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ABSTRACT

THE EFFECT OF MANGROVE (Rhizophora apiculata) BARK EXTRACT
ETHANOL 95% ON MALONDIALDEHYDE (MDA) LEVEL OF MALE
WHITE RATS Sprague dawley STRAIN EXPOSED TO CIGARETTE SMOKE

By

BRANDON CAESARIO

Background: Smoking is harmful for health. Indonesia is the 3" country in Asia with
most smokers. Cigarette smoke has many chemical toxins that act as free radical and
causing oxidative stress. Oxidative stress can destroy cells and mutate DNA.
Antioxidant has potential to block free radicals Mangrove has antioxidant content that
is able to counteract free radicals.

Methods: This is a 30 day experimental study. 30 Sprague dawley rats divided into 5
different groups: K- wasn’t given special treatment, K+, P1, P2, P3 was exposed to
smoke from 24 cigarette for 30 days; P1, P2, P3 was given mangrove bark extract
with dosage of 28,275 mg/Kg (P1), 56,55 mg/Kg (P2), 113,1 mg/Kg (P3) for 30 days.
Then malondialdehyde level is measured with colorimetric method. Data was tested
with One Way ANOVA.

Results: Mangrove bark extract has significant effect on malondialdehyde level of
white rats that have been exposed to cigarette smoke (P=0,01). Groups that have been
given mangrove bark extract has lower MDA level than control group that only
exposed to smoke. Average MDA level was 0,89+0,08 (K-), 3,29+0,1 (K+), 2,85+0,07
(P1), 2,3+0,08 (P2), 1,83+0,06 (P3). Post hoc test between all groups showed significant
results.

Conclussion: Mangrove bark extract can decrease malondialdehyde level of rats that
has been exposed to cigarette smoke. Higher dosage of extract can further decrease
MDA level.

Keywords: cigarette, malondialdehyde, marine mangrove bark extract
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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL 95% KULIT BATANG
BAKAU MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHID (MDA) TIKUS PUTIH JANTAN GALUR Sprague
dawley YANG DIPAPARKAN ASAP ROKOK

Oleh

BRANDON CAESARIO

Latar Belakang: Merokok merupakan kebiasaan yang berbahaya untuk kesehatan.
Indonesia menempati urutan ketiga untuk negara dengan jumlah perokok terbanyak di
Asia. Asap rokok mengandung banyak toksin kimia yang bekerja sebagai radikal
bebas dan memicu stres oksidatif. Stres oksidatif dapat memicu kerusakan sel dan
mutasi DNA. Penangkal radikal bebas adalah antioksidan. Bakau minyak memiliki
kandungan antioksidan yang mampu menghentikan radikal bebas.

Metode: Penelitian eksperimental ini dilakukan selama 30 hari. Sebanyak 30 ekor
tikus Sprague dawley dibagi kedalam 5 kelompok berbeda: K- tidak diberi perlakuan,
K+, P1, P2, P3 dipaparkan asap dari 24 batang rokok selama 30 hari; P1, P2, P3
diberikan ekstrak kulit batang bakau minyak dengan dosis 28,275 mg/Kg (P1), 56,55
mg/Kg (P2), 113,1 mg/Kg (P3). Kadar malondialdehida diukur dengan metode
kolorimetri. Data dianalisis dengan uji One Way ANOVA.

Hasil: Pemberian ekstrak kulit batang bakau minyak berpengaruh menurunkan kadar
malondialdehida tikus putih yang dipaparkan asap rokok (P=0,01) Kadar MDA
kelompok yang diberikan ekstrak lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol yang
hanya dipaparkan asap rokok. Rerata kadar malondialdehida adalah 0,89+0,08 (K-),
3,29+0,1 (K+), 2,85+0,07 (P1), 2,3+0,08 (P2), 1,83+0,06 (P3). Uji post hoc LSD
menunjukkan perbedaan bermakna dari tiap kelompok perlakuan.

Kesimpulan: Ekstrak kulit batang bakau minyak berpengaruh terhadap kadar
malondialdehida tikus putih yang dipaparkan asap rokok. Penurunan kadar MDA
semakin bermakna seiring dengan penambahan dosis pemberian.

Kata kunci: rokok, malondialdehida, ekstrak kulit batang bakau minyak
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Merokok adalah perilaku yang membahayakan kesehatan. Rokok adalah produk
olahan tembakau yang dibungkus dengan selembar kertas, biasanya dihasilkan
dari tanaman Nicotiana tabacum. Rokok digunakan dengan cara dibakar,
kemudian dihisap asapnya (Kemenkes RI, 2015). Meskipun termasuk produk
legal, rokok memberikan efek negatif bagi kesehatan pemakainya dan juga orang-
orang disekitarnya. WHO memperkirakan pemakaian rokok menimbulkan kurang
lebih 6 juta kematian di seluruh dunia tiap tahunnya, dan kebanyakan kematian
terjadi secara prematur. Angka tersebut sudah termasuk 600.000 kematian
perokok pasif (Gonzéalez, 2015). Indonesia merupakan negara dengan jumlah
perokok terbanyak ketiga di dunia, setelah Republik Rakyat Tiongkok dan India
dengan persentase 46% penduduknya ~mengonsumsi rokok. Rokok
membahayakan kesehatan karena mengandung bahan-bahan berbahaya

(Kemenkes RI, 2015).



Rokok diketahui mengandung bahan-bahan kimia yang bersifat toksik. Beberapa
diantaranya yaitu, gas karbon monoksida (CO) yang mampu mengganti oksigen
dalam hemoglobin sehingga menimbulkan hipkosia akut, nikotin yang
meningkatkan risiko penyakit kardiovaskular. Zat-zat yang bersifat karsinogenik
yaitu benzopirin yang dihasilkan saat pembakaran dan bersifat karsinogenik, juga
tar yang bersifat mutagenik terhadap jaringan-jaringan tubuh (West, 2017). Selain
itu, rokok juga dapat menimbulkan stres oksidatif karena meningkatkan kadar

oksidan (Lee, Taneja dan Vassallo, 2012).

Stres oksidatif adalah keadaan dimana ketidakseimbangan ROS dengan
antioksidan baik secara kronis ataupun transien, dan menggangu metabolisme sel
juga konstituennya. Konsep stres oksidatif pertama kali muncul sekitar 30 tahun
yang lalu di Jerman. Terdapat berbagai jalur munculnya stress oksidatif, seperti
pada keadaan infeksi bakteri, jamur dan inflamasi, aktifitas berat seperti olahraga
yang menimbulkan hipoksia, dan degradasi sel darah. Stres oksidatif sering
dihubungkan dengan berbagai penyakit seperti Alzheimer, Parkinson,
arterosklerosis, dan kanker. Hal ini menyebabkan semakin banyaknya penelitian
tentang cara untuk mencegah stress oksidatif. Salah satu cara untuk mengatasi
stress oksidatif adalah menyeimbangkan agen oksidan dengan agen antioksidan.

(Breitenbach dan Eckl, 2015).

Antioksidan adalah berbagai mekanisme yang ada untuk melawan serangan dari
agen oksidan. Ada beberapa bentuk antioksidan yaitu antioksidan endogen (yang

diproduksi oleh tubuh) dan eksogen (yang didapatkan dari luar tubuh)



Antioksidan berperan dalam menetralisir agen oksidan berlebih, melindungi sel-
sel dari efek toksik agen oksidan, dan mencegah terjadinya penyakit akibat stres
oksidatif. Setelah antioksidan berhasil menghancurkan agen oksidan, antioksidan
itu sendiri akan teroksidasi dan tidak mampu bekerja kembali sampai terjadi
proses restorasi (He dan Pham-Huy, 2008). Kondisi stress oksidatif dapat dinilai

dengan pengukuran kadar malondialdehid (MDA) (Singh, 2014).

Malondialdehid (MDA) adalah ketoaldehida fisiologis yang diproduksi karena
dekomposisi perioksidatif dari lemak yang tidak tersaturasi sebagai produk
sampingan metabolisme asam arakidonat. Malondialdehid sejatinya selalu
dihasilkan oleh tubuh, namun dapat meningkat bila terjadi kerusakan pada
jaringan. Malondialdehid bersifat mutagenik, tumorigenik, dan sangat reaktif
terhadap asam nukleat, amino atau lemak akibat kerusakan jaringan.
Malondialdehid mampu mengubah ketebalan membran sel menjadi lebih tipis,
dan menggangu kerja enzim pada membran. Karena efek negatifnya pada proses
fisiologis, pengukuran kadar malondialdehid dapat memberikan gambaran
mengenai besarnya kerusakan oksidatif yang terjadi (Kwiecien et al., 2014;
Singh, 2014). Salah satu upaya mencegah terjadinya kondisi stres oksidatif dan
peningkatan kadar malondialdehid adalah dengan penggunaan ekstrak bakau

(Vijayavel, Anbuselvam dan Balasubramanian, 2006)

Bakau adalah kelompok tanaman yang tumbuh di pesisir pantai atau perairan
dangkal lainnya. Bakau kebanyakan tumbuh di pesisir pantai negara-negara

beriklim subtropis maupun tropis, dengan Asia sebagai penyumbang tanaman



bakau terbanyak (Yahya et al., 2014). Bakau memiliki banyak manfaat dalam
bidang ekologis seperti mempertahankan stabilitas geografi pantai, dan
mempertahankan sumber alam pantai. Di samping itu, bakau juga memiliki

manfaat di bidang medis seperti anti-oksidan dan anti-viral (Huda et al., 2013).

Rhizopora apiculata adalah salah satu spesies bakau yang banyak tumbuh dan
mudah ditanam kembali. Spesies ini diketahui memiliki kandungan yang mampu
menghambat replikasi HIV dan efek sitopatiknya. Beberapa kandungan yang
dimiliki oleh tanaman ini adalah alkaloid, glikosida, dan minyak esensial yang
mempunyai efek antiinflamasi bagi tubuh (Huda et al., 2013). Ada juga
flavonoid, metabolit dari tumbuh-tumbuhan yang bersifat antiinflamasi,
antioksidasi, dan antikarsinogenik, tannin yang bersifat antiviral, antimikrobial,
dan antimutagenik, dan asam piroligenik yang dikenal sebagai antiinflamasi

natural (Prabhu dan Guruvayoorappan, 2014).

Pada penelitian sebelumnya telah diketahui bahwa ekstrak kulit batang bakau
minyak dapat memperbaiki gambaran histopatologi hepar dan gambaran sperma
yang terpapar asap rokok (Mustofa et al., 2018; Marini D, 2018). Oleh karena itu,
peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tentang pengaruh pemberian ekstrak
kulit batang Rhizophora apiculata terhadap kadar MDA tikus putih (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley yang dipaparkan asap rokok.



1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas maka rumusan masalah

dari penelitian ini adalah:

1. Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak batang Rhizopora apiculata
terhadap kadar MDA tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipaparkan asap

rokok?

2. Apakah terdapat perbedaan kadar MDA tikus putih (Rattus norvegicus) yang
dipaparkan asap rokok dengan dosis pemberian ekstrak kulit batang

Rhizhopora apiculata secara bertingkat?

1.3. Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka tujuan dari penelitian ini

adalah:

1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit batang Rhizhopora apiculata
terhadap kadar MDA tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipaparkan asap

rokok.

2. Mengetahui perbedaan kadar MDA tikus putih (Rattus norvegicus) yang
dipaparkan asap rokok dengan dosis pemberian ekstrak kulit batang

Rhizhopora apiculata secara bertingkat?



1.4. Manfaat penelitian
Manfaat yang diharapkan setelah dilakukannya penelitian ini adalah sebagai

berikut:

a. Manfaat bagi peneliti
Penelitian ini mampu meningkatkan wawasan keilmuan penulis serta
menjadi pengalaman yang bermanfaat dalam pengaplikasian disiplin ilmu
yang telah dipelajari selama perkuliahan.

b. Manfaat bagi institusi
Meningkatkan penelitian di bidang agromedicine sehingga dapat menunjang
pencapaian visi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung (FK Unila)
sebagai Fakultas Kedokteran sepuluh terbaik di Indonesia pada tahun 2025
dengan kekhususan agromedicine.

c. Manfaat bagi peneliti lain
Dapat dijadikan bahan acuan untuk dilakukannya penelitian serupa yang
berkaitan dengan efek ekstrak batang Rhizophora apiculata terhadap hasil
kadar MDA.

d. Manfaat bagi ilmu pengetahuan
Hasil penelitian diharapkan dapat memberi informasi lebih lanjut mengenai
efek pemberian ekstrak batang Rhizophora apiculata terhadap kadar MDA

yang dipaparkan asap rokok.
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2.1 Rokok
Rokok adalah produk hasil tembakau yang digunakan dengan cara dibakar,
kemudian dihisap asapnya kemudian dihembuskan kembali. Rokok biasanya
terbuat dari tanaman Nicotiana tabacum yang mengandung nikotin atau tar pada
asapnya. Umumnya, rokok berbentuk silinder dengan panjang 70-120 mm dan
diameter 10 mm (Kemenkes RI, 2015). Rokok dibuat dengan mengawetkan
tembakau selama beberapa hari sehingga karotennya terdegradasi dan
memberikan rasa unik juga aromatik, kemudian daun tembakau dipisahkan dari
batangnya lalu dipindahkan ke tempat produksi dan dikemas menjadi lebih kecil

(West, 2017).

2.1.1 Jenis Rokok

Rokok yang beredar di Indonesia dapat dibedakan menjadi 2, yaitu:

a. Rokok putih
Rokok putih adalah rokok yang terbuat dari olahan tembakau saja, dan

tidak ditambahkan cengkeh di dalamnya (Kemenperin RI, 2014).



Biasanya rokok ini berbentuk silinder kecil dah dilapisi kertas

berwarna putih.

b. Rokok kretek
Rokok kretek adalah rokok yang di dalamnya terdapat cengkeh (bunga,
daun, tangkai, aroma) (Kemenperin RI, 2014). Dengan
ditambahkannya cengkeh, dapat memberikan rasa yang unik terhadap
rokok pada umumnya. Di samping itu, dengan penambahan cengkeh
dapat menambah risiko buruk terhadap kesehatan. Hal ini dikarenakan

adanya eugenol, anethol, dan coumarin yang bersifat karsinogenik.

2.1.2 Prevalensi Penggunaan Rokok
Secara global rokok digunakan oleh 36,1% pria dewasa dan 6,8% wanita
dewasa (diatas 15 tahun). Penyumbang terbesar datang dari bagian Pasifik
Barat (48,5% pria dan 3,4% wanita), Eropa (39% pria dan 19,3% wanita), dan
Mediterania Timur (36,2% pria dan 2,9% wanita) (WHO, 2015). Di Indonesia
sendiri, 63,1% pria dewasa dan 4,5% wanita dewasa menjadi perokok aktif
pada tahun 2004. Hal ini menunjukkan risiko tinggi terjadinya penyakit
kardiopulmonal, tidak hanya pada pengguna tetapi juga pada orang-orang

disekitarnya (Hidayat dan Thabrany, 2010).



2.1.3 Bahan kimia dalam rokok
Rokok mengandung amat banyak bahan kimia berbahaya, dimulai dari
perusakan imunitas bawaan di mulut, hidung, hingga saluran napas juga
imunitas didapat pada tahap sistemik. Hampir semua bahan toksik dari rokok
menginduksi karsinogenesis yang menggangu fungsi gen (Lee, Taneja dan

Vassallo, 2012). Beberapa bahan kimia yang bersifat toksik dalam rokok, yaitu:

a. Nikotin
Nikotin adalah amino tersier yang terbuat dari piridin dan cincin
pirolidin, yang ditemukan pada tembakau. Bila masuk ke tubuh
manusia, maka akan mengikat reseptor nikotin kolinergik (nAChRS)
secara selektif. Setelah asap dari tembakau dihisap, nikotin akan
terbawa dalam partikel asap ke dalam paru-paru. Lalu diabsorpsi
secara cepat sirkulasi vena paru, dibawa ke hepar lalu dimetabolisme
dan membentuk  N-nitrosonornicotine  (NNN) dan  4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) yang
karsinogenik. Sebagian masuk ke sirkulasi arteri paru dan menuju
otak, mengikat NAChRs dan menyebabkan pelepasan neurotransmitter
di otak. Hal ini meningkatkan aktivitas korteks prefrontal dan korteks
penglihatan di oksipital. Nikotin juga bersifat sebagai zat adiktif,
karena adanya efek reward dimana pengguna akan merasa puas setelah
merasakan asap yang masuk ke tenggorokan dan juga efek stimulus

akibat desensitasi reseptor NAChRs. Setelah periode bethenti merokok,
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reseptor nAChrS akan sensitif akan penurunan kadar nikotin tubuh,
dan menimbulkan keinginan untuk merokok kembali (Benowitz,

2010).

Nikotin juga bekerja pada Toll-like receptor (TLR) pada sel-sel epitel,
TLR mampu mengenali molekul-molekul pada pathogen yang berada
di epitel lalu memicu respon imun di tubuh. Nikotin mampu mengubah
regulasi, ekspresi, dan aktifasi TLR sehingga tidak terjadi respon imun
yang seharusnya, menimbulkan situasi yang mendukung terjadinya

inflamasi (Chaturvedi et al., 2015).

. Arsenik

Arsenik adalah zat metaloid yang banyak tersebar di tanah, udara, dan
air. Arsenik merupakan zat yang sangat reaktif, mampu berikatan
dengan oksigen ataupun molekul-molekul lain, dan membentuk zat
baru. Paparan arsenik biasanya terjadi lewat saluran pencernaan,
pernapasan, ataupun kontak langsung dengan kulit. Setelah masuk ke
dalam sirkulasi tubuh, arsenik akan diikat oleh sel darah merah,
kemudian disimpan di berbagai jaringan seperti jaringan hati, ginjal,
otot, tulang, rambut, dan lainnya, lalu diekskresikan lewat urin (Hong,

Song dan Chung, 2014).

Zat ini akan mengubah respon imun, metabolisme glutathion, dan

menghambat fosforilasi seluler yang berperan penting dalam respirasi
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seluler. Selain itu arsenik juga bersifat sitotoksik, dimana DNA akan
dirusak secara tidak langsung lewat aberasi kromosom namun arsenik
juga menghambat perbaikan DNA sehingga kerusakan yang diterima
DNA menetap. Hal ini memicu sitolisis dan akhirnya menimbulkan

kerusakan oksidatif (Cohen et al., 2013).

Karbon Monoksida

Karbon monoksida (CO) adalah gas yang tidak berbau, tidak berasa,
tidak berwarna, dan tidak mengiritasi yang diproduksi dari
pembakaran senyawa organik. Karbon monoksida terdapat dalam
darah walaupun dalam tingkat saturasi rendah (<5%), namun dapat
meningkat pada perokok berat ataupun bekerja sebagai operator mesin
diesel, operator forklift, polisi, ataupun pekerja industri sampai lebih
dari 10%. Tubuh dalam keadaan fisiologis mampu menghasilkan gas
CO dari metabolism heme, dimana dihasilkan CO, biliverdin, dan dan
zat besi secara endogen tetapi CO eksogen lebih berperan dalam
keracunan CO. Setelah dihirup masuk ke dalam paru-paru, gas CO
berikatan  secara  perlahan  dengan  hemoglobin  menjadi
karboksilhemoglobin yang menyebabkan penurunan transport O lalu
hipoksia jaringan. Selanjutnya CO akan berikatan dengan enzim
sitokrom oksidase ¢ yang berperan dalam respirasi seluler. Proses
respirasi akan terganggu dan memicu pembentukan prooksidan

(Piantadosi, 2009; Akyol et al., 2014).
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Gambar 1. Kandungan toksin dalam rokok (Lee, Taneja dan Vassallo, 2012).

2.2 Stres Oksidatif
Stres oksidatif dapat diartikan sebagai ketidakseimbangan antara agen oksidan
yang lebih banyak dan antioksidan yang lebih sedikit, yang pada akhirnya
menghasilkan kerusakan pada berbagai jaringan. Agen oksidan bersifat merusak
jaringan-jaringan tubuh, sedangkan antioksidan melindungi tubuh dari serangan
agen oksidan. Konsep keseimbangan oksidan-antioksidan diperkenalkan karena
stress oksidatif tidak selalu berasal dari peningkatan kadar agen oksidan, tetapi
juga dapat berasal dari kekurangan kadar antioksidan (Burton dan Jauniaux,

2011).

2.2.1. Oksidan
Oksidan adalah senyawa-senyawa yang mampu memicu proses oksidasi
pada tubuh sehingga berpotensi merusak. Agen oksidan juga dikenal sebagai

radikal bebas, dengan tipe terbanyak adalah reactive oxygen species (ROS).
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Yang dimaksud dengan ROS adalah produk akhir dari metabolisme aerobik,
molekul yang mengandung 1 atau lebih elektron yang tak berpasangan di
orbitnya. Pada dasarnya tubuh memerlukan ROS sebagai molekul signaling
yang membantu berbagai proses di tubuh, namun pada kadar tinggi dapat
memicu kerusakan pada jaringan lemak, protein, dan DNA (Yang et al.,

2013).

Bentuk ROS paling umum, yaitu O2 (superoksida) yang terbentuk dari
proses transpor elektron pada respirasi seluler di mitokondria, dan kerja
enzim NADPH oksidase, xanthin oksidase, peroksidase. O2 selanjutnya
menjalani proses detoksifikasi menjadi H2O. (hidrogen peroksida) dengan
bantuan enzim superoksida dismutase. Hidrogen peroksida lalu
didetoksifikasi lagi oleh enzim glutathion peroksidase dan katalase menjadi
air, bila proses ini tidak terjadi dapat terbentuk OH" (radikal hidroksil) yang
sangat reaktif lewat reaksi Fenton. Bentuk lain ROS yaitu NO™ (nitrit oksida)
yang terbentuk dari kerja enzim nitrit oksida sintase dan mampu membentuk

ONOO" (nitrit perioksida) bersama O, (Burton dan Jauniaux, 2011).

Dampak yang dihasilkan oleh stress oksidatif terjadi pada berbagai jaringan
tubuh. Jaringan lemak yang terpapar oleh ROS akan mengalami perioksidasi
yang nantinya meningkatkan kadar malondialdehid (MDA), yang dikenal
bersifat sitotoksik dan mutagenik. Protein juga mengalami berbagai

degenerasi dan kehilangan kerja enzimatiknya. Bahkan DNA juga rentan
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terhadap stress oksidatif, sehingga nantinya memicu kanker (Pizzino et al.,

2017).

Nitrit oksida =——————Nitrit oksida

sintase NO* \

Perioksinitrit
, ONOO-
Rantai transpor
elektron mitokondria
Ion Hidroksil
OH*

Retikulum

endoplasma

NAPPH Superoksida = Hidrogen peroksida =~ e, Air

oksidase 0,* H,0, H,0

CYP450 Vitamin C dan E Thioredoksin

7 i : Superoksida dismutase Katalase
o e Glutathion peroksidase

Gambar 2. Pembentukan ROS (Burton dan Jauniaux, 2011)

2.2.2 Antioksidan
Antioksidan adalah sistem yang berfungsi menghambat kerja oksidan,
memperbaiki kerusakan oksidatif, dan melindungi sel-sel dari bahaya yang
dihasilkan oleh oksidan. Antioksidan merupakan pertahanan pertama dalam
kerusakan oksidatif, dan berbagai sistem antioksidan berada di jaringan
tubuh. Antioksidan endogen, yang dihasilkan secara fisiologis di tubuh
berada di sitoplasma dan organel-organel lain. Sedangkan, antioksidan
eksogen didapatkan dari luar tubuh, sumber utamanya adalah makanan dan

minuman yang dikonsumsi setiap harinya (Rahal et al., 2014)
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2.2.2.1 Antioksidan endogen
Antioksidan endogen adalah sistem yang dihasilkan oleh tubuh
secara fisiologis untuk mengatasi serangan dari oksidan. Biasanya
antioksidan endogen bekerja secara enzimatik, mereka memiliki
metal transisi yang dapat melakukan transfer elektron saat proses
detoksifikasi. Beberapa antioksidan endogen adalah enzim
superoksida dismutase dan glutathion peroksidase (Burton dan

Jauniaux, 2011).

Superoksida dismutase (SOD) adalah enzim yang bekerja merubah
0> menjadi H20.. SOD terdistribusi secara luas di para-paru manusia
dan memiliki 3 bentuk, CuzZn-SOD yang berada di sitosol, Mn-SOD
di mitokondria, dan EC-SOD yang melindungi matriks ekstraselular
seperti pembuluh darah. Enzim SOD dapat dikatakan sebagai
jaringan perlindungan di paru-paru manusia yang sering berkontak

dengan lingkungan luar (Birben et al., 2012).

Glutathion peroksidase (GSH-Px) merupakan enzim yang merubah
H20. menjadi air. Enzim GSH-Px bekerja dengan bantuan GSH,
yang berfungsi sebagai donor hidrogen. Enzim GSH-Px juga tersebar
dalam berbagai jaringan tubuh, seperti paru-paru, usus, dan jaringan

lemak (Birben et al., 2012).
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2.2.2.2 Antioksidan eksogen
Antioksidan eksogen tidak dihasilkan oleh tubuh, namun memiliki
manfaat dalam pertahanan terhadap agen oksidan. Sumber utamanya
berasal dari makanan, minuman, dan suplemen nutrisi yang dapat
dikonsumsi. Selain bermanfaat sebagai antioksidan, antioksidan
eksogen juga memiliki manfaat lain seperti antiinflamasi, dan
antiapoptosis dalam mengatasi penuaan dini. Beberapa dari
antioksidan eksogen adalah vitamin E, dan flavonoid (Rahal et al.,

2014).

Vitamin E merupakan kelompok molekul lipofilik (kelompok
tokoferol dan tokotrienol) yang dibuat oleh organisme vegetal,
biasanya terkandung dalam minyak dan bijinya. Tokoferol diyakini
memiliki sifat anti-proliferatif pada pembuluh darah di otot-otot
polos bahkan pada kondisi tinggi LDL, dan juga menghambat
pembentukan plak aterosklerosis. Pada pembuluh darah, tokoferol
juga menghambat pembentukan ROS di sel-sel endotel (Pizzino et

al., 2017).

Flavonoid merupakan kelompok molekul polifenolik yang biasa
terdapat di tumbuhan dengan berbagai kemampuan farmakologis.
Aktivitas antioksidannya berasal dari kemampuan menghambat
produksi ROS dan mengikat ROS yang telah terbentuk. Flavonoid

juga memiliki kemampuan menurunkan oksidasi LDL pada endotel,
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sehinnga mencegah terjadinya aterosklerosis Banyak efek flavonoid
yang belum diketahui secara jelas, namun konsumsinya harus
dibatasi karena dalam beberapa keadaan tertentu dapat

membahayakan. (Mustofa et al., 2013; Rahal et al., 2014).

Malondialdehid

Malondialdehid (MDA) adalah ketoaldehida fisiologis yang diproduksi dari
dekomposisi peroksidatif dari lemak yang tidak tersaturasi sebagai produk
sisa dari metabolisme arakidonat. Produksi MDA yang berlebih akibat
kerusakan jaringan dapat bergabung dengan kelompok proteion amino bebas
dan menghasilkan MDA yang termodifikasi protein (Dalle-Donne et al.,
2006). Kadar MDA yang tinggi dapat digunakan sebagai penanda peroksidasi
lemak dengan makna kerusakan oksidatif (Macdonald, Olusola dan
Osaigbovo, 2010). MDA dapat dibentuk melalui 2 jalur yang berbeda, yaitu

jalur enzimatik dan jalur nonenzimatik, yaitu:

1. Jalur enzimatik
MDA diproduksi secara in vivo sebagai produk sampingan dari
proses enzimatik selama biosintesis tromboksan A, (TXAz) dari
prostaglandin H> (PGH.) yang sebelumnya telah terbentuk dari
kerja enzim siklooksigenase dengan asam arakidonat (Ayala,

Murfioz dan Arguelles, 2014).
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2. Jalur nonenzimatik
Lewat proses peroksidasi lemak, terbentuk  berbagai
hidroperoksida lemak. Radikal peroksil dari hidroperoksida
dengan cis ganda berikatan dengan kelompok peroksil, lalu
mengalami siklisasi dengan radikal intramolekular lalu membentuk
radikal yang baru. Radikal bebas intermediate yang baru terbentuk
lalu mengalami siklisasi lagi dan membentuk endoperoksida
bisiklik yang secara struktur mirip prostaglandin, lalu mengalami
pembelahan menjadi MDA. Asam arakidonat adalah prekursor
utama endoperoksida bisiklik (Ayala, Mufioz dan Arguelles,

2014).

Setelah terbentuk, MDA dapat langsung dimetabolisme secara enzimatis atau
membentuk aduksi dengan protein lain dan menghasilkan kerusakan secara

biomolekuler (Dalle-Donne et al., 2006; Ayala, Mufioz dan Arguelles, 2014).
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Gambar 3. Metabolisme MDA (Ayala, Mufioz dan Arglelles, 2014)

2.4 Bakau Minyak (Rhizophora apiculata)

Bakau adalah kelompok spesies tanaman yang secara ekologis terkait satu
dengan yang lain, dan terdistribusi di pantai-pantai subtropis maupun tropis
seluruh dunia. Bakau memegang peranan penting secara biologis (variasi speies)
maupun ekologis (kestabilan garis pantai). Di Indonesia, spesies bakau yang

paling banyak adalah Rhizophora apiculata dengan nomenklatur sebagai berikut:
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Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Rhizophorales

Famili  : Rhizhoporaceae

Spesies : Rhizophora apiculata (Duke et al., 2010).

Bakau minyak dapat tumbuh hingga 30-40m, walaupun biasanya dijumpai
setinggi 5-8m. Diameternya 15-35cm, tergantung salinitas dari tempat bakau
tertanam. Bunga dari bakau minyak merupakan bunga sempurna, dengan
kuncupnya berwarna kehijauan. Biasanya bakau menghasilkan bunga di periode
Februari-Juni. Daunnya dapat berwarna hijau atau hijau gelap, dengan
permukaan yang mengkilap dan lembut. Daun biasanya muncul pada periode
November-Februari. Akar dari bakau minyak biasanya muncul diatas permukaan

tanah, dan menempel dangkal ke tanah (Duke, 2014).

Bakau minyak banyak tumbuh di daerah tropis dan subtropis. Bakau minyak
dapat bertahan dalam kondisi kering dan hujan, walaupun kondisi badai dapat
menghambat pertumbuhannya. Tanah yang baik untuk tempat tumbuh bakau
adalah tanah liat atau tanah berlumpur yang mengandung banyak karbon organik

dan sulfat, namun pasir juga dapat menjadi tempat tumbuh bakau (Duke, 2014).
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Selain memiliki efek ekologis, bakau minyak juga memiliki efek medis karena
berbagai kandungan kimianya. Batang bakau minyak diketahui memiliki
kandungan tannin dan flavonoid. Kandungan-kandungan tersebut dilaporkan
memiliki aktifitas antialergik, antitumor, antiviral, antimikrobial, dan antioksidan

(Asha, Mathew dan Lakshmanan, 2012).

Ekstrak bakau minyak mengandung asam polisakarida yang telah diteliti mampu
menghambat proses replikasi virus Human Immnunodeficiency (HIV). Asam
polisakarida mengandung galaktosa, galaktosamine, dan asam uronat yang
bekerja pada sel T tropik dan makrofag sehingga reseptor HIV tidak mampu

mengikat sel-sel tersebut (Premanathan et al., 1999).

Pada penelitian yang telah dilakukan, ekstrak bakau juga berperan sebagai
antiinflamasi dan antialergik. Kandungan flavonoid ekstrak bakau memiliki
kemampuan mencegah induksi Endothelial Leucocyte Adhession Molecule
(ELAM-1), sebuah protein di permukaan sel yang mampu memediasi adhesi

neutrofil ke dinding pembuluh darah (Prabhu dan Guruvayoorappan, 2012)

2.4.1 Efek Bakau sebagai anti oksidan

Ekstrak batang bakau minyak kaya akan kandungan tannin dan flavonoid.
Tannin mampu mengurangi pembentukan ROS dan mengikat ROS yang
sudah terbentuk. Pada uji 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) yang
mewakili aktifitas pengikatan radikal bebas, pemberian ekstrak batang

bakau memberikan efek yang baik dan berbanding lurus dengan besarnya
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dosis yang diberikan (Rahim et al., 2008). Kandungan flavonoid juga
memiliki efek antioksidan. Pada uji glutahion (GSH) yang mewakili kadar
antioksidan, pemberian ekstrak bakau minyak memberikan peningkatan
kadar GSH dan mencegah kerusakan sel-sel (Asha, Mathew dan

Lakshmanan, 2012).

Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan pemberian ekstrak batang
bakau kepada tikus yang diberi paparan asap rokok. Hasilnya menunjukkan
bahwa ekstrak batang bakau dapat melindungi sel-sel pancreas dan arteri
koronaria dari tikus yang terpapar asap rokok (Mustofa et al., 2018;

Mustofa et al., 2019).

'—~
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(Rhizophora apiculata) (National Parks Singapura).
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-
.
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2.5 Tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley

Tikus Putih galur Sprague dawley pertama kali diperkenalkan oleh Robert S.
Dawley pada tahun 1920, tikus ini dihasilkan dari tikus Wistar dengan hibrida
tikus lab dan tikus liar. Tikus ini sering digunakan untuk mengimitasi kondisi

manusia seperti diabetes, kanker, obesitas, atau lainnya (Brower et al., 2015).

Gambar 5. Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Spague dawley (Charles River Lab.).
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2.6 Kerangka Teori

Ekstrak batang
Asap rokok bakau minyak
Antiinflamasi
dan antialergi
v Antiviral
Pembentukan
ROS
Antioksidan

A

A 4

Peningkatan
kadar MDA

Gambar 6. Kerangka Teori (Rahim et al., 2008; Asha, Mathew and Lakshmanan, 2012; Lee, Taneja
and Vassallo, 2012).
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2.7 Kerangka Konsep
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Pemberian ekstrak kulit
batang bakau minyak

Gambar 7. Kerangka konsep
Keterangan:

: variabel independen

: variabel dependen

2.8 Hipotesis

Dengan mengacu pada tinjauan pustaka yang telah dibuat, maka dapat dibuat

hipotesis sebagai berikut:

HO = tidak terdapat efek pemberian ekstrak kulit batang bakau minyak terhadap

kadar MDA tikus putih galur Sprague dawley.

H1 = terdapat efek pemberian ekstrak kulit batang bakau minyak terhadap kadar

MDA tikus putih galur Sprague dawley.




BAB IlI
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental dengan
menggunakan metode acak terkontrol dengan pola Post-test only Control Group
Design. Pengambilan data hanya dilakukan 1 kali pada akhir penelitian setelah
sampel selesai diberikan perlakuan. Perbandingan dilakukan pada hasil akhir yang

didapat dari 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Waktu pelaksanaan penelitian dimulai pada bulan September sampai Januari
2019. Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Hewan
coba dipelihara di Animal House Fakultas Kedokteran Unila, terminasi hewan
coba, pengambilan sampel darah, dan pembuatan preparat MDA dilakukan di
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Dan
penilaian dengan spektrofotometer dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
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3.3 Subjek Penelitian

3.3.1 Populasi
Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley berumur 2,5-
3 bulan atau 10-12 minggu dengan berat badan 200-250 gram yang

diperoleh dari Universitas Sriwijaya (Unsri).

3.3.2 Sampel
Sampel penelitian ini adalah darah tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
galur Sprague dawley yang telah diberi perlakuan dengan dosis tertentu dan
dalam rentang waktu tertentu. Besar sampel dapat dihitung dengan metode

rancangan acak lengkap dengan menggunakan rumus Frederer.

Rumus Frederer:

(t-1)(n-1)=15,

keterangan
t = jumlah kelompok perlakuan

n= jumlah sampel setiap kelompok perlakuan

Pada penelitian ini dibuat 3 kelompok perlakuan dan 2 kelompok kontrol

sehingga diperoleh estimasi besar sampel sebanyak:

(t-1)(n-1)>15

4(n-1)>15

4n-4>15
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4n>19

n>5

Koreksi pada subjek penelitian dilakukan untuk antisipasi terjadinya drop

out eksperimen dengan menggunaan rumus yaitu:

keterangan :
N= besar sampel koreksi
n= besar sampel awal

f= perkiraan proporsi drop out sebesar 10%

Berdasarkan rumus di atas, untuk mengantisipasi drop out estimasi besar

sampel yang diperoleh sebanyak:

S
1-f

Jadi di dalam penelitian ini dibutuhkan 30 tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley yang terbagi dalam 5 kelompok dengan
tiap kelompok terdiri dari 6 ekor tikus. Kelompok perlakuan tersebut,

antara lain:



Tabel 1. Kelompok Perlakuan

No. Kelompok

Perlakuan

1. Kelompok
kontrol 1 (K1)

2. Kelompok
kontrol 2 (K2)

3. Kelompok
perlakuan 1
(P1)

4, Kelompok
perlakuan 2
(P2)

5. Kelompok
perlakuan 3
(P3)

Kelompok tikus yang tidak
diberi paparan asap rokok dan
tidak diberi ekstrak kulit
batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata)
Kelompok tikus yang diberi
paparan asap rokok 24 batang
selama 30 hari dan tidak
diberi ekstrak kulit batang
bakau (Rhizophora apiculata)
Kelompok tikus yang diberi
paparan asap rokok 24 batang
selama 30 hari dengan
pemberian dosis 28,275
mg/kgBB ekstrak kulit batang
bakau minyak (Rhizophora
apiculata)

Kelompok tikus yang diberi
paparan asap rokok 24 batang
selama 30 hari dengan
pemberian dosis 56,55
mg/kgBB ekstrak kulit batang
bakau minyak (Rhizophora
apiculata)

Kelompok tikus yang diberi
paparan asap rokok 24 batang
selama 30 hari dengan
pemberian dosis 113,10
mg/kgBB ekstrak kulit batang
bakau minyak (Rhizophora
apiculata)

3.3.3 Kriteria Inklusi
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a. Sehat (tikus dengan bulu tidak rontok dan tidak kusam, aktivitas aktif,

dan konsumsi pakan dalam jumlah normal)

b. Berjenis kelamin jantan
c. Berusia 2,5-3 bulan

d. Berat badan 200-250 gram
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3.3.4 Kriteria Eksklusi
a. Tikus mengalami penurunan berat badan >10% setelah masa adaptasi
(satu minggu) di laboratorium.
b. Sakit (rambut kusam, rambut rontok atau botak, aktivitas dan gerakan
kurang atau tidak aktif, serta tidak keluarnya eksudat yang tidak normal
dari mata, mulut, anus, dan genital)

c. Mati selama masa penelitian

3.4 Alat dan Bahan

3.4.1 Alat Penelitian
Alat-alat yang digunakan antara lain:
1) Sonde lambung
2) Spuitoral 1cc
3) Spuit10cc
4) Pengaduk
5) Vacuum rotary evaporator
6) Pemanas water bath
7) Kandang hewan percobaan
8) Tempat makan dan minum tikus
9) Neraca elektronik dengan kapasitas/daya baca 3000 ¢/0,01 g untuk
menimbang berat badan tikus.
10) Mesin penggiling

11) Kertas saring



12) Labu erlenmeyer

13) Gelas ukur

14) Pipet ukur

15) Kotak pemaparan asap rokok
16) Kamera digital

17) Handscoon dan masker

18) Sentrifuge

19) Tabung ependorf ukuran 1,5 ml
20) S-30 spektrofotometer BOECO
21) Mikropipet

22) Lemari es £40C

23) Vorteks

24) Tabung antikoagulan EDTA

3.4.2 Bahan Penelitian
1) Kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata)
2) Etanol 95%
3) Tikus Putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley
4) Pakan tikus
5) Air minum tikus
6) Sekam untuk kandang tikus
7) Darah tikus

8) Ketamin-xylazine
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9) Akuades
10) Larutan standar MDA (Tetraetoksipropan)
11) Larutan asam tiobarbiturat (TBA) 20%

12) Larutan asam trikloroasetat (TCA) 0,67%

3.5 Identifikasi Variabel
Dalam penelitian ini digunakan beberapa variabel. Variabel dalam penelitian ini

dibagi ke dalam beberapa bagian, yaitu variabel bebas dan variabel terikat.

3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kulit batang bakau

minyak (Rhizophora apiculata)

3.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar malondialdehid plasma

tikus putih galur Sprague dawley.



3.5.3 Definisi Operasional

Tabel 1. Definisi Operasional
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No. Variabel

Definisi

Skala Alat Ukur

Ukur

Hasil Ukur

1. Ekstrak kulit
batang bakau
minyak

2. Kadar MDA
plasma tikus
putih

Pemberian ekstrak
kulit batang bakau
(Rhizophora
apiculata)

Reaksi MDA dengan
asam tiobarbiturat
akan membentuk
senyawa berwarna
yang memberikan
serapan maksimal
pada panjang
gelombang 530 nm

Kategorik  Neraca

Numerik
meter

Spektrofoto

Larutan dengan
dosis dan berat
tertentu

Dosis 1: 28, 275
mg/kgBB

Dosis 2 : 56,55
mg/kgBB

Dosis 3: 113,10
mg/kgBB

Kadar MDA

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih jantan. Aklimatisasi tikus

putih jantan dilakukan di Animal House Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung selama 7 hari. Tikus putih jantan ditempatkan secara acak dalam 5

tempat dengan masing masing tempat berisi 5 ekor tikus putih jantan.

Dilakukan penimbangan dan penandaan pada tikus putih.

Tikus ditempatkan pada kandang dengan ukuran 40 x 30 x 20 cm yang

terbuat dari bahan plastik dan tutup berupa kawat besi. Tikus diberi makan

sesuai 10% berat badan, yaitu sekitar 20-25 gram/ekor/hari. Pakan diberikan

pada pagi hari pukul 07.00 dan sore hari pukul 16.00. Air minum diberikan



34

secara ad libitum. Kebersihan kandang dilakukan dengan cara penggantian

sekam setiap 3 hari.

3.6.2 Pembuatan Ekstrak Kulit Batang Bakau
Bakau minyak didapatkan dari kecamatan Pasir Sakti, kabupaten Lampung
Timur. Bagian tanaman dipisahkan antara bagian batang, kulit batang, dan
akar. Pembuatan ekstrak kulit batang bakau minyak menggunakan 600 gram
yang dicuci dan dipotong-potong. Kulit batang bakau dicuci lalu dikeringkan
di dalam lemari pengering, kemudian dibuat menjadi bentuk serbuk dengan
blender atau mesin penyerbuk. Serbuk simplisia kulit batang bakau minyak
direndam di dalam pelarut etanol 95% sebanyak 1,5 L selama 2 jam pertama
sambil sekali-kali diaduk, kemudian didiamkan selama 24 jam. Hasil
campuran dengan pelarut etanol 95% disaring dengan kertas saring untuk
mendapatkan filtrat. Filtrat yang diperoleh diuapkan dengan rotatory

evaporator 50 °C.

Ekstrak kulit batang bakau minyak diambil 1 ml lalu dibiarkan hingga kering
selama 24 jam dalam suhu ruang. Hasil yang sudah mengering ditimbang
sehingga didapatkan berat jenis dan volume masing-masing 0,0872 gram/mi

dan 52 ml (Vijayavel et al., 2006).

Menurut penelitian sebelumnya, didapatkan dosis ekstrak bakau minyak
efektif yaitu 56,55 mg/KgBB (Marini, 2018). Oleh karena itu, peneliti

menggunakan dosis 56,55 mg/KgBB. Dosis pertama diturunkan menjadi
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28,275 mg/KgBB dan dosis ketiga dinaikkan menjadi 113,10 mg/KgBB.
Perhitungan dosis ekstrak bakau minyak pada tikus yang memiliki BB 200

gram:
Dosis 1 ekstrak bakau minyak:

mg _
28275@ x 0,2 kg = 5,655 mg

Dosis 2 ekstrak bakau minyak:

mg —
56,55m x 0,2 kg =11,31 mg

Dosis 3 ekstrak bakau minyak:

mg -
113,1079-x 0,2 kg = 22,62 mg

3.6.3 Pemaparan Radikal Bebas (Asap Rokok)
Pemaparan asap rokok dilakukan dengan menggunakan smoking chamber
yang dilengkapi dengan enam lubang, yaitu satu lubang untuk dihubungkan
dengan air pump dan lima lubang untuk sirkulasi udara. Air pump
menggunakan spuit 20 cc dan dihubungkan dengan selang karet sepanjang

10 cm yang dimasukkan ke dalam lubang smoking chamber.

Pemaparan asap rokok terhadap tikus putih jantan galur Sprague dawley
menggunakan 24 batang rokok kretek selama 30 hari setelah pemberian
ekstrak kulit batang bakau supaya terjadi proses absorbsi terhadap ektrak

tersebut. Perlakuan ini dilakukan karena pada penelitian sebelumnya
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pemaparan asap rokok dengan dosis 12 batang/hari selama 30 hari

menunjukan peningkatan kadar MDA tikus putih (Hul et al., 2014).

3.6.4 Anestesi Hewan Coba
Setelah 30 hari diberi perlakuan, setiap tikus jantan dari seluruh kelompok
dianastesi dengan kentamin dan Xxylazin secara inhalasi untuk mengurangi

nyeri, atau kecemasan.

3.6.5 Pengambilan Darah Tikus
Tikus dipegang dengan baik, ibu jari dan jari telunjuk tangan yang tidak
dominan memegang leher sambil sedikit menarik kulit mata. Lalu pipa
kapiler dimasukkan ke kantus medial dari mata tikus dengan sudut 30°
dengan hidung tikus dengan tangan yang dominan. Berikan sedikit tekanan
dengan ibu jari yang dominan agar pipa menembus pembuluh darah. Jika
pipa berhasil menembus pembuluh darah, maka darah akan mengalir melalui
pipa. Tampung darah sebanyak 0,4 pL dengan tabung antikoagulan untuk

mencegah koagulasi (Parasuraman, Zhen dan Raveendran, 2015).

3.6.6 Pengukuran kadar MDA
Terhadap masing-masing standar MDA (Tetraetoksipropan) 1:80.000
sebanyak 400uL ditambahkan 200 pL TCA 20% lalu divortex sehingga
terlihat campuran menjadi keruh. Campuran kemudian disentrifugasi dengan

kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Supernatan dipisahkan untuk
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pemeriksaan selanjutnya dan ampasnya dibuang. Sebanyak 400 uL TBA
0,67% ditambahkan terhadap supernatan dan dilanjutkan dengan pemanasan
di atas penangas air 96°C selama 10 menit. Setelah itu larutan disentrifugasi
kembali pada 5000 rpm selama 5 menit dan dibaca serapannya dengan

spektrofotometer pada panjang gelombang 530 nm.

Pindahkan 200 pL akuades dengan mikropipet dalam tube 1,5 cc, lalu
tambahkan darah sebanyak 200 pL, kemudian tambahkan lagi 200 uL TCA
20%. Kemudian aduk hingga homogen, lalu disentrifugasi dengan kecepatan
5000 rpm selama 10 menit. Supernatan dari hasil sentrifugasi diambil dan
dipindahkan ke tabung ependorf 1,5 cc yang baru, kemudian tambahkan 400
puL TBA 0,67%, kemudian dipanaskan di atas penangas air 96°C selama 10
menit. Setelah itu, didinginkan selama 5 menit, kemudian serapan dinilai

dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 530 nm.

Malondialdehid bersifat tidak stabil pada suhu ruang sehingga dilakukan
pembuatan kurva standar MDA menggunakan tetraetoksipropan (TEP), yaitu
senyawa yang bila terhidrolisis oleh air menghasilkan MDA dan alkohol.
Kurva standar TEP dibuat dengan mereaksikan berbagai macam konsentrasi

mulai dari kadar 0.625 nmol/mL sampai 5 nmol/mL.



3.7 Alur Penelitian

25 ekor tikus putih

A

Proses aklimatisasi

A

Pembagian hewan coba
menjadi 5 kelompok

A

A

A

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Kelompok K2 P1 P2 P3
Kl Tikus Tikus Tikus Tikus
Tikus dipaparkan dipaparkan dipaparkan dipaparkan
dipaparkan asap rokok asap rokok asap rokok asap rokok
paparan 24 batang 24 batang 24 batang 24 batang
asap rokok selama 30 selama 30 selama 30 selama 30
dan tidak hari dan hari dengan hari dengan hari dengan
diberikan tidak pemberian pemberian pemberian
ekstrak diberikan dosis dosis 56,55 dosis
kulit batang ekstrak 28,275 mg/kgBB 113,10
bakau kulit batang mg/kgBB ekstrak mg/kgBB
(Rhizophor bakau ekstrak kulit batang ekstrak
a apiculata) (Rhizophor kulit batang bakau kulit batang
a apiculata) bakau (Rhizophor bakau
(Rhizophor a apiculata) (Rhizophor
a apiculata) a apiculata)

v

Pengambilan sampel darah

v

Penilaian kadar MDA

v

Analisis data

Gambar 8. Alur Penelitian
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3.8 Analisis Statistika
Kelompok penelitian terdiri dari 5 kelompok, yaitu 3 kelompok perlakuan dan 2
kelompok kontrol. Pada tiap kelompok, data yang terkumpul dianalisis
menggunakan program perangkat lunak statistik yaitu SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) dengan jenis analisis bivariat. Analisis bivariat adalah
analisa yang digunakan untuk mengetahui hubungan antara variabel bebas dan
variabel terikat dari penelitian. Analisis hasil penelitian apakah termasuk data
parametrik atau non parametrik, sebelumnya data diuji normalitas dan
homogenitasnya. Uji normalitas dilakukan dengan uji Shapiro-Wilk karena
jumlah sampel <50, dilanjutkan dengan uji homogentitas dengan uji Levene untuk
mengetahui varian data homogen atau tidak. Apabila data menunjukkan hasil
yang normal dan homogen maka analisa dilanjutkan dengan metode parametrik

yaitu ANOVA.

Uji one way ANOVA merupakan metode statistik parametrik yang digunakan
untuk menguji perbedaan rerata kelompok perlakuan dan kelompok kontrol dan
data terdistribusi normal serta variansi datanya homogen. Hipotesis dianggap
bermakna apabila p<0,05 (a= 0,05). Bila pada uji one way ANOVA menghasilkan
p<0,05 maka dilanjutkan dengan analisis Post-hoc LSD untuk melihat perbedaan

tiap kelompok perlakuan.

Bila data tidak normal dan tidak homogen, maka uji non-parametrik Kruskal-
Wallis akan dilakukan. Selanjutnya dilakukan analisis Post-hoc dengan uji Mann-

Whitney.
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3.9 Etika Penelitian
Ethical Clearance penelitian ini telah diajukan ke Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung. Persetujuan etik tertulis dalam surat bernomor
252/UN26.18/PP.05.02.00/2019 Prinsip etika dalam menggunakan hewan coba

untuk penelitian harus memenuhi prinsip 3R yaitu:

1. Replacement, adalah keperluan memanfaatkan hewan percobaan sudah
diperhitungkan secara seksama, baik dari pengalaman terdahulu maupun
literatur yang ada untuk menjawab pertanyaan penelitian dan tidak dapat

digantikan oleh makhluk hidup lain seperti sel atau biakan jaringan.

2. Reduction, adalah pemanfaatan hewan dalam penelitian sedikit mungkin,

tetapi tetap mendapatkan hasil yang optimal.

3. Refinement, adalah memperlakukan hewan percobaan secara manusiawi,

dengan prinsip dasar membebaskan hewan coba dalam beberapa kondisi:

a. Bebas dari rasa lapar dan haus, pada penelitian ini hewan coba diberikan

pakan standar dan minum ad libitum.

b. Bebas dari ketidaknyamanan, pada penelitian ini hewan coba ditempatkan
pada animal house dengan suhu terjaga 25-30°C, jauh dari gangguan bising

dan aktivitas manusia, serta terjaga kebersihannya.

c. Bebas dari nyeri dan penyakit dengan menjalankan program kesehatan,
pencegahan, dan pemantauan, serta pengobatan terhadap hewan percobaan

jika diperlukan.
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Bebas dari rasa takut dan stres, pada penelitian ini hewan coba diberikan

waktu aklimatisasi selama 7 hari.

Bebas mengekspresikan tingkah-laku alamiah, pada penelitian ini masing-
masing hewan coba ditempatkan pada satu kandang dengan jumlah enam

ekor agar dapat mengekspresikan kontak sosial.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

51  Simpulan
Simpulan yang didapatkan dari penelitian ini adalah:
1. Pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) berpengaruh terhadap penurunan kadar MDA tikus putih

(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang dipaparkan asap rokok.

2. Terdapat perbedaan bermakna kadar MDA pada darah tikus putih yang
dipaparkan asap dari rokok dengan pemberian ekstrak etanol 95% kulit
batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) sesuai tingkatan dosis

(28,275 mg/KgBB; 56,55 mg/KgBB; 113, 1 mg/KgBB).

5.2 Saran

1. Peneliti selanjutnya dapat meneliti efektifitas ekstrak etanol 95% kulit
batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) sebagai antioksidan dengan

uji lain.

2. Peneliti selanjutnya dapat meneliti bagian lain dari tumbuhan bakau minyak

(Rhizophora apiculata) sebagai antioksidan.
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