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ABSTRAK

Minyak sawit merupakan salah satu sumber utama pengambilan diet asid lemak.
Pengambilan minyak sawit yang dipanaskan berulang kali mendedahkan kepada
risiko penyakit jantung. Tujuan kajian ini dijalankan adalah untuk menentukan kesan
pengambilan ADD-X dan minyak sawit yang dipanaskan berulang kali terhadap
sistem kardiak dengan memerhatikan tekanan darah (BP), parameter tekanan oksidatif
dan antioksidan, penanda inflamasi dan perubahan mikroskopik dalam tikus
terovariecktomi (OVX). Empat puluh dua ekor tikus Sprague-Dawley betina
dibahagikan secara rawak kepada tujuh kumpulan, dengan enam ekor dalam setiap
kumpulan. Semua kumpulan tikus kecuali kumpulan Sham, menjalani prosedur
ovariektomi. Kumpulan Sham dan OVX(n) diberikan diet biasa manakala kumpulan
OVX(c) diberikan diet diperkaya kolesterol tinggi 2%. Kumpulan tikus yang diberi
makan minyak sawit yang dipanaskan lima kali (SHPO) dan sepuluh kali (10HPO)
juga diberi diet berkolesterol tinggi 2%. Kumpulan 5HPO-X dan 10HPO-X
merupakan kumpulan tikus diberikan SHPO dan 10HPO yang dicampurkan dengan
ADD-X. Tekanan darah (BP) diperhatikan setiap empat minggu sekali melalui
kaedah tidak invasif. Selepas 24 minggu rawatan, serum darah diambil bagi
mengukur penanda tekanan oksidatif (TBARS) dan parameter antioksidan (SOD,
CAT dan GSH). Nilai peroksida (PV) minyak sawit dan ADD-X diukur melalui
kaedah piawai titrasi. Selepas tempoh kajian, tikus dibunuh dan tisu jantung diambil,
ditimbang dan dihomogenisasi bagi mengukur penanda inflamasi (CRP, TNF-a),
penanda biokimia jantung (Troponin, LDH) dan kandungan lipid jantung (TG, FFA).
Tisu jantung diambil untuk pemeriksaan histologi. Nilai PV dalam minyak SHPO dan
10HPO meningkat secara signifikan (p<0.05) tetapi dengan penambahan ADD-X nilai
PV menurun secara signifikan (p<0.05). BP, TBARS, kedua-dua penanda inflamasi
dan biokimia jantung serta kandungan lipid jantung, kecuali parameter antioksidan,
menunjukkan peningkatan secara signifikan bagi kumpulan 5HPO dan 10HPO,
sebaliknya menurun secara signifikan selepas penambahan ADD-X. Pemeriksaan
histologi dinding jantung bagi kumpulan SHPO dan 10HPO menunjukkan kedudukan
kardiomiosit yang tidak sekata serta mengecut selain kehadiran sel inflamasi di antara
gentian otot. Pengambilan minyak sawit dipanaskan berulang kali meningkatkan PV,
BP, penanda tekanan oksidatif, kedua-dua penanda inflamasi dan biokimia jantung
dan kandungan lipid jantung selain mengurangkan parameter antioksidan. Perubahan
di atas dapat dikurangkan melalui pengambilan ADD-X.



EFFECT OF ADD-X EXTRACT ON CARDIAC TISSUE IN
OVARIECTOMIZED SPRAGUE-DAWLEY RATS

ABSTRACT

Palm oil is one of the primary sources of dietary fatty acid uptake. The intake of the
repeatedly heated palm oil predisposes to cardiovascular disorders. The aim of the
present study was to determine the effects of consumption of ADD-X and repeatedly
heated palm oil on the cardiac system by observing the BP, oxidative stress and
antioxidant parameters, inflammatory markers and microscopic changes in
experimental ovariectomized (OVX) rats. Forty two female Sprague-Dawley rats
were randomly divided into seven groups with six animals each group. All rats except
for the sham group were ovariectomized after being anesthetized. Sham and Ovx(n)
groups were fed with normal rat chow, while the Ovx(c) group was fed with 2%
cholesterol rat chow diet. The five times heated palm oil (SHPO) and the ten times
heated palm oil groups (10HPO) were also fed with 2 % cholesterol diet. The SHPO-
X and 10HPO-X groups were the SHPO and 10HPO which were given ADD-X.
Blood Pressure (BP) was monitored at four weeks intervals using a non-invasive
method. At the end of 24 weeks, blood serum was collected to determine oxidative
stress markers (TBARS) and antioxidant parameters (SOD, CAT and GSH). The
peroxide value (PV) of the palm oil and ADD-X were calculated by using a standard
titration method. After the study period, the rats were sacrificed and cardiac tissues
were quickly excised, weighed, and tissues were homogenized to determine the
inflammatory biomarkers (CRP, TNF-a) and cardiac biomarkers (Troponin, LDH) and
cardiac lipid content (TG, FFA). Heart tissues were harvested for histological
examination. The PV in SHPO, 10HPO oil were significantly increased (p<0.05) but
with addition of ADD-X PV values reduced significantly (p<0.05). BP, TBARS, both
inflammatory and cardiac biomarkers and cardiac lipid content, but the antioxidant
parameters, were also significantly increased in the SHPO and 10HPO groups, but
again reduced significantly when ADD-X was added. Histological examination of the
heart wall of the SHPO and 10HPO showed disarrayed and shrunken cardiomyocytes
with presence of inflammatory cells between the muscle fibres. The consumption of
repeatedly heated palm oil increased the PV, BP, oxidative stress marker, both
inflammatory and cardiac biomarkers, cardiac lipid content but reduced the
antioxidant parameters. Those changes were attenuated with ADD-X.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1  PENGENALAN
1.1.1 Penyakit Jantung Koronari

Penyakit jantung koronari (CHD) merupakan penyebab utama kematian dan kesakitan
dalam negara yang sedang membangun (Stocker dan Keaney, 2004). Dianggarkan
bahawa menjelang tahun 2020, kira-kira 20 juta orang akan meninggal akibat CHD, yang
menjadi salah satu punca utama kematian (WHO, 2008). Faktor utama penyakit jantung
koronari ialah hiperlipidemia, tekanan darah tinggi dan juga kencing manis. CHD
biasanya dikaitkan dengan peningkatan umur, sejarah keluarga, menghisap rokok dan diet
yang tidak seimbang serta diet yang tidak mengikut piramid makanan (Schoen, 2005).
Kejadian CHD dikalangan para wanita melebihi umur 50 tahun semakin meningkat
dengan ketara. Dalam keadaan menopaus, hormon estrogen yang diketahui boleh
memberi kesan perlindungan terhadap sistem kardiovaskular dalam kalangan wanita juga
mulai berkurang. Salah satu cara yang terbaik untuk mencegah CHD dalam kalangan
masyarakat adalah dengan mengubah tabiat pemakanan termasuk mengurangkan

penggunaan lemak tepu haiwan.
1.1.2 Hipertensi

Hipertensi merupakan salah satu faktor utama penyakit kardiovaskular (CVD). Hal ini

telah menyumbang kepada punca utama mortiliti di negara-negara maju dan sedang pesat



membangun (Lopez et al. 2006). Berdasarkan laporan Joint National Committee (JNC)
on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood pressure yang ke-6 tekanan darah
tinggi telah ditakrifkan sebagai tekanan darah sistolik (SBP) yang melebihi 140 mmHg
dan tekanan darah diastolik (DBP) yang melebihi 90 mmHg (Chobanian et al. 2003).
Pesakit di peringkat pra-hipertensi, mempunyai bacaan SBP diantara 120 mmHg dan 139
mmHg atau bacaan DBP diantara 80 mmHg ke 89 mmHg, mempunyai risiko yang tinggi
dan memerlukan rawatan perubatan (Chobanian et al., 2003). Hal ini telah dihipotesiskan
bahawa tekanan darah tinggi berkait rapat dengan ketidakseimbangan antioksidan dan

oksigen reaktif spesis (ROS) (Patil et al. 2008).

1.1.3 Penyakit Kardiovaskular

Penyakit kardiovaskular yang bermula dengan aterosklerosis ialah penyakit kronik
progresif yang menjejaskan arteri. Penyakit ini akan menyebabkan aliran darah
berkurangan sehingga boleh membawa kepada pelbagai penyakit seperti penyakit arteri
koronari dan penyakit serebrovaskular. Pengambilan makanan kolesterol yang tinggi
dalam diet boleh menyebabkan salah satu faktor dan mempunyai risiko yang tinggi dalam
pembentukan aterosklerosis (Guido dan Isabelle, 2004).

Aterosklerosis biasanya dikaitkan dengan peredaran lipoprotein berketumpatan
rendah (LDL). Lemak asid poli taktepu dalam lipoprotein ini akan terdedah kepada
pengoksidaan radikal bebas. Seterusnya, LDL oksidatif yang berubah ini akan
diselubungi oleh makrofaj dan membentuk kolesterol sarat sel buih dalam plak
aterosklerotik (Maxwell dan Lip, 1997). Tambahan pula, LDL ini adalah kemopenarik
(chemoattractants) untuk makrofaj dan sel otot licin (Quinn et al. 1987). Pembentukan
plak ateroma ini mempunyai kaitan dengan tindakan faktor pertumbuhan dan
angiogenesis molekul kecil vasoaktif yang dihasilkan oleh sel mast (Libby et al. 2009).
Beberapa bukti telah menunjukkan bahawa pembentukan plak dikaitkan dengan
penghasilan spesies oksigen reaktif yang mendorong kepada kerosakan pada dinding
arteri (Lusis, 2000).

Minyak sawit merupakan salah satu minyak masak yang biasa digunakan oleh
masyarakat Malaysia.la mengandungi 50% lemak tidak tepu dan 50% lemak tepu (Edem,
2002). Terdapat pelbagai jenis minyak sayuran yang berada di pasaran seperti minyak



kelapa, minyak kacang tanah, minyak zaitun dan minyak soya yang disarankan untuk
kegunaan harian kerana mempunyai kandungan tinggi asid lemak monotaktepu (MUFA)
dan asid lemak politaktepu ( PUFA) (Chahoud et al. 2004 ).

Pengambilan lemak tepu dipercayai mempengaruhi penyakit kardiovaskular
(CVD). Minyak sawit segar dikatakan mengandungi tokoferol dan tokotrienol yang
merupakan antioksidan. Kesan kebaikkan antioksidan tokotrienol adalah 40 hingga 60
kali lebih tinggi daripada tokoferol (Serbinova et al. 1991). Dirantau Asia, proses
penggorengan adalah salah satu kaedah yang biasa digunakan dalam penyediaan makanan.
Dalam proses ini, lemak yang digunakan dalam diet telah terdedah kepada suhu yang
melampau semasa memasak. Tambahan pula, amalan penggunaan semula minyak secara
berulang kali untuk menggoreng telah tersebar luas dalam usaha untuk menjimatkan kos.
Pemanasan secara berulangkali meningkatkan pengoksidaan lipid dan mengurangkan sifat
antioksidan minyak yang boleh menghasilkan radikal bebas (Adam et al. 2007). Selain
itu, radikal tekanan oksidatif juga dikaitkan dengan faktor yang menyebabkan
aterosklerosis (Maxwell dan Lip, 1997). Oleh itu, penggunaan minyak yang dipanaskan
secara berulang-kali boleh menghasilkan kesan yang merbahaya sehingga boleh
menyebabkan aterosklerosis.

Minyak yang dipanaskan berulang kali akan mengalami perubahan dalam
penampilan fizikal seterusnya mengalami satu siri tindak balas kimia seperti
pengoksidaan, hidrolisis dan pempolimeran. Proses ini kemudian akan mengubah
komposisi asid lemak tersebut (Choe dan Min, 2007). Oleh sebab itu, apabila tahap tidak
tepu dalam asid lemak semakin tinggi, ia lebih mudah terdedah kepada pengoksidaan
lipid (Choe dan Min, 2007). Hidrolisis akan menghasilkan asid lemak bebas yang
teroksida, kemudian menghasilkan peroksida dan sebatian hidroperoksida. Selain itu
hidrolisis juga menghasilkan produk pengoksidaan lipid sekunder seperti aldehid, keton
dan alkohol (Oziewicz dan Tymoszczyk, 2005; Choe dan Min, 2006). Seterusnya,
pengambilan produk pengoksidaan mempunyai pelbagai kesan buruk, seperti penyakit
jantung, tekanan darah tinggi dan penyakit buah pinggang (Owu et al. 1998; Totani dan
Ojiri, 2007).

Pendedahan kepada proses pemanasan meningkatkan produk peroksidaan lipid

dan menghilangkan semua fungsi vitamin dan seterusnya akan meningkatkan risiko



penyakit kardiovaskular dan aterosklerosis (Leong et al. 2012;Jaarin et al. 2011). Minyak
yang dipanaskan akan menyebabkan kecederaan pada tisu buah pinggang (Totani dan
Ojiri, 2007) dan juga saluran darah (Adam et al. 2009). Kesan ini akan menjadi lebih
ketara apabila berlakunya kekurangan hormon estrogen. Kadar estrogen yang rendah
telah dilaporkan sebagai penyebab berlakunya risiko aterosklerosis (Koh, 2002).
Pengambilan minyak sawit yang dipanaskan berulangkali serta diet kolesterol tinggi telah
menyebabkan berlakunya kecederaan sel endotelial, kerosakan kepada lamina elastik
dalaman aorta dan berlakunya pengumpulan lemak pada tisu aorta tikus terovariektomi
(Adam et al. 2009). Minyak sawit adalah agen antioksidan yang baik kerana mempunyai
kandungan tokotrienol dan tokoferol yang tinggi lalu membantu dalam mengurangkan
risiko penyakit jantung koronari (Budin et al. 2009; Edem, 2002). Minyak sawit boleh
melindungi daripada kerosakan oksidatif.

Kebanyakan daripada antioksidan yang terdapat di pasaran terdiri daripada bahan
kimia sintetik. Terdapat pelbagai keraguan dalam kalangan pengguna terhadap bahan
kimia sintetik dalam makanan yang mengandungi kandungan lemak yang tinggi dalam
makanan yang bergoreng. Antioksidan sintetik telah dibenarkan untuk digunakan namun
hanya dalam had kuantiti yang dibenarkan. Ia sering digunakan dalam industri makanan;
kerana keberkesanannya dan kosnya yang rendah. Pada masa kini, penggunaan
antioksidan semulajadi agak terhad dalam bidang industri kerana kekurangan dalam
pengetahuan mengenai komposisi molekulnya, jumlah bahan-bahan aktif dalam sumber
antioksidannya dan tahap kandungan toksik antioksidan semulajadi (Mohamed dan Nor,
2013). Tumbuh-tumbuhan mengandungi banyak sebatian biofenolik yang merupakan
anti-oksidatif semulajadi. Sifat redok yang terdapat pada tumbuhan membolehkan ia
bertindak sebagai agen penurun, penderma hidrogen, oksigen ‘quencher’ tunggal dan
pengelatlogam.

Banyak kajian telah dilakukan untuk melihat kesan antioksidan tumbuhan seperti
daun kesum, kacip fatimah, daun pegaga dan ekstrak daun teh. ADD-X adalah ekstrak
yang berasal dari bahagian tumbuhan keluarga Rutaceae yang akan dimasukkan ke dalam
komposisi minyak masak untuk mengurangkan penyerapan minyak dalam makanan
semasa digoreng (Mohamed dan Nor, 2013). Bahan tambahan ini mempunyai ciri-ciri

antioksidan, anti-hipertensi, anti-histamin, anti-kekejangan, anti-bakteria, anti-



hiperkolesterol, anti-keradangan dan mempunyai sifat pelindung kanser dan
meningkatkan kualiti, rasa dan kegaringan makanan yang digoreng itu (Danaei et al 2008).
Bahan tambahan ini dikenal-pasti terbukti berfungsi sebagai antioksidan lemak asli dan
juga perencat penyerapan minyak yang baik untuk kesihatan tubuh badan kerana ia dapat
mengurangkan kesan makanan bergoreng terhadap kesihatan tubuh badan (Yadav et al
2008). Ekstrak ini mengandungi sebatian fenolik, seperti pinene, citronellal, terpinen-4-ol,
citronellol, citronellil asetat, geranial, asetat geranial, karotenoid, tokoferol, tokotrienol,
flavonoid, eriocitrin, neoeriocitrin, narirutin, hesperidin, neohesperidin, didymin, lutein,

furocoumarins dan carbazole (Mohamed dan Nor, 2013).

1.2 KEPENTINGAN KAJIAN

Minyak sawit merupakan minyak utama digunakan di rantau Asia. Proses pemanasan
minyak secara berulang-kali adalah perkara biasa semasa penyediaan makanan. Kajian
ini bertujuan untuk melaporkan risiko penyakit kardiovaskular dengan penggunaan
minyak yang dipanaskan berulang-kali dan kesan tambahan ekstrak ADD-X terhadap
perubahan diatas. Penggunaan minyak yang dipanaskan secara berulang-kali mungkin
mencetuskan peroksidaan lipid sehingga membawa kepada kerosakan dinding arteri. Ini
akan meningkatkan pembentukan lipid teroksida yang boleh menyebabkan aterosklerosis.
Ia dianggarkan bahawa pengambilan ekstrak ADD-X boleh mengurangkan komplikasi
aterosklerosis yang berkaitan dengan penyakit kardiovaskular, lalu mengurangkan
kerosakan pada tisu jantung. Dalam kajian ini, parameter fisiologi, biokimia dan
histologi tisu jantung tikus dikaji. Parameter fisiologi termasuk pengambilan makanan,
berat badan dan tekanan darah; nilai peroksida minyak sawit dengan dan tanpa tambahan
ekstrak ADD-X, analisis biokimia dalam serum seperti penanda tekanan oksidatif iaitu
bahan reaktif asid tiobarbiturik (TBARS) dan parameter antioksidan seperti superoksida
dismutase (SOD), glutatione (GSH), dan katalase (CAT). Analisis biokimia dalam tisu
jantung adalah penanda inflamasi seperti protein C-reaktif (CRP) dan faktor-a nekrosis
(TNF-a), penanda biokimia jantung seperti troponin dan laktat dehidrogenase (LDH),
kandungan lipid jantung seperti trigliserida (TG) dan asid lemak bebas (FFA). Parameter



histologi yang dikaji termasuk tisu yang diwarnakan dengan hematoksilin dan eosin
(H&E), Oil-Red-O (ORO). Tujuan kajian ini dilakukan untuk melihat kesan ekstrak
ADD-X dalam tisu jantung pada tikus terovariektomi, yang boleh membuktikan bahawa
makanan tambahan herba ini dapat mengurangkan komplikasi kardiovaskular pada masa
hadapan. Selain itu, dengan menggunakan penambahan ADD-X, minyak masak boleh
digunakan berulang-kali lalu menjimatkan kos penggunaan. Penambahan ADD-X dalam
minyak masak juga dapat meningkatkan kualiti hidup masyarakat dengan mengurangkan
kesan negatif minyak yang dipanaskan berulang-kali, justeru mewujudkan masyarakat

Malaysia yang lebih sihat.

OBJEKTIF

1.3.1 Objektif Umum

Untuk menentukan kesan inflamasi dan antioksidan ekstrak ADD-X dalam tisu

jantung pada tikus terovariektomi.
1.3.2 Objektif Khusus

a) Untuk menentukan nilai peroksida pada minyak sawit yang dipanaskan tanpa dan
penambahan ekstrak ADD-X

b) Untuk menentukan tekanan darah pada tikus terovariektomi yang dirawat dengan
minyak sawit yang dipanaskan tanpa dan penambahan ekstrak ADD-X

C) Untuk menentukan parameter biokimia dalam serum; penanda tekanan oksidatif
(TBARS), parameter antioksidan (SOD, CAT, GSH) pada tikus terovariektomi
yang dirawat dengan minyak sawit yang dipanaskan tanpa dan penambahan
ekstrak ADD-X

d) Untuk menentukan parameter biokimia dalam tisu jantung; penanda inflamasi

(CRP, TNF-a), penanda biokimia jantung (LDH, troponin) dan kandungan lipid



1.4

d)

jantung (FFA, TG) pada tikus terovariektomi yang dirawat dengan minyak sawit
yang dipanaskan tanpa dan penambahan ekstrak ADD-X

Untuk mengkaji perubahan histomorfologi tisu jantung di bawah mikroskop
cahaya pada tikus terovariektomi yang dirawat dengan minyak sawit yang

dipanaskan tanpa dan penambahan ekstrak ADD-X

HIPOTESIS

Nilai peroksida akan menurun dalam minyak sawit yang dipanaskan dengan
penambahan ekstrak ADD-X

Tekanan darah menurun pada tikus terovariektomi yang dirawat dengan minyak
sawit yang dipanaskan dengan penambahan ekstrak ADD-X

Pengurangan pada penanda tekanan oksidatif dan peningkatan pada parameter
antioksidan dalam serum tikus terovariektomi yang dirawat dengan minyak sawit
yang dipanaskan dengan penambahan ekstrak ADD-X

Pengurangan dalam penanda inflamasi, penanda biokimia jantung dan kandungan
lipid dalam tisu jantung tikus terovariektomi yang dirawat dengan minyak sawit
yang dipanaskan dengan penambahan ekstrak ADD-X

Struktur mikroskopik tisu jantung akan bertambah baik dalam tikus terovariektomi
dirawat dengan minyak sawit yang dipanaskan dengan penambahan ekstrak

ADD-X di bawah mikroskop cahaya



BABII

KAJIAN KEPUSTAKAAN

2.1 JANTUNG

2.1.1 Struktur Jantung

Jantung adalah organ yang berotot sebesar saiz genggaman yang berfungsi sebagai pam
untuk mengedar darah ke seluruh badan (Rajah 2.1). Dua per tiga daripada jisim jantung
terdapat pada sebelah kiri badan dan satu per tiga di sebelah kanan (Marieb, 2013).
Jantung mengalirkan darah ke paru-paru melalui salur darah sebelum mengepam
ke seluruh badan melalui arteri. Jantung terdiri daripada empat ruang. Atrium kanan dan
kiri serta ventrikel kanan dan kiri adalah ruang jantung melalui mana darah dipam.
Atrium adalah lebih kecil daripada ventrikel dan mempunyai dinding yang lebih nipis dan
kurang berotot daripada ventrikel. Ventrikel adalah lebih besar, mengepam darah dengan
lebih kuat lalu menghantar darah keluar dari jantung (Marieb, 2013). Jantung mempunyai
empat injap yang mengawal laluan keluar di penghunjung setiap ruang. Dua ruang atrium
dan ventrikel dipisahkan oleh septum interatrial dan interventrikel masing- masing (Rajah
2.2). Dinding yang memisahkan ruang atrium dinamakan septum atrium manakala
dinding yang memisahkan ruang ventrikel dinamakan septum ventrikel. Atrium
dipisahkan daripada ventrikel melalui injap atrioventrikular. Atrium kanan menerima
darah kembali daripada seluruh tubuh melalui vena kava superior dan inferior (Rajah 2.1).
Ventrikel kanan yang menerima darah dari atrium kanan menghantarnya ke paru-paru
melalui arteri pulmonari bagi pengoksigenan darah. Atrium kiri menerima darah

beroksigen daripada paru-paru melalui vena pulmonari dan akhirnya darah masuk ke



ventrikel kiri. Dari ventrikel kiri darah dipam keluar daripada jantung melalui aorta untuk

dihantar keseluruh tubuh ataupun peredaran sistemik.

Rajah 2.1: Pandangan Anterior Jantung Bahagian Eksterior
Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada Marieb & Hoehn, 2012

2.1.2 Perikardium

Jantung dilapisi oleh membran yang dikenali sebagai perikardium. Perikardium adalah
sejenis membran serous yang menghasilkan cecair serous untuk melincirkan jantung
Selain itu, perikardium berfungsi untuk memastikan jantung berada dalam kedudukannya
dan mengekalkan ruang kosong untuk jantung berkembang apabila ia penuh.
Perikardium mempunyai dua lapisan iaitu lapisan viseral yang meliputi bahagian luar

jantung dan lapisan parietal yang melapisi bahagian dalam jantung.

2.1.3  Struktur Dinding Jantung

Dinding jantung terdiri daripada tiga lapisan iaitu epikardium yang merupakan lapisan

paling luar, miokardium sebagai lapisan tengah dan endokardium yang merupakan
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lapisan paling dalam. Dinding jantung terdiri daripada otot jantung, rangka berfiber dan

sistem konduksi impuls jantung.

Perikardium: Epikardium adalah lapisan dinding jantung yang paling luar dan juga
dikenali sebagai lapisan viseral perikardium. Lapisan epikardium terdiri daripada satu
lapisan sel mesotelium yang dilapisi oleh membran dasar (Marieb & Hoehn, 2012). Salur
darah dan saraf yang membekali jantung berada dalam lapisan epikardium ia dikelilingi

oleh tisu adipos yang melindungi jantung dalam kaviti perikardium.

Miokardium: Miokardium adalah lapisan tengah jantung yang mengandungi tisu otot
jantung yang merupakan komponen utama jantung. Miokardium memainkan peranan
penting dalam pembentukan ketebalan dan jisim dinding jantung. Ia merupakan bahagian
jantung yang bertanggung jawab untuk mengepam darah. Miokardium jantung pada
ventrikel adalah lebih tebal daripada atrium. Profundus terhadap miokardium adalah
lapisan endokardium yang nipis (Marieb & Hoehn, 2012).

Tisu otot jantung ini mempunyai ciri berjalur seperti tisu otot skelet dan ini boleh
diperhatikan dalam hirisan histologi. la mempunyai jalur bercabang dan mempunyai
diska interkalasi (intercalated disks) yang biasanya berwarna gelap dalam pewarnaan
histologi. Diska interkalasi dan serat otot bercabang adalah ciri yang khusus bagi sel otot
jantung (Rajah 2.2). Setiap sel otot jantung mempunyai panjang sekitar 100 um garis
dengan bergaris pusat 15 pum, hujungnya yang sering terbelah dua atau lebih, dan
mempunyai cabang yang melekat pada sel berdekatan atau bahagian dirinya pada diska
interkalasi. Diska interkalasi ini merupakan persimpangan kompleks (Standring, 2010).
Sarkoplasma otot jantung mengandungi banyak mitokondria, disekitar nukleus dan juga
dalam rantai panjang yang disisipkan di antara miofilamen, yang di mana terdapat juga
deposit glikoligen yang besar dan granul lipofusin. Sel-sel miokardium di atrium adalah

lebih kecil berbanding ventrikel. (Marieb & Hoehn, 2012; Sherwood, 2012).
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Rajah 2.2: Histologi Otot Jantung Keratan Memanjang
Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada Marieb & Hoehn, 2012

Endokardium: Lapisan endokardium merupakan lapisan paling dalam, terdiri daripada
lapisan endothelium dan tisu pengantara subendotelium. Lapisan tengahnya terdiri
daripada tisu pengantara dan sel otot licin serta lapisan tisu pengantara yang dikenali
sebagai lapisan subendokardium. Lapisan subendokardium ini berterusan dengan tisu
pengantara lapisan miokardium. Lapisan endokardium terdiri daripada sistem konduksi
impuls. Endokardium adalah lapisan yang sangat licin dan bertanggung jawab untuk
menghindari darah daripada melekat pada bahagian dalam jantung dan mengelakkan
daripada gumpalan darah yang berbahaya (Marieb & Hoehn, 2012).

Ketebalan dinding jantung berbeza pada setiap bahagian di dalam jantung. Atria
jantung mempunyai miokardium yang sangat nipis kerana ia hanya perlu mengepam
darah ke ventrikel yang berdekatan (Rajah 2.3). Manakala, ventrikel mempunyai
miokardium yang sangat tebal untuk mengepam darah ke seluruh badan (Frank et al.
2012). Ketebalan miokardium bahagian kanan jantung adalah kurang berbanding
miokardium bahagian kiri. Hal ini kerana, bahagian kiri jantung digunakan untuk
mengepam darah ke seluruh badan manakala bahagian kanan jantung hanya perlu

mengepam darah ke paru-paru (Susan Standring, 2010;Marieb, 2013).
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Rajah 2.3: Pandangan Anterior Jantung Bahagian Interior
Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada Marieb & Hoehn, 2012

2.2 TEKANAN DARAH TINGGI

2.2.1 Tekanan Darah

Tekanan darah adalah tekanan atau daya tenaga yang dihasilkan oleh kontraksi pada salur
darah bagi membantu jantung mengedarkan darah ke seluruh tubuh. Walaupun jantung
dikatakan mengepam darah ke seluruh tubuh tetapi pada hakikatnya salur darah
memainkan peranan dalam membantu mengalirkan darah ke seluruh tubuh dengan adanya
tekanan darah. Tekanan darah boleh ditakrifkan sebagai jumlah tenaga yang dihasilkan
oleh pengaliran darah ke atas dinding salur darah. Tekanan darah diukur dengan
menggunakan alat yang dinamakan sfigmomanometer dan bacaannya diberi dalam unit

millimeter merkuri (mmHg).
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2.2.2 Sistolik dan Diastolik

Tekanan darah meningkat dalam arteri utama semasa ventrikular sistole dan tekanan
darah menurun semasa ventrikular diastole. Ini membawa kepada dua keadaan yang
dikaitkan dengan tekanan darah. Bacaan tekanan darah ini diberi dalam betuk pecahan
seperti 110/70 mmHg, iaitu tekanan darah sistolik (SBP) pada bahagian atas, 110 dan
tekanan darah diastolik (DBP) di bawah 70.

Sistole: Tekanan darah yang paling tinggi semasa kontraksi ventrikel jantung

(Sherwood, 2011).

Diastole: Tekanan darah paling rendah semasa relaksasi vetrikel jantung. Sel otot

jantung akan mengendur atau relaks untuk membenarkan ruang jantung diisi dengan

darah.

2.2.3 Klasifikasi Tekanan Darah

Beberapa organisasi dan pertumbuhan kesihatan sedunia mengelaskan tekanan darah
mengikut kategori yang hampir sama. Berdasarkan laporan Joint National Committee
(JNC) on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood pressure yang ke-6 pada
tahun 1997, tekanan darah normal diklasifikasikan di antara lingkungan 120-129/80-84
mmHg manakala tekanan darah normal yang tinggi diklasifikasikan di antara 130-139/85-
89 mmHg. Klasifikasi ini adalah berdasarkan kepada bacaan tekanan darah sepenuhnya

tanpa mempertimbangkan fakor risiko yang lain (Aguila et al. 2005).
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Jadual 2.1 Klasifikasi tekanan darah

Kategori Tekanan darah sistolik Tekanan darah diastolic
(mmHg) (mmHg)
Normal <120 <80
Pra-hipertensi 120-139 80-89
Tekanan darah tinggi tahap 1 140-159 90-99
Tekanan darah tinggi tahap 2 > 160 > 100

Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada HHS (2004)

Tekanan darah tinggi kategori tahap 2 dan tahap 3 dalam klasifikasi JNC VI (1997)
telah dimansuhkan dan dijadikan satu kategori sahaja iaitu klasifikasi tahap 2 yang
disarankan oleh Jabatan Kesihatan dan Perkhidmatan Manusia Amerika Syarikat (United
States of Department of Health and Human Services, HHS (2004). Klasifikasi tekanan
darah oleh HHS (2004) telah dihuraikan dalam Jadual 1 seperti yang dilaporkan oleh JNC,

dan digunapakai dalam kajian ini.

2.2.4 Kitaran Jantung

Kitaran jantung termasuk semua aktiviti yang berlaku dalam satu denyutan jantung.

Terdapat 3 fasa untuk kitaran jantung: sistole atrium, sistole ventrikel dan pengenduran.

Sistole atrium: Semasa fasa sistole atrium dalam kitaran jantung, atria akan
mengecut dan menolak darah ke dalam ventrikel. Bagi memudahkan pengisian darah,
injap AV akan kekal terbuka dan injap semilunar akan kekal tertutup untuk mengelakkan
darah arterial daripada memasuki semula jantung. Atrium adalah jauh lebih kecil
daripada ventrikel, oleh itu darah hanya akan mengisi kira-kira 25% daripada ventrikel

semasa fasa ini. Ventrikel kekal dalam diastole semasa fasa ini (Sherwood, 2011).

Sistole ventrikel: Semasa ventrikular sistole, ventrikel akan mengecut untuk
menolak darah ke dalam aorta dan trunkus pulmonari. Tekanan ventrikel akan memaksa

injap semilunar untuk dibuka dan injap AV untuk ditutup. Susunan injap ini akan
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membolehkan pengaliran darah dari ventrikel ke dalam arteri berjalan dengan lebih lancar.
Otot-otot jantung daripada atrium akan depolarisi dan kemudian bertukar kepada keadaan

diastole semasa fasa ini (Frank et al. 2012).

Fasa Pengenduran: Semasa fasa pengenduran, kesemua 4 ruang jantung berada
dalam keadaan diastole dan darah akan mengalir ke dalam jantung melalui salur darah.
Ventrikel akan mengisi kapasiti kira-kira 75% semasa fasa ini dan sepenuhnya akan diisi
hanya selepas atria mengalami sistolik. Sel otot jantung ventrikel akan mengalami
depolarisi semasa fasa ini untuk bersedia bagi pusingan seterusnya iaitu
penyahkutuban/depolarisasi dan pengecutan. Semasa fasa ini, injap AV akan terbuka
untuk membolehkan darah mengalir bebas ke dalam ventrikel manakala injap semilunar
yang berhampiran akan menghalang regurgitasi darah dari arteri yang besar ke dalam

ventrikel (Sherwood, 2012).

2.2.5 Pengaliran Darah Melalui Jantung

Darah nyahoksigen dari badan akan memasuki jantung terlebih dahulu daripada vena
kava superior dan inferior. Darah memasuki atrium kanan dan ianya akan dipam melalui
injap trikuspid ke dalam ventrikel kanan. Dari ventrikel kanan, darah dipam melalui injap
semilunar pulmonari ke dalam trunkus pulmonari. Trunkus pulmonari membawa darah ke
paru-paru di mana ianya akan mengeluarkan karbon dioksida dan kemudian menyerap
oksigen. Darah dari paru-paru mengalir ke jantung melalui vena pulmonari dan masuk
semula ke atrium kiri (Frank et al. 2012).

Atrium kiri akan mengecut untuk mengepam darah melalui injap bikuspid (mitral)
ke dalam ventrikel kiri. Ventrikel kiri mengepam darah melalui injap semilunar aortik ke
dalam aorta. Seterusnya, darah memasuki ke dalam peredaran darah sistemik melalui
seluruh tisu badan sehingga ia kembali ke jantung melalui vena kava dan kitaran ini akan

sentiasa berulang (Frank et al. 2012).
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2.3 PENYAKIT KARDIOVASKULAR

Sistem kardiovaskular terdiri daripada jantung, saluran darah dan darah. Penyakit
kardiovaskular (CVD) adalah istilah umum yang menerangkan penyakit jantung atau
saluran darah. Aliran darah ke jantung, otak atau badan akan berkurangan akibat darah
beku, atau pengumpulan lemak di dalam arteri yang menyebabkan arteri menjadi keras
dan sempit (Sherwood, 2011). Menurut Li (2006), pengawalan tekanan darah tinggi
adalah satu perkara penting dalam pengawalan penyakit kardiovaskular. Ini berdasarkan
kepada kajiannya yang mencadangkan bahawa tekanan darah tinggi merupakan faktor
risiko utama penyakit kardiovaskular, kegagalan buah pinggang dan strok. Sebelum ini,
faktor yang menyebabkan tekanan darah tinggi dikatakan mempunyai sifat pelbagai
faktor di mana antaranya faktor genetik dan persekitaran. Terkini satu kumpulan
penyelidik telah menunjukkan bahawa inflamasi vaskular mungkin terlibat dalam
permulaan dan progresi tekanan darah tinggi (Teran et al 2000; Grundy et al. 2003; Sesso
et al. 2003; Li et al 2005). Satu lagi hasil kajian telah mencadangkan bahawa inflamasi
dinding vaskular memainkan peranan utama dalam patogenesis dan progressi
aterosklerosis, penyakit kardiovaskular dan tekanan darah tinggi (Braiser et al. 2002;

Touyz et al. 2004).

2.3.1 Epidemiologi Penyakit Kardiovaskular (WHO, 2015)

a. Penyakit kardiovaskular adalah punca utama kematian di seluruh dunia; lebih ramai
orang mati setiap tahun disebabkan oleh penyakit kardiovaskular daripada faktor
risiko yang berlainan.

b. Dianggarkan 17.5 juta orang mati akibat penyakit kardiovaskular pada tahun 2020,
yang mewakili 31% daripada semua kematian global. Kematian ini, dianggarkan 7.4
juta adalah disebabkan oleh penyakit jantung koronari dan 6.7 juta adalah disebabkan
oleh strok.

c. Lebih tiga suku daripada kematian penyakit kardiovaskular berlaku di negara-negara

berpendapatan rendah dan sederhana.
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d. Daripada 16 juta kematian di bawah umur 70 akibat penyakit tidak berjangkit, 82%

2.3.2

di negara-negara berpendapatan rendah dan sederhana dan 37% adalah disebabkan
oleh penyakit kardiovaskular.

Kebanyakan penyakit kardiovaskular boleh dicegah dengan menangani faktor risiko
tingkah laku seperti merokok, pengambilan diet yang tidak sihat, obesiti, aktiviti
fizikal yang pasif dan pengambilan alkohol.

Individu yang mempunyai penyakit kardiovaskular atau berisiko tinggi mendapat
penyakit tersebut (kerana kehadiran satu atau lebih faktor risiko seperti tekanan darah
tinggi, kencing manis, hiperlipidemia) memerlukan pengesanan awal dan pengurusan

menggunakan kaunseling dan ubat-ubatan, mengikut kesesuaian dan nasihat doktor.

Jenis-Jenis Penyakit Kardiovaskular (CVD)

Terdapat empat jenis utama CVD.
Penyakit jantung koronari

Strok

Penyakit periferi arteri

Penyakit Aorta

Penyakit kardiovaskular yang lain termasuk: penyakit iskemia jantung (IHD), penyakit

jantung hipertensi, penyakit jantung reumatik (RHD), aneurisma aorta, kardiomiopati,

fibrilasi atrium, penyakit jantung kongenital dan endokarditis (Lauralee Sherwood, 2012).

a)

Penyakit jantung koronari : penyakit jantung koronari (CHD) berlaku apabila
aliran darah yang kaya dengan oksigen ke jantung tersumbat atau dikurangkan
oleh pengumpulan bahan lemak (ateroma) dalam arteri koronari. Arteri koronari
adalah dua saluran darah utama yang membekalkan darah kepada jantung. Oleh
hal yang demikian, saluran darah mengecil kerana pengumpulan ateroma, bekalan
darah ke jantung akan tersekat dan perlahan. Keadaan ini boleh menyebabkan
angina (sakit dada). Jika arteri koronari menjadi tersumbat sepenuhnya, ia boleh

menyebabkan serangan jantung (Sherwood, 2012).



b)

d)
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Strok : Strok adalah suatu keadaan perubatan yang serius yang berlaku apabila
bekalan darah ke bahagian otak terputus. Seperti semua organ, otak memerlukan
bekalan oksigen yang berterusan dan nutrien untuk berfungsi dengan betul. Oleh
itu jika aliran darah terhad atau berhenti, sel otak akan mula mati. Hal ini boleh
menyebabkan kerosakan otak dan kemungkinan kematian. Oleh itu, strok
memerlukan perubatan kecemasan dan rawatan segera adalah penting. Lebih
cepat seseorang individu yang mengalami strok menerima rawatan, lebih kurang
kerosakan yang mungkin berlaku (Sherwood, 2011).

Penyakit arteri periferi: penyakit arteri periferi, juga dikenali sebagai penyakit
vaskular periferi, berlaku apabila ada penyumbatan dalam arteri, kebiasaannya ke
bahagian kaki. Simptom yang paling biasa adalah sakit di kaki ketika berjalan.
Hal ini biasanya dalam satu bahagian atau kedua-dua bahagiaan paha, pinggul atau
betis. Kesakitan yang dirasai pesakit adalah seperti kekejangan atau rasa berat di
dalam otot kaki. Gejala ini biasanya datang dan pergi, dan menjadi lebih teruk
semasa aktiviti-aktiviti yang menggunakan kaki seperti berjalan atau menaiki
tangga (Frostegard et al., 1999).

Penyakit aorta: Aorta adalah salur darah terbesar di dalam badan. la membawa
darah dari jantung ke seluruh badan. Antara penyakit aorta yang biasa dihadapi
individu adalah aneurisma aortik, di mana dinding aorta menjadi lemah dan
membonjol ke arah luar. Pesakit akan mengalami sakit di dada, belakang atau

abdomen (Sherwood, 2011).

Faktor-Faktor Risiko bagi Penyakit Kardiovaskular

Terdapat beberapa faktor risiko bagi CVD, termasuk: tekanan darah tinggi, merokok,

serum kolesterol yang tinggi, kencing manis, pengambilan alkohol berlebihan, kurang

bersenam, berat badan berlebihan atau obes, mempunyai sejarah keluarga berpenyakit

jantung, latar belakang etnik dan stres (Gimbrone et al. 2000; Zitvogel et al. 2010;
Campbell et al. 2012; Morton & Perry, 2013)
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2.4 MINYAK KELAPA SAWIT DAN KEGUNAANNYA

Minyak kelapa sawit merupakan minyak paling utama yang digunakan secara global iaitu
49.05 juta tan setahun (USDA, 2012). Di Malaysia, minyak kelapa sawit menjadi pilihan
orang ramai kerana ianya lebih murah dan mudah didapati di pasaran Malaysia (Klurfeld,
1991; Azman et al. 2010). Purata penghasilan minyak kelapa sawit dunia setahun adalah
4.14 tan per hektar yang mana Malaysia merupakan salah satu negara pengeluar minyak
kelapa sawit utama dunia. Walaupun Malaysia merupakan salah satu penghasil dan
pengekspot utama minyak kelapa sawit dunia, ia masih memberi bekalan yang cukup
kepada penduduk negaranya (Barison, 2007).

Minyak kelapa sawit merupakan salah satu jenis minyak sayuran yang diperolehi
daripada tumbuhan tropika iaitu pokok kelapa sawit, Elaeis guineensis. Minyak ini
dihasilkan dengan mengunakan bahagian mesokarp buah kelapa sawit. Bahagian buah
kelapa sawit ini boleh menghasilkan sebanyak 45-55% (Edem, 2012) daripada jumlah
minyak yang dihasilkan daripada seluruh buah kelapa sawit. Minyak kelapa sawit yang
diesktrak daripada mesokarp digunakan dalam penghasilan berbagai jenis produk
makanan seperti minyak masak, marjerin dan lemak sayuran yang lain (Rajah 2.4).
Manakala ekstrak minyak yang berbentuk mentah daripada bahagian kernelnya pula
digunakan bagi menghasilkan bahan bukan makanan seperti sabun, lilin, kosmetik dan
bahan pencuci. Mengikut hasil kajian Edem (2002) 90% minyak kelapa sawit digunakan
bagi tujuan menghasilkan barang makanan dan hanya 10% untuk menghasilkan sabun
dan pemprosesan oleokimia seperti asid lemak, metal ester dan lain-lain lagi (Goh & Gee,
2006).

Minyak kelapa sawit terdiri daripada dua kandungan yang dibahagikan kepada
kandungan major dan kandungan minor. Trigliserida membentuk komponen majornya
bersama digliserida dan monogliserida, manakala komponen minorinya terdiri daripada
asid lemak bebas dan phytonutrients. Ciri-ciri kimia minyak sawit, asid lemalk,
kandungan tokoferol dan kandungan karotenoid diberikan seperti dalam jadual 2.2 dan

2.3.
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Rajah 2.4: Kegunaan Kelapa Sawit Dalam Industri Makanan
Sumber : Dipetik dan diubahsuai daripada Edem, 2012

Jadual 2.2 Kandungan Asid Lemak Di Dalam Minyak Sawit
Ciri-Ciri Kimia Minyak Sawit Merah

Asid Lemak %
Miristik (14:0) 0.8
Palmitik (16:0) 42.0
Stearik (18:0) 5.1
Oleik (18:1) 42.0
Linolik (18:2) 10.0
Jumlah karotene 550
Beta-karotene 68.2
Tokoferol dan tokotrienol (ng/L) 468

Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada David Kritchevsky (2002)
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Jadual 2.3 Kandungan Karotenoid Dan Tokoferol Di Dalam Minyak Sawit

Minyak sawit Minyak sawit Bancuhan minyak

merah sawit
Karotenoid (p.p.m) 1.3 706.1 781.3
Vitamin E (p.p.m) - - -
a-Tokoferol 158.3 161.9 266.3
a-Tokotrienol 155.1 197.9 267.6
B-Tokotrienol - - -
v-Tokotrienol 2235 284.5 337.3
d-Tokotrienol 49.8 69.4 972.4
Jumlah (p.p.m) 0.47 0.57 0.53

Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada David Kritchevsky (2002)

Minyak sawit mentah mengandungi ubiquinone. Sebatian ini berkaitan dengan
vitamin K dan mempunyai sifat antioksidan (Hazura & Choo, 2006). Audley (2006)
mendapati minyak sawit mentah mengandungi beberapa sebatian fenolik neutral dan
berasid. = Kebanyakan sebatian ini mempunyai antioksidan yang berhubungan.
Sebahagian besar daripada sebatian ini kekal dalam minyak selepas penapisan. Minyak
sawit yang ditapis mengandungi karotenoid dan prekursor vitamin A yang sangat tinggi

(Jadual 2.3).

2.4.1 Kesan Pemanasan terhadap Minyak Kelapa Sawit

Dalam proses penyediaan makanan domestik atau perindustrian, teknik penggorengan
adalah menjadi satu lumrah. Ia juga merupakan salah satu cara masakan tradisional dan
popular di kalangan masyarakat global (Choe & Min, 2007). Ia kerap dijalankan dalam
suhu 140-200°C (Kochhar & Gertz, 2004). Minyak memainkan peranan sebagai media
pemindah haba di samping menyumbang kepada rasa, warna dan tekstur yang ranggup
pada makanan yang digoreng lalu menjadikan ia popular di kalangan pengguna (Boskou

et al. 2006). Menggoreng adalah satu proses yang sangat kompleks dengan tindak balas
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fizikal dan kimia. Tindak balas kimia adalah degradasi haba, pengoksidaan, dan
pempolimeran asid lemak yang membawa kepada rasa yang kurang enak. Bahan toksik
dalam minyak yang dipanaskan berulangkali menyebabkan keracunan makanan dan
kehilangan vitamin asal daripada makanan (Paul & Mittal, 1997). Pada suhu yang tinggi,
kolesterol makanan haiwan akan terdedah kepada proses auto-oksidaan dengan kehadiran
molekul oksigen, cahaya dan suhu yang tinggi. Ini menyebabkan berlakunya tindak
balas radikal bebas dan pengoksidaan lipid.(Rajah 2.5).

Salah satu punca pengoksidaan lipid adalah akibat daripada proses pemanasan
minyak makanan berulangkali dengan jangka masa yang panjang di bawah suhu yang
tinggi. Lipid dikategorikan sebagai trigliserida, fosfolipid dan sterol, yang akan
mengalami pengoksidaan kerana terdapat molekul oksigen dalam udara alam sekitar.
Bahan makanan yang mengandungi asid lemak tak tepu adalah sangat mudah terdedah
kepada pengoksidaan lipid. Semakin tinggi tahap asid lemak tidak tepu, semakin mudah
makanan tersebut terdedah kepada pengoksidaan (Hidalgo et al. 2005). Hidroperoksida,
diakil peroksida serta spesies oksigen reaktif lain merupakan produk hasil daripada
pengoksidaan lipid yang boleh mencetuskan inflamasi. Pengoksidaan lipid dan spesies
oksigen reaktif mendatangkan kesan buruk yang memudaratkan terhadap fungsi sistem
kardiovaskular lalu membawa kepada penyakit kardivaskular seperti obesiti dan
peningkatan tekanan darah (Azman et al.2010)

Pengoksidaan lipid berlaku secara meluas dalam makanan dengan menghasilkan
oksigen bebas radikal dan spesies oksigen reaktif (ROS). Radikal bebas (ROS)
ditakrifkan sebagai molekul kimia reaktif yang mempunyai satu atau lebih elektron yang
tidak berpasangan. ROS yang mengandungi atom oksigen dipanggil sebagai oksigen
radikal bebas (Heim et al. 2002).
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Rajah 2.5 :Kesan minyak yang dipanaskan berulangkali
Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada Kochhar & Gertz (2004)

Menurut Min dan Boff dalam kajiannya (2002), proses pengoksidaan lipid terdiri
daripada tiga fasa (Rajah 2.6). Dalam fasa pertama, ROS dan haba yang dihasilkan
semasa pemanasan minyak akan memutuskan ikatan antara karbon-hidrogen (C-H)
dengan ikatan berganda asid lemak dan kemudian menghasilkan spesies radikal lipid dan
ia dipanggil sebagai radikal alkil (Re) (Rajah 2.6). Seterusnya, fasa kedua yang dikenali
sebagai fasa penyebaran radikal alkil bertindak balas dengan oksigen di-radikal berganda
tiga dengan cepat lalu menghasilkan radikal peroksil (ROOr¢) (Rajah 2.6) dan menjadikan
radikal alkil tidak stabil. Setelah itu, radikal peroksil akan memutuskan ikatan karbon-
hidrogen asid lemak yang lain lalu membentuk radikal alkil yang baru bersama dengan
hidroperoksida (ROOH). Rangkaian ini terus berulang dan digelar rantai tindakbalas
radikal bebas. Justeru itu, dengan peningkatan kepekatan radikal bebas dan kadar
pengulangan tindakbalas tersebut, maka peluang pelanggaran di antara radikal juga

semakin meningkat semasa fasa penamatan. Pada akhir fasa penamatan, ikatan antara
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dua radikal akan menghasilkan kompaun tidak reaktif, menjadikan rantai tidakbalas
radikal bebas tamat (Petron et al., 2003).

Choe dan Min (2006,2007) mencadangkan ikatan oksigen hidroperoksida tidak
stabil pada suhu yang tinggi lalu akan terurai dan menghasilkan produk seperti keton,
alcohol, aldehid dan hidrokarbon berantai pendek. Pengoksidaan terma juga
memusnahkan bau aroma warna dan nutrisi minyak masak yang dipanaskan. Proses
pengoksidaan dihuraikan dengan ringkas dalam Rajah 2.6. Di samping, penghasilan
produk pengoksidaan lipid dalam proses pemanasan minyak kelapa sawit, paras vitamin E
iaitu tokoferol dan tokotrienol yang mempunyai sifat antioksida merosot dengan
signifikannya. Kadar kemerosotan vitamin E berkadar langsung dengan kadar pemanasan

minyak tersebut (Du et al. 2001; Adam et al.2007).

S -
ROO°
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ROQe
ROOH
PENGURAIAN
DAN Hasil produk sekundur
POLIMERASI (keton,alkohol,aldehid dan hldrokarbon
MINYAK berantai pendek

Rajah 2.6: Mekanisme Pengoksidaan Lipid
Petunjuk : O,; Oksigen , He ; Radikal hidrogen , ROO¢; Radikal peroksil, Re; Radikal
alkil, ROOH; Hidroperoksida, RH; Asid lemak
Sumber: dipetik dan diubahsuai daripada Choe & Min (2007) ; Adam et al. (2007)
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2.4.2  Pengoksidaan Kolesterol dalam Makanan yang Digoreng

Kebelakangan ini, kepentingan khusus telah ditunjukkan dalam bidang kimia, toksikologi
untuk mengetahui lebih lanjut ciri biologi produk pengoksidaan kolesterol (COP), kerana
COP terdapat dalam sesetengah makanan yang diproses seperti telur, kentang goreng dan
makanan yang diproses lain diambil sebagai diet harian (Du et al.2001; Petron et al. 2003).
Aktiviti biologi COP dikaitkan dengan risiko kesihatan manusia (Valenzuela et al. 2002).
Produk kolesterol teroksida dalam diet diserap ke dalam sistem peredaran dan tisu
serta organ. Petron et al. (2003) melaporkan bahawa cholest-5-ene-3, 25-diol, salah satu
daripada COP, diserap, diangkut dan dimasukkan ke dalam tisu vaskular dengan
lipoprotein ketumpatan rendah (LDL) yang telah diperhatikan dalam eksperimen
melibatkan monyet. Kuantiti oksida dalam diet telah dikaitkan dengan kepekatannya
dalam serum haiwan dan manusia (Plat et al. 2000). Hal ini juga menunjukkan bahawa
COP mempercepatkan pembangunan aterosklerosis dalam arnab (Valenzuela et al. 2002).
Sebahagian daripada COP mendorong kepada kerosakan arteri dan 5, 6 a-epoxy-
5B-cholestane-3 f-diol (satu COP) disyaki mempunyai risiko yang tinggi kerana
kandungan karsinogennya (Paniangvait et al. 1995). Selain itu, beberapa produk
pengoksidaan kolesterol adalah aterogenik, sitotoksik, mutagenik, dan juga
berkemungkinan merupakan ejen karsinogenik (Morin et al. 2001). Dalam proses
pengoksidaan kolesterol, produk utama yang dihasil adalah hidroperoksida kimia. Hasil
kajian menunjukkan bahawa dengan peningkatan haba, pH yang melampau, cahaya,
oksigen, pemangkin dan kehadiran asid lemak politaktepu adalah faktor utama
mendorong pembentukan COP dalam makanan yang digoreng.(Subagio & Morita, 2001).
Justeru, menjadi keutamaan untuk manusia berusaha mencegah atau mengelakkan
pembentukan COP semasa pemprosesan dan penyimpanan makanan yang mengandungi

lipid (Du et al. 2001).

2.4.3 Patogenesis Penyakit Kardiovaskular

Nutrisi pemakanan dan pengambilan kolesterol dalam diet telah dibuktikan tersenarai

sebagai faktor risiko tertinggi dalam CVD (Guido & Isabelle, 2004). Bukti terkumpul
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menunjukkan bahawa pembentukan plak dikaitkan dengan penghasilan spesies oksigen
reaktif, yang kini dilaporkan mendorong kepada kerosakan tisu oksidatif (Lusis, 2000)
pada dinding arteri justeru menyebabkan penyakit kardiovaskular (Rajah 2.7).

Amalan menggunakan minyak yang telah dipanaskan dan digoreng adalah perkara
biasa dalam proses penyediaan makanan. Manakala, minyak kelapa sawit merupakan
minyak sayuran yang paling biasa digunakan di Malaysia (Azman et al. 2012). Walau
bagaimanapun, proses pemanasan akan menyebabkan perubahan dalam komposisi
minyak sawit. Minyak yang dipanaskan berulang kali akan mengalami perubahan sifat-
sifat fizikal dan berlaku siri tindak balas kimia seperti pengoksidaan, hidrolisis dan
pempolimeran yang akhirnya mengubah komposisi asid lemak (Choe & Min, 2007). Oleh
itu, apabila tahap tidak tepu dalam asid lemak lebih tinggi, akan menyebabkan ia lebih
berisiko untuk terdedah kepada peroksidaan lipid (Choe & Min, 2007).

Pembentukkan
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I biokimia
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Rajah 2.7: Patogenesis Penyakit Kardiovaskular
Sumber: Dipetik dan diubahsuai daripada Lusis (2000), Vincent (2001); & Thygesan (2007)



27

TBARS adalah salah satu daripada produk akhir utama peroksidaan lipid terutamanya
peroksidaan asid lemak poli tidak tepu yang menyebabkan kerosakan endotelial,
keradangan vaskular dan kecederaan sel membran (World Vegetable & Marine oil
Consumption, 2007). Minyak sawit yang dipanaskan terbukti akan menghasilkan nilai
peroksida yang lebih tinggi (Harrison et al. 2007; Ng et al. 2012;. Leong et al. 2010) dan
peningkatan dalam paras plasma MDA (Leong et al. 2010). Peroksidaan lipid digunakan
untuk memantau tekanan oksidatif di dalam sel dan tisu. Ia adalah cara yang paling baik
untuk menggambarkan kecederaan sel (Leong et al. 2010). MDA biasanya diukur sebagai
penanda untuk tahap peroksidasi lipid. TBAR adalah kaedah yang paling biasa dan kerap
digunakan untuk mengukur MDA.

Pengumpulan lipid jantung dikaitkan dengan kemerosotan fungsi jantung (Bilet
et al. 2011). Terdapat pandangan dan cadangan bahawa peningkatan kepekatan plasma
asid lemak (FA) adalah penyebab kepada pengumpulan lipid jantung. Obesiti pula
dikaitkan dengan penyimpanan lipid berlebihan (trigliserida) bukan sahaja dalam tisu
adipos tetapi juga dalam otot rangka, hati dan jantung. Pengumpulan lipid dalam tisu
jantung dikatakan mungkin mempunyai kesan lipotoksik. Ini menjejaskan fungsi jantung
dan menjadi cenderung untuk kejadian kardiomiopati dan kegagalan jantung. Terdapat
banyak kajian yang menunjukkan bahawa pengumpulan lipid jantung makin bertambah
dengan meningkatnya kepekatan FA yang bersirkulasi dalam tubuh. Sebagai contoh,
obesiti (Kankaanpaa et al. 2006), diet berkalori tinggi, pengambilan makanan bergoreng
yang berlebihan menggunakan minyak masak yang menyebabkan kesan lipotoksik (Van
der Meer et al. 2007). Kepekatan FA yang beredar dalam badan didapati berhubungkait
dengan kandungan lipid jantung (Kankaanpaa et al. 2006).

Penentuan troponin jantung dan kepekatan LDH dalam serum atau plasma untuk
mendiagnosis dan memantau kecederaan jantung merupakan kaedah yang diterima pakai
untuk dilakukan ke atas haiwan dan juga dalam bidang perubatan manusia (Adin et al.
2006;.0'Brien, 2006; Eugene Herman et al. 2014). Walaupun ia dianggap digunakan
secara berleluasa untuk mendiagnosis sindrom koronari akut dan infarksi miokardium
(Antman et al. 2000), namun cara penentuan protein globular intrasel ini yang dibebaskan
sebagai miosit jantung yang tercedera telah terbukti banyak membantu dalam diagnosis

kecederaan jantung disebabkan oleh pelbagai faktor (O'Brien, 2006). Troponin jantung
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dan kepekatan LDH telah dikenalpasti sebagai penanda bio keselamatan translasi yang
paling berkesan untuk mengenalpasti kecederaan kardiotoksik di mana kecederaan
tersebut menyebabkan gangguan integriti sel membran jantung (O'Brien, 2008).
Penentuan kepekatan troponin sebagai penanda untuk mengesan kecederaan jantung
dalam ujian klinikal manusia disokong oleh “European Society American College of
Cardiology” (Thygesan et al. 2007).

SOD dan CAT adalah dua enzim pemusnah yang menghapuskan radikal bebas
toksik (Ganesan Kumar et al. 2008; Wohaieb & Godin, 1987). Dalam sistem pertahanan
antioksidan enzim, SOD adalah antara salah satu enzim yang paling penting dan
merupakan pemusnah anion O2° (yang merupakan produk pertama radikal O2) untuk
membentuk H>O> lantas dapat mengurangkan kesan toksik yang disebabkan oleh radikal
atau radikal bebas lain hasil daripada tindakbalas peringkat kedua (Arunabh et al. 1999).
Anion O»- dikenalpasti untuk menyahaktif CAT (Halliwell & Gutteridge 1984).

CAT dianggap sebagai penentu utama status antioksidan hati dan jantung
(Wohaieb & Godin 1987). Ianya diketahui terlibat dalam detoksifikasi kepekatan H>O>
(Yoshikawa et al. 1993, Manonmani et al. 2002). Aktiviti enzim ini telah dilemahkan
oleh ROS dalam penghidapan penyakit diabetes dan kardiovaskular (Ahmed et al. 2000).
Pengurangan kepekatan GSH dalam darah juga menunjukkan ciri tekanan oksidatif.
Peningkatan kepekatan GSH dalam tisu jantung pada tikus obes adalah contoh tindak
balas kepada pembentukan radikal bebas dalam usaha untuk melindungi sel daripada
kerosakan oksidatif (Vincent et al., 2001).

Terdapat banyak kajian yang menunjukkan bahawa pesakit dengan kegagalan
jantung kronik mempunyai peningkatan tahap peredaran faktor-o nekrosis tumor (TNF-
), seperti penyakit jantung iskemia yang memburukkan lagi kardiomiopati (Matsumori et
al. 1994; Torre-Amione et al. 1996). Hipertrofi ataupun pembesaran abnormal sel otot
jantung merupakan ciri utama penyakit berkaitan jantung (Gilbert et al, 1994; Beltrami et
al. 1994). TNF-a dianggap sebagai faktor penting yang boleh mendorong kepada
hipertrofi. Malah, kesan langsung daripada faktor tersebut terhadap hipertrofi jantung
dapat dilihat dalam sel otot jantung yang dikultur. TNF-a terbabit dalam perantaraan
oksigen reaktif (ROI). TNF-o menjalankan aktiviti sitotoksik pada sesetengah jenis sel

tumor dan sebahagiannya melalui penjanaan ROI (Goossens et al., 1995).
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Tekanan darah tinggi merupakan salah satu daripada faktor risiko utama
penyakit kardiovaskular. Keadaan ini telah menyumbang kepada punca utama kematian
di negara maju dan membangun (Lopez et al. 2006; Yadav et al. 2008;.Danaei et al. 2009;
WHO, 2009). Tekanan darah tinggi telah dianggap mempunyai kaitan dengan
ketidakseimbangan antara jumlah antioksidan dan ROS (Romero-Alvira & Roche, 2006;
Kashyap et al. 2005; Patil et al. 2008.).

Peningkatan tahap penanda keradangan, terutamanya tahap CRP, dikaitkan
dengan peningkatan risiko penyakit kardiovaskular (Biasucci et al. 2000; Ridke et al.
2003; Ridker et al. 2000). Serum CRP merangsang ungkapan sel endotelium dalam
bentuk (ICAM-1) dan (VCAM-1) (Pasceri et al. 2000; Torzewski et al. 2000). Pelbagai
kajian menunjukkan terdapat banyak penanda keradangan yang boleh meramal aktiviti
kardiovaskular, termasuk molekul sel lekatan, sitokin, kemokin, tindak balas fasa akut
seperti fibrinogen, serum amiloid A dan CRP.

Kebelakangan ini, CRP muncul sebagai salah satu daripada pengantara
keradangan paling penting. Ia berkemampuan untuk terlibat secara terus dalam
patogenesis aterosklerosis dengan mengaktifkan sel endotelial dan menyebabkan
inflamasi komponen aterosklerosis (Verma et al. 2003; Szmitko et al. 2003). CRP
memainkan peranan penting dalam patogenesis proses keradangan vaskular yang
dimansuhkan oleh terapi simvastatin.

Salah satu cara terbaik untuk mengelakkan penyakit jantung koronari dalam
masyarakat adalah dengan mengubah tabiat pemakanan, termasuk mengurangkan
pengambilan lemak tepu haiwan. Terdapat banyak jenis minyak sayuran di pasaran,
seperti kelapa, zaitun dan soya, yang dicadangkan untuk kegunaan manusia kerana
kandungan tinggi asid lemak monotaktepu (MUFA) dan PUFA (Chahoud et al. 2004).
Selain itu, minyak soya diketahui dapat membantu pelbagai tindak balas antioksidan

terhadap peroksidaan lipid dengan kandungan tokoferolnya yang tinggi (Warner, 2006).
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2.5 ANTIOKSIDAN SEMULAJADI DALAM SUMBER TUMBUHAN

Antioksidan merujuk kepada bahan yang wujud pada kepekatan yang rendah dalam
makanan dan dapat menghalang pengoksidaan yang disebabkan oleh pro-oksidan dengan
ketara termasuklah pengoksidaan lipid. Pro-oksidan, yang dianggap sinonim dengan
spesies oksigen reaktif, merujuk kepada bahan yang boleh menyebabkan atau
menggalakkan tindakbalas oksidatif. Antioksidan boleh memainkan peranan dalam
antioksida sebagai pemusnah radikal bebas, ejen penurunan, ejen pengelat dan pemusnah
singlet oksigen. Terdapat pelbagai antioksidan sintetik telah didaftarkan, tetapi hanya
beberapa spesies sahaja yang dibenarkan sebagai bahan tambahan makanan oleh undang-
undang kerana kesan keracunan dan kesan sampingan yang lain. Antara antioksidan
biasa yang dibenarkan sebagai bahan tambahan makanan ialah butylated anisole hydroxy
(BHA), butylated toluene hydroxy (BHT), pueraria glycoside (PG), dan
butylatedhydroquinone (TBHQ) ketiga.

Baru-baru 1ini, kebimbangan masyarakat tentang masalah kesihatan yang
disebabkan oleh bahan tambahan makanan sekali lagi telah mencetuskan semangat
kepada saintis pemakananan untuk mencari antioksidan semula jadi dari pelbagai sumber.
Sehingga sekarang, salah satu daripada pemahaman mengenai isu ini ialah antioksidan
semulajadi adalah sebatian tumbuhan fenolik utama yang terdapat pada semua bahagian
tumbuhan. Antioksidan fenolik yang biasa didapati daripada sumber tumbuhan
termasuklah sebatian flavonoid, derivatif asid sinamik, kumarin, tokoferol , karotenoid

dan asid organik polifungsi (Shahidi & Wansaundara, 2002).

2.5.1 Tokoferol

Tokoferol sebagai sebatian mono-fenolik telah digunakan dalam industri makanan selama
beberapa dekad oleh kerana fungsinya dalam mencegah pengoksidaan asid lemak poli
tidak tepu dalam makanan yang mengandungi lemak atau minyak (Khan & Shahidi,
2001). Tokoferol ditambah ke dalam minyak masak ketika penyimpanan, pemprosesan
dan penghantaran minyak. Tokoferol boleh didapati dengan kuantiti yang tinggi dalam

pelbagai sumber segar tumbuhan tipikal termasuk minyak sayuran, bijirin dan kacang
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seperti bijan, beras, jagung, dan kacang soya. Mekanisme antioksida oleh tokoferol
adalah dengan menukarkan hidrogen fenolik kepada molekul radikal dan pemusnah
singlet oksigen (Min & Lee, 2009). Mekanisme ini diuraikan oleh asas sistem redoks
tokoferol-tokoferil kuinina.

Tokoferol (AH2) sebagai pengurai (pemusnah) radikal bertindak menghilangkan
radikal lipid (Re) yang dihasilkan dalam tindak balas radikal bebas dengan mendermakan
atom hidrogen untuk radikal Re, akan menjana semula molekul RH, dan tokoferol itu
sendiri akan ditukar kepada tokoferil semikuinina radikal (AHe). Dua tokoferil
semikuinina radikal (AHe) boleh bergabung dengan satu sama lain untuk membentuk
kuinina tokoferil (A) dan molekul tokoferol. Atau ia boleh dikurangkan dengan atom
hidrogen yang didermakan oleh asid askorbik. Asid askorbik teroksida kemudiannya
dikurangkan lagi dengan mengurangkan ejen lain, seperti NADH (Packer et al. 2001).
Wajar untuk menunjukkan bahawa tokoferol melambatkan atau melambatkan reaksi
radikal bebas tetapi tidak sepenuhnya menghentikan tindak balas.

Minyak sawit dikenali dengan kandungan kuantiti tokoferol dan tokotrienol
yang tinggi berbanding dengan bahan tumbuhan yang lain. Bagaimanapun, ketika proses
penghasilan minyak, kira-kira 30 hingga 40% daripada tokoferol dan tokotrienol hilang
oleh kerana pelunturan dan penyahbauan minyak (Erickson, 2000). Tokoferol juga akan
hilang semasa proses gorengan menggunakan minyak yang banyak terutamanya o-
tokoferol di mana ia lebih cepat hilang berbanding f3, v, dan d-tokoferol (Boskou, 2008).
Selain itu, berbagai bahan bioaktif seperti fitosterol, ester daripada fitosterol, fosfolipid
akan hilang ketika mentakrifkan minyak dan menggoreng menggunakan minyak yang

banyak (Boskou, 2008).

2.5.2 Flavonoid

Flavonoid adalah istilah kolektif untuk sebatian polifenolik dan berterusan wujud dalam
semua bahagian tumbuhan (Nijveldt et al. 2001). Ia dikategorikan kepada flavonol,
flavon, flavanon, isoflavon, katekin, antosianidin, dan kalkons berdasarkan struktur
kimia. Sejumlah 4,000 flavonoid telah dilaporkan, dan banyak antaranya dipercayai

mempunyai aktiviti antioksidan yang bertindak sebagai pemusnah radikal bebas dan
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oksigen aktif, pengelat ion besi, dan ejen pentakaktifan liposigenase. Katekin dan
kuersetin dipercayai mempunyai aktiviti antioksidan yang tinggi. Oleh sebab itu, ia
digunakan untuk menstabilkan lemak khinzir dalam industri makanan (Heim et al. 2002).
Kebolehan antioksidan flavonoid adalah berdasarkan kepada ciri-ciri = struktur
molekulnya. Hidroksilasi (berkaitan dengan kedudukan dan nombor kumpulan hidroksil)
cincin B adalah penting untuk aktiviti sedemikian. Kuersetin memainkan peranan penting
dan berkemampuan dalam proses antioksida kerana ia mempunyai semua ciri-ciri struktur

yang tepat untuk memerangkap radikal bebas (Nijveldt et al. 2001).

2.5.3 Asid Askorbik

Asid askorbik ialah antioksidan penting yang bertindak sebagai agen penurun dan
pemusnah radikal bebas. Berdasarkan sifat redoks tersebut, asid askorbik dan derivatif
eterfikasi bertindak sebagai antioksidan dengan menderma atom hidrogen kepada
tindakbalas rantaian radikal bebas dan melindungi ikatan ganda molekul substrat. Asid
askorbik juga boleh berfungsi sebagai pensinergi untuk tokoferol dengan menukar
tokoferol teroksida ke dalam bentuk terturun. Tambahan pula, asid dehidroaskorbik
dijana semula dengan menggunakan atom hidrogen yang berpunca daripada glutation

reduktase atau NADH (Johnson , 2009).

2.5.4 Karotenoid

Karotenoid adalah sebatian larut lemak semulajadi yang sedia ada wujud di semua
bahagian tumbuhan. Sebatian ini kebanyakannya terletak di dalam sistem membran sel di
mana salah satu fungsi utama sebatian ini adalah untuk fotosintesis yang mana
bertanggungjawab terhadap warna merah, jingga dan kuning pada daun tumbuhan,
buahan dan bunga (Delgado-Vargas et al. 2000). Sebatian ini juga ditemui dalam alga,
bakteria fotosintesis, bakteria bukan fotosintesis, yis dan kulat (Delgado-Vargas et al.
2000). Ia melindungi membran daripada kerosakan yang disebabkan oleh cahaya dan

oksigen (Erikson, 2000; Delgado-Vargas et al. 2000).
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Karotenoid adalah sebatian isoprenoid. Majoriti daripada molekul karotenoid
mempunyai rantaian polene 40-karbon yang dianggap sebagai tulang belakang molekul
(Delgado-Vargas et al. 2000). Seperti sebatian lain, sifat struktur molekul karotenoid
akan menentukan ciri kimia dan fungsi biologi mereka. Karotenoid mempunyai ciri yang
kaya dengan elektron di mana m-elektron akan delokalisasi sepanjang keseluruhan
rantaian polene untuk membuang oksigen singlet. Setiap ikatan berganda dalam rantaian
polene daripada karotenoid wujud dalam bentuk salah satu daripada dua konfigurasi yang
ada, iaitu: trans atau cis isomer geometri. Oleh kerana isomer cis mewujudkan halangan
sterik yang lebih besar antara atom hidrogen berhampiran dan/atau kumpulan metil,
mereka secara termodinamik tidak stabil berbanding kumpulan trans yang lain (Britton,
2005). Oleh itu, kebanyakan karotenoid wujud sebagai semua-trans dalam alam semula
jadi. Karotenoid semula jadi di dalam larutan organik adalah sangat tidak stabil dengan
kehadiran oksigen, menyebabkan ia mudah luntur dan terdegradasi; tetapi karotenoid

dalam vivo adalah lebih stabil (Subagio & Morita, 2001).

2.5.5 Antioksidan Semula Jadi yang Lain

Selain memberi kesedaran terhadap keburukan pengambilan minyak yang dipanaskan
berulangkali di kalangan masyarakat di seluruh dunia, kini para pengkaji lebih giat
mengenalpasti bahan semulajadi yang boleh mengurangkan kesan buruk yang diakibatkan
oleh minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali terhadap kesihatan masyarakat
(Zakaria et al. 2010). Selain sebatian fenolik, sebatian lain juga dilaporkan mempunyai
aktiviti antioksidan. Sebagai contoh, fosfolipid, fitosterol dan sequane (Boskou, 2008;
Schuler, 2000). Ekstrak daun teh telah terbukti mempunyai aktiviti antioksidan terhadap
lemak khinzir (Shahidi & Wansaundara, 2002).

2.6 ADD-X DAN KEGUNAAN TERAPEUTIKNYA
ADD-X adalah ekstrak yang diperoleh daripada bahagian tumbuhan dalam keluarga

Rutaceae. Terdapat beberapa jenis pokok Rutacea seperti genus Citrus, Aegle dan

Murraya koeniggi. Tinggi pokok Rutacea mencapai enam meter dan distribusinya
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tersebar di daerah beriklim tropis dan subtropis. Daun Rutacea secara keseluruhan
berukuran 4 hingga 15 cm panjang (Fabroni et al. 2016; Rahman et al. 2016).

Daun pokok Rutacea genus Citrus memilki aroma spesifik kerana mengandungi
minyak atsiri. Minyak atsiri pada daun Rutacea terdiri daripada metabolit sekunder yang
tinggi contohnya seperti daun oren yang mengandungi sinerfin, flavonoid, herperidine,
rhoifolin, limonene, dan linalol, manakala buah daripada spesies pokok Rutacea ini turut
mempunyai asid askorbik. Sifat dan kebaikan flavanoid dan asid askorbik telah
dijelaskan diatas. Pokok Rutacea mempunyai sifat yang boleh menurunkan paras
kolesterol. Liu et al. (2016) melaporkan bahawa daun daripada pokok spesies Rutacea
didapati boleh mengurangkan lelah, berat badan dan keradangan kulit.

Maja (Aegle marmelos) terdiri daripada pokok genuss Murraya koeniggi yang
juga dikenali sebagai daun kari mempunyai sifat anti-diabetik, anti-inflamatori dan anti-
kanser. Pokok genus Murraya koeniggi merupakan tumbuhan renek yang berasal dari
keluarga Rutaceae dari spesies Murraya koeniggi dan mengeluarkan daun kecil berwarna
hijau (Sharma et al. 2016; Rahman et al. 2016). Daun kari ini biasanya bermanfaat dan
berkhasiat menambah bau harum masakan dalam masyarakat India. Pokok kari juga
dikenali sebagai ‘kariveppilai’ dalam bahasa Tamil, juga dipanggil ‘neem hitam’, kerana
daunnya mirip dengan pohon neem yang pahit, walaupun tidak ada hubungan dengan
pokok neem. Daun kari merupakan tonik herba untuk menguatkan perut dan
meningkatkan keupayaannya serta mengatasi masalah penghadaman. Ia juga boleh
digunakan sebagai laksatif (julap) lemah untuk mengatasi masalah sembelit. Jus daun
kari yang dicampur dengan madu juga dapat menjadi penawar kepada cirit birit dan
buasir (Patel et al. 2016). Jus daunnya yang segar dicampur dengan jus limau
nipis digunakan untuk mengatasi masalah loya dan pening terutamanya akibat makan
lemak yang berlebihan (Nalli et al. 2016). Air rebusan kulit batangnya yang kering dapat
digunakan untuk mengubat diabetes (Ma et al. 2016).

ADD-X yang akan ditambahkan ke dalam minyak masak semasa memasak
didapati  mengurangkan penyerapan minyak ke dalam makanan yang digoreng
(Mohamed & Nor, 2013). Ekstrak ADD-X adalah sebatian pelengkap yang disediakan
oleh syarikat Agrosains bersama Institut Biosains, Universiti Putra Malaysia (UPM).

Bahan tambahan ini juga mempunyai ciri-ciri antioksidan, anti-hipertensi, anti-histamin,


http://infoherbaltradisional.blogspot.com/
http://www.khasiatherba.com/ulam/khasiat-limau-nipis.html
http://www.khasiatherba.com/ulam/khasiat-limau-nipis.html
http://www.khasiatherba.com/herba/khasiat-pokok-gelenggang-2.html
http://www.khasiatherba.com/ulam/khasiat-pokok-akar-somginseng-jawa.html
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anti-bakteria, anti-hiperkolesterol, anti-inflamasi dan sifat pelindung kanser. Kajian
Mohamed (2013) menunjukkan ADD-X meningkatkan kegaringan, rasa dan kualiti
keseluruhan produk yang digoreng. Bahan tambahan ADD-X terbukti berfungsi sebagai
antioksidan lemak semulajadi, perencat penyerapan minyak dan juga mempunyai sifat
penambah-baikan kesihatan lain lalu menjadikan makanan bergoreng kurang berbahaya
kepada kesihatan. Ekstrak ADD-X mengandungi sebatian fenolik daripada pinene,
citronellal, terpinen-4-ol, citronellol, citronellyl asetat, geranial, asetat geranial, neral,
karotenoid, tokoferol, tokotrienol, flavonoid, eriositrin, neoeriositrin, narirutin,
hesperidin, neohesperidin, didymin, lutein, furocoumarins dan carbazole. (Nombor Paten:
US 8425969 B2). Fenolik telah digunakan dalam industri makanan selama beberapa
dekad oleh kerana fungsinya yang berupaya dalam mencegah pengoksidaan asid lemak
poli tidak tepu dalam makanan yang mengandungi lemak atau minyak. la juga
mempunyai aktiviti antioksidan yang bertindak sebagai pemusnah radikal bebas yang
meningkatkan parameter antioksidan, tetapi mengurangkan penanda inflamasi pada tisu
jantung (Khan & Shahidi, 2001). Pernyataan ini telah disokong oleh kajian yang
dijalankan oleh Mohamed dan Nor (2013) dalam teknologi makanan, di mana ia berupaya
mengurangkan penyerapan minyak dalam makanan yang bergoreng. Penemuan

penyelidikan ini telah diiktiraf dan dianugerahkan pingat emas di BioMalaysia 2012.

2.7 MODEL EKSPERIMEN

Tikus yang diberi makanan bercampurkan minyak kelapa sawit yang dipanaskan
berulangkali mengunakan formula 15% dan formula adalah mengikut protokol kajian
yang digunakan oleh pegkaji terdahulu Owu et al. (1998). Sebelum penentuan
penggunaan formula tersebut, beberapa keputusan hasil kajian terdahulu yang
menggunakan formula sama telah mendapati pengambilan 15% minyak kelapa sawit yang
dipanaskan meningkatkan berat badan dan tekanan darah (Jaarin et al. (2011), Leong et al.
(2010) dan Ng et al. (2012) malah telah menunjukkan kesan buruknya terhadap tisu
jantung di mana nekrosis diperhatikan pada sel jantung tikus kajian berkenaan (Leong et

al. 2008). Tikus Sprague-Dawley berupaya untuk meningkatkan berat badan, tekanan
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darah dan mengakibatkan kerosakan tisu jantung. Model ini boleh digunakan bagi
menentukan mekanisme obesiti dan peningkatan tekanan darah.

Tindak balas kolesterol plasma terhadap kolesterol pemakanan sangat mudah
berubah mengikut spesies haiwan. Walaupun arnab adalah sangat mudah terdedah
kepada kolesterol pemakanan, tikus dan anjing pula menunjukkan perubahan jumlah
kolesterol plasma yang sedikit walaupun dengan dos kolesterol pemakanan yang tinggi.
Respon primat atau habitat bukan manusia terhadap kolesterol pemakanan juga mudah
berubah (McNamara, 2000). Tambahan lagi, dengan dos kolesterol pemakanan yang
sangat tinggi (0.5-2 mg / kcal atau 1250-5000 mg/ 2500 kcal) boleh menyebabkan
hiperkolesterolemia dan aterosklerosis.

Selain itu, kebanyakan spesies haiwan mempunyai profil plasma lipoprotein
yang jauh berbeza berbanding dengan manusia. Manusia mempunyai kolesterol LDL
sebagai lipoprotein plasma yang utama manakala kebanyakan model haiwan mempunyai
HDL sebagai pecahan utama. Perbezaan spesies yang berbeza mempunyai respon yang
juga berbeza terhadap kolesterol pemakanan dan penggunaan dos farmakologi dalam
banyak kajian. Perbezaan dalam plasma lipoprotein membuatkan penentuan polar hasil
kajian untuk memberi makanan kepada haiwan model eksperimen menjadi susah.

Penggunaan model haiwan yang sesuai adalah penting untuk kajian mekanisme
disebalik aktiviti jantung dan perkembangan strategi terapeutik. Walau bagaimanapun,
model haiwan ideal yang boleh menyerupai aterosklerosis koronari manusia dan
seterusnya sakit jantung akut masih kurang. Model haiwan yang sempurna seharusnya
memaparkan luka koronari yang menyerupai atau hampir sama dengan apa yang dilihat
dalam aterosklerosis manusia. Kekurangan model seperti ini telah menghalang kajian
untuk mengesahkan teknologi pengimejan dan meneliti kesan terapeutik dalam arteri
aterosklerotik (Granada et al. 2009). Tambahan pula, masalah utama dalam model haiwan
terkini yang mempunyai penyakit kardiovaskular adalah perbezaan komposisi lipoprotein
yang sangat berbeza daripada manusia (Fernandez dan Volek, 2006).

Terdapat beberapa model haiwan eksperimen yang digunakan dalam kajian
aterosklerosis seperti arnab, tikus, khinzir dan monyet. Pembentukan aterosklerosis boleh
disebabkan oleh diet yang kaya dengan lipid, atau diubahsuai secara genetik

menyebabkan hiperlipidemia dan penyakit kardiovaskular. Dalam model haiwan seperti
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monyet dan khinzir, luka dihasilkan di dalam arteri hampir serupa dengan manusia
(Granada et al. 2009) di bahagian intimal dan menyebabkan pembesaran abnormal akibat
daripada tekanan mekanikal dan pengaliran darah terhadap dinding arteri, kebiasaannya
dijumpai dalam bahagian iliak dan cabang lain. Walau bagaimanapun, disebabkan spesies
haiwan ini memerlukan penjagaan yang dan kos harga yang lebih mahal ia menjadi salah
satu halangan untuk menggunakan haiwan ini sebagai model kajian ini. Oleh itu, haiwan

yang lebih kecil seperti tikus Sprague-Dawley menjadi pilihan.



BAB IIT

BAHAN DAN KAEDAH

3.1 BAHAN

3.1.1 Haiwan Kajian

Haiwan yang digunakan dalam kajian ini adalah tikus betina Sprague-Dawley dengan
berat badan 250 hingga 300g. Haiwan ini telah diperoleh daripada Unit Sumber Haiwan
Makmal, Universiti Kebangsaan Malaysia, Kuala Lumpur, Malaysia. Haiwan ini telah
dikendalikan berdasarkan kepada peraturan pengendalian haiwan yang telah diluluskan
oleh Jawatankuasa Etika Haiwan Universiti Kebangsaan Malaysia (UKMAEC). Sijil dan
nombor kelulusan (UKMAEC) bagi kajian ini adalah: ~ FP/ANAT/2014/FAIZAH/26-
NOV/634-NOV-2014-SEPT.-2015

3.1.2 Bahan Kimia

Bahan-bahan kimia yang telah digunakan dalam kajian ini adalah seperti yang

disenaraikan berikut:

A. Penyedian Makanan Tikus
a) Makanan tikus komersial (Gold Coin Sdn Bhd.,Malaysia)
b) Minyak kelapa sawit Cap Buruh (Lam Soon Sdn Bhd.,Malaysia)
c) Ekstrak ADD-X ( Syarikat Agroscience bersama UPM)



39

. Pengukuran Nilai Peroksida

a) Kanji kentang (sigma-Aldrich, USA)

b) Asid astik (Merck KGaA, Jerman)

¢) Kalium iodide (Sigma-Aldrich,USA)

d) Asid hidroklorik (Merck KGaA, Jerman)
e) Larutan kloroform (Merck KGaA, Jerman)
f) Natrium tiosulfat (Sigma-Aldrich, USA)
g) Kalium dikromat (Sigma-Aldrich, USA)

. Prosedur Ovariektomi

a) Ketamin ( Makmal Troy, Australia)

b) Xylazin ( Makmal Troy, Australia)

c) Antibiotik Baytril ( Bayer, Korea)

d) lodin providon ( PT Mahakam Beta Farma, Indonesia)

e) Salina normal steril (Sterile Normal saline) (Diethlem, Malaysia)

. Pengukuran Nilai Superokside Dismutase (SOD)
a) Kit superoxide dismutase assay (Cayman Chemical, USA)

. Pengukuran Nilai Katalase (CAT)

a) Kit Catalase assay (Cayman Cheical,USA)

b) Hidrogen peroksida (Cayman Chemical, USA)
c) Metanol (Cayman Chemical)

. Pengukuran Nilai Glutation (GSH)

a) Kit guthathione assay ( Cayman Chemical, USA)
b) Metafosforik asid (BioVision Research Product, USA)
c) Tritanolamin (BioVision Research Product, USA)



. Pengukuran Nilai TBAR
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a) Kit thiobarbiuric acid reactive substance (TBARS) assay (Cayman Chemical,

USA)

. Persampelan Tisu

a) Anestetik dietil ester ( R&M Chemicals, UK)
b) Formaldehid (R&M Chemicals, UK)

c) Disodium hidrogen fosfat (Na;HPOj)

d) Sodium dihidrogen fosfat (NaH2PO4)

Pengukuran Nilai C-Reaktif Protein (CRP)
Kit C-Reactif Protein (CRP) Elisa (Elabscience, Wuhan)

Pengukuran Nilai Faktor-a Nekrosis Tumor (TNF-a)
Kit Tumor Nekrosis Factor-o (TNF-a) Elisa (Elabscience, Wuhan)

. Pengukuran Nilai Troponin (cTn)

Kit Troponin (cTn) Elisa (Elabscience, Wuhan)

. Pengukuran Nilai Laktat Dehidrogenase (LDH)
Kit Lactate Dehidrogenase (LDH) assay (Biovision, USA)

. Pengukuran Nilai Asid Lemak Bebas (FFA)
Kit Free fatty acid (FFA) assay (BioAssay, USA)

. Pengukuran Nilai Trigliserida (TG)
Kit Tryglyceride (TG) assay (BioAssay, USA)

. Pemprosesan Tisu Jantung

a) Larutan etanol 100% (HmbG Chemicals, Jerman)



b)
©)
d)
e)

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)

Larutan etanol 95% (vision Scientific, Korea)
Larutan xilena (Merck KGaA, Jerman)
Larutan toluene (Merck KGaA, Jerman)
Parafin (Sigma-Aldrich, USA)

. Penyediaan Dan Pewarnaan Hematoksilin Dan Eosin

Larutan etanol 100% (HmbG Chemicals, Jerman)

Larutan etanol 95% (vision Scientific, Korea)

Larutan xilena (Merck KGaA, Jerman)

Asid asetik (Merck KGaA, Jerman)

Asid hidroklorik (Merck KGaA, Jerman)

Aluminium kalium sulfat (Merck KGaA, Jerman)

Hematoksilin (BDH Chemicals,UK)

Eosin (BDH Chemical, UK)

Merkuri (IT) oksida (Asia Pacific Speciality Chemicals, Australia)

. Penyediaan dan Pewarnaan Oil Red O

a)
b)
c)
d)
¢)
f)
g)
h)
i)

Larutan etanol 100% (HmbG Chemicals, Jerman)
Larutan etanol 95% (vision Scientific, Korea)
Larutan xilena (Merck KGaA, Jerman)

Asid asetik (Merck KGaA, Jerman)

Asid hidroklorik (Merck KGaA, Jerman)
Aluminium kalium sulfat (Merck KGaA, Jerman)
Oil-red-O ( SchwannCells,USA)

Isopropanol (Vision Scientific,Korea)

Formalin (HmbG Chemicals, Jerman

41
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3.1.3 Alat Radas

Alat radas yang telah digunakan dalam kajian ini adalah seperti yang disenaraikan berikut:

A. Penempatan Haiwan Kajian
Haiwan kajian telah ditempatkan di Jabatan Anatomi, Fakulti Perubatan, Universiti

Kebangsaan Malaysia, Kuala Lumpur, Malaysia

B. Pemanasan Minyak Kelapa Sawit
a) Kuali besi tahan karat ( Stainless steel)
b) Jangkasuhu digital Digi-Sense 91100-40 (Cole-Palmer Instrument, USA)
c) Alat penimbang Tanita 1141 (Tanita Jepun)

C. Penyediaan Makanan Haiwan Kajian
a) Ketuhar (Memmert, Jerman)
b) Alat pengisar FFC-15 (Qingdao Xinfengte Machiery co. Ltd., China)
c) Alat penimbang (Tanita, Jepun)
d) Dulang pembakar

D. Prosedur Ovariektomi
a) Mesin pencukur (Panasonic, china)
b) Benang Catgut (Serag, Jerman)
c) Benang Mersilk (Serag, Jerman)
d) Jarum picagari 26G x 2" ( Terumo, Jepun)

E. Penentuan Pengambilan Makanan dan Berat Badan Haiwan Kajian

a) Alat penimbang digital Tanita 1144 (Tanita, Jepun)

F. Pengukuran Nilai Peroksida
a) Kelangkan kon 250ml (Duran Schott, Jerman)
b) Kelalang isipadu (Emil Gold Line, UK)



©)
d)
e)
f)
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Penyukat silinder (Exelo Permagold, UK)
Corong uras (Duran Schott, Jerman)
Pemegang buret (CF Paler, UK)

Buret (Duran Schott, Jerman)

. Pengukuran Tekanan Darah

a)
b)

Sistem CODA Data PowerLab (ADInstrument, Australia)

Bekas penahan haiwan kajian ( Jabatan Anatomi)

. Pensampelan dan Pemprosesn Tisu

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)

Desikator Dry-Seal (Jencons Scientific, USA)

Alat penimbang mekanik Harvard Trip (Ohaus, USA)

Mesin pembuat ais ketul Scotsman AF10 (Scotsman Ice System, USA)
Mesin pengempar Heraeus Labofuge 400 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Mesin pengempar Microfuge® 22R Centrifuge (Beckman Coulter, USA)
Peti Sejuk -70°C Reveo Hubbard (thermo Fissher Scientific, USA)

Kit Biji Best OMNI (OMNI-IN.,USa)

Mesin penghomogen (OMNI Bead Ruptor-24, USA)

Pemproses tisu automatik (Microm STP 1201-1 Jerman)

Pengukuran Kajian Biokimia

a)
b)
c)
d)
€)
f)
g)
h)
)
i)

Tip mikropipet 10pL, 100uL dan 1000uL (Aras [,Malaysia)

Tiub ependrof 1.5ml (Eppendrof, Jerman)

Rak tip mikropipet EppendrofPhysioCareConcept® (Eppendrof, Jerman)
Mikropipet 10uL, 100uL dan 1000uL (Eppendrof, Jerman)

Mikropipet pelbagai saluran 300uL (Eppendrof, Jerman)

Piring 96 telaga bersalut antibodi (Cayman Chemical USA)

Piring 96 telaga (elabScience,Wuhan)

Piring 96 telaga ( Biossay,USA)

Mesin Vortex SA3 Sturat (Bibby Scientific Ltd.,UK)

Mesin pengoyang orbital Lab-Line Junior (Lab-Line Insruments, USA)



k) Sistem penapisan air ProGrad 2 Direct-Q (Merck Milipore, USA)

1) Alat pencuci piring ELISA (ThermoScientific, Jerman)

m) Mesin Pembaca Elisa VersaMax (Molecular Devices, USA)

n) Program Perisian SOFTmax®PRO versi 3.1.2 (Molecular Devices, USA)

Penyediaan Blok Parafin Tisu Jantung
a) Mesin pembenaman tisu Leica EG1160 (Leica Microsystem, Jerman)
b) Acuan pembenaman (Leica Microsystem, Jerman)

c) Ketuhar (Memmert,Jerman)

. Penyediaan Slaid Tisu Jantung

a) Mesin mikrotom Leica RM2235 (Leica Microsystem, Jerman)

b) Mandian air Leica H11210 (Leica Microsystem, Jerman)

c) Plat pemanasan Leica (Leica Microsystem, Jerman)

d) Mata pisau mikrotom (Leica Microsystem, Jerman)

e) Slaid kaca mikroskop ( SIP TexNet Medical, China)

f) Slaid bersalut polilisin Menzel-Glaser (Thermo Scientific, Jerman)

g) Pentup slip slaid bersaiz 18 x 18 mm dan 24 x 18 mm (Chance Proper, UK)
h) Kotak slaid kayu

. Pewarnaan Histologi

a) Bekas pewarnaan kaca dan besi

b) Mikroskop cahaya Olympus CX31 (Olympus Corporation, Jepun)
c) Kertas turas 18.5 cm (Whatman, UK)

d) Pipet Pasteur 3ml (Nerbe Plus GmbH,Jerman)

e) Jam Randik (Strato 7 Jewels, Switzerland)

. Pengukuran Morfometri
a) Mikroskop cahaya Nikon Eclipse 80i (Nikon Corporation, Jepun)
b) Kamera MicroPublisher 5.0 RTV (QImaging, Kanada)

44
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c) Program perisian penganalisa imej Image-Pro Plus Versi &.0 (Media

Cybernetics,USA)

3.2 REKA BENTUK KAJIAN

Tikus betina Sprague-Dawley sebanyak 42 ekor dengan berat badan di antara 250 hingga
280g telah digunakan. Semua tikus tersebut dibela dalam sangkar polietilena dengan
penutup besi tahan karat pada suhu bilik iaitu 27°C £ 2°C. Setiap tikus diletakkan dalam
sangkar berasingan dan dibiarkan selama seminggu bagi menyesuaikan diri dengan
persekitaran sebelum kajian dimulakan. Semua tikus tersebut diberikan diet asas tikus
(makanan tikus komersial) dan air paip secara ad libitum selama seminggu tersebut.

Selepas seminggu penyesuaian berakhir, kesemua 42 ekor tikus telah dibahagikan
sama rata kepada tujuh kumpulan secara rawak dengan bilangan enam ekor tikus dalam
setiap kumpulan. Tujuh kumpulan terdiri daripada kumpulan kawalan (SHAM),
kumpulan ovariektomi dengan diet asas tikus [OVX(n)] , kumpulan ovariektomi dengan
diet 2% kolesterol [OVX(c)], kumpulan minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima kali
(SHPO), kumpulan kelapa minyak sawit dengan penambahan ekstrak ADD-X dipanaskan
lima kali (SHPO-X), kumpulan minyak kelapa sawit dipanaskan sepuluh kali (10HPO)
dan kumpulan minyak kelapa sawit dengan penambahan ekstrak ADD-X dipanaskan
sepuluh kali (10HPO-X).

Prosedur ovariektomi dijalankan dengan mengenakan anestetik Kepatax: Xylazil
(1:1) dengan menyuntik sebanyak 0.1 ml secara intramuskular bagi setiap 100g berat
badan tikus. Selepas pemberian anestesia, bulu pada bahagian abdomen tikus dicukur
dengan menggunakan mesin pencukur. Satu incisi sepanjang 1 sm dilakukan pada
bahagian tengah abdomen dan kedua-dua ovari telah dikenalpasti. Tiub Fallopian diikat
dan kemudian kedua-dua ovari dipotong dengan menggunakan gunting sebelum dibuang.
Bahagian bukaan abdomen tersebut dijahit dengan menggunakan benang Catgut bagi
lapisan dalam kulit, manakala benang Mersilk digunakan bagi menjahit lapisan luar kulit.
Kumpulan tikus SHAM menjalani prosedur pembedahan dimana kedua-dua ovari
didedahkan dan dimanipulasikan secara berhati-hati tetapi tidak dipotong malah

dimasukkan kembali ke dalam abdomen. Sebanyak 0.1 ml ubat antibiotik Baytril
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disuntik pada bahagain peritoneum untuk profilaksi jangkitan. Cecair iodin juga disapu
pada bahagian jahitan tersebut. Rawatan dimulakan dalam tempoh dua minggu selepas
prosedur ovariektomi untuk memberikan masa penyembuhan kepada tikus kajian.

Sebelum kajian dimulakan ke atas tikus tersebut, nilai peroksida bagi sampel
minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima kali, sepuluh kali, minyak sawit yang
dipanaskan lima dan sepuluh kali dengan penambahan ADD-X ditentukan terlebih dahulu.

Selepas dua minggu tikus terovariektomi sembuh sepenuhnya, tikus kumpulan
kawalan diberi diet asas tikus tanpa sebarang tambahan bahan lain manakala tikus
kumpulan lain diberi makanan mengikut kumpulan. Tikus kumpulan OVX(n) diberi diet
asas tikus. Tikus kumpulan OVX(c) pula, diberi diet kolesterol 2%. Tikus kumpulan
SHPO diberi makanan tikus kolesterol 2% dengan 15% minyak yang dipanaskan lima kali.
Tikus kumpulan SHPO-X pula, diberi makanan tikus kolesterol 2% dengan minyak
yang dipanaskan lima kali bersama ekstrak ADD-X. Tikus kumpulan 10HPO diberi
maknanan tikus kolesterol 2% dengan 15% minyak yang dipanaskan sepuluh kali. Akhir
sekali, kumpulan 10HPO-X diberi makanan kolesterol 2% dengan 15% minyak yang
dipanaskan bersama ekstrak ADD-X. Ekstrak ADD-X ditambah dalam minyak kelapa
sawit dengan nisbah 1:10 (Mohamed & Nor, 2013)

Semua tikus dijaga rapi setiap hari selama 24 minggu. Berat badan kesemua tikus
telah diukur pada hari pertama sebelum kajian dimulakan dan pada setiap minggu
sehingga minggu kedua puluh empat. Tekanan darah telah diukur dengan cara kuff ekor
pada hari pertama sebelum kajian dimulakan dan diikuti pada hari akhir setiap empat
minggu selama dua puluh empat minggu. Selepas dua puluh empat minggu tempoh
kajian, sampel darah tikus dari semua kumpulan diambil melalui sinus retro-orbital untuk
kajian analisis biokimia. Sampel darah diempar untuk mendapatkan serum. Selepas itu,
semua tikus dibunuh. Sebahagian jantung tikus diambil untuk kajian analisis biokimia.
Manakala ventrikel kiri diambil untuk kajian histologi dan histomorfometri. Kajian
histologi adalah dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin (H&E) dan pewarnaan Oil

Red O. Rajah 3.1 menunjukkan ringkasan reka bentuk kajian ini.
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Tikus Betina Sprague-Dawley, 200-280g (n=42)

|

Kumpulan Kawalan (n=6) |

Kumpulan Eksperimen (Diovariektomi) (n=36)

!

2 minggu
v v v v v A4
Kumpulan Kumpulan | | Kumpulan| | Kumpulan | Kumpulan| | Kumpulan| [ Kumpulan
SHAM OVX(n) OVX(c) 5HPO 5HPO-X 10HPO 10HPO-X
\L v v v J
Diet Diet - . .
Normal Normal Diet , Diet , Diet Diet Diet
Kolesterol 2%| | Kolesterol 2% Kolesterol 2% Koolesterol Kolesterol '
+5HPO +5HPO 2%+ 20+ 10HPO | 24 minggu
+ADD-X 10HPO 11+ ADD-x
Diukur setiap bulan
- Tekanan Darah J
- Berat badan /
Tikus Dibunuh
(Darah) , l
Serum Tisu Jantung
\ v
Pengukuran Pewarnaan Histologi || Histomorfometri :
Antioksidan P;ngulfuran Penanda g - :
i SOD Biokimia : o
- i CRP kardiomiofiber
i gggl ii. TNF-o H&E ORO ii. Saiz Nuklues
iii. :
iii. Troponin iii. Jumlah Nukleus
iv. LDH
v. FFA
vi. TG

Rajah 3.1 : Reka Bentuk Kajian
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33 PENYEDIAAN MAKANAN DAN PERLAKUAN PADA TIKUS

3.3.1 Penyediaan Minyak Kelapa Sawit (SHPO & 10HPO)

Minyak kelapa sawit segar yang digunakan dalam kajian ini telah diperoleh daripada
kedai runcit tempatan dan ianya kemudian dipanaskan selama lima kali dan sepuluh kali
secara berulang. Kaedah pemanasan minyak (Cap Buruh, Lam Soon Sdn Bhd., Malaysia)
dilakukan mengikut kajian terdahulu oleh Owu et al. (1998) dengan modifikasi (Adam et
al. 2009; Leong et al. 2009; Jaarin et al. 2011; Ng et al 2012). Berdasarkan kepada kajian
tersebut, sebanyak 2.5L minyak kelapa sawit segar dipanaskan di dalam kuali besi tahan
karat sehingga suhu mencapai 180°C. Setelah itu, sebanyak 1 kg ubi keledek (Adam et al.
2009) yang telah dipotong nipis dimasukkan ke dalam minyak yang telah dipanaskan itu
dan digoreng selama 10minit. Selepas 10 minit, ubi keledek tersebut dikeluarkan
daripada minyak panas tadi dan minyaknya dibiarkan menyejuk selama lima jam sebelum
ianya dipanaskan lagi. Ini adalah hasil pemanasan minyak kelapa sawit satu kali. Untuk
mendapatkan SHPO dan 10HPO, minyak yang disejukkan tadi dipanaskan lagi tanpa
ditambah minyak kelapa sawit segar baru sehingga suhu mencapai 180°C dan lkg ubi
keledek yang baru dimasukkan ke dalam minyak panas dan digoreng selama 10minit lagi.
Kemudian ubi keledek dikeluarkan dan minyak tersebut dibiarkan sejuk selama 5 jam lagi.
Seluruh proses pemanasan minyak kelapa sawit ini berulang sebanyak tiga dan lapan kali

lagi bagi mendapatkan minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima dan sepuluh kali.

3.3.2 Penyediaan Minyak Kelapa Sawit Bersama Ekstrak ADD-X

Ekstrak ADD-X diperoleh daripada syarikat tempatan Agrosains bersama Institut
Biosains, UPM. lanya dibekalkan dalam bentuk segar dan sedia guna. Ekstrak ADD-X
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telah diberikan kepada tikus bersama campuran makanan tikus (SHPO dan 10HPO), iaitu
ADD-X ditambah dalam minyak yang dipanaskan lima dan sepuluh kali masing-masing
(SHPO-X dan 10HPO-X). Ekstrak ADD-X telah ditambah dalam minyak kelapa sawit
sebelum proses pemanasan sebanyak 1:10 (ADD-X: minyak kelapa sawit), kemudian
digoreng sebanyak lima kali tanpa penambahan ekstrak ADD-X segar. Manakala bagi
penyediaan 10HPO-X pula, ekstrak telah ditambah sebelum proses pemanasan dan sekali
lagi pada kali ke-enam pemanasan minyak kelapa sawit. Kuantiti ekstrak ADD-X yang
digunakan adalah seperti yang disarankan oleh syarikat pengeluar (Agrosains dan Institut

Biosains, UPM)

3.3.3 Penyediaan Makanan Tikus Kajian

Makanan bagi semua tikus dalam kumpuan eksperimen telah disediakan berdasarkan
kaedah yang telah dihuraikan oleh Owu et al. (1998). Pellet makanan tikus komersial
dikisar sehingga halus dengan menggunakan mesin pengisar. Pellet makanan tersebut
kemudiannya dicampurkan dengan 15% minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima
(SHPO) dan sepuluh kali (10HPO) masing masing. Cara penyediaan makanan untuk
kumpulan tikus SHPO-X dan 10HPO-X pula adalah dengan mencampurkan makanan
komersial tikus yang dikisar dengan nisbah 1:10 ekstrak ADD-X bersama minyak sawit
yang dipanaskan, iaitu setiap 900g makanan:100g ekstrak ADD-X akan ditambah.
Semasa gaulan dengan minyak, sedikit air dicampurkan dan makanan tersebut diuli
sehingga adunan rata. Adunan makanan tersebut dibentukkan semula dalam bentuk pellet
dan dikeringkan dalam ketuhar bersuhu 80% selama kiri-kira 24 jam. Pellet makanan
tikus yang siap dikeringkan, telah disimpan dalam bekas plastik bersih serta kering kerana
kelembapan boleh mengakibatkan pertumbuhan mikroorganisma dan merosakkan

makanan tersebut.

3.3.4 Pemberian Makanan Tikus Kajian

Setiap ekor tikus dalam kajian ini telah diberi 30g makanan sehari mengikut kumpulan

kajian masing-masing. Pada setiap pagi sebelum diberi makanan, baki makanan dari hari
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sebelum itu telah ditimbang dengan alat penimbang elektronik digital bagi penentuan

jumlah pengambilan makanan oleh setiap tikus.

3.3.5 Pengukuran Berat Badan Tikus Kajian

Berat badan bagi setiap tikus dalam kajian ini telah dipantau dengan menimbang pada
permulaan kajian dan setiap minggu sepanjang tempoh kajian iaitu selama 24 minggu.
Pengukuran berat badan tikus telah dilakukan dengan menggunakan alat penimbang
digital. Semua tikus telah diperhatikan dengan teliti di sepanjang tempoh kajian bagi

sebarang perubahan fizikal dan pertumbuhan mereka.

3.3.6 Persampelan Serum Darah Tikus Kajian

Pada akhir tempoh kajian iaitu pada hari pertama minggu ke dua puluh lima, darah semua
kumpulan tikus diambil menggunakan tiub kapilari melalui sinus retro-orbital. Darah

kemudian diempar untuk mendapatkan sampel serum.

3.3.7 Persampelan Tisu Jantung Tikus Kajian

Pada akhir tempoh kajian selepas pengambilan darah, tikus telah dibunuh dan sampel tisu
jantung setiap tikus telah diambil. Tisu jantung kecuali ventrikel kiri telah dibersihkan
dengan air suling lalu dibungkus dengan kerajang aluminium dengan segera dan disimpan
dalam kotak ais sementara. Setiap sampel telah dilabelkan dengan identiti diri, kumpulan
nama sampel dan tarikh. Sampel tisu jantung telah disimpan pada suhu -70°C sehingga
pengukuran analisis biokimia dilakukan. Manakala tisu ventrikel jantung ini telah
dibersihkan dan dimasukkan ke dalam larutan formalin berpenimbal fosfat 10% sehigga

tisu tersebut diproseskan.
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3.4 PENENTUAN NILAI PEROKSIDA

Kandungan nilai peroksida bagi minyak kelapa sawit segar (FPO), minyak kelapa sawit
segar dengan ekstrak ADD-X (FPO-X), IHPO, 1HPO-X, SHPO, SHPO-X,10HPO dan
10HPO-X yang digunakan dalam kajian ini telah ditentukan dengan kaedah titrasi.

Berikut adalah proses penyediaan larutan untuk pengukuran nilai peroksida.

a. Larutan Asid Asetik-Kloroform
Tiga bahagian isipadu asetik asid glasial dicampurkan dengan dua bahagian isipadu

kloroform.

b. Kalium Iodida Tertepu

Satu larutan tertepu telah disediakan dalam 20 ml air suling yang baru dididih. Kalium
iodida telah dimasukkan ke dalam air suling seperti dinyatakan di atas sehingga ianya
tidak larut. Larutan ini perlu disimpan di tempat gelap bagi mengekalkan ketepuan untuk

penentuan nilai peroksida.

¢. Natrium Tiosulfat
Sebanyak 2.48g natrium tiosulfat dicampurkan ke dalam 1000ml air suling. Kemudian

campuran ini dipanaskan dan dikacau sehingga larut.

d. Larutan Kanji Kentang (10%)
Sebanyak 10g kanji ubi dicampurkan ke dalam 100 ml air suling dan campuran ini

dipanaskan serta dikacau sehingga larut.

3.4.1 Pemiawaian Larutan Natrium Tiosulfat

Larutan natrium tiosulfat telah disediakan dengan nilai piawainya ditentukan pada 0.01 N.
Untuk penyediaan larutan ini, sebanyak 0.01 + 0..02 g kalium dikromat dimasukkan ke

dalam kelalang kon. Sejumlah 0.5 g kalium iodida telah dicampurkan dengan 10 ml air
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suling lalu dilarutkn. Kemudian, larutan kalium iodida dimasukkan ke dalam kelalang
kon bersama kalium dikromat dan dilarutkan bersama.

Kemudian, 10 ml larutan hidrogen klorida (asid hidroklorik) 10% dicampurkan ke
dalam larutan kalium dikromat dan kalium iodida lalu digoncangkan dengan sebati
selama satu minit.Selepas itu, larutan dititratkan dengan larutan natrium tiosulfat 0.01 N
sehingga warna larutan itu bertukar kepada warna kuning muda.

Selepas itu, larutan kanji kentang 10% sebanyak 0.05 ml telah dititiskan ke dalam
larutan tadi supaya ia bertukar ke warna biru keabu-abuan. Kemudian, titrasi diteruskan
dengan larutan natrium tiosulfat 0.01 N sehingga warna biru hilang. Pada masa ini

jumlah isipadu larutan natrium tiosulfat yang telah dikira menggunakan formula berikut:

N=1000xK/49x V

Petunjuk:

K: Berat (g) kalium dikromat

V: Isipadu (ml) larutan natrium tiosulfat yang telah digunakan

Adalah penting bagi menentukan pemiawaian larutan natrium tiosulfat dilakukan
setiap kali sebelum digunakan untuk titrasi kerana normaliti larutan ini digunakan dalam

pengiraan nilai peroksida.

3.4.2 Penentuan Nilai Peroksida dalam Sampel Minyak Kajian

Nilai peroksida adalah kaedah penentuan tahap pengoksidaan dalam sampel lipid. Ia juga
merupakan kaedah untuk mengukur pembentukan kumpulan peroksida dan
hidroperoksida yang merupakan hasil awal dalam pengoksidaan lipid. Nilai peroksida
juga digunakan bagi penentuan tahap pengoksidaan lipid dan pengukuran jumlah iodin
(I2).I> adalah hasil daripada tindakbalas di antara peroksida ROOH yang hadir dalam
minyak dengan ion iodin (I') yang hadir dalam larutan kalium iodida. Nilai peroksida
dalam sampel minyak kajian ini telah ditentukan dengan menggunakan cara titrasi
iodometrik (Official Method Cd 8-53) Persatuan Ahli Kimia Minyak Amerika (American
Oil Chemists’ Society, AOCS 2003). Nilai peroksida dibaca dalam unit mili setara
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oksigen aktif per kilogram lemak atau minyak (miliequivalents of active oxygen per
kilogram of fats or oils, mEqO2/kg).

Sejumlah 5 £ 0.05 g sampel minyak telah ditimbang dan dimasukkan ke dalam
kelalang kon sebesar 250 ml. Justeru itu, 30 ml larutan asid asetik-kloroform yang telah
disediakan terlebih dahulu dimasukkan ke dalam sampel minyak tadi dan digoncang
sehingga semua sampel minyak telah larut. Kemudian, 0.5 ml larutan kalium iodida tepu
dimasukkan ke dalam kelalang kon yang sama dan larutan digoncang selama satu minit.
Setelah itu, 30 ml air suling dimasukkan ke dalam campuran tadi dan ianya telah
digoncang lagi supaya iodin yang terdapat dalam lapisan kloroform dikeluarkan dan
dimasukkan ke dalam air suling. Selepas itu, dua lapisan larutan dapat dilihat, dimana
lapisan bawah terdiri daripada campuran minyak dengan kloroform manakala lapisan atas
pula, merupakan air suling dengan iodin telah terbebas. Pada masa itu, warna lapisan air
suling menjadi jingga kemerahan jika tahap pengoksidaan sampel minyak yang
digunakan sangat tinggi manakala warna lapisan terebut berwarna kuning muda sekiranya
kandungan peroksida dalam sampel rendah.

Selepas itu, campuran tadi telah dititrat dengan larutan natrium tiosulfat 0.01 N
yang telah siap diisi di dalam buret. Titrasi telah dilakukan dengan larutan natrium
tiosulfat secara beransur-ansur dan cermat supaya tidak terlebih daripada had yang
diperlukan. Di samping titrasi, kelalang kon juga telah digoncangkan dengan kuat dan
berterusan supaya campuran tersebut menjadi sekata. Tritasi diteruskan sehingga warna
lapisan akueus bertukar menjadi kuning muda dan ini adalah untuk memastikan semua
iodin telah dibebaskan daripada lapisan kloroform. Seterusnya, 0.5 ml larutan kanji
kentang 10% dimasukkan secara titisan ke dalam campuran berwarna kuning muda tadi.
Pada masa ini, lapisan akueus telah menjadi warna biru keabu-abuan dan titrasi larutan
natrium tiosulfat dimulakan lalu diteruskan sehingga warna biru tadi hilang dan lapisan
akueus kelihatan jernih.

Seterusnya, isipadu jumlah larutan natrium tiosulfat 0.01 N yang telah digunakan
dalam proses titrasi dicatat. Ujian kosong iaitu atau ujian penentuan tanpa menggunakan
sampel bagi menghindarkan sebarang faktor yang boleh mempengaruhi bacaan nilai

peroksida sampel yang dihasilkan daripada ujian berkenaan. Dalam kajian ini nilai ujian
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kosong yang digunakan adalah 0.1 (Leong et al. 2011). Akhirnya, nilai peroksida sampel

minyak dikira dengan menggunakan formula berikut :

(Vs-Vp)N x 1000

W

Petunjuk:

Vs @ isipadu (ml) larutan natrium tiosulfat yang digunakan

Vp : isipadu (ml) larutan natrium tiosulfat yang digunakan dalam ujian kosong
W : berat (g) sampel minyak atau lemak

N: normaliti larutan natrium tiosulfat

3.5 PENGUKURAN TEKANAN DARAH TIKUS KAJIAN

Kaedah kuf ekor telah digunakan untuk mengukur tekanan darah bagi semua tikus dalam
kajian ini. Sistem pemperolehan data PowerLab (ADInstruments) digunakan bagi
mendapatkan bacaan tekanan darah tersebut. Dalam proses pengambilan tekanan darah,
setiap ekor tikus kajian telah didedahkan kepada cahaya matahari selama angaran masa
lima minit sebelum tekanan darah diukur. Langkah ini adalah penting untuk memastikan
pengaliran darah yang lancar ke bahagian ekornya dan justeru itu pengukuran tekanan
darah boleh dilakukan dengan cepat serta mendapat bacaan tekanan darah dengan tepat.
Selepas itu, setiap tikus yang diukur tekanan darahnya dimasukkan ke dalam bekas
penahan dengan cermat supaya ia tidak mengalami kecederaan. Kuf di pasang pada
bahagian ekornya dan sehelai tuala kecil diletak meliputi bahagian muka bagi menutup
penglihatannya buat sementara. Langkah ini dipercayai boleh menenangkan perasaan
emosinya dan bacaan tekanan darah tidak dipengaruhi faktor lain (Azlina et al. 2009).
Bacaan tekanan darah bagi setiap tikus telah diambil sebanyak lima kali dan akhirnya

bacaan purata diambil.
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3.6 PEMPROSESAN SERUM DARAH UNTUK UJIAN BIOKIMIA

Sampel darah kesemua ekor tikus diambil sebelum tikus dikorbankan pada akhir kajian.
Sampel darah diambil setelah diberi inhalasi dietil ether selepas sampel darah ini diambil
bagi tujuan pemeriksaan parameter antioksidan dan penanda tekaan oksidatif serum.
Sampel darah yang diisi di dalam botol darah tidak bersalut dibiarkan pada suhu bilik
selama dua hingga tiga jam sebelum proses pengemparan dilakukan.  Proses
pengemparan darah dilakukan bagi tujuan memisahkan darah dan serum. Kelajuan yang
digunakan adalah 3000 r.p.m pada suhu 4°C selama 10 minit. Serum yag diperoleh

seterusnya dipindahkan ke dalam tiub Appendrof bagi tujuan analisa.

3.7 PENENTUAN PARAMETER ANTIOKSIDAN DAN PENANDA TEKANAN
OKSIDATIF

3.7.1 Penentuan Paras Katalase (CAT)

Ujian bagi penentuan paras CAT dalam serum darah telah dilakukan dengan mengukur
kehadiran aktiviti enzim antioksida. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran C).

3.7.2 Penentuan Paras Superoksida Dismutase (SOD)

Ujian bagi penentuan paras SOD dalam serum darah telah dilakukan dengan mengukur
kehadiran aktiviti enzim antioksida. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran D).
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3.7.3 Penentuan Paras Glutation (GSH)

Ujian bagi penentuan paras GSH dalam serum darah telah dilakukan dengan mengukur
kehadiran aktiviti enzim antioksida. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran E).

3.7.4 Penentuan Paras Bahan Reaktif Asid Tiobarbiturik (TBARS)

Ujian bagi penentuan paras TBARS dalam serum darah telah dilakukan dengan mengukur
paras tekanan oksidatif. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip pengukuran dan
langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan arahan yang

terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran F).

3.8 PENENTUAN BERAT TISU JANTUNG

Pada akhir tempoh kajian iaitu 24 minggu, semua tikus telah dibunuh dan tisu jantung

yang diambil bagi setiap tikus telah ditimbang menggunakan penimbang digital.

3.9 PEMPROSESAN TISU JANTUNG UNTUK UJIAN BIOKIMIA

Pada akhir tempoh kajian iaitu 24 minggu, semua tikus telah dibunuh dan tisu jantung
yang diambil bagi setiap tikus telah dibasuh dengan normal salina sebelum ia dibungkus
dengan kerajang aluminium. Tisu jantung yang telah diproses itu telah diletak dalam
kotak ais dan akhirnya disimpan dalam peti sejuk dengan suhu -70°C sebelum ia
digunakan.

Tisu jantung telah dihomogenat mengikut arahan dalam kit yang digunakan dalam
kajian ini. Setelah tisu jantung dikeluarkan daripada -70°C, 25 mg tisu ditimbang dan
dimasukkan ke dalam tiub pengempar yang diisi dengan biji besi (OMNI metal bead).
Kemudian, penampan RIPA bersama koktail perencat protease sebanyak 250uL

ditambahkan dalam tisu jantung tadi dan dihomogenkan menggunakan mesin homogen
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Omni Bed ruptor 24, selama 10 saat sekali untuk dua pusingan. Setelah itu, dengan
menggunakan mesin pengempar, tiub tersebut telah diemparkan pada 3821 x 1000 r.p.m
selama 10 minit dengan suhu 4°C. Selepas itu, supernatan telah diambil daripada tiub

pengempar dan digunakan untuk analisa paras kit asai.

3.10 PENENTUAN PARAMETER BIOKIMIA DALAM TISU JANTUNG

3.10.1 Penentuan Paras Protein C-Reaktif (CRP)

Ujian bagi penentuan paras CRP dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras inflamasi. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip pengukuran dan langkah
perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan arahan yang terdapat dalam

kit asal yang telah digunakan (Lampiran G).

3.10.2 Penentuan Paras Faktor-a Nekrosis Tumor (TNF-a)

Ujian bagi penentuan paras TNF- a dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras inflamasi. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip pengukuran dan langkah
perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan arahan yang terdapat dalam

kit asal yang telah digunakan (Lampiran H).

3.10.3 Penentuan Paras troponin

Ujian bagi penentuan paras troponin dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras aktiviti biokimia jantung. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran I).
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3.10.4 Penentuan Paras Laktat Dehidrogenase (LDH)

Ujian bagi penentuan paras LDH dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras aktiviti biokimia jantung. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran J).

3.10.5 Penentuan Paras Asid Lemak Bebas (FFA)

Ujian bagi penentuan paras FFA dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras kandungan lipid jantung. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran K).

3.10.6 Penentuan Paras Trigliserida (TG)

Ujian bagi penentuan paras TG dalam tisu jantung telah dilakukan dengan mengukur
paras kandungan lipid jantung. Penyediaan larutan dan reagen berserta prinsip
pengukuran dan langkah perlakuan asai telah dijalankan berdasarkan kepada panduan

arahan yang terdapat dalam kit asal yang telah digunakan (Lampiran L).

3.11 PEMPROSESAN TISU JANTUNG UNTUK HISTOLOGI

Setelah tikus dibunuh , tisu jantung diambil. Tisu jantung telah dibersihkan dengan
membuang lemak serta tisu yang melekat padanya. Ventrikel kiri jantung telah dipotong
dan difiksasi dengan larutan formalin berpenimbal fosfat 10% tidak melebihi 24 hingga
48 jam.

Pemprosesan tisu peringkat penyahidratan, pencerahan dan infiltrasi serta
impregnasi telah dilakukan dengan menggunakan mesin pemproses tisu automatik,

Microm STP1201-1 Tissue Processor (Lampiran M).
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Pemprosesan tisu diteruskan dengan pemprosesan blok. Tisu jantung (ventrikal
kiri) pula, ia diletakkan secara mendatar ke acuan pembenaman dan diisi dengan lilin.
Kemudian blok tisu dengan lilin parafin diletakkan di atas permukaan ais dan acuan
pembenaman dikeluarkan setelah ia dibeku. Akhirnya, blok tisu yang dihasilkan
disimpan pada suhu 0°C sehingga proses penghirisan tisu dilakukan.

Tisu telah dihiris dengan ketebalan Spm menggunakan mesin mikrotom. Sebelum
memulakan proses hirisan, blok tisu telah disejukkan supaya proses hirisan dijalankan
dengan mudah dan juga bagi mendapatkan hasil hirisan yang baik. Setelah dihiris, tisu
yang berupa dalam bentuk lilin diampaikan di atas air suling yang telah dipanaskan pada
suhu 50°C. Seterusnya, hirisan reben yang terampai, dipancing pada permukaan air
dengan menggunakan slaid kaca. Dua keratan tisu dipancing pada satu slaid yang sama.
Pada masa yang sama, hirisan reben telah dipastikan supaya tidak terlalu lama dibiarkan
terampai dalam air suling kerana hirisan tersebut boleh merekah atau pecah. Selepas itu,
slaid yang terlekat dengan tisu dikeringkan di atas rak sehingga kebanyakkan air pada
slaid telah tiada dan seterusnya diletakkan di atas plat pemanasan yang bersuhu 40°C
selama semalaman. Ini akan membantu mengeringkan slaid tisu yang telah dihasilkan.
Kemudian, slaid yang telah kering disimpan dalam kotak slaid yang disediakan sehingga
ia diwarnakan. Bagi pewarnaan histologi, tisu jantung pada slaid kaca biasa. Carta aliran

kaedah pemprosesan tisu jantung telah digambarkan dalam Lampiran M.

3.11.1 Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin

Salah satu jenis teknik pewarnaan yang umum dan sering menjadi pilihan penyelidik
adalah pewarnaan hematoksilin dan eosin (H&E). Teknik pewarnaan ini sering
digunakan sebagai rutin dalam kajian mikroskopi. Penggunaan kedua-dua pewarnaan
tersebut, memudahkan pengguna dalam menentukan morfologi dan perubahan patologi
pada tisu yang dikaji. Justeru itu, hemaktosilin yang memberi warna ungu mempunyai
afiniti kepada unsur basofilik seperti DNA dan RNA yang didapati dalam nukleus.
Pewarnaan eosin pula menunjukkan afiniti terhadap unsur asidofilik seperti sitoplasma

dan struktur lainintrasel lalu mewarnakannya dengan warna merah jambu.
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Langkah penyahlilinan (dewaxing) adalah permulaan dalam prosses pewarnaan
tisu. Slaid tisu (ventrikel kiri) disusun dalam rak slaid besi dan direndam dalam larutan
xilena 100% berturut-turut sebanyak dua kali untuk tempoh masa selama lima minit bagi
setiap kali. Proses ini diteruskan ke langkah penghidratan dengan memasukkan slaid ke
dalam larutan alkohol 100% I, 100% II, 95%, 80%, 70% dan 50% mengikut urutan
selama tiga minit dalam setiap larutan.

Selepas slaid tisu dikeluarkan daripada larutan alkohol 50%, ia dibawa ke air paip
mengalir dan dibiarkan dalam air selama satu minit. Kemudian, slaid tisu diletakkan
dalam larutan pewarna hematoksilin yang telah disediakan (Lampiran N) selama sepuluh
hingga lima belas minit dan selepas itu, slaid dilalukan dibawah air paip yang mengalir
sehingga slaid bersih daripada warna hematoksilin. Setelah itu, slaid dicelupkan dalam
larutan asid alkohol 1% (1% asid alkohol disediakan dengan campuran antara 99 ml
alkohol 70% dan 1 ml asid hidroklorik berkonsentrasi tinggi) sebanyak tiga celupan atau
selama tiga saat bagi proses pembezaan. Setelah langkah ini, slaid diletakkan di bawah
air paip yang mengalir sekali lagi selama lima hingga sepuluh minit bagi proses
pembiruan. Kemudian, slaid dimasukkan ke dalam larutan pewarna eosin (Lampiran O)
selama tiga hingga lima minit bagi tujuan pembalasan warna.

Sejurus selepas slaid dikeluarkan daripada pewarnaan eosin, bermulalah langkah
penyahidratan. Pada masa ini, slaid dimasukkan ke dalam alkohol 95% I, 95% II, larutan
alkohol 100% I dan larutan alkohol 100% II selama lima minit bagi setiap larutan xilena.
Slaid dikeluarkan daripada larutan xilena 100% II dan diteruskan dengan proses
pelekapan di mana slaid tisu ditutup dengan penutup slaid (cover slip) selepas larutan
DPX dititiskan di atas slaid tisu. Pada masa ini, gelembung udara yang terperangkap di
bawah penutup slaid dipastikan tiada supaya slaid tisu yang terhasil adalah bersih dan
terang dibawah penglihatan penganalisa imej. Kemudian, semua slaid tersebut dibiarkan
kering pada suhu bilik selama semalaman. Penganalisaan mikroskopi menggunakan
mikroskop cahaya pada kanta mata tahap pembesaran 10X dankanta objektif pada tahap
pembesaran 4X, 10X, 20X, dan 40X dilakukan oleh dua orang penyelidik. Pengukuran
kelebaran kardiomiometer dan saiz nukleus pada tisu miokardium telah dijalankan. Carta

aliran bagi proses pewarnaan H&E telah ditunjukkan di Lampiran Q
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3.11.2 Pewarnaan Oil-Red-O

Oil-Red-O adalah salah satu pewarnaan yang digunakan bagi kajian pemerhatian lipid
pada tisu.Larutan stok Oil-Red-O (ORO) disediakan dengan melarutkan 0.5 g ORO ke
dalam 100 mL isopropanolol. Larutan ini dikacau di atas plat pemanas semalaman.
Kemudian, larutan ini ditapis dengan menggunakan kertas turas dan hasil tapisan
disimpan di dalam peti sejuk bersuhu 4°C sehingga digunakan. Larutan ORO disediakan
sejurus sebelum pewarnaan dilakukan. Tiga puluh mL larutan stok ORO diambil dan
dicampurkan dengan 20mL air suling. Larutan Mayer’s hemalum dilakukan dengan
melarutkan hematoksilin 1 g, potassium alum 50 g, sodium iodat 0.2 g, kloral hidrat 50 g
dan asid sitrik 1 g dilarutkan di dalam 1000mL air suling. Larutan isopropanolol 60%
disediakan dengan mencampurkan 60mL isipropanolol dengan 40mL air suling.

Pewarnaan pertama dilakukan dengan meletakkan slaid di dalam larutan ORO
selama 15 minit.Selepas itu bilasan dilakukan dengan larutan isopropanolol 60%. Proses
pewarnaan kedua dilakukan dengan mencelupkan slaid di dalam larutan Mayer’s
hemalum sebanyak 5 celupan. Kemudian, slaid dibilas hingga bersih dengan
menggunakan air suling. Pelekapan slaid dilakukan dengan medium DPX dan ditutup
dengan penutup slaid. Slaid sedia dilihat di bawah mikroskop cahaya. Carta aliran bagi
proses pewarnaan ORO telah ditunjukkan dalam Rajah 3.2



Pewarnaan pertama: Larutan ORO

15 minit

Bilasan: Larutan isopropanolol 60%

Pewarnaan kedua: Mayer’s
hemalum
5 celupan

Bilasan: Air Suling
Pelekapan slaid: DPX

Pemerhatian dibawah mikroskop
cahaya

Rajah 3.2 : Carta aliran pewarnaan ORO

62



63

3.12 KAJIAN MORFOMETRI JANTUNG

Morfomeri jantung yang telah dikaji adalah kelebaran kardiomiofiber, saiz nukleus
kardiomiofiber dan jumlah kiraan nukleus kardiomiofiber pada lapisan tisu miokardium
ventrikel kiri. Tisu jantung telah diwarnakan dengan H&E bagi kajian morfometri ini.
Imej tisu jantung telah diambil (format JPEG, warna 24-bit, 2560x1920 piksel) dengan
menggunakan kamera MicroPublisher 5.0 RTV yang disambungkan ke mikroskop.
Pembesaran pada 200X telah dilakukan dan lima hirisan tisu jantung yang diambil secara
rawak bersistem mengikut turutan. Pengukuran kelebaran kardiomiofiber dan saiz
nukleus pada tisu miokardium ventrikel kiri telah dilakukan mengikut kaedah yang telah
dihuraikan oleh pengkaji terdahulu (Owu et al. 1998) dengan sedikit penyesuaian. Proses
segmensasi telah dilakukan pada imej tisu tersebut melalui program perisan penganalisa
imej “Image-Pro Plus: versi 7.0 (Media Cybernectics Inc.,USA). Nukleus yang pada
asalnya diwarnakan ungu oleh pewarnaan H&E, telah ditandakan dengan warna hitam
manakala warna putih telah digunakan bagi menandakan bahagian tisu lapisan
miokardium yang lain dalam proses segmentasi.

Bagi pengukuran kelebaran kardiomiofiber dan saiz nukleusnya, satu tapak
pengukuran bersaizkan 10,000 um? telah dikenalpasti lalu ditentukan sebagai piawaian
bagi menggelakkan kepincangan dalam keputusan antara sampel menggunakan grid 3 x 3.
Di samping itu, bagi setiap potongan tisu jantung, empat ukuran dilakukan iaitu pada
kedudukan 0°, 90°, 180° dan 270°. Morfometri tisu jantung telah ditentukan dengan
menggunakan program perisan penganalisa imej “Image-Pro Plus” versi 7.0 (Media
Cybernetics Inc, USA) dan telah dipastikan bahawa kalibrasi yang betul dilakukan pada
imej sebelum menjalankan pengukuran. Dua belas bacaan diambil daripada setiap sampel
tisu jantung untuk menentukan purata lalu mendapat satu bacaan dengan menggunakan

formula seperti dibawah :

Diameter = 2r = 1.048 x MB

Petunjuk :
MB = myocyte breadth
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Pengiraan jumlah nukleus kardiomiofiber pula menggunakan formula seperti :

N(n)v =N(n)A/Dn

N(@®)T = N(n)v x VT

Petunjuk:

N(n)v = Nukleus miosit per unit isipadu miokardium

N(n)T = Jumlah bilangan nukleus miositdalam setiap ventrikel
N(n)A =Jumlah purata nukleus

VT  =Jumlah isipadu ventrikular miokardium yang kelihatan

Dn = Purata panjang nukleus

3.13 ANALISIS STATISTIK

Data dinyatakan sebagai nilai purata + ralat piawai (SEM). Memandangkan jumlah
sampel adalah kurang daripada lima puluh, maka ujian Shapiro-Wilk telah digunakan
bagi penentuan normaliti taburan data. Bagi tekanan darah yang diukur, analisis
dilakukan adalah menggunakan ujian t berpasangan (paired t-test). Perbandingan
perbezaan antara kumpulan kajian, analisis perbezaan (Analysis of Variance, ANOVA)
telah digunakan dan ianya diikuti dengan ujian Post Hoc bagi ujian ANOVA yang telah
menunjukkan perbezaan kumpulan. Kesignifikan setiap keputusan ujian telah ditentukan
berdasarkan nilai p<0.05 dan perisian pakej statistikal bagi sains social (Statistical
Package For Social Science, SPSS) versi 20.0 telah digunakan bagi kesemua analisa data

dalam kajian ini.



BAB IV

HASIL KAJIAN

4.1 NILAI PEROKSIDA

Terdapat peningkatan nilai peroksida bagi minyak sawit yang dipanaskan sekali, lima kali
dan sepuluh kali berbanding minyak sawit segar. Nilai peroksida minyak sawit yang
dipanaskan sekali, lima kali dan sepuluh kali jauh lebih rendah dengan penambahan

ADD-X berbanding minyak sawit segar dan kumpulan tanpa penambahan ADD-X.
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Rajah 4.1: Nilai peroksida (meq/kg) dalam minyak sawit segar (FPO) yang dipanaskan tanpa dan dengan
ADD-X (purata + SEM (n=6). Perbezaan signifikan pada nilai p<0.05 apabila dibandingkan
dengan kumpulan masing-masing. Garis melintang menunjukkan nilai maksimum peroksida
minyak yang dibenarkkan dalam diet mengikut ‘American Oil Chemists’ Society’ (AOCS,
2003).

a = berbeza dengan signifikan berbanding dengan 1HPO, SHPO, 10HPO masing-masing

(p< 0.05)

b = berbeza dengan signifikan berbanding dengan FPO (p<0.05)

¢ = berbeza dengan signifikan berbanding dengan FPO-X (p<0.05)

d= berbeza dengan signifikan berbanding dengan 1HPO (p<0.05)

e= berbeza dengan signifikan berbanding dengan SHPO (p<0.05)
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4.2 PERTUMBUHAN TIKUS DAN PENGAMBILAN MAKANAN

4.2.1 Purata Pengambilan Makanan Seminggu

Purata pengambilan makanan seminggu kumpulan SHPO, SHPO-X, 10HPO, 10HPO-X
adalah signifikan berbanding dengan kumpulan SHAM (Rajah 4.3). Pemberian ADD-X
meningkatkan pengambilan makanan kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding
kumpulan SHPO dan 10HPO.
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Purata Pengambilan makanan
seminggu(g)
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Rajah 4.2: Purata pengambilan makanan seminggu oleh tikus dalam kumpulan kawalan (SHAM),
ovariektomi diberi diet normal (OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak
kelapa sawit dipanaskan lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-
X (SHPO-X), minyak dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan
sebanyak sepuluh kali + ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalampurata + SEM
(n=0).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.2.2 Berat Badan Tikus

Terdapat peningkatan berat badan bagi kesemua kumpulan dalam kajian ini berbanding
berat badan asal. Walau bagaimanapun, peningkatan purata berat badan adalah jauh lebih
tinggi bagi kumpulan 10HPO pada setiap bulan dengan signifikan berbanding kumpulan
SHAM dan OVX(n) (Rajah 4.2).

Rajah 4.3: Purata berat badan tikus dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (5HPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM
b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)
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4.3.1 Tekanan Darah Sistolik

TEKANAN DARAH
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Terdapat peningkatan signifikan(p<0.05) tekanan darah sistolik pada akhir kajian bagi
kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO jika dibandingkan dengan tekanan darah pada

awal kajian kumpulan masing-masing. Peningkatan tekanan darah sistolik adalah lebih

rendah secara signifikan (p<0.05) bagi kumpulan 10HPO-X berbanding 10HPO (Rajah

4.4)
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Rajah 4.4: Perbezaan tekanan darah sistolik dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet

normal (OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit
dipanaskan lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X),
minyak dipanaskan sebanyak sepuluh kali (10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak
sepuluh kali + ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam puratat SEM (n=0).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan 5 HPO /10HPO masing-masing



4.3.2 Tekanan Darah Diastolik

Terdapat peningkatan signifikan(p<0.05) tekanan darah diastolik pada akhir kajian bagi
kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO jika dibandingkan dengan tekanan darah pada
awal kajian kumpulan masing-masing. Peningkatan tekanan darah diastolic adalah lebih

rendah secara signifikan(p<0.05) bagi kumpulan, SHPO-X dan 10HPO-X berbanding

SHAM (Rajah 4.5).
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Rajah 4.5: Perbezaan tekanan darah diastolic dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet
normal (OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan
lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +

ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM
b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)
¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)




4.3.3 Tekanan Darah Min

Terdapat peningkatan signifikan(p<0.05) min tekanan darah bagi kumpulan pada akhir
kajian bagi kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO jika dibandingkan dengan tekanan

darah pada awal kajian kumpulan masing-masing. Peningkatan tekanan min darah adalah

lebih rendah secara signifikan(p<0.05) bagi kumpulan 10HPO-X berbanding 10HPO

(Rajah 4.6)
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Rajah 4.6: Perbezaan tekanan darah min dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal

(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak

dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +

ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam puratat SEM (n=0).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM
b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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44  PARAS PARAMETER ANTIOKSIDAN DAN PENANDA OKSIDATIF

4.4.1 Paras Aktiviti Enzim Superoksida Dismutase (SOD)

Hasil kajian ini telah mendapati paras SOD dalam serum tikus kumpulan SHPO, SHPO-X,
10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan SHAM.
Kumpulan 5SHPO dan 10HPO menurunkan paras SOD secara signifikan (p<0.05)
berbanding kumpulan SHAM, OVX (n) dan OVX (c¢). Pemberian ADD-X meningkatkan
paras SOD bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan 10HPO.
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Rajah 4.7: Paras SOD serum dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal (OVX(n)),
ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali (SHPO),
minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak dipanaskan sebanyak
sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali + ADD-X
(10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.4.2 Paras Aktiviti Enzim Katalase (CAT)

Hasil kajian ini telah mendapati paras CAT dalam serum tikus kumpulan SHPO, SHPO-X,
10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan SHAM.
Kumpulan 5HPO dan 10HPO menurunkan paras CAT secara signifikan (p<0.05)
berbanding kumpulan SHAM, OVX (n) dan OVX (c). Pemberian ADD-X meningkatkan
paras CAT bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan 10HPO.
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Rajah 4.8: Paras CAT serum dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal (OVX(n)),
ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali (SHPO),
minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak dipanaskan sebanyak
sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali + ADD-X
(10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.4.3 Paras Aktiviti Enzim Glutation (GSH)

Hasil kajian ini telah mendapati paras GSH dalam serum tikus kumpulan SHPO, SHPO-X,
10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan SHAM.
Kumpulan 5HPO dan 10HPO menurunkan paras GSH secara signifikan (p<0.05)
berbanding kumpulan SHAM, OVX (n) dan OVX (c). Pemberian ADD-X meningkatkan
paras GSH bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan 10HPO.
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Rajah 4.9: Paras GSH serum dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal (OVX(n)),
ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali (SHPO),
minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak dipanaskan sebanyak
sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali + ADD-X
(10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.4.4 Paras Bahan Reaktif Asid Tiobarbiturik (TBARS)

Hasil kajian ini telah mendapati paras TBAR dalam serum tikus kumpulan SHPO,5HPO-
X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan
SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan paras TBAR
secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n). Pemberian ADD-
X menurunkan paras TBAR bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO

dan 10HPO.
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Rajah 4.10: Paras TBAR serum dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (5HPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.5 BERAT TISU JANTUNG

Hasil kajian ini telah mendapati terdapat penurunan berat jantung secara
signifikan(p<0.05) bagi kumpulan haiwan yang diberi ADD-X. Tetapi kumpulan haiwan
OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan signifikan(p<0.05) pada berat tisu
jantung berbanding kumpulan SHAM dan OVX(n).
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Rajah 4.11: Berat tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan
lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali
+ ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.6 PENANDA INFLAMASI

4.6.1 Paras Protein C-Reaktif (CRP)

Hasil kajian ini telah mendapati paras CRP dalam tisu jantung tikus kumpulan SHPO,
SHPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan
SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan paras CRP
secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n). Pemberian ADD-
X menurunkan paras CRP bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan
10HPO.
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Rajah 4.12: Paras CRP tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (5HPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata = SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO/ 10HPO masing-masing
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4.6.2 Paras Faktor-a Nekrosis Tumor (TNF-a )

Hasil kajian ini telah mendapati paras TNF-o dalam tisu jantung tikus kumpulan SHPO,
SHPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan
SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan paras TNF-a
secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n). Pemberian ADD-
X menurunkan paras TNF-a  bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO
dan 10HPO.
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Rajah 4.13: Paras TNF-a tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.7 PENANDA BIOKIMIA JANTUNG

4.7.1 Paras Troponin

Hasil kajian ini telah mendapati paras troponin dalam kesemua tisu jantung tikus
kumpulan SHPO, SHPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding
dengan kumpulan SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan
peningkatan paras troponin secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM,
OVX (n). Pemberian ADD-X menurunkan paras troponin bagi kumpulan SHPO-X dan
10HPO-X berbanding SHPO dan 10HPO.
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Rajah 4.14: Paras troponin tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO/ 10HPO masing-masing



4.7.2 Paras Laktat Dehidrogenase (LDH)

Hasil kajian ini telah mendapati paras LDH dalam kesemua tisu jantung tikus kumpulan
SHPO, 5HPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan
kumpulan SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan
paras LDH secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n).
Pemberian ADD-X menurunkan paras LDH bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X

berbanding SHPO dan 10HPO.
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Rajah 4.15: Paras LDH
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak

dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +

tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal

ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.8 KANDUNGAN LIPID JANTUNG

4.8.1 Paras Asid Lemak Bebas (FFA)

Hasil kajian ini telah mendapati paras FFA dalam tisu jantung tikus kumpulan SHPO,
SHPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan
SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan paras FFA
secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n). Pemberian ADD-
X menurunkan paras FFA bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan
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Rajah 4.16: Paras FFA tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam puratax SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.8.2 Paras Trigliserida (TG)

Hasil kajian ini telah mendapati paras TG dalam tisu jantung tikus kumpulan SHPO,
SHPO-X, 10HPO dan 10HPO-X adalah signifikan (p<0.05) berbanding dengan kumpulan
SHAM. Kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO menunjukkan peningkatan paras TG
secara signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan SHAM dan OVX (n). Pemberian ADD-
X menurunkan paras TG bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X berbanding SHPO dan

10HPO.
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Rajah 4.17: Paras TG tisu jantung dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (5HPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata+ SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing
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4.9 KAJIAN HISTOLOGI

4.9.1 Pewarnaan Hematosilin Dan Eosin (H&E)

Kumpulan kontrol (SHAM) menunjukkan nukleus yang bulat dan besar pada
bahagian tengah gentian otot jantung. Satu corak yang sama boleh didapati dalam
kumpulan OVX(n). Kehadiran sel nekrotik dalam tisu jantung kumpulan SHPO dan
10HPO diperhatikan.Sel nekrotik dapat dikenal pasti dengan ciri eosinofiliknya yang
berwarna merah jambu terang berbanding dengan sel normal sekitarnya.Didapati nekrosis
dan inflamasi adalah jauh lebih teruk bagi kumpulan 10HPO berbanding SHPO.Tidak
terdapat nekrosis pada tisu jantung dengan pemberian ADD-X. Selain itu, lebih kurang
sel inflamatori pada pada kumpulan tisu jantung yang diberi ADD-X.
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A) B)
0) D)
E) F)
G)

Fotomikrograf 4.9.1 menunjukkan tisu jantung dengan pewarnaan H & E (40x). N- nukleus;
M- otot kardiak; Nc- sel nekrotic; A-SHAM; B-OVX(n); C- OVX(c); D- SHPO; E-5HPO-X;
F-10HPO; G-10HPO-X
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4.9.2 HISTOLOGI PEWARNAAN OIL- RED- O

Keratan tisu jantung telah diwarnakan dengan Oil-Red-O untuk mengenal pasti
pengumpulan lipid. Lipid akan kelihatan merah dan nukleus akan kelihatan biru.
Kumpulan kontrol (sham) menunjukkan nukleus bulat dan besar berwarna biru pada
bahagian tengah otot jantung. Satu corak yag sama boleh didapati dalam kumpulan yang
diberi makan dengan OVX(n). Kehadiran pengumpulan lipid tinggi (berwarna merah)
dalam tisu jantung kumpulan SHPO dan 10PO dapat diperhatikan. Pengumpulan lipid
adalah sederhana dalam tisu jantung kumpulan SHPO-X dan kumpulan 10HPO-X.



A) B)
C) D)
E) F)
G)

Fotomikrograf 4.9.2 menunjukkan tisu jantung dengan pewarnaan Qil-Red-O(40X).
Sel kardiak dapat dilihat berwarna merah keorenan manakala akumulasi lipid intra-
miokardial berwarna kemerahan ( # ) A- SHAM; B-OVX(n); C- OVX(c); D-
5HPO; E- SHPO-X; F-10HPO; G- 10HPO-X

84
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410 HISTOMORFOMETRI TISU JANTUNG

4.10.1 Lebar Kardiomiosit

Pada akhir kajian terdapat peningkatan yang signifikan (p<0.05) pada kelebaran
kardiomiosit di keratan ventrikel kiri dalam kumpulan OVX(c), SHPO, 10HPO
berbanding dengan kumpulan yang diberi ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X).
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Rajah 4.18: Lebar kardiomiofiber dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal

(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan lima
kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali +
ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan SHPO /10HPO masing-masing



86

4.10.2 Saiz Nukleus Kardiomiofiber

Pada akhir kajian terdapat penurunan yang signifikan (p<0.05) pada saiz nukleus
kardiomiofiber pada ventrikel kiri dalam kumpulan OVX(c), SHPO, 10HPO (p<0.05),
berbanding kumpulan yang diberi ADD-X (SHPO-x dan 10HPO-x).
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Rajah 4.19: Saiz nukleus kardiomiofiber dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet normal
(OVX(n)), ovariektomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit dipanaskan
lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X), minyak
dipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak sepuluh kali
+ ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)

d = berbeza berbanding dengan kumpulan 5SHPO /10HPO masing-masing
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4.11.3 Jumlah Nukleus Kardiomiofiber

Pada akhir kajian terdapat peningkatan yang signifikan (p<0.05), dalam jumlah nukleus

kardiomiofiber pada ventrikel kiri pada kumpulan OVX(c), SHPO, 10HPO berbanding
kumpulan yang diberi ADD-X (SHPO-x dan 10HPO-x).
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Rajah 4.20: Kiraan nukleus kardiomiofiber dalam kumpulan kawalan (SHAM), ovariektomi diberi diet

normal (OVX(n)), ovaricktomi diberi diet kolesterol (OVX(c)), minyak kelapa sawit
dipanaskan lima kali (SHPO), minyak kelapa sawit dipanaskan lima kali + ADD-X (SHPO-X),
minyakdipanaskan sebanyak sepuluh kali(10HPO), minyak yang dipanaskan sebanyak
sepuluh kali + ADD-X (10HPO+ADD-X). Data ditunjukkan dalam purata + SEM (n=6).

a = berbeza berbanding dengan kumpulan SHAM

b = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(n)

¢ = berbeza berbanding dengan kumpulan OVX(c)
d = berbeza berbanding dengan kumpulan 5SHPO dan 10HPO
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PERBINCANGAN

5.1 NILAI PEROKSIDA

Nilai peroksida minyak kelapa sawit dan minyak kelapa sawit dengan penambahan
ekstrak ADD-X dalam kajian ini telah dinilai untuk menentukan tahap pengoksidaan
minyak berkenaan lalu mengenalpasti minyak yang selamat dalam pengambilan harian.
Nilai peroksida dalam kajian ini telah didapati meningkat dengan peningkatan kadar
bilangan pemanasan minyak kelapa sawit. Keputusan yang sama ini juga telah
dilaporkan oleh pengkaji terdahulu, Jaarin dan Kamsiah (2012); Kamsiah et al (2012);
Leong et al. (2012). Oleh yang demikian, adalah didapati bahawa semakin banyak kali
minyak kelapa sawit dipanaskan, nilai peroksida dalam minyak tersebut semakin
meningkat. Nilai peroksida kerap digunakan sebagai petunjuk bagi kestabilan oksidatif
lemak dan minyak (Talpur et al. 2010; Karoui et al. 2011) ataupun tahap kemerosotan
kualitinya (Karoui et al.2011). Pengukuran nilai peroksida dalam minyak sayuran
mencerminkan paras oksidatif lipid. Bilangan kehadiran peroksida dalam minyak
sayuran mencerminkan paras oksidatif dan kecenderungannya menjadi tengik (Marina et
al. 2009) di samping kemerosotan kualiti minyak sayuran berkenaan. Dalam kajian ini,
minyak kelapa sawit yang segar mempunyai nilai peroksida yang rendah berbanding
minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima dan sepuluh kali (Subermaniam et al. 2014).
Nilai peroksida minyak kelapa sawit yang dipanaskan sepuluh kali dalam kajian ini
adalah 12 meq / kg yang melebih had yang disyorkan oleh AOCS (2003). Minyak yang
dipanaskan satu kali, dua kali, lima kali dan sepuluh kali mempunyai corak peningkatan

nilai peroksida yang selari dengan peningkatan kadar pemanasan minyak sama seperti
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yang dilaporkan oleh Leong et al. (2012) & Kamsiah et al. (2012). Perkara ini berlaku
disebabkan oleh degradasi haba yang meningkat pada minyak berkenaan semasa proses
pemanasan berulangan minyak itu (Isong et al. 1996; Dia et al.2005; Adam et al. 2008)
yang seterusnya membawa kepada peningkatan pengoksidaan lipid dalam minyak
berkenaan (Frankel, 1980; Owu et al. 1998; Dia et al.2005).

Semua pemerhatian ini telah menunjukkan bahawa pemanasan minyak kelapa
sawit berulangkali merosotkan kualiti minyak berkenaan. Walau bagaimanapun, minyak
kelapa sawit yang dipanaskan sekali dan dua kali masih mempunyai nilai peroksida yang
rendah (Leong et al. 2012; Kamsiah et al. 2012; Ng et al. 2012,2014) kerana masih
dibawah aras piawai keselamatan minyak masak yang disyorkan oleh AOCS (2003)
(Rani et al. 2010). Ini mungkin disebabkan oleh nisbah kandungan asid lemak tepu dan
taktepu yang hampir sama (Edem, 2002). Minyak kelapa sawit yang mempunyai lebih
kandungan asid lemak monotaktepu berbanding dengan politaktepu seperti minyak soya
memberikan ia kestabilan oksidatif yang lebih kukuh terhadap pengoksidaan lipid
(Zambiazi et al.2007).

Nilai peroksida bagi minyak kelapa sawit segar dengan penambahan ADD-X
menunjukkan nilai yang rendah di mana ia berada di bawah paras yang disyorkan oleh
AOCS (2003). Ini adalah mungkin disebabkan oleh kandungan SFA yang tinggi dalam
minyak sawit segar dengan penambahan ADD-X yang mempunyai kestabilan oksidatif
yang tinggi berbanding asid lemak taktepu terutamanya PUFA yang mana lebih sensitif
pada pengoksidaan haba dan mudah teroksida (Choe dan Min 2007). Justeru itu, ikatan
asid lemak tepu yang tidak mudah diputuskan oleh tindakbalas pengoksidaan lipid
memberikan minyak ini kekuatan terhadap stress oksidatif tanpa menghasilkan produk
teroksida yang menyumbang kepada patogenesis berbagai penyakit (Kunsch dan
Medford 1999).

5.2 KAJIAN PERTUMBUHAN TIKUS DAN PENGAMBILAN MAKANAN
Pada akhir kajian ini, terdapat peningkatan berat badan bagi kesemua kumpulan dalam

kajian ini berbanding berat badan asal. Keputusan ini didapati sama dengan kajian

terdahulu oleh Leong et al.(2008, 2010) and Ng et al. (2012). Keputusan ini
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mencadangkan pengambilan makanan yang dicampur dengan 15% SHPO dan 10HPO
tidak membei kesan terhadap tumbesaran tikus berkenaan. Keputusan hasil kajian
terdahulu (Oluba et al. 2008) juga telah melaporkan bahawa penambahan minyak sayuran
dalam makanan tikus tidak menjejaskan selera makan dan pertumbuhannya. Kumpulan
tikus SHPO dan 10HPO menunjukkan purata pengambilan makanan yang lebih rendah
berbanding kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X. Pengurangan pengambilan makanan
mungkin disebabkan oleh pengaruh beberapa faktor seperti, rasa, bau tengik hasil
pemanasan minyak (Debnath et al. 2012; Hamsi et al. 2015) dan tekstur terhadap
pengambilan makanan berkenaan (Larsen et al. 2011). Selain daripada faktor tersebut,
Burenjarga dan Totani (2008) juga mencadangkan bahawa campuran minyak sayuran
yang dipanaskan berulangkali dalam makanan juga boleh menggangu proses pencernaan
dalam tikus kajian ini. Ini seterusnya menyebabkan kurang pengambilan makanan.
Dalam kajian ini didapati pemberian ekstrak ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X)
tidak menyebabkan peningkatan berat badan yang mendadak berbanding dengan
kumpulan SHPO dan 10HPO. Sungguhpun demikian, apa yang menarik di sini adalah
tikus kumpulan yang diberi ADD-X mempunyai jumlah pengambilan makanan yang
paling tinggi jika dibandingkan dengan kumpulan SHPO dan 10HPO. Berat badan tikus
SHPO-X dan 10HPO-X didapati tidak meningkat walaupun jumlah pengambilan yang
meningkat berkemungkinan kerana rasa dan tekstur makanan yang lebih sedap dengan
penambahan ekstrak ADD-X. Selain itu ekstrak ADD-X mempunyai kandungan
antioksidan seperti polifenol yang berpotensi dalam mengurangkan penyerapan minyak
pada makanan seterusnya mengelakkan pengumpulan lemak yang berlebihan untuk

mengelakan peningkatan berat badan secara mendadak (Mohamed & Nor, 2013)

5.3 KAJIAN TEKANAN DARAH

Pada akhir kajian ini telah didapati tikus dalam kumpulan SHPO dan 10HPO mempunyai
tekanan darah min, tekanan darah sistolik dan diastolik (BP) yang meningkat tinggi
dengan signifikan jika dibandingkan dengan kumpulan SHAM. Keputusan ini didapati
sama dengan pengkaji terdahulu (Leong et al.2008; Jaarin et al.2011: Ng et al. 2012;

Nurul-Iman et al. 2013) di mana telah dilaporkan bahawa tikus yang diberi makanan yang
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mengandungi minyak yang teroksida, menunjukkan peningkatan tekanan darah yang
ketara jika dibandingkan dengan tikus dalam kumpulan kawalan dan minyak segar (Osim
et al.1996). Kesan pengambilan SHPO dan 10HPO ke atas tekanan darah mungkin
disebabkan oleh tekanan oksidatif yang menyebabkan ketidakfungsiaan endotelium di
mana ia dapat dilihat melalui perubahan pada paras nitrik oksida (Ng et al.2012; Nurul-
Iman et al.2013). Minyak sawit mengandungi PUFA yang tinggi berbanding kandungan
asid lemak tepu (SFA). Selain itu pemanasan minyak berulangkali menyebabkan
pembentukan asid lemak tak tepu yang memberi kesan kepada kandungan kolesterol
dalam badan (Mensink dan Katan 1990) lalu meningkatkan tekanan darah dalam
kumpulan SHPO dan 10HPO berbanding SHAM. Selain itu, tindakan memanaskan
minyak secara berulang kali telah menyebabkan pengoksidaan dan hidrolisis justeru
menyebabkan kemerosotan kualiti minyak (Dobarganes et al. 2000). Kajian terdahulu
menunjukkan bahawa tekanan darah meningkat kerana penggunaan minyak sawit yang
dipanaskan berulangkali (Leong et al 2009; Leong et al 2010) selaras dengan kajian
Soriguer et al. (2003) yang juga mendapati minyak yang dipanaskan berulangkali
mempunyai kualiti minyak yang merosot.

Tekanan darah meningkat dengan penggunaan minyak teroksida boleh dikaitkan
dengan peningkatan penghasilan radikal bebas justeru meningkatkan tekanan oksidatif
yang diakibatkan oleh penghasilan ROS semasa proses penggorengan. Ini bermaksud
radikal bebas yang tinggi berupaya menurunkan paras antioksidan seperti SOD, CAT dan
GSH dan meningkatkan paras TBARS yang seterusnya akan meningkatkan tekanan darah
(Chan et al.2006; Beg et al.2010). Peningkatan darah dalam kumpulan SHPO dan 10HPO
juga boleh dikaitkan dengan ROS yang terhasil semasa pemanasan minyak. Penghasilan
ROS yang terlampau banyak berupaya merosakkan sel dan menyebabkan juga
peningkatan pada paras penanda inflamasi CRP dan TNF-a yang telah diperhatikan
dalam kajian ini. Perkara ini juga telah dilaporkan oleh Nurul-Iman et al.2013 dalam
kajiannya. Mekanisme ini melibatkan membran sel yang merupakan struktur yang
sensitif terhadap serangan oksidatif oleh kerana ia sangat kaya dengan PUFA. PUFA
pula adalah asid lemak yang mudah teroksida semasa pemanasan yang menjelaskan
bagaimana tekanan darah meningkat. Ini mencadangkan bahawa pemanasan minyak

kelapa sawit berulangkali bagi tempoh masa yang panjang dengan suhu yang tinggi,



92

mampu menghasilkan radikal bebas. Pada masa yang sama kehadiran antioksida seperti
vitamin E dan karotena di dalam minyak masak akhirnya akan termusnah dalam proses
pemanasan tersebut lalu memberi ruang kepada mekanisme peningkatan tekanan darah
seperti yang telah diterangkan.

Tekanan darah min dan tekanan darah sistolik tikus dalam kumpulan yang diberi
ekstrak ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X) diperhatikan adalah lebih rendah daripada
kumpulan SHAM pada akhir tempoh kajian selama dua puluh empat minggu. Kajian ini
telah menunjukkan pengambilan ekstrak ADD-X berupaya meurunkan tekanan darah
yang diakibatkan oleh pengambilan makanan bersama SHPO. Ng et al. (2012) telah
melaporkan bahawa FPO menurunkan tekanan darah dan ini dikaitkan dengan kandungan
antioksidan yang tinggi dalam minyak kelapa sawit segar. Walau bagaimanapun,
penambahan ADD-X dalam minyak yang dipanaskan lima dan sepuluh kali tidak
menyebabkan perubahan signifikan pada tekanan darah min dan tekanan darah sistolik.
Ini adalah mungkin dua puluh empat minggu rawatan tidak cukup untuk melihat
perubahan yang signifikan pada tikus. Tetapi terdapat pengurangan pada tekanan darah
diastolik pada akhir kajian dalam kumpulan 10HPO-X berbanding dengan 10HPO,
Sementara itu, Diebolt et al. (2001) yang mengkaji pemberian kompaun polifenol untuk
jangka masa pendek telah melaporkan pengurangan tekanan darah di kalangan tikus
normotensif. Mereka berpendapat bahawa polifenol berupaya merangsang pembebasan
nitrik oksida daripada endotelium lalu membawa kepada vasodilatasi dan penurunan
tekanan darah. ADD-X yang mengandungi polifenol (Mohamed & Nor, 2013)
dilaporkan mempunyai sifat antioksidan (Marina et al. 2009). Disamping itu, komponen
polifenol dalam ekstrak ADD-X berkemungkinan mencegah oksidasi LDL yang boleh
meningkatkan status antioksidan tikus (Mohamed dan Nor, 2013). Dalam kajian yang
dilakukan oleh Nevin dan Rajamohan (2006), telah melaporkan kebolehan polifenol
dalam memelihara kesihatan kardiovaskular dengan mengurangkan paras kolesterol dan
parameter lipid lain. Mereka juga melaporkan bahawa semua keputusan berada dalam
lingkungan normal di samping meningkatkan kepekatan HDL, di mana mereka telah
mengaitkan keputusan tersebut dengan kandungan polifenol. Pemerhatian daripada
kajian ini menunjukkan pengurangan paras kandungan lipid jantung seperti FFA dan TG

dengan pemberian ekstrak ADD-X, justeru itu didapati peningkatan min tekanan darah,



93

tekanan sistolik dan diastolik dalam kumpulan tikus SHPO-X dan 10HPO-X diperhatikan
adalah lebih rendah berbanding kumpulan SHAM dengan ketara.

5.4 KAJIAN BIOKIMIA

5.4.1 Penanda Tekanan Oksidatif dan Parameter Antioksidan

Dalam kajian ini, pemanasan SHPO dan 10HPO mengurangkan CAT, SOD dan GSH,
yang disebabkan oleh tekanan oksidatif seperti dilihat dalam kajian ini. Radikal bebas
adalah faktor yang mengurangkan paras antioksidan (Halliwell et al. 1995; Ahmed et al.
2000). Paras TBARS juga telah meningkat dalam kumpulan SHPO dan 10HPO.
Keputusan ini selari dengan nilai peroksida yang juga tinggi dalam sampel minyak SHPO
dan 10HPO jika dibandingkan dengan kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X. Ovariektomi
menyebabkan paras estrogen berkurangan dan tidak normal. Fungsi estrogen adalah
bertujuan untuk melindungi diri wanita daripada tekanan oksidatif (Abbas &
Elsamanoudy, 2011). Minyak yang dipanaskan akan menyebabkan peningkatan
peroksidaan lipid, maka jika minyak ini sering diambil oleh tikus menopaus yang
mengalami kekurangan estrogen, ia akan mengakibatkan paras antioksidan berkurang.
Penemuan ini menyerupai hasil kajian Sanchez-Rodriguez et al. (2012) yang telah
melaporkan bahawa tikus menopaus mungkin menjadi salah satu faktor utama untuk
meningkatkan tekanan oksidatif. Selain itu, kajian Vishali et al. (2005) dan Ogunro et al.
(2014), juga melaporkan bahawa kekurangan estrogen akan mengurangkan paras
antioksidan.

Dalam kajian ini juga, telah mendapati bahawa paras SOD, CAT dan GSH dalam
kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X meningkat dengan ketara berbanding kumpulan SHPO
dan 10HPO. Pemerhatian ini sama dengan Wohaieb dan Godin, (1987); Yoshikawa et al.
(1993); Vincent et al. (2001) dan Manonmani et al. (2002) yang melaporkan bahawa
peningkatan paras GSH dalam tikus yang obes memberi tindak balas kepada pembebasan
sisa radikal lalu melindungi sel daripada kerosakan oksidatif. Ekstrak ADD-X yang kaya
dengan kandungan polifenolnya membantu mengatasi tekanan oksidatif daripada

pengoksidaan lipid dalam minyak yang dipanaskan berulangkali. Kesan perlindungan
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antioksidan seperti vitamin E pada penyakit kardiovaskular telahpun dikaji dan
dilaporkan oleh pengkaji terdahulu (Nafeeza et al., 2000). Selain itu, polifenol juga
dilaporkan keberkesanannya untuk mengurangkan tekanan darah yang disebabkan oleh
tekanan oksidatif (Arunabh et al. 1991;Li et al. 2015;. Diebolt et al. 2001). Di dalam
kajian ini didapati peningkatan yang ketara pada paras antioksidan seperti CAT, SOD dan
GSH dalam kumpulan yang diberi ADD-X berbanding dengan kumpulan minyak sawit

yang dipanaskan berulangkali.

5.4.2 Penanda Inflamasi

CRP dan TNF-a adalah penanda inflamasi yang digunakan untuk menentukan tahap sel
inflamatori dalam tisu. Penanda inflamasikerap digunakan oleh pengkaji sebagai
parameter dalam CVD seperti tekanan darah tinggi, aterosklerosis, strok, serangan
jantung dan penyakit vaskular periferi (Ridker 2003;. Sesso et al. 2003;. Pai et al. 2004).
Peningkatan sel inflamatori akan meningkatkan tahap CRP dan TNF-o. Amalan
menggunakan minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali telah menjadi
kebiasaan masyarakat Malaysia untuk mengurangakan kos memasak. Tetapi ramai yang
tidak mengetahui implikasi pengunaan minyak kelapa sawit yang dipanaskan
berulangkali. Pengoksidaan minyak yang dipanaskan berulangkali menghasilkan ROS
dengan kuantiti yang banyak. Hal ini menyebabkan kecederaan pada sel (Adam et al.
2009) yang menyebabkan inflamasi pada sel dan tisu organ. Spesis oksigen reaktif
merupakan faktor utama kepada ketidakfungsian sel endotelium dan inflamasi pada tisu
jantung (Harrison et al. 2007).

Dalam kajian Amran et al. (2011), telah dilaporkan bahawa paras CRP dan TNF-a
meningkat dalam mekanisme patogenesis aterosklerosis apabila terdedah kepada
inflamasi. Dalam kajian ini, telah didapati bahawa paras CRP dan TNF-o meningkat
dalam kumpulan tikus SHPO dan 10HPO manakala berkurang dalam kumpulan tikus
yang ditambah ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X).

Keputusan kajian ini boleh diselarikan dengan peningkatan tekanan darah yang
diperhatikan dalam kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO yang juga menunjukkan
peningkatan pada paras CRP dan TNF-o berbanding dengan kumpulan SHPO-X dan
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10HPO-X secara ketara. Penemuan ini juga adalah selari dengan kajian pengkaji
terdahulu, di mana mereka melaporkan bahawa aterosklerosis menyebabkan peningkatan
CRP yang berhubungkait dengan peningkatan tekanan darah tinggi (Amran et al. 2011;
Sesso et al. 2003). Menurut laporan Pai et al. (2004) CRP adalah penanda inflamasi yang
baik dimana peningkatan paras CRP kerap digunakan untuk dignostik penyakit
kardiovaskular. Selain itu, terdapat juga banyak kajian epidimeologi yang menyokog
kajian mereka di mana peningkatan CRP dan TNF-o berkaitan dengan penyakit
kardiovaskular (Johann Auer et al. 2002;. Yayan et al. 2013).

Walau bagaimanapun, serum CRP dan TNF-a kumpulan tikus SHPO-X dan
10HPO-X didapati lebih kurang daripada kumpulan tikus 5HPO dan 10HPO.
Penambahan ekstrak ADD-X dalam minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima dan
sepuluh kali mengurangkan paras inflamasi yang merupakan faktor kepada penyakit
kardiovaskular. Ini adalah kerana ADD-X mempunyai kandungan antioksidan yang
mengandungi polifenol. Keputusan ini selari dengan paras parameter antioksidan kajian
ini yang telah menunjukkan paras yang lebih tinggi dalam kumpulan SHPO-X dan
I10HPO-X.  Terdapat banyak kajian yang melaporkanbahawa antioksidan seperti
polifenol berfungsi sebagai perlindugan terhadap penyakit kardiovaskular (Diebolt et al.
2001; Li et al. 2015).

5.4.3 Penanda Biokimia Jantung

Troponin dan LDH merupakan penanda biokimia jantung yang digunakan oleh pengkaji
untuk menentukan aktiviti tisu jantung. Peningkatan paras troponin dan LDH
menandakan gangguan dalam fungsi jantung yang normal (Risenfors et al. 1991).
Dalam kajian ini, telah diperhatikan bahawa paras troponin dan LDH telah meningkat
dalam tikus kumpulan OVX(c), SHPO dan 10HPO. Ini dapat difahamkan bahawa
pemanasan minyak kelapa sawit berulangkali boleh menyebabkan kecederaan, inflamasi
dan nekrosis pada tisu jantung, justeru menyebabkan gangguan pada aktiviti jantung
seperti biasa. Keputusan ini adalah selari dengan Hamsi et al. (2014) yang turut
melaporkan bahawa peningkatan aktiviti troponin dan LDH diperhatikan dalam penyakit

kardiovaskular. Selain itu, menurut laporan Leong et al. (2009) disfungsi tisu jantung
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berlaku kerana kecederaan tisu jantung yang mungkin disebabkan oleh tindak balas
inflamasi pada sel endotelial dalam tisu jantung yang disebabkan oleh pembentukan
radikal bebas dan ROS. ROS terhasil akibat daripada pengoksidaan lipid yang
disebabkan oleh minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali. Paras LDH dan
troponin akan meningkat apabila berlaku kecederaan pada sel dan tisu, terutamanya
dalam penyakit kardiovaskular telah (Drent et al. 1996). Kerosakan tisu boleh dikaitkan
dengan keradangan ROS yang telah dijana oleh pengoksidaan haba minyak yang
berulang kali dipanaskan dan menyebabkan kecederaan sel endotelial (Drent et al. 1996).
Dalam kajian ini didapati bahawa, paras troponin dan LDH dalam tikus kumpulan
SHAM , OVX(n), SHPO-X dan 10HPO-X adalah lebih rendah berbanding dengan tikus
kumpulanOVX(c), SHPO dan 10HPO. Walaupun kandungan Vitamin E yang tinggi
dalam minyak kelapa sawit segar mempunyai kandungan antioksidan yang tinggi tetapi ia
akan berkurang apabila dipanaskan. Pemanasan berulangkali akan menyebabkan
antioksidan tidak mencukupi untuk melindungi pengguna daripada tekanan oksidatif
(Diebolt et al. 2001; Li et al. 2015). Ekstrak ADD-X yang ditambah dalam minyak
kelapa sawit yang dipanaskan lima dan sepuluh kali mengurangkan paras inflamasi yang
merupakan faktor kepada penyakit kardiovaskular. Ini adalah kerana ADD-X
mempunyai kandungan antioksidan yang mengandungi polifenol. Keputusan ini adalah
selari dengan paras parameter antioksidan yang telah menunjukkan paras yang lebih

tinggi dalam kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X.

5.4.4 Kandungan Lipid dan Berat Jantung

FFA dan TG adalah paras yang diukur untuk menentukan kandungan lipid jantung. Hasil
kajian ini juga menunjukkan peningkatan paras FFA dan TG jantung dalam tikus
kumpulan SHPO dan 10HPO berbanding tikus kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X.
Keputusan ini boleh dikaitkan dengan berat badan tikus kumpulan SHPO dan 10HPO
yang juga telah meningkat. Pengambilan diet kolesterol tinggi dengan minyak kelapa
sawit yang dipanaskan berulangkali pada suhu yang tinggi dianggap bahawa ia boleh
memendapkan lemak pada jantung yang menyumbang kepada peningkataan kandungan

lipid jantung. Hasil kajian ini adalah selari dengan Osim et al. (1994) dan Adam et al.
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(2007, 2008) yang turut melaporkan bahawa tikus yang diberi makanan bersama minyak
kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali menunjukkan peningkatan pada kandungan
lipid jantung. Pengambilan minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali
mempercepatkan peningkatan FFA dan TG. Pendepositan FFA dan TG pada tisu jantung
adalah merupakan salah satu faktor risiko kepada penyakit kardiovaskular (Ebbert &
Jensen, 2013) lalu menyebabkan dislipidemia danobesiti (Jensen et al. 2008). Hal ini,
dipercepatkan lagi dalam tikus terovariektomi yang menyerupai modal menopaus.

Walau bagaimanapun, kumpulan yang diberi penambahan ekstrak ADD-X dalam
minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali (SHPO-X dan 10HPO-X)
menunjukkan kandungan lipid jantung yang jauh lebih rendah darpada tikus kumpulan
OVX(c), SHPO dan 10HPO. Yang menarik perhatian adalah walaupun tikus kumpulan
SHPO-X dan 10HPO-X telah menunjukkan pengambilan makanan yang lebih tinggi
berbanding tikus kumpulan SHPO dan 10HPO tetapi berat badan, kandungan lipid
jantung dan berat tisu jantung tikus kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X adalah lebih
rendah berbanding kumpulan SHPO dan 10 HPO secara ketara. Hal ini boleh dijelaskan,
bahawa ekstrak ADD-X mempunyai kandungan antioksida seperti polifenol yang
berpotensi mengurangkan penyerapan minyak pada makanan justeru mengelakkan
pengumpulan lemak yang berlebihan yang menyebabkan peningkatan berat badan yang

mendadak (Mohamed & Nor, 2013).

5.5 KAJIAN HISTOLOGI

5.5.1 Histologi Tisu Jantung dengan Pewarnaan H&E

Pewarnaan hematoksilin dan eosin dilakukan pada tisu jantung untuk
memerhatikan kardiomiosit pada semua kumpulan tisu jantung. Menurut Shastry et al.
(2011) dalam kajiannya tikus yang diberi minyak yang dipanaskan berulangkali
menunjukkan vakuolasi yang besar dan berlemak diperhatikan di dalam serat
kardiomiofiber (heart muscle fiber). Selari dengan itu, Leong et al. (2008) juga
mendapati tikus yang diberi minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali juga

menunjukkan terdapat sel nekrosis dalam tisu jantung. Selain itu, vakuolasi dalam otot
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papillari juga telah didokumenkan (Farag Radwan et al. 2010). Dalam kajian ini, tikus
kumpulan SHPO dan 10HPO menunjukkan lebih banyak vakul dalam kardiomiosit
berbanding tikus kumpulan SHAM , SHPO-X dan 10HPO-X. Keputusan ini selari
dengan paras penanda inflamasi CRP dan TNF-a yang menunjukkan tikus kumpulan
SHPO dan 10HPO menghasilkan paras CRP dan TNF-a yang lebih tinggi berbanding
dengan tikus kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X.Hasil kajian TBARS dalam serum dan
nilai peroksida minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali dalam kumpulan
SHPO, 10HPO meningkat tetapi, kumpulan yang diberi ADD-X menunjukkan paras yang
lebih rendah (Sukalingam et al. 2016). Pengkaji terdahulu, mendapati bahawa inflamasi
menyebabkan lebih banyak sel inflamatori yang terhasil pada tisu jantung lalu
menyebabkan lebih banyak vakul kelihatan (Farag Radwan et al. 2010). Minyak kelapa
sawit yang dipanaskan berulangkali menyebabkan pengoksidaan lipid yang disebabkan
oleh radikal bebas justeru menyebabkan sel endotelium tisu jantung cedera dan
menyebabkan inflamasi dan peningkatan vakulasi (Edem et al. 2002). Peningkatan
bilangan sel inflamatori selepas penggunaan minyak sawit yang dipanaskan berulangkali
apabila diperhatikan oleh Ng et al (2012) (2014). Dalam kajian Pai et al (2004) serta
Ghanem dan Movahed (2007) telah dilaporkan bahawa inflamasi juga mendorong
peningkatan tekanan darah serta penyakit kardiovaskular. Manakala, kumpulan tikus
yang diberi ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X), mempunyai tahap antioksidan yang tinggi,
terutamanya polifenol. Polifenol (Li et al. 2015) mempunyai kesan melindungi tisu
jantung daripada kecederaan dan inflamasi. Ini menjelaskan pemerhatian pada tisu
jantung tikus kumpulan 5SHPO-X dan 10HPO-X yang menunjukkan kurang vakul
berbanding tikus kumpulan SHPO dan 10HPO.

5.5.2 Histologi Tisu Jantung dengan Oil-Red-O

Pewarnaan Oil-Red-O pada tisu jantung bagi kumpulan SHPO dan 10HPO didapati
mempunyai kehadiran akumulasi lipid yang tinggi yang diperhati berwarna merah tetapi
akumulasi lipid adalah sederhana dalam tisu jantung diberi dengan kumpulan SHPO-x
dan kumpulan 10HPO-X. Akumulasi lipid dalam tisu jantung adalah berdasarkan

kepada berat badan dan berat jantung. Ianya mungkin disebabkan oleh kewujudan asid



99

lemak yang tinggi kerana mekanisme pengoksidaan asid lemak, dimana lemak asil-COA
akan berakumulasi dalam sel. Asid lemak yang berlebihan seperti asil-COA menjadi
pengesteran untuk membentuk titisan lipid dalam sitoplasma, di mana yang selebihnya
akan mengganggu mekanisme isyarat selular normal, justeru itu menyebabkan akumulasi
lipidpada tisu jantung (Unger dan Orci, 2001; Schmitz-Peiffer, 2000). Sel mengatasi
masalah ini dengan meningkatkan kapasiti pengoksidaan asid lemak dalam menghadapi
peningkatan asid lemak dalam tisu jantung. Mekanisme di mana asid lemak yang
ada ,adalah berlebihan boleh menyebabkan contractile dysfunction. (Young et al. 2002;
Thompson dan Cooney, 2000; Connelly et al. 1994). Seperti yang dijelaskan sebelum ini

sifat antioksida ADD-X membantu dalam mengurangkan pengoksidaan lipid.

5.6 HISTOMORFOMETRI TISU JANTUNG

Kajian histomorfometri ke atas tisu jantung telah digunakan dalam pengkajian ini bagi
mengenalpasti kesan minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali serta
menentukan kemampuan penambahan ekstrak ADD-X dalam minyak sawit yang
dipanaskan berulangkali untuk menghalang kemudaratan terhadap tisu jantung. Hasil
kajian ini mendapati bahawa saiz kardiomiofiber tikus yang diberi OVX(c), SHPO dan
10HPO meningkat dengan signifikan berbanding dengan kumpulan SHAM, SHPO-X dan
10HPO-X. Keputusan ini mencadangkan bahawa pengambilan SHPO dan 10HPO yang
menyebabkan peningkatan dalam tekanan darah seterusnya meningkatkan saiz
kardiomiofiber sebagai reaksi pembentukan semula kompensatori dan hipertrofi tisu
jantung. Malah pendapat ini adalah selari dengan hasil kajian terdahulu yang dilakukan
pada sampel manusia di mana telah dilaporkan bahawa diameter kardiomiofiber dengan
jantung dewasa yang normal (Hoshino et al. 1983)

Peningkatan lebar kardiomiofiber mencadangkan hipertrofi tisu jantung yang
telah dapat dilihat dengan jelas dalam kumpulan tikus yang diberi OVX(c), SHPO dan
I0HPO. Leong et al (2009) telah melaporkan gangguan pada vasorelaksasi dan
peningkatan vasokonstriksi pada tikus akibat pengambilan diet minyak kelapa sawit yang
dipanaskan berulangkali telah meningkatkan tekanan darah, yang mana kemudiannya

boleh menyebabkan kecederaan tisu jantung. Peningkatan tekanan darah yang
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berpanjangan akan menyebabkan hipertrofi jantung. Perubahan awal pada struktur
jantung sebagai mekanisme kompensatori terhadap beban tekanan tinggi dan tekanan,
mungkin boleh mencetuskan hipertrofi maladaptif pada kardiomiosit yang ditunjukkan
dengan peningkatan saiznya (Leonard et al. 2012)

Terdapat juga kajian lain yang melaporkan bahawa hipertrofi kardiomiofiber
adalah disebabkan oleh peningkatan stres pada dinding jantung akibat daripada hipertensi
sistemik (Tanaka et al. 1986). Dalam kajian ini pula, didapati bahawa penambahan
ekstrak ADD-X telah berupaya merencat kejadian hipertrofi. Ini dapat diperhatikan
melalui nilai lebar kardiomiofiber tikus kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X yang rendah.

Adaptasi jantung sebagai respon kepada stres intrinsik atau ekstrinsik melibatkan
satu proses kompleks dalam pembentukan semula ruang jantung dan modifikasi saiz
kardiomiofiber. Hipertrofi kardiomiofiber dan ruang jantung adalah tindakbalas asas
terhadap peningkatan stres biomekanikal (Sonnenblick & Anversa, 1999; Mandarim-de-
Lacerda & Meirelles Pereira, 2000). Stres oksidatif dilaporkan sebagai mekanisme yang
penting dalam kejadian ini (Giordano, 2005).

Seperti yang telah diterangkan dalam awal bab ini, pengambilan SHPO dan
10HPO meningkatkan penghasilan ROS dalam sirkulasi yang membawa kepada
ketidakfungsian atau kematian sel dan pengoksidaan lipid. Ini seterusnya mengakibatkan
kemusnahan atau kematian sel yang muktamad. ROS juga dipercayai terlibat dalam
mekanisme perangsang pembentukan semula tisu miokardium (hipertrofi) melalui
pengaktifan hypertrophy signalling kinase yang terdiri daripada pelbagai jenis dan faktor
transkripsi (Sabri et al. 2013). Passier et al. (2000) telah melaporkan bahawa salah satu
hypertrophy signalling kinaseseperti laluan tranduksi isyarat yang bergantung kepada
Ca®" atau kalmodulin telah dikaitkan dalam hipertrofi jantung tetapi ianya tidak jelas
sama ada laluan tersebut adalah pencetus kepada hipertrofi ataupun ianya saling
bergantung antara satu sama lain. Oleh yang demikian, ada kemungkinan bahawa
hipertrofi sel jantung yang dipamerkan dengan peningkatan kelebaran kardiomiofiber
dalam kajian ini mungkin disebabkan oleh ROS yang terhasil akibat pengoksidaan lipid
yang berlaku dalam minyak kelapa sawit yang dipanaskan lima dan sepuluh kali.

Pengoksidaan lipid dalam SHPO dan 10HPO pula telah pun dibuktikan dengan
nilai peroksida tinggi dan juga paras TBARS, CRP, TNF-a, LDH, troponin, FFA dan TG
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yang tinggi pada tikus yang diberi SHPO dan 10HPO dalam kajian ini. Apabila dilihat
pada kajian histologi didapati juga kerosakan berlaku kepada tisu jantung. Saiz kelebaran
kardiomiofiber yang besar dalam jantung tikus kumpulan SHPO dan 10HPO. Ini
mengambarkan bahawa minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulangkali menyebabkan
kecederaan pada tisu jantung yang menyebabkan penyakit kardiovaskular. Pada masa
yang sama, nilai lebar kardiomiofiber tikus kajian yang diberi SHPO dan 10HPO bersama
ADD-X (SHPO-X dan 10HPO-X) adalah lebih rendah daripada kumpulan SHPO dan
10HPO dan juga hampir sama dengan kumpulan SHAM. Walaupun dengan penambahan
ekstrak ADD-X saiz kelebaran kardiomiofiber bagi kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X
didapati kecil berbanding kumpulan SHPO dan 10HPO, malah menghampiri nilai saiz
kelebaran miofiber kumpulan SHAM. Ini mencadangkan bahawa penambahan ekstrak
ADD-X dalam minyak mempunyai stabiliti yang tinggi terhadap pengoksidaan lipid di
samping kandungan antioksidan yang tinggi, mampu menghalang tindakan ROS yang
merangsang mekanisme hipertrofi kardiomiofiber. Saiz nukleus dan bilangan nukleus
kardiomiofiber tikus yang diberi OVX(c), SHPO dan 10HPO juga didapati mengecil
dengan signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan dan kumpulan yang diberi
SHPO-X dan 10HPO-X. Leong et al (2008) dalam kajiannya melaporkan bahawa tisu
jantung tikus yang mengambil SHPO diperhatikan mempunyai nekrosis. Mereka
mencadangkan bahawa ini mungkin disebabkan oleh degenerasi struktur protein dalam
sitoplasma yang membawa kepada pembentukkan jisim yang homogenus. Dalam kajian
ini, didapati bahawa tikus kumpulan OVX(c), SHPO dan 10 HPO menunjukkan saiz
nukleus yang lebih kecil daripada kumpulan SHAM, OVX(n), SHPO-X dan 10HPO-X.
Hasil ini mencadangkan kondensasi nuklei yang biasanya berlaku akibat koagulasi
kromatin dalam nuklei dan ini mungkin merupakan tanda awal piknosis tanpa proliferasi
sel (Nevin & Rajamohan, 2006).

Dengan ini, boleh disimpulkan bahawa diet SHPO dan 10HPO telah mencetuskan
kardiomiopati yang mana mungkin telah membawa kepada ketidakfungsian
kardiovaskular. Pada masa yang sama ekstrak ADD-X dalam minyak kelapa sawit yang
dipanaskan berulangkali pula telah memberi gambaran bahawa ianya mampu mencegah
perubahan histopatologi pada miosit. Kesan perlindungan jantung oleh ekstrak ADD-X

mungkin telah berlaku pada peringkat awal di mana ia telah mencegah kejadian tekanan



102

darah tinggi, paras TBARS (Sukalingam et al. 2016), CRP, TNF-a, troponin, LDH, FFA
dan TG, dan ia mungkin disebabkan oleh kandungan antioksidannya yang tinggi yang
selari dengan peningkatan paras parameter antioksidan seperti SOD, CAT dan GSH

dalam kajian ini.



BAB VI

KESIMPULAN DAN CADANGAN PENAMBAHBAIKAN

6.1 KESIMPULAN

Berdasarkan kepada kajian ini, dapat disimpulkan bahawa nilai peroksida minyak kelapa
sawit yang dipanaskan lima kali (SHPO) dan sepuluh kali (10HPO) adalah lebih tinggi
daripada nilai peroksida yang diperolehi daripada minyak kelapa sawit segar (FPO) dan
minyak kelapa sawit yang panaskan lima kali (SHPO-X) dan sepuluh kali (10HPO-X)
dengan tambahan ekstrak ADD-X. Diet yang terdiri daripada 15% SHPO dan 10HPO
telah meningkatkan aras penanda inflamasi (CRP dan TNF-a), aras penanda biokimia
jantung (LDH dan troponin), aras kandungan lipid jantung (FFA dan TG) dan berat
jantung pada tikus kajian juga didapati lebih tinggi pada tikus yang diberi diet 15%.
Sementara itu, penambahan ekstrak ADD-X kepada diet di atas telah menurunkan aras
penanda inflamasi (CRP dan TNF-a), aras penanda biokimia jantung (LDH dan troponin),
aras kandungan lipid jantung (FFA dan TG) dan berat jantung tikus kajian SHPO-X dan
10HPO-X. Penggunaan minyak sawit yang dipanaskan lima (SHPO) dan sepuluh kali
(10HPO) mengurangkan aras antioksidan (CAT, SOD, dan GSH) tetapi meningkatkan
tekanan oksidatif (TBARS) dalam serum darah. Walau bagaimanapun, kumpulan yang
diberi tambahan ekstrak ADD-X memulihkan tahap antioksidan dan menurunkan aras
TBARS dalam serum darah tersebut. Apabila tisu jantung diperiksa dibawah mikroskop
cahaya didapati bahawa tisu jantung tikus yang diberi makanan yang mengandungi 15%
SHPO dan 10HPO mempunyai vakuol inflamasi dan akumulasi lipid yang lebih, serta

pemodelan semula seperti hipertrofi pada kardiomiofiber di samping pengecutan saiz
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nukleusnya. Walau bagaimanapun, dengan penambahan ekstrak ADD-X tisu jantung

kumpulan SHPO-X dan 10HPO-X tidak mempunyai perubahan yang sama.

6.2

6.3

LIMITASI KAJIAN

Kesan jangka panjang SHPO dan 10HPO serta keberkesanan ADD-X ke atasnya
tidak dapat dikaji disebabkan tempoh kajian yang terhad dan keperluan
menyelesaikan kajian ini dalam masa yang pendek.

Ubi keledek sahaja digunakan sebagai bahan gorengan bagi tujuan pemanasan
minyak berulangkali tanpa mempelbagaikan bahan gorengan seperti ayam atau
ikan yang boleh memberi kesan kepada nilai peroksida minyak tersebut. Nilai
peroksida minyak akan meningkat jika digoreng dengan sumber haiwan kerana
sumber haiwan mempunyai lemak tak tepu yang tinggi lalu meningkatkan
degradasi oksidatif dalam minyak yang digoreng itu. Selain itu, masyarakat
Malaysia mengunakan pelbagai jenis bahan gorengan dan bukan hanya ubi
keledek.

Kajian biokimia seperti nitrik oksida, profil lipid serum, tromboksin tikus tidak
dilakukan.

Kajian mikroskop elektron untuk melihat struktur tisu jantung dengan lebih teliti
yang boleh mengukur dan membuktikan perubahan yang berlaku pada parameter
fisiologi dan biokimia tidak dapat dijalankan disebabkan wang peruntukan yang

tidak mencukupi bagi menampung kosnya.

CADANGAN PENAMBAHBAIKAN KAJIAN DI MASA HADAPAN

Tempoh kajian perlu dipanjangkan (lebih daripada dua puluh empat minggu) bagi
mengetahui kesan jangka panjangnya ke atas sistem tubuh.

Ayam atau ikan perlu digunakan sebagai bahan gorengan dalam proses pemanasan
minyak kelapa sawit berulangkali. Ini adalah kerana, penggunaan minyak masak
berulangkali di kalangan orang awam biasanya melibatkan bahan seperti ikan,

ayam atau daging dan bukannya ubi keledek semata-mata. Cadangan ini mungkin
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dapat mengelakkan pengaruh kesan bahan kimia yang berbeza dalam minyak
daripada bahan yang digoreng terhadap hasil kajian.

Kajian biokimia menggunakan serum atau plasma seperti paras nitrik oksida,
profil lipid dan tromboksin perlu ditambah bagi mengkaji keberkesanan ADD-X
sebagai agen antioksida dan kebolehannya mengurangkan profil lipid darah.
Kajian mikroskop elektron perlu ditambah bagi mengkaji perubahan negatif dan
postif pada struktur sel dan tisu sebagai kesan pengambilan SHPO dan 10HPO
serta ADD-X. Hasil kajian ini mungkin boleh membantu pengkaji mengenalpasti
mekanisme yang terlibat dalam kemajuan penyakit kardiovaskular dan bagaimana

ADD-X boleh mencegah keadaan tersebut.
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LAMPIRAN C
Prosedur Kit Bagi Penentuan Katalase (CAT)
Principle:

Catalase Assay Kit utilizes the peroxidatic function of CAT for determination of enzyme
activity. The method is based on the reaction of the enzyme with methanol in the presence
of an optimal concentration of H>O;. The formaldehyde produced is measured
colorimetrically with 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1, 2, 4-triazole (Purpald) as the
chromogen.Purpald specifically forms a bicyclic heterocycle with aldehydes, which upon
oxidation changes from colorless to a purple color.The assay can be used to measure CAT
activity in plasma, serum, erythrocyte lysates, tissue homogenates, and cell lysates.

(Catalytic Activity) 2H20, --—- -2 0,+2H,0

(Peroxidatic Activity) H>0,+AH; -2 A+2H>0
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LAMPIRAN D
Prosedur Kit Bagi Penentuan Superoksida Dismutase (SOD)
Principle

Superoxide Dismutase Assay Kit utilizes a tetrazolium salt for detection of superoxide
radicals generated by xanthine oxidase and hypoxanthine. One unit of SOD is defined as
the amount of enzyme needed to exhibit 50% dismutation of the superoxide radical. The
SOD assay measures all three types of SOD (Cu/Zn, Mn, and FeSOD). The assay
provides a simple, reproducible, and fast tool for assaying SOD activity in plasma, serum,

erythrocyte lysates, tissue homogenates, and cell lysates
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LAMPIRAN E
Procedur Kit Bagi Penentuan Glutatione (GSH)

Principle

GSH Assay utilizes a carefully optimized enzymatic recycling method, using glutathione
reductase, for the quantification of GSH. The sulfhydryl group of GSH reacts with DTNB
(5, 5’-dithio-bis-2-(nitrobenzoic acid), Ellman’s reagent) and produces a yellow colored
5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB). The mixed disulfide, GSTNB (between GSH and TNB)
that is concomitantly produced, is reduced by glutathione reductase to recycle the GSH
and produce more TNB. The rate of TNB production is directly proportional to this
recycling reaction which is in turn directly proportional to the concentration of GSH in
the sample. Measurement of the absorbance of TNB at 405-414 nm provides an accurate
estimation of GSH in the sample.GSH is easily oxidized to the disulfide dimer GSSG.
GSSG is produced during the reduction of hydroperoxides by glutathione peroxidase.
GSSG is reduced to GSH by glutathione reductase and it is the reduced form that exists
mainly in biological systems. Since glutathione reductase is used in the Cayman GSH

assay, both GSH and GSSG are measured and the assay reflects total glutathione.
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LAMPIRAN F
Prosedur Kit Bagi Penentuan Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS)
Principle

TBARS Assay Kit provides a simple, reproducible, and standardized toolfor assaying
lipid peroxidation in plasma, serum, urine, tissue homogenates, and cell lysates. The
MDA-TBA adduct formed by the reaction of MDA and TBA underhigh temperature (90-
100°C) and acidic conditions is measured colorimetrically at 530-540 nm or
fluorometrically at an excitation wavelength of 530 nm andan emission wavelength of
550 nm. Although this reaction has a much higher sensitivity when measured

fluorometrically, protocols for both methods are provided

OH HO M SH

M OH 5 M
= = o
\|,f | " H \l/ |
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LAMPIRAN G
Kit Prosedur Bagi Penentuan C - reactive protein (CRP)

Principle

This immunometric assay is based on a double-antibody ‘sandwich’
technique.Each well of the microwell plate supplied with the kit has been coated with a
monoclonal antibody specific for human CRP (mouse anti-human CRP). This antibody
will bind any human CRP introduced into the well. Standards and samples are incubated
on the antibody-coated plate, and the plate is then rinsed before addition of an HRP-
labeled CRP monoclonal antibody to detect the captured CRP. The two antibodies form a
‘sandwich’ by binding to different locations on the CRP molecule. The concentration of
the analyte is determined by measuring the enzymatic activity of HRP using the
chromogenic substrate TMB (3,3°,5,5’-tetramethylbenzidine). After a sufficient period of
time, the reaction is stopped with acid, forming a product with a distinct yellow color that
can be measured at 450 nm. The intensity of this color, determined
spectrophotometrically, is directly proportional to the amount of bound HRP-labeled
monoclonal antibody, which in turn is proportional to the concentration of the CRP.

Absorbance <[ Anti-CRP HRP] «[CRP]
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LAMPIRAN H
Kit Prosedur Bagi Penentuan Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)
Principle

This immunometric assay is based on a double-antibody ‘sandwich’ technique.Each well
of the micro well plate supplied with the kit has been coated with a monoclonal antibody
specific for TNF-a(TNF-acapture antibody). This antibody will bind any TNF-
aintroduced into the well. An acetylcholinesterase:Fab’ Conjugate (AChE:Fab), which
binds selectively to a different epitope on the TNF-amolecule, is also added to the well.
When TNF-o(standard or sample) is added to the well, the two antibodies form a
‘sandwich’ by binding on opposite sides of the TNF-amolecule. The ‘sandwiches’ are
immobilized on the plate so the excess reagents may be washed away. The concentration
of the analyte is then determined by measuring the enzymatic activity of the AChE by
adding Ellman’s Reagent (which contains the substrate for AChE) to each well. The
product of the AChE-catalyzed reaction has a distinct yellow color which absorbs
strongly at 412 nm. The intensity of this color, determined spectrophotometrically, is
directly proportional to the amount of bound Conjugate which in turn is proportional to
the concentration of the TNF-a

Absorbance x[AChE:Fab’ Conjugate] o[ TNF-o]
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LAMPIRAN I
Kit Prosedur Bagi Penentuan 7Troponin (¢Tn)

Principle

Cardiac Troponin I in vitro Simple Step ELISA® (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
kit is designed for the quantitative measurement of Cardiac Troponin I human protein in
serum, plasma,cell culture supernatants, tissue and cell extracts. The Simple Step
ELISA® employs an affinity tag labeled capture antibody and a reporter conjugated
detector antibody which immunocapture the sample analyte in solution. This entire
complex (capture antibody/analyte/detector antibody) is in turn immobilized via

immunoaffinity of an anti-tag antibody coating the well. To perform the assay, samples or
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standards are added to the wells, followed by the antibody mix. After incubation, the
wells are washed to remove unbound material. TMB substrate is added and during
incubation is catalyzed by HRP, generating blue coloration. This reaction is then stopped
by addition of Stop Solution completing any color change from blue to yellow. Signal is
generated proportionally to the amount of bound analyte and the intensity is measured at
450 nm. Optionally,instead of the endpoint reading, development of TMB can be

recorded kinetically at 600 nm.
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LAMPIRAN J

Kit Prosedur Bagi Penentuan Lactate dehydrogenase (LDH)
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LAMPIRAN K

Kit Prosedur Bagi Penentuan Free Fatty Asid (FFA)
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LAMPIRAN L

Kit Prosedur Bagi Penentuan Triglyceride (TGL)



LAMPIRAN M

Jadual Pemprosesan Tisu Automatik

BIL PERKARA TEMPOH MASA
l. 50% Alcohol 1 jam 4pm-5pm
2. 70% Alcohol 1 jam Spm-6pm
3. 95% Alcohol 1.5 jam 6pm-7.30pm
4. Absolute alcohol I 1 jam 7.30-8.30pm
5. Absolute alcohol 11 1.5 jam 8.30-10pm
6. Absolute alcohol 11T 1.5 jam 10-11.30pm
7. Equal part (Alcohol:Toulene) 1.5 jam 11.30-1am
8. Toulene I 1 jam [-2am
9. Toulene II 1.5 jam 2-3.30am
10. Toulene II1 1.5 jam 3.30-5am
11. Paraffin Wax | 2 jam Sam-7am
12. Paraffin Wax II 2 jam 7am-9am
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LAMPIRAN N

Penyediaan Larutan Pewarnaan Hematoksilin

Aluminium kalium sulfat [AIK(SO4)2 12H>0] 50 g telah dilarutkan dalam 500
mL air suling. Kemudian larutan tersebut telah dipanaskan sehingga mendidih dengan
menggunakan plat panas. Sebaliknya, 1.5 g hematoksilin telah ditimbang lalu dilarutkan
dalam 25 mL larutan etanol 100%. Setelah itu, larutan hemaktosilin dimasukkan ke dalam
larutan aluminium kalium sulfat yang dipanaskan. Sekarang , campuran dua larutan itu
dipanaskan sehingga mendidih. Selepas mendidih, proses pemanasan dihentikan dan 1.25
g merkuri (II) oksida (HgO) telah ditambahkan ke dalam larutan tadi dan dikacau
sehingga larut. Kemudian, larutan yang terdiri daripada tiga campuran tersebut disejukkan
sambil diletakkan di atas mesin pengacau magnetik supaya pengacauan diteruskan selama
tiga jam. Setelah tiga jam, larutan pewarna itu dibiarkan di suhu 4°C selama semalaman.
Pada hari esoknya, setiap 400 mL larutan pewarna telah ditambahkan dengan asid asetik
sebanyak 1 mL lalu dikacau rata. Akhirnya, larutan tersebut telah dituras dengan kertas
turas dan kemudiannya ia telah sedia digunakan bagi proses pewarnaan tisu. Adalah
diingatkan bahawa, larutan pewarna hematoksilin yang digunakan telah disimpan pada

suhu 4°C dan penurasan dilakukan apabila mendakan dikenalpasti dalam larutan tersebut.
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LAMPIRAN O
Penyediaan Larutan Pewarnaan Eosin

Serbuk eosin sebanyak 4 g telah dimasukkan ke dalam 400 mL larutan etanol
95% lalu dilarutkan di atas mesin pengacau automatik. Selepas itu, 350 mL larutan
tersebut telah dicampuran dengan 2 mL asid asetik lalu dikacau sehingga rata. Akhirnya,
larutan pewarnaan itu telah dituraskan dengan kertas turas dan digunakan bagi proses
pewarnaan. Adalah diingatkan bahawa, larutan pewarnaan eosin yang telah disediakan
disimpan pada suhu 4°C dan penurasan telah dilakukan apabila terdapat mendakan

diperhatikan dalam larutan tersebut.
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LAMPIRAN P: Carta aliran pemprosesan tisu jantung

TEKNIK LANGKAH TEMPOH
Tisu jantung
Penetapan: Laratun formalin Berpenimbal Dalam masa 24 hingga
fosfat 10% 48 jam
Penyahidratan: Alkohol 50% 1 jam
Alkohol 70% 1 jam
Alkohol 95% 1 jam 30 minit
Alkohol 100% I 1 jam
Alkohol 100% II 1 jam 30 minit
Alkohol 100% III 1 jam 30 minit
Pencerahan: Alkohol: Toulena (1:1) 1 jam 30min
Toulena I 1 jam
Toulena II 1 jam 30 minit
Toulena 111 1 jam 30 minit
Lilin Paraffin I 2 jam
Infiltrasi Lilin Parafin 1T 2 jam
& pembenaman :
Blok Paraffin
Pembentukkan blok: Hirisan Spm
Penghirisan: Hirisan disampaikan di atas
permukaan air suling 50°C
(mandian air)
Penyediaan Slaid:
Hirisan dipancing menggunakan  Segera selepas

slaid

Pengeringan slaid di atas plaat
pemanasan (40°C)

pengambilan hirisan tisu

Semalaman




LAMPIRAN Q: Carta aliran proses pewarnaan H&E
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TEKNIK LANGKAH TEMPOH MASA
Slaid tisu janung
1lena |
Penyahlilinan: Xilena II 5 minit
5 minit
Alkohol 100% I
Penghidratan: Alkohol 100% 11 3 minit
Alkohol 95% 3 minit
Alkohol 80% 3 minit
Alkohol 70% 3minit
Alkohol 50% 3 minit
3 minit
Air palp mengalir
lH 1 minit
Pewarna Hematoksilin
Pewarnaan Hematoksilin: 10-15 minit

Pembezaan:

Pembiruaan:

Pewarnaan Eosin:

Penyahidratan:

Pembersihan:

Proses pelekapan (mounting):

Air paip mengalir
Larutan asid alcohol 1%
Air paip mengalir
Pewarna Eosin

Alkohol 95% 1

Alkohol 95% II
Alkohol 100% I
Alkohol 100% II

Xilena I
X'llena I

Larutan DPX

Cuci sehingga bersih

3 saat / 3 celupan

5-10 minit

3-5 minit

3 minit
3 minit
3 minit
3 minit

5 minit
5 minit
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LAMPIRAN R

Sijil Bengkel Epidemiologi Klinikal dan Methodologi Kajian
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LAMPIRAN S

Sijil Bengkel Pengenalan dan Pengurusan Haiwan Makmal
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LAMPIRAN T

Pembentangan Poster di International Conference On Advance in Medical Sciences

Effect of ADD-X on Blood Pressure and Body weight in Ovariectomized
Sprague-Dawley Rats

Kumeshini Sukalingam?, Zar Chi Thent?, Faizah Othman?, Kamsiah Jaarin2, Qodriyah MS?, Suhaila Mohamed?
IDepartment of Anotomy, 2Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Universiti Kebangsaan Malaysia, Jalan Raja Muda Abdul Aziz, Kuala
Lumpur, Malaysia. 3Faculty of Food Science and Technology, Universiti Putra Malaysia, 43400 Serdang, Malaysia

INTRODUCTION

Deep frying is the most common and one of the oldest methods of food preparation worldwide. It involves heat and mass transfer. To reduce the
expenses, the oils tend to be used repeatedly for frying. When heated repeatedly, the oil undergoes various physical reactions such as foam formation,
increases in viscosity, colour darkening and flavour deterioration which may affect the organoleptic quality such as odour, taste and nutritional value of
the fried food (Oziewicz et al., 2005; Rani et al., 2010), which may alter the fatty acid composition of the oil. Heating causes the oil to undergo a series of
chemical reactions like oxidation, hydrolysis and polymerization, which alter the chemical structure of triacylglycerol molecule with poly unsaturated
fatty acids (PUFA) mostly affected (Gupta, 2005). During this process, many oxidative products such as hydroperoxide and aldehydes are produced,
which can be absorbed into the fried food (Choe and Min, 2006). Therefore, when the degree of unsaturation in fatty acid is greater, it is more vulnerable
to lipid peroxidation (Choe and Min, 2007). Obtaining the peroxide value of oil would provide us the value of its oxidation and perhaps to educate us on
the safety of the concerned edible oil. Palm oil is obtained from mesocarp Elaeis guineensis, and the most commonly used vegetable oils in the household
and industry in Malaysia for deep frying purposes. Due to the rising demand and increase in fat intake, palm oil is major oil in the world, oils and fats
trade with its usage to be continued through year 2016 as the most influential fat source (Gunstone, 2002). Palm oil is rich in tocopherols and
tocotrienols, possess better antioxidant activity (Kamisah et al., 2005). The palm oil has monounsaturated (50%) and saturated fatty acids (50%) ratio
close to one and naturally very stable due to its chemical properties (Edem, 2002). Chronic consumption of repeatedly heated vegetable oils could be
detrimental to health. It was shown to demonstrate genotoxic and preneoplastic change in the rat liver (Srivastava et al., 2010). It also impaired fluid
and glucose intestinal absorption in rats (Obembe et al., 2011). These accumulating data suggest chronic intake of heated cooking oils increases the risk
of cancer and cardiovascular diseases. The practice of reusing frying oil imposes harmful effects on health such as an increased risk of hypertension
(Leong et al., 2009); disturbance of endothelial function (Leong et al., 2010) and histological abnormalities (Leong et al., 2008). Free radicals generated
during frying process could damage lipids to initiate lipid peroxidation. The incidence of cardiovascular disease is higher in men compared to women of
similar age (Rossouw, 2002). However, after menopause, the risk increases in women due to deficiency of estrogen level. The estrogen was shown to be
cardioprotective in ovariectomized female rats (Lu et al., 2012). Ovariectomized female rats have been used widely as a postmenopausal model (Shuid et
al., 2011; Mvondo et al., 2011). Additive X (ADD-X) a plant extract belongs to the Rutaceae plant family is known to posses beneficial effects in health.
The present study was aimed to determine the effects of heated palm oil mixed with ADD-X on the blood pressure and body weight changes in
ovariectomized rats fed with cholesterol diet.

METHODS ‘ Blood Pressure
_ Adult female Sprague-Dawley rats (n=52) -
| 160

a0 4
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group = = 120 1
(n—-6) 2% high cholesterol diet
] | e
Py— a0 | ~sham
0w
e ----- .
- Oux+ 5HPO
” ‘ a0 OVXs SHPO+ADDX
! ‘ J - o 1om0
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Statistic: Analysis of variance (ANOVA); indicates significant difference between’
RESULTS indi imati

n and peroxide values of fresh and heated
palm oil with ADD-X

Food intake and body weight gain in rats fed with
respective palm oil diets with ADD-X

e e e
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ADDX

FPO, fresh palm oil; 1HPO, palm oil heated once; 5HPO, palm oil heated five times; 10HPO, palm
oil heated ten times; SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA,
aturated fatty acids. Statistic: i i OVA): indicates significant

10HPO 4.96° 4.672 4.35%¢ 15.67 10.68 14.2¢
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LAMPIRAN U

Sijil Penyertaan dan Pembentangan Poster ICAMS
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LAMPIRAN V

Manuskrip Yang Telah Diterima Dan Diterbitkan Oleh International Journal of
Pharmacology
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LAMPIRAN W

Manuskrip yang telah Diterima dan Diterbitkan oleh International Journal of

Toxicolgy and Pharmacolgy Research
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LAMPIRAN X

Manuskrip yang telah Diterima dan Diterbitkan oleh Medicine & Health
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