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ABSTRAK

Asap rokok merupakan sumber radikal bebas (oksidan) yang dapat meningkatkan terjadinya peroksidasi lipid membran
sel. Malondialdehid (MDA) adalah salah satu produk akhir dari peroksidasi lipid, digunakan sebagai biomarker stres
oksidatif. Buah kawista (Limonia acidissima Linn) memiliki senyawa fenolik antara lain flavonoid dan tanin yang berpotensi
sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian buah kawista secara preventif,
untuk menghambat peningkatan kadar malondialdehid serum tikus Wistar yang dipapar asap rokok. Studi eksperimental
menggunakan post-test only group design, dengan rancangan acak lengkap, pada tikus Wistar jantan sebanyak 25 ekor,
perlakuan selama 35 hari. Tikus dibagidalam 5 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan), kontrol positif
(dipapar asap rokok), kelompok P1 (asap rokok dan buah kawista dosis 500mg/kg BB), kelompok P2 (asap rokok dan buah
kawista dosis 600mg/kg BB), kelompok P3 (asap rokok dan buah kawista dosis 700mg/kg BB). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa buah kawista yang diberikan secara preventif pada ketiga dosis, dapat menghambat peningkatan
kadar malondialdehid serum tikus yang dipapar asap rokok (p=0,000). Kadar malondialdehid serum terendah terlihat
pada dosis 700mg/kg BB. Dapat disimpulkan bahwa pemberian buah kawista secara preventif, dapat menghambat
peningkatan kadar malondialdehid serum tikus Wistar yang dipapar asap rokok.

Kata Kunci: Antioksidan, asap rokok, buah kawista, malondialdehid, peroksidasi lipid

ABSTRACT

Cigarette smoke is a source of free radicals (oxidants) which can increase the occurrence of lipid peroxidation of cell
membranes. Malondialdehyde is one of the end products of lipid peroxidation used as a biomarker of oxidative stress.
Kawista fruit (Limonia acidissima Linn) has phenolic compounds such as flavonoids and tannins that have the potential as
antioxidants. This study aimed to find out the effect of Kawista fruit, to prevent the increase of serum malondialdehyde
level in Wistar rats exposed to cigarette smoke. This experimental study used post-test only group design, with a
completely randomized design, in 25 male Wistar rats over a 35 day of treatment. Rats were divided into 5 groups, namely,
the negative control group (without treatment), positive control group (exposed to cigarette smoke), group P1 (cigarette
smoke and Kawista fruit at a dose of 500 mg/kg BW), group P2 (cigarette smoke and Kawista fruit at a dose of 600 mg/kg
BW), group P3 (cigarette smoke and Kawista fruit at dose of 700 mg/kg BW). The results showed that the Kawista fruit was
given preventively at the three doses can prevent the increase of malondialdehyde serum level in rats exposed to cigarette
smoke (p=0,000). The lowest serum malondialdehyde level was seen at a dose of 700 mg/kg BW. It can be concluded that
the Kawista fruit can prevent the increase of serum malondialdehyde level in Wistar rats exposed to cigarette smoke.
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PENDAHULUAN

Jumlah rokok yang dihisap oleh masyarakat Indonesia
terus meningkat, yaitu sebanyak 182 milyar batang pada
tahun 2001 dan tahun 2009 menjadi 260,8 milyar batang
(1). Merokok merupakan perilaku berisiko untuk
terjangkit penyakit kardiovaskular, kanker, tumor, dan
penyakit paru obstruksi kronis (PPOK) (2). Hal tersebut
diketahui karena dalam asap rokok (fase gas dan partikel)
mengandung komponen pengoksidasi, karsinogenik, dan
Reactive Oxygen Species (ROS) yang merusak gen,
makromolekul dan membran sel (3). ROS merupakan
sumber radikal bebas utama tubuh. Peroksidasi lipid
diperantai oleh radikal hidroksil (-OH) yang merupakan
senyawa ROS (4). Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA)
merupakan komponen utama penyusun membran sel,
memiliki ikatan rangkap karbon-karbon (C=C), dan ikatan
tersebut melemahkan ikatan karbon-hidrogen, sehingga
memudahkan abstraksi hidrogen oleh -OH (5).
Penyusunan ulang elektron tunggal menyebabkan PUFA
mengalami degradasi. Malondialdehid (MDA) adalah
salah satu senyawa yang terbentuk, larut dan dapat
dijumpaidalam darah (6).

Diperkirakan golongan ROS yang paling berperan dalam
proses terjadinya penyakit adalah radikal superoksida
(-0,), hidrogen peroksida (H,0,), dan -OH. Tubuh
mempunyai sistem pertahanan terhadap ROS. Enzim
superoxide dismutase (SOD), katalase, dan glutathione
peroxidase (GPx) adalah antioksidan endogen yang
berperan dalam meredam efek buruk ROS. Penumpukan
-0, dicegah oleh enzim SOD, SOD mangan yang terletak di
mitokondria, dan SOD tembaga-besi yang ditemukan
pada sitosol. Penimbunan H,0, dicegah melalui aktivitas
enzim katalase dan GPx. Katalase terutama ditemukan di
dalam peroksisom, serta sedikit di dalam fraksi sitosol dan
mikrosom sel, sedangkan GPx terdapat dalam sitosol dan
mitokondria (7). Jika paparan rokok menetap dan semakin
besar, antioksidan endogen tidak mampu
menetralkannya. Sebagai akibatnya, terjadi penumpukan
-0, dan H,0, yang dapat menghasilkan -OH, baik melalui
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reaksi haber weiss (8) maupun reaksi fenton (4). -OH
merupakan golongan ROS vyang paling reaktif, yang
memicu peroksidasi lipid pada membran sel (4).

Saat mekanisme pertahanan tubuh tidak mampu meredam
ROS yang berlebih, maka dibutuhkan asupan antioksidan.
Buah kawista adalah bahan pangan alami yang memiliki
bioaktivitas sebagai antioksidan. Buah kawista
mengandung senyawa fenolik, antara lain flavonoid dan
tanin (9-11). Senyawa fenolik adalah senyawa yang
memiliki minimal satu gugus hidroksil yang menempel di
cincin aromatik. Adanya cincin aromatik mempengaruhi
kestabilan ikatan atom oksigen dengan hidrogen, sehingga
senyawa fenolik dapat bertindak sebagai donor atom
hidrogen kepada radikal bebas (8). Komponen fenolik
bertindak sebagai penampung yang baik terhadap -0, dan
‘OH, yang melindungi lipid membran terhadap reaksi
oksidasi yang merusak, sehingga pembentukan
malondialdehid dapat dicegah (12).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
pemberian buah kawista untuk mencegah terjadinya
peroksidasi lipid membran sel karena paparan asap rokok,
dengan mengukur produk akhirnya yaitu kadar
malondialdehid serum.

METODE
Desain Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorik dengan desain post-
test only group design, menggunakan rancangan acak
lengkap. Tikus yang digunakan sebagai obyek penelitian
adalah tikus jantan Rattus norvegicus galur Wistar, usia 2-3
bulan, dan berat 180-200g. Metode pemberian pakan tikus
dengan pakan standar protein 17% dan minuman diberikan
secara ad libitum. Tikus dipelihara dalam kandang,
disediakan dua kandang untuk setiap kelompok perlakuan.
Ruang tempat kandang dengan ventilasi yang baik,
penyinaran normal, suhu dan kelembapan diperhatikan.
Penggunaan hewan coba pada penelitian ini telah lolos uji

| Tikus (25 ekor) Adaptasi 1 minggu |

v

| Randomisasi 5 kelompok |

v v

v v

Kontrol Kontrol
Negatif Positif Pl P2 P
T ]
v
| Sonde Buah Kawista (selama 7 hari) |
]
v v v v v
Tanpa Hari ke-8 Hari ke-8 Hari ke-8 Hari ke-8
Perlakuan Dipapar Asap Dipapar Asap Dipapar Asap Dipapar Asap
Rokok Rokok + Sonde| |Rokok + Sonde| |Rokok + Sondeé]
(Selama 28 Buah Kawista Buah Kawista Buah Kawista
hari) 500 mg/kg BB| [600 mg/kg BB 700 mg/kg BB
(selama 28 (selama 28 (selama 28
hari) hari) hari)

v

| Hari ke-36 Tikus Dikorbankan, Diambil darah, Pemeriksan Kadar MDA Serum

v

Analisis Data

Gambar 1. Alur penelitian
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etik oleh Komite Etik Penelitian Kesehatan Masyarakat
Universitas Airlangga, dengan nomor sertfikat: 358-KEPK.

Tikus sejumlah 25 ekor, dikelompokkan secara random
menjadi 5, yaitu kontrol negatif (tanpa perlakuan), kontrol
positif (dipapar asap rokok), P1 (asap rokok dan kawista
500mg/kg BB), P2 (asap rokok dan kawista 600mg/kg BB),
P3 (asap rokok dan kawista 700mg/kg BB). Perlakuan buah
kawista diberikan per oral dengan sonde lambung. Sonde
diberikan sehari sekali (pagi hari), dilakukan 1 minggu
sebelum dipapar asap rokok, dan tetap berlanjut sampai
akhir perlakuan (selama 35 hari). Penelitian ini
menggunakan buah kawista matang yang didapat dari
pasar buah di Sidoarjo. Buah kawista diambil dan
dipisahkan dari bijinya, kemudian ditimbang sesuai dosis
yaitu 500, 600, 700mg/kg BB tikus, dilarutkan dengan 1ml
aquades/dosis. Paparan asap rokok dimulai pada hari ke-8,
sebanyak 2 batang rokok kretek sehari (siang dan sore
hari), dilakukan dengan alat smoking pump selama 4
minggu. Pada hari ke-36 tikus dikorbankan. Tikus diinjeksi
dengan ketalar secara intra muskuler pada paha tikus, saat
kondisi teranestesi dilakukan pembedahan untuk
mengambil darah dari jantung dengan spuit. Kemudian
darah disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 15
menit, serum dipisahkan dengan komponen darah lain,
dilakukan analisis kadar MDA serum dengan pereaksi
thiobarbituric acid (TBA). Alur penelitian disajikan pada
Gambar 1.

Penentuan Dosis Paparan Asap Rokok

Pada penelitian yang sebelumnya, paparan asap rokok
kretek 2 batang/hari selama 28 hari, terbukti dapat
meningkatkan kadar MDA serum pada tikus Wistar (13).
Berdasarkan penelitian tersebut, pada penelitian ini
digunakan dosis paparan 2 batang/hari selama 28 hari,
menggunakan rokok kretek.

Penentuan Dosis Buah Kawista

Pada penelitian terdahulu, terbukti bahwa dosis buah
kawista 600mg/kg BB dapat menurunkan kadar ureum
dan kreatinin serum tikus Wistar jantan model diabetes
melitus tipe 2, sebagai aktivitas antioksidan (14). Pada
penelitian ini digunakan dosis 500, 600, 700mg/kg BB
untuk variasi dalam melihat dosis optimal dari buah
kawista sebagai antioksidan.

Pembuatan Sediaan Buah Kawista

Penelitian ini menggunakan buah kawista matang (11).
Daging buah kawista diambil dan disaring untuk
memisahkan buah dari bijinya. Daging buah kawista
ditimbang sesuai dosis (500/600/700mg/kg BB),
dilarutkan dengan 1ml aquades/dosis, dicampur
menggunakan pengaduk. Selanjutnya sediaan diberikan
pada kelompok perlakuan melalui sonde lambung (14).

Gambar 2. Buah kawista
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Pengukuran Kadar MDA Serum

Pengukuran kadar MDA serum menggunakan pereaksi TBA
menurut metode Esterbauer dan Cheeseman (15).
Sebanyak 0,5ml| serum dicampurkan dengan 4,5ml
phosphate buffer saline (PBS) dingin, disentrifus selama 15
menit, diambil 4ml supernatan. Ditambahkan 1ml
trichloroacetic acid (TCA) 15% dan 1 ml TBA. Dipanaskan
dalam waterbath dengan suhu 80°C selama 15 menit,
kemudian didinginkan pada suhu ruang selama 60 menit.
Larutan disentrifus selama 15 menit, dibaca absorbansinya
dengan spektrofotometer dengan A 532 nm. Ditentukan
konsentrasi MDA (nmol/ml) berdasarkan kurva standar
1,1,3,3-tetramethoxypropane (16).

Analisis Data

Analisis statistik menggunakan SPSS versi 16.0, uji Shapiro
Wilk untuk normalitas data, uji Levene untuk homogenitas
data, uji one way ANOVA dilanjutkan dengan uji LSD untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok perlakuan. Uji
statistik dilakukan dengan taraf kepercayaan 95%.

HASIL

Hasil uji statistik, data berdistribusi normal pada semua
kelompok dan varians data homogen (p=0,472). Uji one
way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan kadar MDA
serum yang bermakna (p=0,000). Analisis rerata kadar
MDA serum disajikan dalam Gambar 2.

=y
N
)

10.62

iy
o
"

Malondialdehid Serum (nmol/ml)
()]

4 4
2
0 4
kontrol kontrol P.1 P.2 P.3
negatif postitif

Kelompok Perlakuan

Gambar 3. Rerata kadar MDA serum

Keterangan:

Huruf di atas diagram menujukkan adanya perbedaan jika huruf berbeda,
berdasar uji LSD pada a=0,05

Kontrol Negatif =kelompok tikus tanpa perlakuan

Kontrol Positif =kelompok tikus dipapar asap rokok

P1 = kelompok tikus dipapar asap rokok dan diberi sonde
buah kawista 500mg/kg BB

P2 = kelompok tikus dipapar asap rokok dan diberi sonde
buah kawista 600mg/kg BB

P3 = kelompok tikus dipapar asap rokok dan diberi sonde
buah kawista 700mg/kg BB

Gambar 2 menunjukkan adanya peningkatan rerata kadar
MDA karena paparan asap rokok, dengan rerata kadar
MDA pada kelompok kontrol positif (10,62+1,59nmol/ml)
lebih besar dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif
(4,04+0,90nmol/ml). Penurunan rerata kadar MDA serum
terlihat pada kelompok P.1 (5,66+1,59nmol/ml), P.2
(5,47+1,26nmol/ml), P.3 (4,06+0,73nmol/ml), dengan
rerata kadar MDA serum lebih rendah dibandingkan
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dengan kelompok kontrol positif.

Hasil uji LSD kadar MDA serum, menunjukkan ada
perbedaan kadar MDA serum yang bermakna antara
kelompok kontrol positif, dengan kontrol negatif, nilai
p=0,000 (p<0,05). Perbedaan yang bermakna, juga
terlihat antara kelompok kontrol positif dengan kelompok
P.1, P.2, dan P.3, nilai p=0,000 (p<0,05). Sebaliknya antara
kelompok kontrol negatif dengan kelompok P.1 (p=0,076),
P.2 (p=0,133), dan P.3 (0,983) tidak ada perbedaan
bermakna (p>0,05). Perbedaan yang tidak bermaknajuga
terlihatantar kelompokP.1, P.2, dan P.3 (p>0,05).

DISKUSI

Pengukuran terhadap kadar MDA serum menunjukkan
bahwa rerata kadar MDA serum pada kelompok kontrol
positif, berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif, di
mana rerata kadar MDA serum pada kelompok kontrol
positif lebih tinggi. Senada dengan hasil penelitian ini,
penelitian yang dilakukan oleh Mansour dkk (17), Lopes
dkk (18), dan Marwan dkk (19) menunjukkan bahwa
paparan asap rokok meningkatkan kadar MDA tikus. Asap
rokok merupakan sumber radikal bebas, yang dapat
meningkatkan terjadinya peroksidasi lipid membran sel,
sehingga kadar malondialdehid juga meningkat.

Rerata kadar MDA serum pada kelompok perlakuan P.1,
P.2, dan P.3, berbeda nyata dengan kelompok kontrol
positif, di mana rerata kadar MDA serum pada kelompok
P.1, P.2, dan P.3 lebih rendah. Senada dengan hasil
penelitian ini, penelitian yang dilakukan llango et al (20)
mengenai kadar MDA serum pada tikus model diabetes
dengan induksi aloxan, serta penelitian Vasant et al (21)
mengenai kadar MDA jaringan hepar dan ginjal tikus
dengan induksi flouride yang mendapat perlakuan buah
kawista, secara signifikan menunjukkan rerata kadar MDA
yang lebih rendah dibanding dengan yang tidak mendapat
perlakuan buah kawista. Buah kawista memiliki
bioaktivitas sebagai antioksidan, sehingga melindungilipid
membran dari reaksi oksidasi yang merusak. Berkurangnya
kejadian peroksidasi lipid membran sel, menyebabkan
berkurangnya kadar malondialdehid serum.

Asap rokok terdiri dari dua bagian yaitu fase gas dan
partikulat, yang kesemuanya mengandung radikal bebas
(3). Fase gas mengandung radikal dalam bentuk -O,, H,0,,
‘OH, dan nitrogen oksida (NO-) (22). Senyawa -0, dapat
bereaksi dengan NO- menghasilkan peroksinitrit (ONOO-),
kemudian ONOO- dapat bereaksi dengan asam (H)
menghasilkan asam peroksinitrit (ONOOH) yang dapat
terdegradasi membentuk -OH (23). Fase partikulat
mengandung radikal semiquinone (-QH), yang dapat
bereaksi dengan oksigen (0,) menghasilkan -0,. Senyawa
-0, yang telah terbentuk, mengawali terbentuknya H,0,
dan -OH melalui reaksi dismutasi (24). Proses tersebut
akan menghasilkan ROS berlebih, yang merupakan
radikal bebas utama dalam tubuh. Mekanisme
meningkatnya ROS karena efek langsung dari asap rokok
itu sendiri, dan respon imun yaitu aktivasi sel inflamasi
(25).

Secara fisiologis, tubuh juga menghasilkan ROS. Fungsi
utama ROS adalah untuk membunuh bakteri dan virus yang
masuk ke dalam tubuh. Sumber endogen terbentuknya
radikal -O, di dalam tubuh melalui beberapa mekanisme.
Antara lain melalui reaksi yang dikatalis oleh enzim NADPH,
reaksi yang dikatalis oleh enzim xantin oksidase, reaksi
sampingan yang melibatkan Fe"”, dan pada keadaan khusus
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dapat terjadi kebocoran rantai respirasi yang menyebabkan
oksigen tereduksi menjadi -0, (5). Apabila jumlah ROS yang
dihasilkan baik secara endogen, maupun eksogen (asap
rokok) berlebih di luar kemampuan atioksidan untuk
menetralkannya, maka akan terjadi stres oksidatif (26).

Untuk dapat mencegah stres oksidatif karena efek buruk
ROS, tubuh mempunyai aktivitas antioksidan endogen.
Pada dasarnya tujuan antioksidan ini adalah mencegah
terjadinya ‘OH, yang merupakan radikal yang paling
berbahaya. Serangkaian enzim bekerja sebagai
antioksidan yang mencegah terbentuknya -OH. Enzim-
enzim ini terletak dekat dengan pembentukan berbagai
radikal bebas di dalam sel, superoxide dismutase (SOD),
katalase, dan glutathione peroxidase (GPx). Penumpukan
-0, dicegah oleh enzim SOD, SOD mangan yang terletak di
mitokondria, dan SOD tembaga-besi yang ditemukan pada
sitosol. Penumpukan H,0, dicegah melalui aktivitas enzim
katalase dan GPx. Katalase terutama ditemukan di dalam
peroksisom, serta sedikit di dalam fraksi sitosol dan
mikrosom sel, sedangkan GPx terdapat dalam sitosol dan
mitokondria (7). Jika paparan rokok menetap atau semakin
besar, antioksidan endogen tidak mampu
menetralkannya. Akibatnya, terjadi penumpukan -O, dan
H,0, yang dapat menghasilkan -OH, baik melalui reaksi
haber weiss (8) maupun reaksi fenton (4). -OH merupakan
golongan ROS yang paling reaktif, yang memicu
peroksidasilipid pada membransel (4).

Membran sel disusun atas fosfolipid yang kaya akan PUFA.
PUFA memiliki ikatan rangkap karbon-karbon (C=C). Ikatan
rangkap ini melemahkan ikatan karbon-hidrogen sehingga
memudahkan abstraksi atom hidrogen oleh -OH. Terdapat
3 tahap utama reaksi peroksidasi, yaitu inisiasi,
pengembangan, dan degradasi. Pada tahap inisiasi, -OH
mengabstraksi sebuah atom hidrogen dari PUFA (LH),
sehingga terbentuk suatu radikal lipid (L). Tahap
pengembangan, radikal lipid (L) diperluas dengan
penambahan oksigen (0O,), yang membentuk radikal
peroksil lipid (LOO) yang akan bereaksi kembali dengan
PUFA yang lain, untuk mengabstraksi atom hidrogen
menghasilkan peroksida lipid (LOOH) dan radikal lipid (L).
Tahap degradasi, penyusunan ulang elektron tunggal
menyebabkan lipid mengalami degradasi, MDA adalah
salah satu hasilnya (5).

Saat terjadi stres oksidatif, karena sistem antioksidan
endogen yaitu enzim SOD, katalase, dan GPx tidak dapat
meredam efek buruk ROS, maka dibutuhkan asupan
antioksidan. Buah kawista adalah bahan pangan alami
yang memiliki bioaktivitas sebagai antioksidan. Buah
kawista mengandung senyawa fenolik, antara lain
flavonoid dan tanin (9-11). Senyawa fenolik adalah
senyawa yang memiliki minimal satu gugus hidroksil yang
menempel di cincin aromatik. Adanya cincin aromatik
mempengaruhi kestabilan ikatan atom oksigen-hidrogen,
sehingga senyawa fenolik dapat bertindak sebagai donor
atom hidrogen kepada radikal bebas (8). Komponen
fenolik bertindak sebagai penampung yang baik terhadap
-0, dan -OH, yang melindungi lipid membran terhadap
reaksi oksidasi yang merusak, sehingga peningkatan kadar
malondialdehid dapat dicegah (12,27).

Pada penelitian ini terbukti bahwa pemberian buah
kawista pada dosis 500, 600, 700mg/kg BB, dapat
mencegah terbentuknya malondialdehid serum tikus yang
dipapar asap rokok. Rerata kadar MDA serum pada ketiga
kelompok perlakuan buah kawista adalah sama. Hal ini
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mungkin terjadi, karena jarak interval dosis terlalu dekat
pada masing-masing kelompok perlakuan yaitu 100mg/kg
BB. Pada penelitian lebih lanjut yang memanfaatkan buah
kawista sebagai antioksidan, dapat menggunakan dosis
dengan interval jarak yang lebih lebar, sehingga dapat
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