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ABSTRAK

Kolesterol LDL yang teroksidasi merupakan pemicu utama terjadinya
aterosklerosis. Peningkatan konsumsi fitokimia yang memiliki kapasitas antioksidan dan
daya hipokolesterolemik diharapkan dapat menekan kejadian aterosklerosis. Klorofil dan
beberapa turunannya menunjukkan kemampuan antioksidatif secara in vitro dan ex vivo,
serta daya hipokolesterolemik secara in vivo. Oleh karena itu perlu dilakukan studi
mengenai potensi klorofil dalam menekan kejadian aterosklerosis. Dalam studi ini
digunakan daun suji {Pleomele angustifolia N.E. Brown} yang sejak dahulu kala telah
digunakan oleh masyarakat Indonesia sebagai sumber pewarna hijau alami untuk pangan.
Dari studi terdahulu, ekstraksi daun suji dengan menggunakan larutan pengekstrak Na-
sitrat 12 mM yang mengandung 0.75% Tween 80 mampu meningkatkan kadar klorofil
larut air dan kapasitas antioksidan ekstrak yang dihasilkan. Untuk melihat efeknya
terhadap kesehatan, maka dilakukan studi yang bertujuan untuk menguji kapasitas
antioksidatif dan hipokolesterolemik ekstrak suji secara in vive. Pengujian kapasitas
antioksidatif menunjukkan bahwa pemberian secara oral ekstrak suji selama 2 bulan
menurunkan kadar MDA, serta meningkatkan aktivitas enzim katalase dan superoksida
dismutase (SOD) hati tikus Sprague Dawley jantan. Pengujian daya hipokolesterolemik
memperlihatkan bahwa pemberian secara oral esktrak suji pada.tikus_hiperkolesterolemia
mampu mempercepat penurunan kadar kolesterol plasma, memperkecil indeks
aterogenik, dan meningkatkan kandungan asam empedu isi sekum atau memperkeril
jumlah asam empedu yang direabsorpsi ke dalam darah. Studi lebih lanjut secara in vitro
menunjukkan adanya kemampuan ekstrak suji menghambat jumlah asam empedu yang
mampu terdiaiisis ke dalam kantung, sehingga diduga penurunan kadar kolesterol plasma
disebabkan oleh adanya penghambatan reabsorpsi asam empedu ke dalam darah.
Kata kunci : suji (Pleomele angustifolia N.E.-Brown), klorofil, kapasitas antioksidan,
kolesterol, asam empedu.
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PENDAHULUAN

Berdasarkan Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) tahun 2001, penyakit
kardiovaskuler (PKV) merupakan penyebab kematian nomor satu di Indonesia yaitu
scbesar 25.6% (Anonim, 2004). Pengendalian dan pencegahan timbulnya PKV dapat
dilakukan antara lain melalui pencegahan terjadinya aterosklerosis. Aterosklerosis terjadi
karena kolesterol LDL (Low Density Lipoprotein) teroksidasi. Peningkatan konsumsi
fitokimia yang memiliki kapasitas antioksidan tubuh daya hipokolesterolemik diharapkan
dapat menckan kejadian aterosklerosis.

Berbeda dengan senyawa fitokimia lain, seperti komponen fenolik, klorofil terdapat
dalam jumlah banyak pada tanaman (rata-rata 1% berat kering) sehingga sangat berpotensi
dikembangkan sebagai suplemen pangan atau pangan fungsicnal. Klorofil alami (seperti
klorofil a dan b) bersifat lipofilik karena gugus fitolnya. Hidrolisis tcrhadap gugus terscbut
akan mengubahnya menjadi turunan klorofil yang larut air, seperti klorofilid dan klorofilin.
Klorofil dan beberapa turunannya menunjukkan kemampuan antioksidatif secara in vitro
dan ex vivo (Kumar et al., 2001; Kamat et al., 2000; Ferruzzi et al., 2002b), serta daya
hipokolesterolemik secara in vivo (Vlad et al., 1995, Alsuhendra et al., 2003).

Sebelum tahun 2000, klorofil dianggap tidak dapat diserap oleh tubuh. Egner et al.
(2000) adalah yang pertama kali menemukan adanya turunan klorofil dalam scrum pasicn
yang diberi klorofilin dosis tinggi. Pengujian secara in vitro menggunakan sel absortif
Caco-2, menunjukkan penyerapan klorofil lipofil (masih mengandung gugus fitol) sebesar
5-10% (Ferruzzi et al., 2001), sedangkan klorofilin sebesar 45-60% (Ferruzzi et al., 2002a).
Diperkirakan upaya menghidrolisis gugus fitol klorofil agar diperoleh klorofil yang larut
air dapat meningkatkan manfaat klorofil bagi kesehatan tubuh. Hidrolisis dapat dilakukan
menggunakan asam, alkali atau enzim klorofilase.

Saat ini semakin banyak beredar produk impor suplemen pangan kaya klorofil,
padahal dilihat dari segi geografis Indonesia memiliki potensi sumber klorofil yang besar.
Salah satunya adalah daun suji (Plecomele angustifolia N.E. Brown)-vang sejak dahulu kala
telah digunakan olch masyarakat Indonesia scbagai sumber pewarna hijau alami untuk
pangan. Oleh karena itu perlu dilakukan kajian untuk meningkatkan manfaat daun suji
bagi kesehatan, khususnya dalam pencegahan aterosklerosis.

Tujuan penelitian ini adalah menguji kapasitas antioksidatif dan daya
hipokolesterolemiknya secara in vivo dari ekstrak cair daun suji kaya klorofil. Ekstrak suji
tersebut diperoleh dengan menggunakan larutan pengekstrak 0.75% Tween 80 dalam Na-
sitrat 12 mM (Prangdimurti et al., 2005).

BAHAN DAN METODE

Bahan

Daun suji (Pleomele angustifolia N.E. Brown) yang digunakan berasal dari daerah
Darmaga Bogor. Sebagai pembanding ekstrak suji digunakan kiorofilin (Sodium Copper
ChlorophylliniSCC, Sigma-USA). Untuk studi in vivo, digunakan tikus jenis Sprague
Dawley jantan umur Z bulan dari Badan POM-Jakarta.
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Metode

Estimasi Tingkat Penyerapan Klorofil menggunakan Sistem Pencernaan In Vitro

Larutan yang diujikan yaitu ekstrak suji dan larutan klorofilin (SCC) sebagai
pembanding. SCC merupakan campuran turunan-turunan klorofil larut air yang telah biasa
digunakan sebagai pewarna makanan dan suplemen pangan. Kadar klorofil ekstrak suji
(0.1 g/ml) setara dengan larutan SCC 2,3 mM. Sistem pencernaan in vitro mengadopsi
prosedur Ferruzzi et al. (2001). Fase lambung (gastric) dilakukan dengan menginkubasi
larutan uji, yang telah diatur menjadi pH 2 menggunakan HCI 4N, dengan larutan pepsin
selama | jam dalam penangas air bergoyang 37°C. Selanjutnya, ke dalam larutan uji
dimasukkan kantung dialisis berisi NaHCOj; 0,5M. Setelah tercapai pH 7, inkubasi fase
usus halus dimulai dengan menambahkan campuran pankreatin-ekstrak empedu dan
lipase. Setelah 2 jam inkubasi, isi kantung (dialisat) diambil dan diukur volumenya.
Pengukuran kadar klorofil terlarut dilakukan pada fraksi awal, fraksi lambung (gastric),
fraksi digesta (luar kantung dialisat) dan fraksi dialisat (isi kantung). Tingkat penyerapan
klorofil (%) diestimasi dari kadar klorofil fraksi dialisat per-kadar klorofil fraksi awal lalu
dikalikan 100, untuk selanjutnya digunakan dalam perhitungan dosis uji in vivo.

Pengujian Kapasitas Antioksidatif secara In Vivo

Setclah masa adaptas i, tikus percobaan (berat rata-rata 220 g) dibagi dalam 3
kelompok (N=7) yaitu kelompok yang dicekok 2 ml/hari dengan : (1) ekstrak suji 0.14
g/ml, (2) larutan SCC | mM, dan (3) akuades (sebagai kontrol). Ransum yang diberikan
adalah ransum basal dengan sumber protein kasein 10% mengikuti AOAC (1984). Setelah
2 bulan masa intervensi, tikus diterminasi untuk dianalisis : kadar MDA
(malondialdehida) hati {Singh et al.,, 2002), aktivitas katalase hati (Iwai et al., 2002),
aktivitas superoksida dismutase (SOD) hati (Wijeratne et al., 2005).

Pengujian Daya Hipokolesterolemik secara Iii Vivo dan Kapasitas Pengikatan Asam
Empedu secara In Vitro

Sebelum diintervensi dengan ekstrak suji, tikus peicobaan (berat rata-rata 290 g)
dibuat hiperkolesterolemia terlebih dahulu dengan cara pemberian kolesterol 0,5% dalam
ransum dan dicekok PTU (Propil Tiourasil) sebanyak 2 mg/kg BB/hari. Setelah kondisi
hiperkolesterolemia tercapai {+ 120-130 mg/dl), tikus dikelompokkan menjadi 2 (N=7)
yaitu kelompok yang dicekok 2 ml/hari dengan : (1) ekstrak suji (0.3 g/ml) dan (2) akuades
(kontrol positif). Sebagai kontrol negatif adalah kelompok tikus yang diberi ransum basal.

Setelah 10 hari masa intervensi, tikus diterminasi untuk dianalisis : status lipida
darah (kadar total kolesterol, High Density Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein
(LDL), trigliserida (TG)) (Randox’s reagen kit), dan kadar asam empedu isi sekum
(Moundras et al., 1995).

Untuk melihat adanya kapasitas pengikatan asam empedu olch ekstrak suji sebagai
dugaan mekanisme penurunan kolesterol serum, maka dilakukan uji in vitro mengikuti
prosedur Sayar et al. (2005) yang dimodifikasi. Ekstrak suji diinkubasikan dengan
sejumlah tertentu asam empedu seperti halnya prosedur pencernaan in vitro yang
dijelaskan di atas. Di akhir proses pencernaan, dilakukan pengukuran kadar asam empedu
yang terdialisis ke dalam kantung dengan menggunakan Bile Acids Reagen Kit (Randox).
Hasilnya dibandingkan dengan larutan pengekstrak suji, larutan SCC, akuades, dan
kolestiramin (scbagai kontrol positif). '
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Estimasi Tingkat Penyerapan Klorofil Ekstrak Suji

Ekstrak suji yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak yang dihasilkan
dengan menggunakan larutan pengekstrak Na-sitrat 12mM yang mengandung 0.75%
Tween 80. Larutan pengekstrak tersebut menghasilkan peningkatan kadar klorofil larut air
dan kapasitas antioksidan ckstrak yang paling baik jika dibandingkan dengan larutan
pengekstrak yang lain, yaitu NayCOj (0.1-0.5%), NaHCOj; (0.1-0.5%) dan akuades, baik
dengan atau tanpa ditambahkan Tween 80. Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat)
merupakan surfaktan atau deterjen non ionik dan termasuk dalam bahan tambahan pangan
kelas polisorbat. Penggunaan Tween 80 dalam ekstraksi klorofil dapat menekan
pembentukan feofitin dibandingkan deterjen anionik (Vargas dan Lopez, 2003). Tween 80
dapat membantu klorofil lipofil teremulsi di dalam air dan diharapkan mempermudah
kontak dengan enzim klorofilase. Klorofilase bekerja menghidrolisis gugus fitol klorofil
sehingga mengubahnya menjadi klorofilid yang larut air. Na-sitrat 12 mM disebutkan
dapat meningkatkan aktivitas klorofilase (Lopez, et al.,, 1992). Larutan pengekstrak 1%
Tween 80 dalam Na-sitrat 12 mM memiliki pH 7.65, mendekati pH optimum klorofilase
daun suji yaitu pH 7.4 (Sibarani, 1994).
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Gambar 1. (a) Kadar klorofil terlarut pada masing-masing fraksi selama pencernaan in
vitro, (b) estimasi jurlah klorofil yang terserap

Suatu komponen pangan dapat diserap oleh usus apabila berada dalam kondisi
terlarut atau tidak terikat oleh komponen lain yang berukuran besar, oleh karena itu
besarnya klorofil yang tersedia untuk diserap berkorelasi dengan kadar klorofil terlarut.
Gambar 1a menunjukkan bahwa selama pencernaan terjadi penurunan kadar klorofil
terlarut. Sebanyak 45% klorofil suji terdegradasi di lambung karena berubah menjadi
feofitin. Ferruzzi et al. (2001) menyatakan bahwa 75-77% klorofil pure bayam berubah
menjadi feofitin di lambung, dengan menggunakan simulasi pencernaan in vitro.
Keberadaan antioksidan lain seperti karotenoid dan komponen fenolik dapat mengurangi
kerusakan klorofil selama pencernaan. Ferruzzi et al. (2002a) mengungkapkan bahwa
keberadaan antioksidan dalam saus apel yang ditambahkan ke dalam larutan SCC
menurunkan laju degradasi klorofilin. Gambar 1a miemperlihatkan adanya penggumpalan
SCC dalam kondisi asam (lambung) yang ditunjukkan oleh rendahnya kadar klorofil
terlarui, namun pada kondisi basa (usus halus) sebagian SCC dapat melarut kembali. SCC
merupakan sumber klorofil yang biasa dipakai dalam suplemen pangan kaya klorofil.
Ferruzzi et al. (2002a) juga menyatakan adanya degradasi SCC selama pencernaan menjadi
produk yang belum diketahui.
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Tingkat penyerapan klorofil (Gambar 1b) ekstrak suji jauh lebih rendah
dibandingkan larutan SCC. Hal ini sejalan dengan yang dikemukakan oleh Ferruzi et al.
(2001; 2002a) bahwa tingkat penyerapan klorofil lipofil sekitar 5-10%, sedangkan
klorofilin scbesar 45%-60%. Lebih lanjut dikemukakan bahwa klorofil lipofil membentuk
misel berukuran besar sehingga menghambat dialisisnya ke dalam kantung 6000-8000
MWCO (Salin et al., 1999).

Pengujian Kapasitas Antioksidatif secara In Vivo

Tikus selama percobaan dalam keadaan sehat yang ditunjukkan oleh adanya
kenaikan berat badan sebesar 1,7-1,8 g/hari, dan konsumsi ransum rata-rata sebanyak 15
g/hari. Hasil pengukuran terhadap berat organ dan parameter antioksidatif dapat dilihat
pada Tabel 1. Pemberian ekstrak suji maupun SCC tidak memberikan perbedaan berat
organ (hati, limpa dan ginjal) (p>0.05).

MDA adalah produk peroksidasi lipid. Keberadaan senyawa-senyawa antioksidan
dapat menekan peroksidasi lipid. Dengan demikian kadar MDA yang rendah
menunjukkan adanya penghambatan terhadap oksidasi lipid oleh suatu antioksidan. Tabel
1 di atas menunjukkan bahwa pemberian ekstrak suji menurunkan tingkat peroksidasi lipid
hati, diduga karena peran dari klorofil sebagai antioksidan. Endo et al. (1985)
mengemukakan bahwa klorofil mcrupakan antioksidan pemutus rantai yang bekerja
dengan cara mendonorkan elektronnya kepada radikal bebas, namun klorofil tidak
memiliki kemampuan mendegradasi hidroperoksida. Selanjutnya disebutkan bahwa yang
berperan dalam sifat antioksidatif klorofil adalah struktur porfirinnya.

Tabei 1. Pengaruh pemberian ekstrak suji dan SCC terhadap berat organ
dan parameter antioksidatif tikus percobaan

Parameter Kel Kontrol Kel Suji Kel SCC
Berat relatif organ (g per-g
BB):
hati 0.0298 a 0.0322a 0.032! a
limpa 0.0020 a 0.0018a 0.0018a
ginjal 0.0054 a 0.0056a 0.0053 a
Kadar MDA hati (pmol/g) 192.11b 65.17a 15097 ab
Aktivitas katalase hati (U/ml) 1698 a 2349b 19.58a
Aktivitas SOD hati (%) 19.02a 23.77b  3152c

Ket. : Nilai rata-rata yang diikuti oleh huruf yang berbeda dalam baris yang
sama menunjukkan berbeda nyata (p<0.05)

Katalase merupakan enzim antioksidan yang berperan memecah H,O; menjadi HO
dan O,. Dalam prosedur pengujian, katalase ditambahkan ke dalam campuran reaksi
dalam jumlah yang sama, kemudian dihitung kecepatan penguraian dari H,O, yang
ditambahkan. Ekstrak hati kelompok suji menunjukkan kecepatan penguraian H;O, yang
iebih tinggi dibandingkan kedua kelompok yang lain (p<0.05). Penguraian H;O, dapat
disebabkan dua hal: (1) akiiviias katalase hati dan/atau (2) aksi langsung suatu antioksidan
terhadap H,0,. Efek klorofil terhadap katalase telah dibuktikan antara lain oleh Hsu et al.
(2005) yang menyatakan bahwa klorofil larut air, dalam hal ini feoforbid a dan b,
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memperkuat ketahanan limfosit manusia terhadap kerusakan oksidatif yang diinduksi oleh
H,0,. Selain itu aksi langsung klorofil terhadap H,O; telah diteliti oleh Kumar et al. (2001)
yang n}en);ebutkan konstanta kecepatan reaksi antara klorofilin dengan H,O, sebesar 2.7 x
10°M™.s™.

SOD merupakan enzim antioksidan yang berperan mendismutasi radikal
superoksida menjadi H,O,. Dalam pengujian ini, radikal superoksida dihasilkan terlebih
dahulu dari reaksi antara xantin dan xantin oksidase. Radikal superoksida akan
mengoksidasi garam tetrazolium (berwarna kuning) menjadi formazan yang berwarma
biru. Semakin tinggi aktivitas SOD berarti semakin banyak radikal superoksida yang
dinetralisir, dan hal ini ditunjukkan oleh semakin rendahnya jumlah formazan yang
terbentuk. Kelompok SCC dan suji memiliki kapasitas menangkap radikal superoksida
yang lebih besar dibandingkan kelompok kontrol, namun kapasitas kelompok suji lebih
rendah daripada kelompok SCC. Boloor ct al. (2000) menyatakan bahwa klorofilin pada
konsentrasi 10 pM melindungi membran mitokondria hati tikus terhadap radiasi dan
fotosensitasi, yang ditandai dari penurunan peroksida, protein oksidasi, serta restorasi GSH
(glutation) dan SOD.

Pengujian Daya Hipokolesterolemik secara In Vivo dan Kapasitas Pengikatan Asam
Empedu sccara In Vitro

Setelah tercapai kondisi hiperkolesterolemia, tikus dibagi menjadi 2 kelompok
berdasarkan kadar kolesterol scrumnya, schingga tiap kelompok berawal dari kadar
kolesterol rata-rata yang seragam (121 mg/dl). Selanjutnya tikus diintervensi dengan
eksirak suji atau akuades (kontrol positif). Kondisi pengujian seperti ini dirancang untuk
menjelaskan mekanisme hipokolesterolemik oleh klorofil, serta merupakan kelanjutan
penelitian  Alsuhendra et al. (2003) yang telah membuktikan adanya daya
hipokolesterolemik dari turunan klorofil daun singkong. Dalam penelitian Alsuhendra,
klorofil diberikan bersama-sama dengan ransum tinggi kolesterol, schingga belum dapat
dijelaskan apakah penurunan kolesterol diakibatkan oleh—penghambatan penyerapan
kolestcro!l diet ataukah karena penghambatan penyerapan kembali asam empedu ataukah
karena keduanya. Dalam penelitian ini mekanisme hipokolesterolemik yang diduga adalah
adanya kemampuan pengikatan atau penghambatan penyerapan asam empedu oleh
klorofil.

Selama perlakuan, tikus berada dalam keadaan sehat yang ditunjukkan oleh adanya
kenaikan berat badan sebesar 0.87 g/hari untuk kelompok suji dan 1,1 g/hari untuk
kelompok kontrol positif, serta konsumsi ransum rata-rata sebanyak 12.15 g/hari untuk
kelompok suji dan 11.65 g/hari untuk kelompok kontrol positif.

Intervensi dengan ekstrak suji diperkirakan tidak banyak berpengaruh pada berat
organ karena hanya dilakukan dalam waktu 10 hari. Adanya perbedaan berat organ ginjal
antara kelompok suji dan kelompok kontrol positif dibandingkan kontrol negatif
kemungkinan besar disebabkan olch perbedaan ransum pada masa peningkatan kadar
kolesterol. Total kolesterol serum dan indeks aterogenik kelompok suji yang lebih rendah
dibandingkan kelompok kontrol positif menunjukkan adanya pengaruh ekstrak suji dalam
mempercepat penurunan kadar kolesterol (Tabel 2). indeks aterogenik merupakan
indikator untuk mengetahui resiko aterosklerosis. Semakin rendah nilai indeks aterogenik
maka resiko aterosklerosis semakin kecil.
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Tabel 2. Pengaruh penambahan ekstrak suji terhadap berat organ, status lipid serum
dan kadar asam empedu isi sekum pada tikus hiperkolesterolemia

Parameter Kel Suji Kel Ktrl (+) Kel Ktrl (-)

Berat relatif organ (g per-g BB):

hati 0.0284 a 0.0288 a 0.0298 a
limpa 0.0016 a 0.0018 a 0.0020 a
ginjal 0.0050 a 0.0049 a 0.0054 b
Lipid serum :
Total kolesterol (mg/dl) 64.0 a 79.5b 585a
HDL (mg/dl) 325a 355a 348a
Trigliserida (mg/dl) 81.0b 87.5b 42.0a
LDL (mg/dl) 153a 26.5a 153a
Indcks atcrogenik 097b 1.24 ¢ 0.69 a
Kadar asam empedu sekum (umol/g) 6.82b 5.30a 5.67a

Ket. : Nilai rata-rata yang diikuti oleh huruf yang berbeda dalam baris yang sama menun-
jukkan berbeda nyata (p<0.05)

Hal yang menarik yaitu kadar asam empedu isi sekum (bagian awal usus besar) dari
kelompok suji yang lebih besar daripada kelompok kontrol. Ini menunjukkan adanya
kemampuan ekstrak suji menghambat.penyerapan kembali asam empedu. Telah diketahui
bahwa asam empedu dibentuk oleh kolesterol serum. Semakin banyak asam empedu yang
terbuang di feses (tidak terserap kembali ke dalam darah) maka berakibat pada penurunan
kolesterol serum karena digunakan untuk sintesis asam empedu. Diduga mekanisme ini
yang menyebabkan kecepatan penurunan kolesterol serum kelompok suji lebih besar
dibandingkan kelompok kontrol positif. Dugaan adanya kemampuan senyawa porfirin
mengikat asam empedu secara in vitro telah dikemukakan oleh Ferruzzi et al (2002a).
Untuk membuktikan hal ini, maka dilakukan uji in vitro menggunakan simulasi sistem
pencernaan dan mengukur kadar asam empedu yang terdialisis (terserap ke dalam
kantung). Gambar 2. memperlihatkan bahwa ckstrak suji memiliki kemampuan
menghambat penyerapan asam empedu yang lebih besar dibandingkan larutan pembanding
(akuades maupun Tween 80), meskipun masih jauh di atas kemampuan kolestiramin, yaitu
senyawa obat penurun kolesterol yang telah diakui memiliki kapasitas pengikatan asam
empedu yang tinggi.
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Gambar 2. Kadar asam empedu dalam kantung dialisis sebagai indikator adanya

penghambatan penyerapan asam empedu oleh larutan uji. (Ket: Notasi
huruf yang berbeda yang dicantumkan di samping nama larutan uji menunjukkan
berbeda nyata (p<0.05)

KESIMPULAN

Intervensi ekstrak suji tidak mempengaruhi berat organ hati, limpa dan ginjal.
Intervensi ekstrak suji dapat meningkatkan status antioksidatif tubuh, yang dibuktikan dari
kadar MDA hati yang lebih rendah, serta aktivitas katalase dan SOD hati tikus percobaan
yang lebih tinggi dibandingkan kontrol.

Intervensi ekstrak suji dapat mempercepat penurunan kolesterol darah pada tikus
hiperkolesterolemia. Kadar asam empedu isi sekum pada akhir masa intervensi lebih tinggi
daripada tikus kontrol positif (diberi akuades). Inkubasi secara in vitro ekstrak suji dengan
sejumlah asam empedu menunjukkan adanya penurunan jumlah asam empedu yang
terdialisis ke dalam kantung dialisis, dibandingkan dengan larutan pembanding (akuades
maupun Twcen 80). Oleh karena itu diduga ekstrak daun suji memiliki kemampuan
menghambat penyerapan kembali asam empedu ke dalam darah.
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