Subyek dikeluarkan bila salah satu jawaban di atas “Ya”

Riwayat penyakit

88

LAMPIRAN 5.
Ya Tidak
0 O
[ £}

U
a &
Ya  Tidak
i
0 @
O 0

. Berapa kali saudara mengunjungi dokter/pusat pelayanan kesehatan dalam

satu tahun terakhir ini?

I. Tidak pernah
2. 1-2 kali
3. 3-12 kali

4. lebih dari 13 kali

2. Pernahkah saudara dirawat di rumah sakit?
1. Ya
2. Tidak

Jika Ya, berapa lamakah dirawat di rumah sakit?

1. 1-7 hari
2. 7-14 hari
3. Lebib dari 14 hari
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3. Apakah dokter pernah memberitahu bahwa saudara pernah menderita suatu

penyakit berat dan kapan memberitahunya?

Nama Penyakit Waktu

.—-z
et =

. Apakah saat ini saudara sedang menjalani pengobatan oleh dokter?

1. Ya 0
2. Tidak
Jika Ya, sebutkan/tunjukkan obat yang sedang diminum, berapa dosisnya dan

sudah berapa lama?

No. Nama Obat Dosis Lama Pengobatan

e L ) —
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LAMPIRAN 6.
Lembar Catatan Asupan Makanan
Tanggal pemeriksaan :
Nama subyek
No. kode subyek
Tanggal Tanggal
Waktu Jenis makanan Jumlah Jumlah

Porsi URT Porsi URT

Pagi Makanan pokok
Jam P o s
Lauk pauk

2 i
Minuman

Selingan
Jam

Siang Makanan pokok
Jam | o
Lauk pauk

Selingan
Jam

Universitas Indonesia
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Malam
Jam

Selingan
Jam

Makanan pokok

20 e
Lauk pauk

Keterangan

URT : ukuran rumah tangga (gelas, sendok, piring, potong)

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009
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Lembar Asupan Makanan

Tanggal pemeriksaan :

Nama subyek
No. kode subyek

92

LAMPIRAN 7.

Waktu
(jam)

Nama Makanan

Bahan Makanan

URT

Keterangan

URT : ukuran rumah tangga (gelas, sendok, piring, potong)

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009
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LAMPIRAN 8.
Lembar Keluhan Subyek

Tanggal pemeriksaan :

Nama subyek

No. kode subyek

Minggu I Minggu II Minggu ITI Minggu IV

Keluhan umum Keluhan umum Keluhan umum Keluhan umum
Keluhan Keluhan Keluhan Keluhan
pencernaan pencernaan perncernaan pencernaan

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009
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LAMPIRAN 9.
Lembar Hasil Pemeriksaan Klinis
Tanggal pemeriksaan :
Nama subyek
No. kode subyek
Hasil Rerata Pengukuran Antropometri
No. Pengukuran Hasil
I.  Berat Badan (kg)
2. Tinggi Badan (m)
3. Indeks Massa Tubuh (kg/m?)
Hasil Rerata Pengukuran Tekanan Darah
No Tekanan Darah Hasil (Minggu)
' (mm Hg) 0 1 2 3 4
1. Sistolik
2.  Diastolik
Hasil Pemeriksaan Laboratorium
: Hasil
ol Y Sebelum Setelah

Kadar nitrit serum (umol/L)
2.  Kadar nitrat serum (umol/L)
3.  Kadar NO, serum (umol/L)
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LAMPIRAN 10.
Lembar Indeks Aktivitas Fisik (IAF)

Tanggal pemeriksaan :

Nama subyek

No. Kode subyek

Olah raga saat ini

(Lingkari pada nilai yang tertera)

1. Frekuensi (F)

Frekuensi Nilai
Kurang sekali dalam sebulan
Beberapa kali per bulan
| -2 kali/minggu
3 - 5 kali/minggu
Setiap hari atau hampir setiap hari/minggu

LIV S PR I N

2. Durasi (D)

Durasi Nilai
Kurang dari 10 menit 1
10 - 20 menit
20 - 30 menit
> 30 menit

RSP B

3. Intensitas (1)

Intensitas Nilai
Ringan mis: jalan santai, 2.5 mph 1
Sedang mis: basket, bukan kompetisi
Cukup berat (berkeringat) mis: tenis tunggal
Berat (berkeringat) mis: bersepeda, aktivitas
berat
Sangat berat (berkeringat) mis: lari cepat > 7.5
mph

o 2 B

[&]

NILAF: IxDxF = ... ieeiiiiniinnna

Interpretasi:

Nilai Total Indeks Aktivitas Fisik

1-20 E = Rendah

21 -40 D = Cukup

41 - 60 C = Rata-rata

6l - 80 B = Baik

81-100 A = Sangat baik
Catatan: Bila saudara melakukan 2 atau > jenis olahraga, Indeks Aktivitas
Fisik saudara (nilai total) adalah jumlah dari dua atau > 1AF

Universitas Indonesia
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Contoh Aktivitas Fisik
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Aktivitas MET
Sepeda, ditempat, 50 W, sangat ringan, untuk latihan 3.0
Sepeda, < 10 mph, umum, senggang, ke tempat kerja atan 4.0
untuk santai
Sepeda, di tempat, 100W, ringan, untuk latihan 5.5
Sepeda, di tempat, 150W, sedang 7.0
Sepeda, di tempat, 200W, berat 10.3
Kalistenik, ringan atau sedang, umum 4.5
Kalistenik, berat 8.0
Angkat beban, ringan atau sedang 3.0
Olahraga kesehatan bersama, umum 5.5
Treadmill, bertingkat, umum 6.0
Dayung, di tempat, 50W, ringan 3.5
Dayung, di tempat, 100W, ringan 7.0
Dayung, di tempat, 150W, berat 8.5
Peregangan 4.0
Pelatih klas aerobik 6.0
Latihan aerobik di air, kalistenik di air 4.0
Aerobik, umum 6.0
Aerobic, low impact (ringan) 5.0
Aerobic, high impact (tinggi, berat) 7.0
Menari (dancing), umum 4.5
Menari,perlahan 30
Menari (cepat) 5.5
Jogging, umum 7.0
Lart, 5 mph (12 min/mile) 8.0
Lari, 6 mph (10 min/mile} 10.0
Lari, 7 mph (8.5 min/mile) 1.5
Lari, 7.5 mph (8 min/mile) 12.5
Lari, di tempat 8.0
Badminton, bukan pertandingan, tunggal dan ganda, umum 4.5
Basket, bukan pertandingan, umum 6.0
Basket, pertandingan 3.0
Basket, memasukkan bola (shooting) 4.5
Bilyard 25
Bowling 3.0
Golf, umum 4.5
Judo, karate, tae kwan do 10.0
Panjat tebing, umum 8.0
Panjat tebing, cepat 12.0
Lompat tali, sedang, umum 10.0
Lompat tali, lambat 8.0
Sepakbola, santai, umum 7.0
Sepakbola, pertandingan 10.0
Tennis, ummum 7.0
Tennis, tunggal 8.0
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Aktivitas MET

Tennis, ganda 6.0
Volley, bukan pertandingan 3.0
Volley, pertandingan 4.0
Jalan, kurang dari 2 mph, lambat, permukaan datar 2.5
Jalan, 2.5 mph, permukaan normal 3.0
Jalan, 3.5 mph, bertingkat, langkah pendek, permukaan 4.0
normal

Jalan, 3.5 mph, naik bukit 6.0
Jalan, 4mph, level, permukaan datar, langkah pendek 4.0
Jalan, 4.5 mph, level, permukaan normal, langkah sangat, 4.5
sangat pendek

Jalan, untuk santai, jalan bersama anjing 3.5
Jalan ke tempat kerja atau klas 4.0
Menyelam (snorkeling) 5.0
Softball atau baseball, cepat atau lambat, umum 5.0
Surfing 3.0
Renang laps, gaya bebas, cepat, upaya berat 10.0
Renang laps, gaya bebas, lambat, sedang atau ringan 8.0
Renang, gaya punggung, umum 8.0
Renang, gaya dada, umum 10.0
Skating, ice, umum 7.0

Kategori Aktivitas Fisik

1. Aktivitas Fisik Ringan

< 5 MET atau < 6 kkal/menit
2. Aktivitas Fisik Sedang

5-7 MET atau 6-8 kkal/menit
3. Aktivitas Fisik Berat

> 7 MET atau > 8 kkal/menit
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LAMPIRAN 11.

Prosedur Pemeriksazan Laboratorium
(Kadar Nitrit, Nitrat, dan NO, Serum)

Metoda : Colorimetric Griess Assays
Alat ukur : Elisa reader
Alat dan Bahan
1. Reaction Buffer Concentrate 230 mL
2. Desiccated NADH : Lyophillized
3. Desiccated Nitrat Reductase : Lyophillized
4. Nitrate Reductase Storage Buffer -4 mL
3. Nitrate Standard 20,5mL
6. Nitrite Standard 20,5 mL
7. Griess Reagent | 212 mL
8. Griess Reagent 11 212 mL
9. Microtiter Plate : 2 buah
10. Plate Sealer : 2 buah

Persiapan Umum
o Serum diencerkan 1:1-2 dengan cara menambahkan 50 pl. serum dengan
100 pL reaction buffer.
e Selain nitrat reduktase, semua reagen disiapkan pada suhu kamar 30 menit
sebelum dibuka.
o Letakkan nitrat reduktase pada suhu 0° C sebelum digunakan.
Persiapan Reagen
s Reaction buffer
Reaction buffer diencerkan dengan cara menambahkan 10 mL reaction
buffer dengan 90 mL aquades sehingga menjadi 100 mL.
e Reagen NADH
Tambahkan 1 mlL aquades ke dalam 1 vial NADH, kemudian tunggu
selama 30 menit. Vortex sebelum digunakan dan simpan dalam es.
Final NADH Dilution dibuat dengan cara menambahkan 0,9 mL NADH
dengan 1,8 mL aquades, kemudian vortex dan simpan dalam es.
e Nitrat Reduktase Final Enzim Dilusi
Enzim Dilusi I
Rekonstitusi nitrat reduktase dengan | mL nitrat redutase storage buffer,
selanjutnya vortex dan diamkan pada suhu kamar selama 15 menit. Ulangi
sebanyak dua kali lagi dan simpan dalam es.
Final Enzim Dilusi
Hitung volume enzim dilusi | dengan cara
(jumlah total sampel + 7 standar + 2) x 10 uL
Hitung volume reaction buffer dengan cara
{volume enzim dilusi I) x 1,5 uL.
Campurkan kedua volume yang sudah dihitung, kemudian vortex dan
simpan dalam es sebelum digunakan dalam waktu 15 menit.
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Standar Nitrit

Siapkan 7 buah tabung reaksi ukuran 12x75 mm dan beri label 1-7.
Tambahkan 0,9 mL reaction buffer ke dalam tabung 1, selanjutnya
tambahkan 0,5 mL reaction buffer ke dalam tabung 2-7. Tambahkan 100
pL nitrit standar ke dalam tabung 1.

Lakukan penipisan dengan cara ambil 500 pL isi tabung 1 lalu masukan ke
dalam tabung 2 dan vortex. Selanjutnya ambil 500 pL isi tabung 2 lalu
masukan ke dalam tabung 3 dan vortex. Demikian seterusnya sampat
tabung 7. Konsentrasi akhir dalam tabung 1-7 yaitu 200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125 pmol/L.

Standar Nitrat

Siapkan 6 buah tabung reaksi ukuran 12x75 mm dan beri label 1-6.
Tambahkan 0,9 mL reaction buffer ke dalam tabung 1, selanjutnya
tambahkan 0,5 mL reaction buffer ke dalam tabung 2-7. Tambahkan 100
L nitrat standar ke dalam tabung 1.

Lakukan penipisan dengan cara ambil 500 uL isi tabung 1 lalu masukan ke
dalam tabung 2 dan vortex. Selanjutnya ambil 300 uL isi tabung 2 lalu
masukan ke dalam tabung 3 dan vortex. Demikian seterusnya sampai
tabung 6. Konsentrasi akhir dalam tabung 1-6 yaitu 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125 pmol/L.

Prosedur Kerja
Pengukuran Kadar Nitrit

Tentukan jumlah sumur yang akan digunakan sebagai blangko, standar
nol, standar nitrit dan sampel.

Pipet 200 pL reaction buffer sebagai blangko pada sumur 1.

Tambahkan 50 pL reaction buffer sebagai standar nol pada sumur 2.
Tambahkan 50 pL standar nitrit sumur 3-9.

Tambahkan 50 pl. sampe! pada sumur berikutnya sesuai jumlahnya.
Tambahkan 50 pL reaction buffer pada sumur standar nol, standar nitrit
dan sampel.

Tambahkan 50 pl. Griess Reagent T pada semua sumur, kecuali pada
blangko.

Tambahkan 50 ul Griess Reagent Il pada semua sumur, kecuali pada
blangko.

Campurkan dengan cara digoyang perlahan-lahan.

Inkubasi selama 10 menit pada suhu kamar.

Baca absorbansi pada elisa reader pada panjang gelombang 520-560 nm.

Pengukuran Kadar Nitrat

Tentukan jumlah sumur yang akan digunakan sebagai blangko, standar
nol, standar nitrat dan sampel.

Pipet 200 pL reaction buffer sebagai blangko pada sumur 1.
Tambahkan 50 pL reaction buffer sebagai standar nol pada sumur 2.
Tambahkan 50 uL standar nitrat sumur 3-8.

Tambahkan 50 pL. sampel pada sumur berikutnya sesuai jumiahnya.

Universitas Indonesia

Pengaruh jus..., | Wayangede Sutadarma, FK Ul, 2009



100

e Tambahkan 25 pl. NADH pada semua sumur standar nol, standar nitrat
dan sampel.

s Tambahkan 25 plL nitrat reduktase final enzim dilusi pada semua sumur
standar nol, standar nitrat dan sampel.

o (Campurkan dengan cara digoyang perlahan-lahan.

» Inkubasi selama 30 menit pada suhu 37° C.

e Tambahkan 50 pL Griess Reagent 1 pada semua sumur, kecuali pada
blangko.

e Tambahkan 50 pl. Griess Reagent 1l pada semua sumur, kecuali pada
blangko.

e Campurkan dengan cara digoyang perlahan-lahan.

¢ Inkubasi setama 10 menit pada suhu kamar.

» Baca absorbansi pada elisa reader pada panjang gelombang 520-560 nm.

Perhitungan
Kadar Nitrit Serum
» Hitung panjang gelombang (A} akhir dengan cara
A akhir = A (sampel dan standar nitrit) — A standar nol.
o Konversi pada kurva standar nitrit.
« Hitung kadar nitrit serum berdasarkan kurva standar nitrit.
Kadar Nitrat Serum
» Hitung panjang gelombang {A) akhir dengan cara
A akhir = A (sampel dan standar nitrat) — A standar blanko.
+ Konversi pada kurva standar nitrat.
o Hitung kadar nitrat serum berdasarkan kurva standar nitrat.
Kadar NO, Serum
e = Kadar nitrit serum + kadar nitrat serum

Perhitungan kadar nitrit dan nitrat serum pada sampe! dapat dikalikan dengan
faktor pengenceran serum pada saat persiapan.
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LAMPIRAN 12.

Prosedur Randomisasi Blok

Kelompok perlakuan tA
Kelompok kontrol :B

Besar sampel : 34 orang
Jumiah subyek tiap blok : 4 orang

I.

2.

Nama subyek berdasarkan daftar absensi diblok masing-masing untuk
setiap 4 orang,
Jumlah kemungkinan kombinasi daftar blok

41 = 4x3x2x1 = 6
(4/21) (4721 CxD@Ex1)

Enam variasi blok yaitu
() AABB  (3)BBAA  (5) ABBA
(2) ABAB  (4)BABA  (6) BAAB

Dengan mata terfutup secara acak ditunjuk satu titik pada tabel angka
random.

Didapatkan angka 4 sebagai nomor pertama, kemudian dicatat nomor
bilangan mulai dari tempat yang ditunjuk diteruskan ke bilangan berikut di
bagian bawahnya. (mis. 4,2,5, 1, 1, 3, 2, 2, 6 dst)

Kemudian ganti nomor bilangan tersebut sesuai letak nomor tersebut di
dalam kombinasi daftar blok seperti di bawah ini.

R () %) (1 (1
BABA ABAB ABBA AABB AABB
() 2) @ ©) dst.
BBAA ABAB ABAB BAAB

Sekuen kode kelompok diurutkan berdasarkan urutan blok berdasarkan
dafiar absensi mahasiswa. Selanjutnya dimasukkan dalam amplop tertutup
dan diserahkan kepada subyek.

No. Amplop Subyek No. Amplop Subyek
1. B 11. B
2. A 12. A
3. B 13. A
4. A 14. A
5. A 15. B
6. B 16 B
7. A 17. A
8. B 18. A
9. A 19. B
10. B 20. B, dan seterusnya
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LAMPIRAN 13

Prosedur Pembuatan Jus Bayam

Prosedur pembuatan jus bayam adalah sebagai berikut

1.

Daun bayam hijau dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan
kotoran yang menempel.

Blender disiapkan kemudian ditambahkan dengan 200 mL air aqua.

100 gram daun bayam hijau yang telah dicuci dimasukkan ke dalam
blender perlahan-lahan.

Blender dihidupkan dengan kecepatan 35.000 rpm sampai seluruh daun

bayam hancur.

. Setelah selesal blender dimatikan dan jus bayam dituangkan ke dalam

gelas plastik bersih sekali pakai.

Selanjutnya ditambahkan satu sachet pemanis tanpa kalori (Sukralosa 1,5
gram) dan diaduk merata.

Didapatkan volume jus bayam keseluruhan mencapai 220 mL dan

mengandung 20 kkal.
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LAMPIRAN 14.
Contoh Menu Diet Seimbang Sehari
Dalam Satuan Penukar
Bahan Energi (kkal)
Waktn  pakanan Menu 1 Menmu2 1700 1900 2100
07.00 Karbohidrat Mie goreng Roti panggang ] 2 1%
Hewant Telur rebus Telur dadar ] 1 I
Nabati Y2 %! 1
Sayur Sawi hijau Selada S S S
Minyak 1 2 2
10.00 Buah Melon Pepaya I ] ]
13.00 Karbohidrat Nasi Nasi 2 2 2
Hewani Ayam goreng lkan goreng 1 1 1
Nabati Tahu bacem Tempe bacem 1 ] i
Sayur Sayur buncis Sayur urap S S S
Minyak 2 2 2
16.00 Raoti Kue basah Kue kering - - 1
Buah Nenas Apel ] ] |
19.00 Karbohidrat Nasi Nasi 2 2 2
Hewani Tempe bacem Ayam bakar I 1 ]
Nabati Perkedel Tahu isi ( | ]
Sayur Sayur bening Sayur terong S S )
Minyak 2 2 2

Keterangan :
Komposisi diet seimbang : karbohidrat 60%, lemak 25%, protein 15% dari

kalori total.

Dinyatakan dalam porsi; S : sekehendak.
Jumlah penukar setiap waktu makan dapat disesuaikan dengan kebiasaan
makan individu, tanpa mengubah jumlah penukar total sehari.

Konsumsi natrium < 2400 mg/hari, tidak merokok, dan minum alkohol.
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