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LAMPIRAN

Lampiran 1

NASKAH PENJELASAN UNTUK RESPONDEN (SUBYEK)

Assalamu alaikum / Selamat pagi bapak/ibu, saya Erizal Sugiono, S.Si.,
Apt. Saya bermaksud mengadakan penelitian untuk melihat pengaruh kebiasaan
minum kopi terhadap peningkatan tekanan darah.

Berbagai macam pola makan dan gaya hidup sering dihubungkan dengan
kejadian hipertensi. Berbagai penelitian membuktikan bahwa penderita hipertens
harus melakukan perubahan gaya hidup, seperti: diet untuk mengurangi berat
badan, mengurangi konsumsi alkohol dan asupan garam, mengurangi kebiasaan
merokok, dan berolah raga secara teratur. Salah satu yang masih menjadi
perdebatan adalah pengaruh kebiassan minum kopi terhadap peningkatan

tekanan.

Kopi terutama banyak dikonsumsi karena memiliki efek stimulan. Pada
awalnya, konsumsi kopi/kafein dalam kehidupan sehari-hari diketahui hanya
memberikan sedikit dampak negatif terhadap kesehatan. Adanya beberapa
laporan mengenai efek merugikan dari kafein terhadap sistem kardiovaskular
membuat kandungan utama dalam kopi tersebut menjadi kandidat utama yang

menghubungkan antara kebiasaan minum kopi dengan penyakit kardio vaskular.

Karena itu saya bermaksud mengadakan penelitian untuk melihat
pengaruh kebiasaan minum kopi terhadap peningkatan tekanan darah. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjelaskan hubungan antara kebiasaan minum
kopi dengan peningkatan tekanan darah serta mekanisme terjadinya peningkatan
tekanan darah tersebut. Bila hubungan dan mekanisme terjadinya peningkatan
tekanan darah dapat diketahui, diharapkan dapat menambah pemahaman
tentang kebiasaan minum kopi sebagai salah satu faktor risiko terjadinya
peningkatan tekanan darah dan penyakit kardiovaskular serta upaya pencegahan
dan penanganan yang tepat dapat dilakukan.

Kami sangat mengharapkan bapak/ibu bersedia untuk ikut dalam

penelitian ini, dan bila bersedia diharapkan dapat memberikan persetujuan
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secara tertulis. Keikutsertaan bapak/ibu dalam penelitian ini bersifat sukarela
tanpa paksaan, oleh karena itu bapak/ibu berhak untuk menolak atau
mengundurkan diri selama berlangsungnya penelitian. Secara keseluruhan 72
pasien termasuk bapak/ibu akan berperan serta. Bacalah informasi ini sebelum
bapak/ibu memutuskan apakah anda akan turut berpartisipasi dalam penelitian
ini. Janganlah ragu-ragu bertanya bila ada hal-hal yang belum jelas atau belum

dimengerti.

Kalau bapak/ibu setuju untuk berpartisipasi, maka kami akan
menanyakan beberapa hal, antara lain data pribadi bapak/ibu serta beberapa
kebiasaan hidup sehari-hari. Kami juga akan melakukan beberapa pemeriksaan
antara lain pemeriksaan tekanan darah dan lingkar pinggang.

Kemudian seorang staf Laboratorium Prodia akan melakukan
pengambilan darah sebanyak kira-kira 10-15 cc pada pembuluh darah di lipatan
siku. Pengambilan ini akan menimbulkan sedikit rasa sakit sebagaimana rasanya
bila disuntik. Juga bisa timbul memar ringan atau terjadi infeksi, namun terjadinya
hal ini sangat kecil kemungkinannya karena pengambilan darah dilakukan
secara bebas hama oleh petugas yang sudah terlatih dan didampingi oleh dokter
peneliti sendiri. Walaupun kemungkinannya kecil, namun bila terjadi dampak

buruk akibat pengambilan darah ini, akan ditangani sebagaimana mestinya.

Darah yang diambil tadi akan digunakan untuk beberapa pemeriksaan,
yaitu pemeriksaan gula darah, hsCRP, ADMA, dan kafein serta sampel urine
untuk pemeriksaan F2 isoprostan. Pemeriksaan tersebut tidak dikenai biaya dan

anda dapat mengetahui hasil dari pemeriksaan tersebut.

Keuntungan mengikuti penelitian ini, adalah bahwa bapak/ibu dapat
mengetahui status kesehatannya bapak/ibu, terutama mengenai tekanan darah,
lingkar pinggang, kadar gula puasa, hsCRP (untuk mengetahui adanya inflamasi
dan untuk mengetahui risiko terjadinya penyakit kardiovaskular), ADMA (untuk
melihat gangguan pada pembuluh darah), kafein (kandungan aktif pada kopi)
serta R2 isoprostan (untuk melihat stres oksidatif). Disamping itu memberikan
manfaat yang besar terhadap pengembangan ilmu kedokteran, khususnya

mengenai pemahaman akan faktor risiko penyakit kardiovaskular.
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Data penelitian ini akan dikumpulkan dan disimpan tanpa menyebutkan
nama bapak/ibu dalam arsip tertulis atau elektronik (komputer), yang tidak bisa
dilihat oleh orang lain selain peneliti atau tim dari Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Unhas. Hasil penelitian akan disajikan pula

secara anonim pada :
- Forum ilmiah Program Pasca sarjana (S2) Universitas Hasanuddin.
- Publikasi pada jurnal iimiah dalam maupun luar negeri.

Jika bapak/ibu setuju untuk berpartisipasi, diharapkan menandatangani
surat persetujuan mengikuti penelitian. Atas kesediaan dan kerjasamanya
diucapkan terima kasih.

Sehubungan dengan penelitian ini, bilamana timbul pertanyaan mengenai
penelitian harap hubungi :

Nama : Erizal Sugiono, S.Si., Apt.
Alamat : J. Diponegoro No. 192 Denpasar
No. Hp: 08123851544

atau

Nama : Ni Nengah Udiani, Amd.K., SS
Alamat : J. Diponegoro No. 192 Denpasar
No. telp : 0361-261001
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Lampiran 2

FORMULIR PERSETUJUAN MENGIKUTI PENELITIAN SETELAH
MENDAPAT PENJELASAN

Saya yang bertandatangan di bawah ini :

Nama e

Umur S

Alamat L e rrreeieeeeeeeeeeeer e aaaaeaeerarann

setelah mendengar/membaca dan mengerti penjelasan yang diberikan oleh
........................ , baik mengenai tujuan, manfaat apa yang akan diperoleh pada
penelitian ini, serta risiko yang mungkin terjadi, maka dengan ini saya

menyatakan setuju untuk ikut dalam penelitian ini secara sukarela tanpa
paksaan.

Saya tahu bahwa keikutsertaan saya ini bersifat sukarela tanpa paksaan,
sehingga saya bisa menolak ikut atau mengundurkan diri dari penelitian ini. Juga
saya berhak bertanya atau meminta penjelasan bila masih ada hal yang belum
jelas atau masih ada hal yang ingin saya ketahui tentang penelitian ini.

Saya juga mengerti bahwa semua biaya yang dikeluarkan sehubungan
dengan penelitian ini, dan kemungkinan terjadinya hal-hal yang tidak diinginkan,
menjadi beban peneliti.

Apabila terjadi perselisihan akan diselesaikan secara musyawah untuk
mencapai mufakat.

Denpasar, .......cccceevvveeeennn. 2008.

(Subyek penelitian)

NAMA TANDA TANGAN TGI/BLN/THN

Saksi 1
Saksi 2

Identitas peneliti
Nama : Erizal Sugiono, S.Si.,Apt.
HP. : 08123851544
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LAMPIRAN

Lampiran 3 Prosedur pemeriksaan ADMA

Pemeriksaan ADMA dilakukan dengan metode ELISA secara

manual.

1. Persiapkan reagen.

Larutan Pencuci (Wash Buffer): 50 ml larutan buffer pencuci
diencerkan dengan aqua dest hingga 500 ml.

Reagen penyeimbang Equalizing Reagent): reagen penyeimbang
dilarutkan dengan 5 mL aquadest, dicampur perlahan dan
diletakkan di atas roll mixer selama 30 menit. Selama pencampuran
diusahakan agar tidak terbentuk gelembung.

Reagen Asilasi (Acylation Reagent): satu botol reagen ini dilarutkan
dengan dimetilformamida (DMF) dan dikocok slama 5 menit di
atas orbital shaker. Reagen yang akan digunakan harus dibuat

sesegera mungkin sebelum digunakan.

2. Persiapan sampel

Ke dalam plate reaksi dimasukkan 20 ?L larutan standar A-F
(masing-masing dikerjakan 2 kali/duplo), 20 ?L kontrol 1 dan 2
serta 20 ?L sampel pasien.

Setiap sumur pada plate reaksi diisi dengan 25 ?L larutan

penyangga asilasi.
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- Setiap sumur pada plate reaksi diisi dengan 25 ?L larutan
penyeimbang.

- Plate reaksi diletakkan di atas shaker selama 10 detik.

- Setiap sumur pada plate reaksi diisi dengan 25 ?L larutan asilasi
yang baru dibuat, segera homogenkan di atas shaker.

- Inkubasi dilakukan di atas shaker selama 30 menit pada suhu
ruang (20°C).

- Sebanyak 1.5 mL larutan penyeimbang dilarutkan ke dalam 9 mL
aquadest, dicampur dan dipipet 100 ?L ke dalam setiap sumur
reaksi.

- Inkubasi dilakukan selama 45 menit pada suhu ruang di atas
shaker.

3. Prosedur ELISA ADMA.

- Standar, kontrol dan sampel yang telah dipreparasi dipipet masing-
masing 50 ?L ke dalam sumur strip mikrotiter yang telah dilabel.

- Setiap sumur reaksi diisi dengan 50 mL antiserum ADMA dan

dihomogenkan sebentar di atas shaker.

- Mikroteter ditutup dengan plastik perekat dan diinkubasi selama 15-
20 jam pada suhu 2 — 8°C.

- Larutan dalam mikrotiter dikeringkan, kemudian ditambahkan 250
?L larutan pencuci, homogenkan sebentar dan keringkan kembali.

Prosedur pencucian tersebut dilakukan sebanyak 4 Kali.
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ditambahkan 100 7?L enzim Kkonjugat,

selanjutnya diinkubasi selama 60 menit pada temperatur ruang di

atas shaker.

- Dicuci dan dibilas 4 kali dengan larutan pencuci.

- Setiap sumur reaksi diisi dengan 100 ?L substrat dan diinkubasi

selama 20 — 30 menit pada temperatur ruang dan di atas shaker.

- Ditambahkan 100 mL larutan stop ke dalam setiap sumur reaksi.

- Larutan dibaca dengan reader ELISA (photometer) pada panjang

gelombang 450 nm.

4. Kurva standar.

Mean | CV (%) | Label Conc Conc
S3 1,242 15,1 0,300 0,3036
S4 0,947 1,0 0,600 0,6271
S5 0,789 3,8 1,000 0,9444
S6 0,349 6,1 5,000 5,133
Absorbance
2.0

Y.
N

1e-06

001

(53]
7 [

1000

concentration
5. Hasil kontrol.
Mean | CV (%) Conc Range Control
R1 1,166 2,9 0,3667 0,24 — 0,58 ?mol/L
R2 0,951 8,4 0,6216 0,6 —1,0 ?mol/L
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Lampiran 4 Prosedur pemeriksaan F2 isopostan

Pemeriksaan F2 isoprostan dilakukan dengan metode ELISA
secara manual.
1. Persiapkan reagen.
- Substrat dan larutan pengencer (Enhanced Dilution Buffer)
langsung bisa dipergunakan.
- Larutan Pencuci (Wash Buffer): larutan pencuci 5x diencerkan

menggunakan aquadest sampai konsentrasi menjadi 1x.
- Larutan konjungat sebanyak 240 ?L diencerkan dengan 11.760 mL
larutan pengecer.
2. Persiapan sampel.
- Satu bagian sampel (40 ?L) diencerkan dengan 4 bagian larutan
pengencer (160 ?L).
3. Persiapan standar.

- Standar disiapkan dalam tabung reaksi seperti tabel di bawah:

Standar Konsentrasi Larutan Volume | Sumber Volume
15-isoprostan | Pengencer | Transfer | Larutan Akhir
Fat (ng/mL) (?L) (?L) Transfer (?L)
Sy 100 450 50 Stok 300
Se 50 200 200 Sy 300
Ss 10 400 100 Se 300
Sy 5 200 200 S5 300
S3 1 400 100 Sy 400
So 0.1 900 100 S3 500
S1 0.05 500 500 S, 1000
Bo 0 300 300
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3. Pemeriksaan sampel

- Larutan standar (dikerjakan 2 kali/duplo) dan sampel yang telah
disiapkan dipipet masing-masing 100 ?L ke dalam sumur strip
mikrotiter yang telah dilabel.

- Setiap sumur reaksi diisi dengan 100 ?L 15-Isoprostane F; HRP
Conjungate, kecuali pada sumur untuk reagen blank ditambahkan
100 ?L larutan pengencer.

- Mikroteter ditutup dengan plastik perekat dan diinkubasi selama 2
jam pada suhu kamar.

- Larutan dalam mikrotiter dikeringkan, kemudian ditambahkan 300
?L larutan pencuci, didiamkan selama 2 — 3 menit lalu dikeringkan
kembali. Prosedur pencucian tersebut dilakukan sebanyak 3 kali.

- Setiap sumur reaksi ditambahkan 200 ?L substrat, selanjutnya
diinkubasi selama 20 — 40 menit pada temperatur ruang sampai
terbentuk warna biru tua.

- Ditambahkan 50 ?L larutan stop (H,SO,4 3M) ke dalam setiap sumur
reaksi. Warna larutan akan berubah dari biru menjadi kuning.

- Larutan dibaca dengan reader ELISA (photometer) pada panjang

gelombang 450 nm.



4. Kurva standar.
Mean | CV (%) | Label Conc Conc
S1 0,868 1,6 0,05000 0,04999
S2 0,705 2,9 0,1000 0,09999
S3 0,309 2,3 1,000 0,9999
4 0,207 - 5,000 5,000
Absorhance
o o R e s
1 R e B Hmm e mm e a 15- ------------
W — - S—— —
20 : ;
01 ! ;| 10
Concentration
5. Hasil kontrol.
Mean | CV (%) Conc Relative
R1 1,094 3,0 0,01735 100

100
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Lampiran 5 Prosedur pemeriksaan kafein

Pemeriksaan kafein dilakukan dengan metode HPLC.

1. Persiapkan sampel.

Satu mL sample ditambahkan dengan 1 mL aquabidest.
Ditambahkan 200 ?L larutan Standar internal Teofilin 20 ?g/mL.
Ditambahkan 500 ?L KOH 6 M.

Ditambahkan 5 mL larutan Tertier Buthyl Methyl Ether (TBME).
Ditambahkan 2 gram Na,SO,4 anhidrat.

Larutan dihomogenkan menggunakan rotary shaker selama 30
menit.

Larutan yang sudah dihomogenkan kemudian disentrifugasi selama
10 menit.

Bagian fasa organik diambil dan dikeringkan menggunakan gas
nitrogen sampai kering.

Fasa organik yang telah kering dilarutkan menggunkan fasa gerak
(air : acetonitril 85 : 15).

Larutan sampel siap untuk dianalisis menggunakan HPLC.

2. Pembuatan kurva kalibrasi.

Larutan stok kafein 1000 ppm dibuat dengan melarutkan 1 mg

kafein dalam 1 mL etanol.
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Konsentrasi standar kafein yang digunakan adalah 0; 0,2; 0,8; 1,0;

dan 2 ppm.

2. Kondisi HPLC.

Fase gerak yang digunakan adalah Air : Acetonitril 85 : 15.

Flow rate: 1 mL/menit.

Detektor: Photo Diode Array Detector dengan panjang gelombang

maksimum 273 nm.

3. Kurva standar.

Konsentrasi Area Area ISTD Ratio Area Perﬁﬁiir an
(?g/mb Caffeine Teofilin Caffeine/ISTD 2 g/ng)
0 0 0 0 0
0,2 15907 54276 0,2931 0,25
0,8 49485 62706 1,7892 0,69

1 28915 23261 1,2431 1,09

2 85583 37282 2,2956 2,01

Kurva Standar Caffein
y=1.1401x + 0.0121
o) R’ = 0.9909
E 25
E 2-
a |
= 15 Lo
5]
[} T 4 C—— e sy B
®
o Ry [ St
L=
B 0+= - S
o
0 05 1 1.5 2 25

Konsentrasi (ug/mi})
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Lampiran 6
KUISIONER PENELITIAN

HUBUNGAN ANTARA KEBIASAAN MINUM KOPI
DENGAN PENINGKATAN TEKANAN DARAH

I IDENTITAS

Nama

Jenis Kelamin | ? Pria ? Wanita

UMUur | e tahun

Suku Bangsa

? Bali 7 Jawa 7 Madura 7 Sasak 7 Cina 7 Arab 7 Lain .........

Alamat

Pendidikan

? Tidak tamatSD 7 SD ? sLTP ? SLTA ? Akademi/Universitas

Pekerjaan
? Tidak kerja ? PNS ? Petani ? Nelayan ? Pedagang ? Lainnya

No. Telepon

I PEMERIKSAAN FISIK

Berat Badan Kg

Tinggi Badan cm

Lingkar Perut cm

Tekanan Sistolik (mm Hg) Diastolik (mmHg)
1 1.
2 2
3 3
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Rata-rata : Rata-rata :

ANAMNESA

Riwayat kesehatan dan penggunaan obat.
a. Apakah anda sedang didiagnosis mengidap suatu penyakit ?
() ya,sebutkan ...........coocoiiiinnnn.
() tidak
b. Penyakit darah tinggi/hipertensi
i. Apakah anda menderita penyakit darah tinggi ?
( )ya () tidak
ii. Jikaya, sudah berapalama ................... tahun
iii. Apakah anda sudah minum obat darah tinggi ?
( ) sudah ( ) Belum
iv. Bila sudah, nama obat yang diminum: ...................cooenn
v. Adakah keluarga yang menderita penyakit darah tinggi ?
( ) ada, kakek/nenek/ayah/ibu *)
() tidak
c. Penyakit kencing manis/diabetes melitus
i. Apakah anda menderita penyakit kencing manis ?
( )ya () tidak
ii. Jikaya, sudah berapa lama ................... tahun
iii. Apakah anda sudah minum obat kencing manis ?
( ) sudah ( ) Belum
iv. Bila sudah, nama obat yang diminum : .....................
v. Adakah keluarga yang menderita penyakit kencing manis ?
( ) ada, kakek/nenek/ayah/ibu *)
() tidak
d. Pemakaian obat penurun berat badan
i. Apakah anda sedang mengguakan obat-obatan untuk

menurunkan berat badan ?
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( )ya () tidak
Jika ya, sudah berapalama: ............cooiviii i,

SEPULKAN & oo

e. Pemakaian obat lainnya

Vi.

Vii.

Apakah anda sedang menggunakan obat-obatan lain ?
( )ya () tidak

. Jika ya, sudah berapalama: ..............cooiiii i,

SEUTK AN & ettt e e e

Apakah anda biasa minum kopi ?
( )ya () tidak

. Jika ya, berapa kali dalam sehari anda meminumnya ?

( )1x ( )2x ( )3x G

Kapan terakhir anda minum kopi: (tuliskan jam terakhir minum

. Wadah yang digunakan pada saat meminum kopi ?

( ) cangkir () cangkir besar ( ) gelas
Sudah berapa lama kebiasaan tersebut : ................ooieenieen.
() kurang dari 1 bulan

( )1-12bulan

( )?1tahun

Jenis kopi yang anda konsumsi ?

() kopi bubuk/kopi tubruk

( ) kopi instant

( ) Decaffeinated coffee (kopi tanpa kafein)

Sebutkan merk kopi yang anda gunakan: ...........ccccccceeeeennnnn.

viii. Apakah anda meninum kopi dengan menggunakan gula ?

iX.

( )ya () tidak

Apakah anda meninum kopi dengan menggunakan creamer ?



X.

Xi.

106

( )ya () tidak
Apakah anda meninum kopi dengan menggunakan susu ?
( )ya () tidak

Uraikan secara singkat cara penyajian/pembuatan kopi ?

3. Kebiasaan dan pola hidup

a. Merokok

Apakah anda merokok ?

()ya () tidak

. Jikaya, sudah berapalama: .................. tahun
()14 ( )59 ()?10
Banyaknya merokok ...................... batang/hari
()1-14 ( )15-34 ()?35

Jika sudah berhenti merokok, sejak kapan ?
() kurang dari 1 bulan
( )1-12 bulan

( )?1tahun
b. Olah raga
i. Apakah sampai sekarang melakukan olahraga ?
( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda melakukan
olahraga ?
()1x ()2x ()3x ()?4x
iii. Olah raga apayang anda lakukan: ............cccccvviiiiiiiiiiiiinnnnnns
iv. Sudah berapa lama anda rutin berolahraga .................. tahun
c. Alkohol

Apakah anda biasa minum minuman beralkohol ?
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( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda minum minuman
beralkohol ?
()1x ()2x ()3x () setiap hari
iii. Sudah berapa lama kebiasaan tersebut: ..........cccccccooeerrinnnnn.

. Pemakaian vitamin

i. Apakah anda sedang menggunakan vitamin ?

( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda minum vitamin ?
()1x ()2x ()3x () setiap hari

iii. Sudah berapa lama anda menggunakannya : .....................
iv. Sebutkan nama vitamin yang anda gunakan : .............cccceee...
. Pemakaian food supplement

i. Apakah anda sedang menggunakan food supplement ?

( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda meminumnya ?
()1x ()2x ( )3x () setiap hari

iii. Sudah berapa lama anda menggunakannya: ......................
iv. Sebutkan nama food supplement yang anda gunakan : .........
Pemakaian minyak ikan / fish oil

i. Apakah anda sedang menggunakan minyak ikan ?

( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda meminumnya ?
()1x ()2x ()3x () setiap hari

iii. Sudah berapalama anda menggunakannya: ......................

. Pemakaian red wine

i. Apakah anda biasa meminum red wine ?
( )ya () tidak
ii. Jikaya, berapa kali dalam seminggu anda meminumnya ?
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()1x ()2x ( )3x () setiap hari
iii. Sudah berapa lama kebiasaan tersebut: ...........................
h. Teh
i. Apakah anda biasa minum teh ?
( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam sehari anda meminumnya ?
()1x ()2x ()3x [ PP

iii. Sudah berapa lama kebiasaan tersebut: .................cc.ooeeeen.
i. Minuman berenergi

i. Apakah anda biasa meminumminuman berenergi?

( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa kali dalam seminggu anda meminumnya ?
()1x ()2x ( )3x () setiap hari

iii. Sudah berapa lama kebiasaan tersebut: ......................
iv. Sebutkan nama minuman berenergi yang anda gunakan : .....
j-  Buah-buahan
i. Apakah anda biasa mengkonsumsi buah-buahan ?
( )ya () tidak
ii. Jika ya, berapa banyak dalam sehari anda
mengkonsumsinya ?
()1 ()2 ()3 () e,
iii. Sudah berapa lama kebiasaan tersebut: ..........................l
k. Apakah anda sering mengalami stres/masalah ?
( )ya () tidak
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IV HASIL PEMERIKSAAN LABORATORIUM

No. Jenis Pemeriksaan Satuan
1 | Gula darah puasa mg/dL
2 | hs-CRP mg/L
3 | F2-isoprostan ng/mg kretinin
4 | ADMA ng/mL
5 | Caffeine
Denpasar, ......cccoeeeeeeeiiiinennans
Pemeriksa,



