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RINGKASAN 

2,3,7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) merupakan salah satu senyawa 

toksik yang berasal dari produk samping proses pembakaran bahan kimia yang 

mengandung organoklorin, produk samping pembuatan plastik Polyvinyl Chloride 

(PVC) serta pembakaran sampah terutama sampah plastik PVC tersebut. 2,3,7 ,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) merupakan golongan polychlorodibenzo-p­

dioxin (PCDD) yang memiliki taraf toksisitas paling tinggi. Efek toksisitas TCDD 

pada manusia dapat menyebabkan gangguan sistem saraf, sistem reproduksi, sistem 

endokrin, menurunkan imun tubuh., menyebabkan chloracne, gangguan organ tubuh 

seperti ginjal dan hati, menyebabkan anemia dan berpengaruh terhadap kejadian stres 

oksidasi. 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin kini semakin luas mencemari lingkungan. 

Karena sifat TCDD dapat bertahan dalam waktu yang lama di alam dan terakumulasi 

dalam jaringan lemak, yang sulit diurai secara biologis maupun kimiawi, sehingga 

keberadaan TCDD dapat terus-menerus menumpuk untuk waktu yang lama. 

Keberadaan TCDD yang bersifat akumulatif tersebut, yang menyebabkan gejala 

klinis akibat efek toksisitas TCDD baru timbul setelah beberapa tahun. 

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan kemampuan vitamin E (a­

tocopherol), yang diketahui memiliki potensi sebagai antioksidan, dalam 

memproteksi kerusakan yang terjadi pada tubuh akibat paparan TCDD. Terutama 

pada hati karena hati merupakan organ yang rentan mengalami kerusakan akibat 

paparan senyawa-senyawa toksik. Hal tersebut terjadi karena hati merupakan organ 

pertama setelah saluran pencemaan yang terpapar oleh senyawa-senyawa yang 

bersifat toksik. Vitamin E (a-tocopherol) merupakan vitamin yang larut dalam lemak 

dan secara fisiologis berperan penting dalam tubuh, terutama sebagai penangkal 

radikal bebas, sehingga mampu melindungi tubuh dari kerusakan yang ditimbulkan 

oleh radikal bebas tersebut. 
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Penelitian ini menggunakan tiga puluh ekor mencit jantan galur Balb/c yang 

dibagi menjadi lima kelompok perlakuan. Kelompok Kontrol (-) tanpa diberi TCDD 

dan hanya diberi pelarut minyak jagung sebanyak 0,1 ml//hari/ekor, sebagai kontrol 

negatif. Kelompok Perlakuan 0 diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0, 1 ml/hari/ekor dan diberi pelarut minyak jagung sebanyak 

0,1 ml/hari/ekor. Kelompok Perlakuan I diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0,1 ml/hari/ekor dan diberi vitamin E (a-tocopherol) 

dengan dosis 11 mg/kg berat badan/hari/ekor sebanyak 0, 1 ml/hari/ekor. Kelompok 

Perlakuan 2 diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari/ekor sebanyak 0,1 

ml/hari/ekor dan diberi vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 20 mg/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0,1 ml/hari/ekor. Kelompok Perlakuan 3 diberi TCDD 

dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari/ekor sebanyak 0,1 ml/hari/ekor dan diberi 

vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 37 mg/kg berat badan/hari/ekor sebanyak 0,1 

ml/hari/ekor. Pernberian TCDD dan vitamin E (a-tocopherol) dilakukan selama tiga 

puluh lima hari. Pada akhir perlakuan penelitian mencit dikorbankan kemudian 

dilakukan pembedahan untuk mengambil organ hati, dilanjutkan pembuatan preparat 

histopatologi dan pemeriksaan kadar MDA. 

Hasil penelitian menunjukkan vitamin E (a-tocopherol) dapat memproteksi 

sel hati mencit dari kerusakaan dan dapat menurunkan kadar MDA hati mencit akibat 

paparan TCDD. Hal ini ditunjukkan dengan perubahan gambaran histopatologi hati 

mencit yang lebih baik pada kelompok Perlakuan 1, 2 dan 3 apabila dibandingkan 

dengan kelompok Perlakuan 0. Pada perlakuan 0 banyak dijumpai sel-sel hepatosit 

yang mengalami nekrosis. Selain itu, juga dijumpai sel-sel hepatosit yang mengalami 

degenerasi melemak, degenerasi hidropik serta infiltrasi sel radang yang didominasi 

oleh sel-sel limfosit di ruang sinusoid, daerah porta dan daerah vena sentralis. Pada 

perlakuan I, 2 dan 3 jarang dijumpai sel-sel hepatosit yang mengalami nekrosis 

walaupun masih terdapat sel-sel hepatosit yang mengalami degenerasi hidropik. 

Selain itu, juga ditunjukkan dari infiltrasi sel radang yang semakin jarang dijumpai di 

ruang sinusoid, daerah porta dan daerah vena sentralis. Rata-rata kadar MDA hati 
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mencit pada kelompok Perlakuan I, 2 dan 3 lebih rendah apabila dibandingkan 

dengan kelompok Perlakuan 0. Hal tersebut menunjukkan ada mekanisme proteksi 

vitamin E (a-tocopherol) sebagai antioksidan terhadap pengaruh dari radikal bebas 

yang ditimbulkan oleh paparan TCDD. 

Berdasarkan basil penelitian tersebut maka disarankan perlu dilakukan 

penelitian lanjutan untuk mengetahui aktivitas vitamin E (a-tocopherol) sebagai 

antioksidan terhadap radikal bebas yang ditimbulkan oleh paparan TCDD pada organ 

atau sistem organ lain. 
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SUMMARY 

2,3,7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) is one of the toxic compounds 

derived from products of combustion processes containing organochlorine chemicals, 

products of the manufacture of Polyvinyl Chloride (PVC) plastic. The TCDD is a 

class of polychlorodibenzo-p-dioxin (PCDD) which has the highest level of toxicity. 

TCDD toxicity effects in humans can causing nervous system disorders, reproductive 

system, endocrine system, immune lowered, causing chloracne, organ disorders such 

as kidney and liver, causing anemia and affect the incidence of oxidative stress. 

2,3, 7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin polluted the environment is increasingly 

widespread. Because of TCDD can survive for a long time in nature and accumulate 

in the fatty tissue, which is difficult to disentangle biologically and chemically, so the 

presence of TCDD can continuously accumulate for a long time. The existence of 

cumulative TCDD, which causes clinical symptoms due to the effects of TCDD 

toxicity emerging after a few years. 

This study aims to demonstrate the ability of vitamin E (a-tocopherol), which 

is knownly well to have potential as an antioxidant, to protecting the damage to the 

body caused by exposure to TCDD. Mainly is the liver, because the liver is the organ 

which is prone to damage from exposure to toxic substances. This things happens 

because the liver is the first organ in the intestinal tract which is exposed the toxicaly 

compounds. Vitamin E (a-tocopherol) is a fat-soluble vitamin and is an important 

physiological role in the body, especially as anti oxidant, so it can be protect the body 

from damage caused by free radicals. 

This study uses 30 male mices strain Balb/c were divided into five treatment 

groups. Group Control (-)without any solvent TCDD and only given 0,1 ml com 

oil/day/head, as a negative control. Group 0, were given TCDD at a dose of 100 

ng/kg body weight/day/head as much as 0, I ml/day/head and given com oil solvent as 

much as 0,1 ml/day/head. Group I was given TCDD at a dose of 100 ng/kg body 

weight/day/head as much as 0,1 ml/day/head and given vitamin E (a-tocopherol) at a 
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dose of 11 mg/kg body weight/day/head as much as 0,1 ml/day/ head. Group 2 was 

given TCDD at a dose of 100 ng/kg body weight/day/head as much as 0,1 

ml/day/head and given vitamin E (a-tocopherol) at a dose of 20 mg/kg body 

weight/day/head as much as 0,1 ml/day/head. Group 3 was given TCDD at a dose of 

100 ng/kg body weight/day/head as much as O, l ml/day/head and given vitamin E (a­

tocopherol) at a dose of 37 mg/kg body weight/day/head as much as 0, l ml/day/head. 

Provision of TCDD and vitamin E (a-tocopherol) is done for thirty-five days. At the 

end of the study treatment mice were killed and then performed necroption to take out 

the liver, and continued making preparations histopathological examination and 

analyzed Malondialdehyde (MDA). 

Results showed vitamin E (a-tocopherol) may protect liver cells from damage 

and can reduce levels of MDA murine liver caused by exposure to TCDD. This is 

indicated by histopathological changes in the livers of mice which is the picture better 

than in treatment Groups 1, 2 and 3 when compared with the treatment Group 0. In 

the treatment of Group 0, found many cells necrosis of hepatocytes. It also found that 

hepatocyte cells has a swelling degeneration, hydropic degeneration and 

inflammatory cell infiltrate dominated by lymphocytes in the sinusoids, portal area 

and central vein area. On Group 1, 2 and 3 are found rare cells which are necrosis of 

hepatocytes, although there are still cells hepatocytes undergo hydropic degeneration. 

In addition, it is also evident from the infiltration of inflammatory cells were rarely 

found in the sinusoidal spaces, areas and regions central venous port. The average 

levels of MDA in mice liver treatment Groups 1, 2 and 3 is lower when compared 

with the treatment Group 0. It shows protective mechanisms of vitamin E (a­

tocopherol) as an antioxidant against the side effects caused by exposure to TCDD. 

Based on these results it is recommended that further research needs to be 

done to determine the activity of vitamin E (a-tocopherol) as an antioxidant against 

caused by exposure to TCDD on other organs or organ systems. 
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ABSTRACT 

The aim of this research was to observe the activity of vitamin E (a­

tocopherol), which is well known to have potential as an antioxidant, to protect the 

damage of the body post exposure to 2,3,1,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). A 

total of thirty male Balb/c mices of l 0 weeks old were used in this research. The 

mices were divided into five groups: ( l) as a negative control group was given com 

oil, (2) Group 0 was given TCDD with dose I 00 nglkg body weight/day/head and 

com oil, (3) Group l was given TCDD with dose 100 nglkg body weight/day/head 

and vitamin E (a-tocopherol) with dose 11 mg/kg body weight/day/head., (4) Group 

2 was given TCDD with dose 100 nglkg body weight/day/head and given vitamin E 

(a-tocopherol) with dose 20 mg/kg body weight/day/head, (5) Group 3 was given 

TCDD with dose 100 nglkg body weight/day/head and given vitamin E (a­

tocopherol) with dose 37 mg/kg body weight/day/head. Provision of TCDD and 

vitamin E (a-tocopherol) is done for thirty-five days with per-oral. After thirty-five 

days of treatment, the liver sample were collected for histophatological examination 

and Malondialdehyde (MDA) analyzed. Experimental method was based on 

completely randomized design. The histopathological were analyzed by Kruskall­

Wallis test followed by Mann-Whitney test to know the differences of the treatments, 

while the MDA data were analyzed by ANOVA test followed by Duncan test. The 

result of the research showed that the vitamin E ( a-tocopherol) could protect the mice 

liver from damage post exposure to TCDD. 

Key words: TCDD, vitamin E, liver, histophatological, MDA 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Dioksin adalah nama umum untuk sekelompok senyawa pencemar penting 

yang termasuk ke dalam golongan senyawa pencemar organik yang sulit teruraikan 

(Persistent Organic Pollutants, POPs). Dioksin mencakup 210 macam senyawa, 

yakni 75 macam polychlorinateddibenzo-p-dioxin (PCDD) dan 135 macam 

polychlorinateddibenzofuran (PCDF). Badan dunia di bawah Perserikatan Bangsa­

Bangsa (PBB), United Nation Environmental Programme (UNEP), sejak tahun 1997 

giat mengkampanyekan masalah pencemaran dioksin agar menjadi perhatian global. 

Hal tersebut dilakukan mengingat sifat dioksin yang toksik, persisten, bioakumulatif 

dan tersebar luas di lingkungan sekitar (Hutahaean, 2010). 

Dioksin adalah senyawa toksik yang memiliki cakupan toksisitas sangat luas, 

antara lain pada sistem reproduksi, sistem imun, syaraf dan hati. Dioksin juga 

memiliki sifat karsinogenik dan teratogenik (Saragih, 2005). Jenis dioksin yang 

paling tinggi aktivitas toksisitas adalah 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 

(Karami et al., 2001 ). Oleh karena itu, TCDD menjadi jenis dioksin yang paling 

ban yak diteliti dibandingkan dengan senyawa dioksin lain (Hutahaean, 20 I 0). 

Efek toksisitas TCDD pada manusia dapat menyebabkan gangguan sistem 

saraf, sistem reproduksi, sistem endokrin dan menurunkan imun tubuh (Susanti et al., 

2001). 2,3,7,S·tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) dapat menyebabkan chloracne 

(gangguan kulit yang ditandai hiperkeratosis dan bercak-bercak hitam atau komedo ), 
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gangguan ginjal, gangguan hati dan anemia. 2,3, 7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

(TCDD) juga diketahui berpengaruh terhadap kejadian stres oksidasi. Namun, karena 

efek toksisitas TCDD bersifat akumulatif, maka baru timbul gejala klinis setelah 

beberapa tahun (Susanti, 2000; Susanti et al., 200 I; Susanti et al., 2002). 

Dampak pencemaran TCDD tidak hanya pada manusia dan hewan, tetapi juga 

pada lingkungan. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) dapat bertahan dalam 

waktu yang lama di alam (Hutahaean, 2010; Winarti dkk., 2005). 2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) yang berada dalam jaringan lemak sulit diurai 

secara biologis maupun kimiawi, sehingga keberadaan TCDD dapat menumpuk 

untuk waktu yang lama. Keberadaan TCDD yang bersifat akumulatif tersebut akan 

mengakibatkan efek toksik pada manusia dan dapat melalui beberapa jalur seperti 

tumbuhan, hewan dan lingkungan sekitar (Schecter et al., 2005). 

Hati adalah organ tubuh yang berperan penting dalam proses metabolisme dan 

detoksifikasi. Pemaparan oleh senyawa-senyawa toksik akan mempertinggi 

kerusakan hati. Hati potensial mengalami kerusakan karena merupakan organ 

pertama setelah saluran pencemaan yang terpapar oleh senyawa-senyawa yang 

bersifat toksik. Proses metabolisme oleh hati akan mendetoksifikasi senyawa­

senyawa tersebut, akan tetapi proses tersebut juga dapat menghasilkan metabolit­

metabolit yang bersifat lebih toksik daripada senyawa-senyawa induk (Adikwu and 

Nelson, 2012). 

Pemberian TCDD dengan dosis 10 sampai 100 ng/kg berat badan/hari selama 

tiga belas minggu pada tikus Sparague Dawley betina dapat menyebabkan perubahan 
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pada organ bati antara Jain degenerasi bepatoseluler, keradangan, nekrosis, terdapat 

vakuolisasi pada sitoplasma, perubahan bentuk lobuler (Hassoun et al., 2000). 

Penelitian yang dilakukan Saragib (2005), menunjukkan efek yang ditimbulkan oleb 

pemberian TCDD per-oral dengan dosis 0,1 µg/kg berat badan selama dua pulub 

tujuh hari pada gambaran bistopatologi hati berupa vakuolisasi hepatosit, keradangan 

dan peningkatan sel Kupffer dan nekrosis. 

Pemberian TCDD juga dapat menyebabkan stres oksidasi (Kim et al., 2012). 

Penelitian yang dilakukan Hassoun et al., (2000), menunjukkan basil pada pemberian 

TCDD terjadi peningkatan produksi anion superoksida, lipid peroksidasi, putusnya 

rantai Deoxyribonucleic Acid (DNA), penurunan glutation pada jaringan otak dan 

bati. Penelitian yang dilakukan Saragih (2005) juga menunjukkan basil pada 

pemberian TCDD terjadi peningkatan kadar Malondialdehyde (MDA) plasma darah. 

Secara umum ketika tubuh berada pada kondisi stres oksidasi, keberadaan 

radikal bebas dapat memicu berbagai reaksi biokimia yang mengakibatkan perubahan 

komponen seluler. Radikal bebas merupakan suatu atom atau molekul yang memiliki 

satu atau Jebih elektron yang tidak berpasangan dalam orbit (Suryohudoyo, 2007). 

Radikal bebas dapat merusak beberapa komponen seluler yang penting, yaitu lemak, 

protein dan DNA (Prasetyastuti dan Sunarti, 2008). Kerusakan pada lemak 

menyebabkan terjadi peroksidasi lipid membran sel yang dapat diikuti dengan 

kerusakan sampai kematian sel. Kerusakan pada protein dapat mengganggu sistem 

enzimatis dan kerusakan pada DNA menyebabkan terjadi mutasi gen (Hilscberova et 

al., 2003; Naznm et al., 2011). Stres oksidasi yang ditimbulkan oleh radikal bebas 
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dapat ditentukan dengan mengukur salah satu parameter berupa MDA. Apabila kadar 

MDA tinggi, maka dapat dipastikan sel mengalami stres oksidasi (Simanjuntak, 

2007). 

Tubuh pada dasarnya telah memiliki sistem antioksidan untuk menangkal 

radikal bebas, tetapi dalam kondisi stres oksidasi yang berat persediaan antioksidan 

tubuh tidak mencukupi, sehingga kerusakan komponen seluler tubuh masih dapat 

terjadi. Oleh sebab itu diperlukan tambahan antioksidan dari luar tubuh yang dapat 

terpenuhi melalui konsumsi bahan makanan yang mengandung antioksidan maupun 

konsumsi vitamin-vitamin antioksidan (Maslachah dkk., 2008; Simanjuntak, 2007)). 

Manfaat konsumsi vitamin-vitamin antioksidan sebagai penangkal radikal 

bebas telah banyak diteliti dewasa ini, terutama vitamin E (a-tocopherol). Vitamin E 

( a-tocopherol) merupakan vitamin yang larut dalam lemak dan secara fisiologis 

berperan penting dalam tubuh, terutama sebagai penangkal radikal bebas 

(Sediaoetomo, 2012). Vitamin E (a-tocopherol) merupakan baris pertama pertahanan 

terhadap proses peroksidasi asam lemak tidak jenuh.ganda (Polyunsaturated Fatty 

Acid, PUFA), yang terdapat dalam fosfolipid dan glikolipid membran sel. Vitamin E 

(a-tocopherol) bekerja sebagai antioksidan pemutus rantai (chain breaking), 

mempunyai kemampuan memindahkan atom hidrogen ke radikal peroksil (C02•) 

(Kumalaningsih, 2006; Simanjuntak, 2007). 

Melalui pertahanan terhadap kerusakan seluler, efek pemberian vitamin E (a­

tocopherol) bersifat multiple untuk kesehatan segala jenis sel atau jaringan. Namun 

demikian, tidak ada sesuatu kerusakan seluler yang secara khusus dapat disembuhkan 
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oleh vitamin E (a-tocopherol). Karena sifat multiple dari efek pemberian vitamin E 

(a-tocopherol), vitamin E (a-tocopherol) dipergunakan dalam banyak kondisi klinik 

sebagai pengobatan suportif, meskipun basil yang ditimbulkan sangat variabel 

(Sediaoetama, 2012). 

Dari latar belakang tersebut diharapkan vitamin E (a-tocopherol) dapat 

memberikan efek pendekatan untuk mencegah atau mengurangi toksisitas yang 

disebabkan oleh paparan TCDD. Namun, apabila vitamin E (a-tocopherol) tidak 

cukup memberikan proteksi pada tubuh terhadap radikal bebas yang terbentuk akibat 

paparan TCDD, maka diperlukan terapi antidot TCDD. 

1.2 Perumusan Masalah 

I. Apakab pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat memproteksi sel hati 

mencit dari kerusakaan akibat paparan TCDD berdasarkan gambaran 

histopatologi? 

2. Apakah pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat menurunkan kadar 

MDA hati mencit akibat paparan TCDD? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah untuk membuktikan kemampuan vitamin E (a­

tocopherol) dalam memproteksi sel hati mencit dari kerusakan dan menurunkan kadar 

MDA hati mencit akibat paparan TCDD. 
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1.4 Manfaat Basil Penelitian 

Vitamin E (a-tocopherol) yang banyak dijumpai hampir di berbagai jenis 

makanan serta seiring perkembangan jaman, kini vitamin E (a-tocopherol) telah 

dibuat sintetik sebagai suplemen makanan sehingga lebih mudah dikonsumsi. Dengan 

hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat 

um um mengenai potensi vitamin E ( a-tocopherol) sebagai antioksidan potensial 

untuk mencegah pembentukkan radikal bebas yang berlebihan, terutama oleh TCDD, 

sebagai salah satu senyawa kimia toksik yang kini semakin luas mencemari 

lingkungan. Serta masyarakat yang memiliki resiko tinggi terpapar TCDD, seperti 

pekerja-pekerja industri kimia, pestisida, kertas, plastik dan industri Iain yang 

menggunakan senyawa klor. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tinjauan Tentang TCDD 

2.1.1 Sifat Fisika dan Kimia TCDD 

2,3, 7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) merupakan golongan 

polychlorodibenzo-p-dioxin (PCDD). Polychlorodibenzo-p-dioxin (PCDD) 

merupakan senyawa aromatik hidrokarbon terhalogenasi (Halogenated Aromatic 

Hydrocarbon, HAil). Golongan PCDD memiliki 75 jenis senyawa yang masing­

masing senyawa tersebut memiliki taraf toksisitas yang berbeda-beda. Senyawa yang 

memiliki taraftoksisitas paling tinggi adalah TCDD (Warlina, 2008; Juniarti, 2005). 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) adalah suatu padatan kristal 

tidak berwama dan tidak berbau pada suhu ruang (Winarti dkk., 2005). Struktur 

TCDD kekurangan gugus reaktif sehingga menyebabkan senyawa TCDD memiliki 

kestabilan yang tinggi terhadap panas, asam dan basa. Titik lebur TCDD mencapai 

suhu 305°C dan suhu dekomposisi lebih dari 700°C (Juniarti, 2005). Dekomposisi 

terjadi dengan pelepasan klor secara cepat dari inti dibenzo-p-dioxin diganti dengan 

hidrogen, sehingga hanya bersisa dibenzo-p-dioxin yang rentan terhadap 

dekomposisi lebih lanjut (Susanti, 2000). Penghancuran sempuma TCDD terjadi 

pada suhu 1000 sampai 1500°C. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) dapat 

terbentuk pada suhu 200 sampai 1000°C. 2,3, 7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

(TCDD) memiliki tekanan uap yang rendah, sehingga sulit terlepas dengan 

volatilisasi (Juniarti, 2005). 
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Gambar 2.1 Struktur kimia TCDD (Schecter et al., 2005) 
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2,3,7,8-tetrach/orodibenzo-p-dioxin (TCDD) lebih mudah larut dalam pelarut 

non polar daripada pelarut polar (Saragih, 2005). 2,3, 7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

(TCDD) larut dalam o-diklorobenzen, kloroform, n-oktanol, metanol dan air dengan 

daya kelarutan berturut-turut sebesar 1,4 g/L; 0,37 g/L; 0,048 g/L; 0,01 g/L dan 

2x10·7 g/L. Daya kelarutan TCDD dalam air sangat rendah (hidrofobik) sehingga 

TCDD yang berada dalam sistem perairan akan terikat pada bahan organik dan 

sedimen-sedimen dengan kekuatan yang berbeda (Susanti, 2000). 

Sifat mudah larut dalam lemak (lipofilik) TCDD mengakibatkan TCDD 

terakumulasi dalam jaringan lemak dengan kadar yang tinggi dan dalam waktu yang 

lama. 2,3,7,8-tetrach/orodibenzo-p-dioxin (TCDD) yang terdapat dalam jaringan 

lemak ikan dan ternak serta sekresi susu ternak, akan mengkontaminasi produk 

makanan dengan bahan baku ikan, daging dan susu tersebut. Waktu paruh TCDD 

dalam jaringan lemak manusia selama 7 sampai 8 tahun dan waktu paruh TCDD 

pada jaringan lemak ternak mencapai 16,5 minggu (Bintoro, 2009; Llobet et al., 

2003; Susanti, 2000). 
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2,3, 7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) bersifat tidak reaktif, stabil dan 

taban terhadap kerusakan secara alami untuk periode waktu yang lama. 2,3, 7 ,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) terikat kuat dengan kandungan bahan organik 

tanah dan waktu parub dalam tanah berkisar 10 sampai 30 tabun (Juniarti, 2005). 

Sifat TCDD yang dapat terurai oleh radiasi sinar ultraviolet matabari, merupakan 

mekanisme alam utama yang dapat merusak TCDD. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p­

dioxin (TCDD) yang terlarut dalam metanol dapat terurai secara sempuma oleh sinar 

ultraviolet buatan (UV) dalam waktu 20 jam dan oleh sinar matabari dalam waktu 36 

jam (Susanti, 2000). 

2.1.2 Pembentukan TCDD 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) muncul sebagai produk 

samping proses pembakaran bahan kimia yang mengandung organoklorin, yaitu 

senyawa yang biasa digunakan sebagai pembasmi hama penyakit (Saragih, 2005). 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) juga merupakan produk samping 

pembuatan plastik Polyvinyl Chloride (PVC) dan proses Polychlorinated Biphenils 

(PCB). Sesuai dengan ketentuan Environmental Protection Agency (EPA) pada 

tabun 1994, terdapat empat sumber utama TCDD, yaitu hasil pembakaran sampah, 

hasil samping proses produksi pestisida, hasil pembakaran pada proses produksi baja 

dan air buangan industri terutama industri kertas yang menggunakan klor sebagai 

pemutih (Schecter et al., 2001; Schecter et al., 2005; Winarti dkk, 2005). 
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Menurut Juniarti (2005) pembakaran sampah, baik sampah rumah tangga dan 

sampah medik dari rumah sakit diidentifikasi menjadi sumber terbesar TCDD. Pada 

pembakaran sampah rumah tangga saja dapat mengbasilkan TCDD 0, I nglm3 atau 

bahkan dapat 10 hingga 20 kali lebih besar. Selain itu, alam diketahui turut 

menyumbang terbentuk TCDD, melalui peristiwa kebakaran hutan dan aktifitas 

gunung berapi (Schecter et al., 200 l ). 

2.1.3 Siklus Pemasukan TCDD ke Dalam Tu bub 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) memasuki tubuh hewan 

maupun manusia melalui rantai makanan (gastrointestinal), kontak dermal dan 

inhalasi atau transpulmoner serta transplasenta. Rantai makanan merupakan rute 

utama pemasukan TCDD ke dalam tubuh baik secara langsung melalui TCDD yang 

terkandung di dalam makanan maupun secara sekunder oleh proses pengemasan. 

Bahan makanan yang berasal dari hewan lebih beresiko terkontaminasi oleh TCDD 

karena sifat alami TCDD yang mudah larut dalam lemak (lipofilik). Tumbuhan 

bukan merupakan sumber kontaminan TCDD bagi manusia karena kandungan lemak 

pada tumbuhan rendah. Namun, kontaminasi TCDD pada permukaan tumbuhan dan 

kontaminasi persisten pada tanah yang menjadi sumber utama kontaminan TCDD 

(Bintoro, 2009; Llobet et al., 2003; Winarti, dkk., 2005). 

Kontak dermal TCDD hanya terjadi pada lapisan luar kulit (stratum 

corneum) dan tidak mengalami penetrasi ke lapisan dermis. Presentase pemasukan 

TCDD melalui inhalasi atau transpulmoner relatif kecil apabila dibandingkan dengan 
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rute pemasukan yang lain. Hal ini dikarenakan TCDD memiliki tekanan uap yang 

rendah (Llobet et al., 2003; Juniarti, 2005). 

Setelah 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) masuk ke dalam tubuh 

dan menembus selaput sel tubuh, akan berikatan dengan AhR yang berada di sitosol 

kemudian berpindah ke dalam inti sel. Di inti sel, AhR yang telah berikatan dengan 

TCDD membentuk dimer dengan protein Ary[ hydrocarbon Receptor Nuclear 

Translocator (ARNT). Dalam kompleks senyawa TCDD-AhR-ARNT, mengikat 

elemen DNA tertentu, yaitu Dioxin-Responsive enchancher Elements (DRE). 

Kompleks senyawa tersebut kemudian bekerja sebagai faktor transkripsi di DRE dan 

menginduksi ekspresi ratusan jenis gen. Juga dapat terjadi kompleks senyawa 

TCDD-AhR-ARNT terikat ke elemen DNA lain (inhibitory DRE), sehingga 

menimbulkan efek hambatan ekspresi pada gen-gen yang berbeda (Doi et al., 2003) . 

...... 
\ 

mRNA. 

Gambar 2.2 Reseptor AhR di dalam sitoplasma sel (Massaad et al., 2002) 
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2.1.4 Toksisitas TCDD 

Toksisitas TCDD dipengaruhi oleh dosis, rute pemberian, umur dan jenis 

kelamin spesies. Salah satu efek toksik TCDD adalah wasting syndrome, yaitu 

sindrom kelemahan yang ditandai dengan penurunan berat badan. Penurunan berat 

badan tersebut kemungkinan disebabkan karena TCDD dapat menurunkan nafsu 

makan dan menurunkan sekitar 300/o absorbsi aktif glukosa pada usus kecil (Ebtekar, 

2004). 

Chloracne adalah efek klinis yang karakteristik akibat toksisitas TCDD pada 

manusia, kelinci dan monyet. Ch/oracne meliputi hiperkeratosis dan pembentukan 

komedo pada kulit yang sedikit ditumbuhi rambut. Pada kelinci dan monyet 

ditambah terdapat edema disekitar mata. Bencana toksisitas TCDD yang terjadi di 

Nitro, Virginia Barat; Vietnam; Yusho, Jepang; Cina; Beach, Missouri dan Seveso, 

Italia menunjukkan gejala keracunan berupa chloracne (Bertazzi et al., 200 I; 

Ebtekar, 2004). 

Terdapat variasi dosis TCDD yang dapat menyebabkan kematian pada 

beberapa spesies hewan ( dosis oral, LDso berkisar antara 0,6 sampai 5 µg/kg berat 

badan) (Saragih, 2005). Pemberian dosis letal menimbulkan perubahan awal antara 

lain penurunan berat badan secara mendadak serta diikuti dengan kematian pada 

beberapa minggu kemudian (Susanti, 2000). Hewan yang diberi TCDD dosis oral 

tunggal atau berulang dari 0, I sampai 25 µg/kg berat badan menunjukkan 

peningkatan berat organ hati dan terdapat akumulasi lemak, atropi timus dan 

perubahan histopatologi pada organ hati dan timus (Saragih, 2005). Penelitian yang 
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dilakukan Susanti et al. (2001) menunjukkan basil TCDD yang diberikan secara oral 

dengan dosis 5 µg/kg berat badan pada bari pertama dan 1 µg/kg berat badan/hari 

pada bari kedua kemudian berlanjut sampai enam pulub bari pada tikus jantan 

Sprague Dawley, terjadi penurunan kadar Hemoglobin (Hb), nilai Mean Corpuscular 

Hemoglobin Concentration (MCHC), jumlah neutrofil dan limfosit serta perubahan 

morfologi eritrosit berupa central pa/or dan akantositosis. 

Son et al. (2003) telah melakukan penelitian dengan memberikan TCDD 

pada 2 kelompok tikus Sparague Dawley dengan frekuensi pemberian yang berbeda. 

Kelompok 1 mendapatkan dosis tinggi I, IO, 20 dan 50 µg/kg berat badan, sementara 

kelompok 2 mendapatkan dosis dosis rendah 0,0 I; 0, I; I dan 2,5 µg/kg berat badan. 

Elektroforesis protein 2 dimensi serum diperoleb basil I novel dan terdapat 

peningkatan jumlah spot. Protein novel tersebut diidentifikasi sebagai prekusor 

glutathione peroxidase, sementara jumlah spot yang meningkat diidentifikasi 

sebagai sitokeratin 8 polipeptida, lg gamma- I rantai C dan lg gamma-2 rantai C. 

Protein terebut dapat digunakan sebagai petunjuk untuk deteksi TCDD dan dapat 

untuk mengetahui efek toksik TCDD. 

Pada marmut betina yang diberi Crude Ginseng Saponin (CGS) setelah diberi 

TCDD dengan dosis tunggal 3 µg/kg berat badan, menunjukkan basil dapat menekan 

peningkatan kadar glukosa darah, amilase, lipase, total kolestrol, trigliserida, 

Aspartate Transaminase (AST) dan Low Density Lipoprotein-kolesterol (LDL­

kolestrol) (Hwang et al., 200 I). Kematian fetus dan resorbsi fetus terjadi pada tikus 

yang diberi TCDD dengan dosis 0,125 sampai 2 µg/kg berat badan (Calkosinski et 
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al., 2003). Pemberian TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari selama empat 

puluh sembilan hari pada mencit jantan dapat menyebabkan penurunan fertilitas 

sebagai akibat organ testis mencit juga termasuk organ target TCDD (Yin et al., 

2012). 

2,3, 7 ,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) juga bersifat karsinogenik. 

Penelitian yang dilakukan Ray and Prasad (1992) tentang efek kronis TCDD melalui 

makanan dengan dosis 0,01 µg/kg berat badan/hari selama dua tahun, dengan hewan 

coba tikus, menunjukkan hasil bahwa 38% tikus yang diteliti mengalami gejala 

tumor termasuk nodul neoplastik hati, kolangiokarsinoma, karsinoma saluran telinga, 

ginjal dan kandung kemih, serta menginduksi karsinoma hati, paru-paru, palatum 

dan lidah. 

2.1.S Absorbsi, Distribusi, Metabolisme dan Ekskresi TCDD 

2,3, 1,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) diabsorbsi melalui 

gastrointestinal, dermal dan transpulmoner. Pemberian TCDD secara oral dalam diet, 

hampir 90% dari dosis yang diberikan akan diabsorbsi oleh gastrointestinal. 

Absorbsi TCDD oleh gastrointestinal bervariasi tergantung pada dosis, pelarut dan 

umur spesies. Absorbsi dermal TCDD tergantung dosis, formulasi dan durasi kontak. 

Efek sistemik yang timbul setelah terpapar TCDD pada paru-paru membuktikan 

bahwa TCDD juga diabsorbsi transpulmoner (EPA, 2012). 

Setelah diabsorbsi, TCDD dibawa oleh darah dan limfe untuk didistribusikan 

ke seluruh organ tubuh. Di dalam darah dan limfe, TCDD bergabung dengan 
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lipoprotein dan kilomikron (EPA, 2012). Hati danjaringan lemak merupakan deposit 

utama TCDD. Sifat TCDD yang mudah larut lemak (lipofilik) menyebabkan lemak 

sebagai deposit utama TCDD. Akumulasi TCDD pada hati kemungkinan 

berhubungan dengan induksi enzim spesifik hati. Mencit yang diberi TCDD yang 

dilabel dengan radioaktif, dengan dosis 2 µg/kg berat badan secara intraperitoneal, 

memperlihatkan distribusi TCDD pada hati, ginjal dan paru-paru (Susanti et al., 

2002). 

Rute metabolisme utama TCDD adalah hidroksilasi dan berkonjugasi dengan 

asam glukoronat atau asam sulfat. Ekskresi TCDD terutama melalui urin dan feses 

serta empedu. Pada mamalia, air susu juga merupakan salah satu rute ekskresi 

TCDD. Unggas yang sedang bertelur, kurang lebih 1% TCDD ditranslokasi ke telur 

(Dobrzynski et al., 2009). Urin terutama mengandung metabolit terkonjugasi, 

sedangkan feses mengandung metabolit non konjugasi. Beberapa penelitian juga 

menunjukkan terdapat biotransformasi TCDD menjadi metabolit polar dan tidak 

stabil untuk diidentifikasi dengan metode kromatografi (Susanti et al., 200 I). 

2.1.6 2;3,1Jj-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) clan Stres Oksidasi 

Beberapa peneliti menyatakan bahwa efek merusak TCDD berhubungan 

dengan stres oksidasi. Sitokrom P450 (CYPIAI dan CYPIBI) yang terinduksi oleh 

TCDD menunjukkan terdapat hubungan antara TCDD dengan kerusakan oksidasi 

DNA. Pemberian TCDD dengan dosis tinggi dapat mempengaruhi peroksidasi lipid, 

terjadi peningkatan putusnya untaian DNA dan penurunan fluiditas pada membran 
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sel di hati dan jaringan pada organ selain hati. Pemberian kronis TCDD dengan dosis 

rendah (0,15 µg TCDD/kg berat badan/hari) dapat mengakibatkan kerusakan 

oksidasi pada sejumlah jaringan pada organ mencit (Saragih, 2005). Pemberian 

TCDD dengan dosis 25, 50, IOO µg/kg berat badan selama satu hari dapat 

menghasilkan peningkatan level peroksidasi lipid, kerusakan DNA pada hati tikus 

Sparague Dawley (Yoshida and Ogawa, 2000). 

Beberapa parameter yang menunjukkan kejadian stres oksidasi akibat TCDD 

antara lain: I) basil degradasi seperti peroksidasi lipid (MDA); 2) antioksidan 

nonenzimatik, yaitu glutation, vitamin C, vitamin E; 3) antioksidan enzimatik, yaitu 

Superoksida Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione Peroxidase (GSH-PX), 

Glutathione Reductase (GR); 4) sitokrom P450 (Yoshida and Ogawa, 2000). 

Pada marmut yang diberikan ekstrak panax ginseng dan dipapar TCDD 

secara subkronis dengan dosis tunggal I µ!¥kg berat badan, dapat menekan 

peningkatan sitokrom P450 (CYPIAI dan CYPIBI) dan aktivitas mikrosomal 

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-sitokrom P450 reduktase (NADPH­

sitokrom P450 reduktase) pada jaringan hati (Lee et al., 2002). Penelitian yang 

dilakukan Kern et al. (2002) menunjukkan basil pemberian TCDD 30 n!¥kg berat 

badan/minggu selama 2 bulan disertai dengan pemberian makanan berlemak tinggi 

dapat mengakibatkan perubahan enzim yang berkaitan dengan stres oksidasi pada 

jaringan adiposit dan hati tikus. 

Stres oksidasi yang diinduksi oleh TCDD juga berhubungan dengan kejadian 

karsinogenesis pada hewan dan manusia. Stres oksidasi memiliki peran penting 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



17 

dalam kejadian tersebut melalui tiga tahapan yang berbeda, yaitu inisiasi, promosi 

dan progresi. Modifikasi oksidasi DNA menyebabkan putusnya untaian DNA yang 

memiliki peran penting terhadap mutasi. Mutasi ini akan mengubah fungsi gen 

seperti onkogen atau gen supresor tumor yang terlibat dalam evolusi berbagai 

macam jenis tumor (Yoshida and Ogawa, 2000). 

2.2 Tinjauan Tentang Sitokrom P450 

Sitokrom P450 adalah suatu enzim monooksigenase yang merupakan anggota 

dari kelompok enzim oksidoreduktase. Sitokrom P450 berperan penting sebagai 

katalisator hidroksilasi pada Fase I pada metabolisme xenobiotik (obat, karsinogen, 

pestisida, petroleum dan polutan) dan senyawa endogen (steroid, retinoid, eikosanoid 

dan asam lemak). Tujuan hidroksilasi adalah mengubah substrat lipofilik menjadi 

hidrofilik agar dapat dikonjugasi dengan molekul seperti asam glukoronat, glutation, 

asetilasi, metilasi, asam amino konjugasi atau sistein pada Fase 2 metabolisme 

xenobiotik (Kadri, 2012). 

Sitokrom P450 terdiri atas berbagai famili. Setiap famili terdiri atas beberapa 

subfamili. Setiap subfamili terdiri atas berbagai isozim (isoform). Pengelompokkan 

sitokrom P450 menjadi berbagai famili, subfamili maupun isozim (isoform) tersebut 

berdasarkan pada kemiripan urutan asam amino penyusun apoprotein (homologi), 

spesifisitas substrat, spesifisitas elektroforesis dan sifat imunologi. Nomor pertama 

menunjukkan famili, huruf menunjukkan subfamili dan nomor terakhir menunjukkan 

isozim (isoform). Enzim-enzim yang termasuk dalam satu famili memiliki homologi 
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sampai 400/o sedangkan enzim-enzim yang tergolong dalam subfamili memiliki 

kemiripan 55 sampai 60% (Suharjono, 2006). 

Dinamakan sitokrom P450 karena cyto menunjukkan lokasi dan chromes 

berarti karakteristik spektofotometrik. Enzim tersebut mengandung sebuah hem 

dengan spectrum absorbansi warna tertentu (P=Pigmen). Angka 450 bermula dari 

suatu pemeriksaan spektroskopi terhadap mikrosom sel-sel hepatosit hati tikus pada 

tahun 1958. Fraksi mikrosom tersebut direduksi dengan dithionite yang dilanjutkan 

dengan CO (CO akan terikat pada hem fero), sehingga menghasilkan absorbansi 

palingjelas pada panjang gelombang 450 nm (Amalia, 2011; Kadri, 2012). 

Tiga puluh famili sitokrom P450 telah ditemukan, termasuk 10 famili pada 

manusia, 2 famili pada insekta, l famili pada siput, 1 famili pada tanaman dan 6 

famili pada bakteri. Sampai dengan tahun 1998, dari berbagai spesies yang telah 

diteliti berhasil dikarakterisasi lebih dari 750 isozim (isoform), 37 isozim (isoform) 

terdapat pada manusia dan 47 isozim (isoform) terdapat pada tikus. Sitokrom P450 

pada mamalia diklasifikasikan ke dalam dua golongan utama, yaitu yang terlibat 

dalam sintesis steroid dan asam empedu dan yang terlibat dalam metabolisme 

xenobiotik (Sugiyanto, 2006; Suharjono, 2006). 

Sitokrom P450 famili 1 (CYPl), famili 2 (CYP2), famili 3 (CYP3) dan famili 

4 (CYP4) berperan dalam metabolisme xenobiotik yang umum terdapat pada hati 

mamalia. Sitokrom P450 yang dijumpai pada lalat rumah dikelompokkan ke dalam 

famili 6 (CYP6). Sitokrom P450 ekstrahepatik yang terlibat biosintesis steroid 

dikelompokkan dalam famili 17 (CYP17), famili 19 (CYP19) dan famili 21 
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(CYP21). Sitokrom P450 mitokondrial, yang terdapat pada ragi dan dijumpai pada 

bakteri, masing-masing dikelompokkan ke dalam famili II (CYPll), 51 (CYP51) 

atau 52 (CYP52) dan IOI (CYPIOI) atau 102 (CYP102) (Sugiyanto, 2006). 

Peran utama sitokrom P450 dalam metabolisme obat telah diketahui sejak 

lama. Akan tetapi peran isozim (isoform) individual baru mulai diungkap pada awal 

tahun 1990. Seperti misal CYP!Al diketahui lebih spesifik terhadap substrat 

aromatik hidrokarbon terhalogenasi, sedangkan CYPIA2 disamping mengkatalisis 

metabolisme aromatik hidrokarbon terhalogenasi juga mengkatalisis obat-obat lain 

seperti parasetamol. Sitokrom P450 2E I (CYP2E I) disamping terlibat di dalam 

metabolisme parasetamol juga substrat lain seperti etanol, aseton dan kloroform. 

Sitokrom P450 IBI (CYPIBI) berperan dalam aktivasi metabolik karsinogen. 

Dengan demikian isozim (isoform) tersebut disamping memiliki sifat spesifik 

terhadap suatu substrat tertentu juga menunjukkan reaktivitas silang dengan 

beberapa substrat lain. Demikian pula distribusi realtif isozim (isoform) tersebut 

menunjukkan perbedaan antar spesies maupun antar organ. Pada manusia juga 

dikenal terdapat variasi antar individu (Sugiyanto, 2006). 

2.3 Tinjauan Tentang Hati 

Hati merupakan organ kelenjar terberat dalam tubuh. Hati memiliki 

konsistensi yang lunak dan terletak di bawah diagfragma, di dalam rongga abdomen. 

Hati menerima sebagian besar darah (sekitar 70%) yang berasal dari vena porta dan 

sebagian kecil disuplai oleh arteri hepatica Semua senyawa yang diserap usus 
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diangkut melalui vena porta menuju ke hati, kecuali Jemak diangkut dari tempat 

penyerapan di usus melalui pembuluh-pembuluh Jimfe. Hati memiliki fungsi yang 

kompleks, antara Jain detoksifikasi senyawa-senyawa toksik, fagositosis benda asing 

dan ekskresi metabolit (Simanjuntak, 2007). Unsur utama struktur hati adalah sel-sel 

hati atau biasa disebut sel-sel hepatosit. Sel-sel hepatosit berkelompok dalam 

susunan yang saling berhubungan sedemikian rupa, sehingga membentuk suatu unit 

struktural yang dinamakan lobulus hati. Struktur lobulus dikelompokkan dalam tiga 

golongan yang berbeda. Pertama, Jobulus klasik merupakan suatu bangun berbentuk 

heksagonal dengan vena sentralis sebagai pusat. Kedua, saluran porta merupakan 

bangunan berbentuk segitiga dengan vena sentralis sebagai sudut dan segitia Kiernan 

atau saluran porta sebagai pusat. Ketiga, asinus hati merupakan unit terkecil hati. 

Sel-sel pada asinus hati berdasarkan sistem aliran darah di dalam lobulus dibagi 

menjadi tiga zona. Sel-sel pada zona I adalah sel yang terdekat dengan pembuluh­

pembuluh, sehingga sel-sel tersebut kaya akan nutrisi, 02 dan sedikit mengandung 

metabolit. Sel-sel pada zona II menerima darah dengan kandungan nutrisi dan 0 2 

yang tidak sebanyak pada zona I. Sel-sel pada zona III adalah sel-sel yang paling 

dekat dengan vena sentralis, sehingga sel-sel tersebut mengandung sedikit nutrisi dan 

0 2, tetapi banyak mengandung metabolit. Oleh sebab itu daerah sekeliling vena 

sentralis lebih sering mengalami kerusakan dibandingkan dengan daerah perifer 

(Guyton and Hall, 1997; Guyton and Hall, 2007). 

Sel-sel hepatosit tersusun radial dalam lobulus hati, saling bertumpukkan, 

membentuk lapisan sel, memiliki satu atau dua inti yang bulat dengan satu atau lebih 
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hidroksil (OH•) dan elektron yang siap berinteraksi dengan biomolekul Jain yang 

berdekatan. Energi panas juga dapat menghasilkan radikal bebas. Secara umum, 

suhu tinggi dibutuhkan untuk memecah ikatan kovalen, tetapi beberapa ikatan yang 

relatif tidak stabil dapat dipecahkan secara homolitik pada suhu 30 sampai 50°C. 

Senyawa-senyawa tersebut sebagian besar merupakan pencetus (inisiator) reaksi 

pembentukan radikal bebas. Senyawa-senyawa organik maupun senyawa-senyawa 

xenobiotik yang terpapar suhu tinggi, misal polutan, sampah organik yang terbakar 

dan rokok yang terbakar, akan menghasilkan campuran berbagai radikal bebas yang 

kompleks. Beberapa reaksi redoks penghasil radikal bebas membutuhkan katalisator, 

misal logam transisi atau suatu enzim (metaloenzim, mieloperoksidase atau 

flavoprotein) (Suryohudoyo, 2007). 

Radikal bebas dapat bereaksi dengan molekul lain melalui beberapa cara. Jika 

dua radikal bebas bertemu, akan saling menggabungkan elektron yang tidak 

berpasangan dan membentuk ikatan kovalen yang stabil. Pada molekul non-radikal, 

radikal bebas akan bereaksi melalui tiga jalan sebagai berikut: 

I. Radikal bebas memberikan elektron yang tidak berpasangan (sebagai reduktor). 

2. Radikal bebas menerima elektron dari non-radikal (sebagai oksidan). 

3. Radikal bebas bergabung dengan non-radikal. 

Reaksi-reaksi tersebut akan mengubah non-radikal menjadi suatu radikal bebas. 

Akibat kecenderungan radikal bebas untuk menerima elektron dari molekul disekitar 

(sebagai oksidan), maka radikal bebas dapat mengubah struktur dan atau fungsi 

molekul tersebut (Suryohudoyo, 2007). 
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Radikal hidroksil (OH•) dapat menyerang membran fosfolipid dan glikolipid 

pada rantai Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) dan terjadi peroksidasi lipid. Mula­

mula terbentuk suatu carbon-centered-radical (-C-) di membran fosfolipid dan 

glikolipid, karena OH bereaksi dengan atom hidrogen dari rantai karbon membentuk 

air. 

CH+ OH 7C• + H20 

Kemudian carbon-centered-radical (-C-) akan bereaksi dengan oksigen, membentuk 

radikal bebas baru yang disebut radikal peroksil. 

C• + 02 7 COi• (radikal peroksil) 

Radikal peroksil (C02•) tersebut cukup reaktif untuk menyerang rantai asam lemak 

disekitar dan membentuk radikal lipid hidroperoksida (C02H•) dan carbon-centered­

radical (-C-) yang baru. 

COi• + -C-H- 7 C02H• + C• 

Komponen terpenting dari membran sel adalah fosfolipid, glikolipid, 

kolestrol dan protein. Dua komponen pertama mengandung PUF A. Polyunsaturated 

Fatty Acid (PUF A) tersebut, antara lain asam linoleat, asam linolenat dan asam 

arakhidonat. Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) tersebut sangat rawan terhadap 

serangan radikal bebas. Radikal bebas dapat menimbulkan reaksi rantai yang 

dinamakan peroksidasi lipid. Akibat akhir dari reaksi rantai adalah putusnya rantai 

asam lemak menjadi berbagai senyawa yang bersifat toksik terhadap sel, antara lain 

aldehida-aldehida seperti MDA, -hidroksi-nonenal dan berbagai hidrokarbon seperti 

etana dan pentane (Young and Woodside., 2000; Fang et al., 2002). 
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Fang et al. (2002) menyatakan radikal bebas dapat menyebabkan reaksi 

berantai yang akan terus berlanjut sampai radikal bebas tersebut dihilangkan oleh 

reaksi dengan radikal bebas lain atau sistem antioksidan tubuh. Cara radikal bebas 

bereaksi dengan senyawa lain adalah sebagai berikut: 

1. Penambahan 

X• + Y 7 (X-Y)• 

2. Donasi elektron 

X•+Y 7 Y•T 

3. Penghilangan elektron 

X• + Y 7 X- + y.+ 

Reaksi rantai tersebut dapat dihentikan hanya jika dua radikal bebas bertemu. 

2.4.3 Akibat Radikal Bebas 

X•+X• 7 X2 

X•+Y•?XY 

Berbagai proses metabolisme normal di dalam tubuh dapat menghasilkan 

radikal bebas dalam jumlah kecil sebagai produk antara. Di dalam set, radikal bebas 

terbentuk pada membran plasma dan organel-organel seperti mitokondria, 

peroksisom, retikulum endoplasma dan sitosol, melalui reaksi-reaksi enzimatik 

fisiologis yang berlangsung (Tuminah, 2000). 

Radikal hidroksil (OH•) merupakan senyawa yang paling berbahaya karena 

memiliki reaktivitas yang tinggi dan berdampak negatif terhadap senyawa-senyawa 
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penting yang digunakan untuk mempertahankan integritas sel. Radikal hidroksil 

(OH•) tersebut berdampak negatif terhadap: 

I. Membran sel 

Membran sel disusun oleh fosfolipid, glikolipid, kolesterol dan protein. 

Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) sebagai penyusun fosfolipid dan glikolipid, 

terutama asam arakhidonat akan mengalami oksidasi melalui tiga tahap reaksi, 

yaitu pembentukan senyawa radikal lipid hidroperoksida (C02H•) lemak; 

dekomposisi radikal lipid hidroperoksida (C02H•) lemak menjadi radikal 

peroksil (C02•) dan alkoksil (C•); dan pada akhir radikal alkoksil menjadi 

aldehid (MDA), yang bersifat toksik dan membahayakan kehidupan sel. 

2. Deoxyribonucleic Acid (DNA) 

Radikal hidroksil (OH•) dapat menimbulkan perubahan pada DNA, misal 

hidroksilasi basa timin dan sitosin, pembukaan purin dan pirimidin serta 

putusnya fosfodiester DNA. Kerusakan DNA yang terlalu parah sulit untuk 

diperbaiki sehingga menimbulkan mutasi gen yang dapat menyebabkan 

terbentuk sel-sel kanker. 

3. Protein 

Radikal hidroksil (OH•) yang bereaksi dengan asam amino yang menyusun 

protein terutama asam amino sistein yang mengandung gugus sulthidril (SH). 

Serangan radikal hidroksil (OH•) terhadap gugus SH akan mengakibatkan 

protein mengalami penurunan fungsi biologis, misal kerusakan enzim akan 
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mengakibatkan aktivitas enzim terganggu (Suryohudoyo, 2007; Fang et al., 

2002). 

Radikal bebas bersifat sangat reaktif, dapat menimbulkan perubahan kimiawi 

dan merusak berbagai komponen sel seperti, lemak, protein, DNA serta karbohidrat 

dan gugus thiol. Perusakan sel oleh radikal bebas reaktif didahului oleh kerusakan 

membran sel dengan mekanisme sebagai berikut: 

I. Terjadi ikatan kovalen antara radikal bebas dengan komponen-komponen 

membran sel (enzim-enzim membran, komponen karbohidrat membran plasma) 

sehingga terjadi perubahan struktur dan fungsi reseptor ). 

2. Oksidasi gugus thiol pada komponen membran sel oleh radikal bebas yang 

menyebabkan proses lintas membran sel terganggu. 

3. Reaksi peroksidasi lipid membran sel yang mengandung PUPA. Hasil 

peroksidasi lipid membran sel oleh radikal bebas berefek langsung terhadap 

kerusakan membran sel, antara lain dengan mengubah fluiditas, cross linking, 

struktur dan fungsi membran sel serta jika berlanjut akan menyebabkan 

kematian sel (Liu et al., 2000; Sediaoetomo, 2012; Suryohudoyo, 2007). 

2.5 Tinjauan Tentang Peroksidasi Lipid 

Peroksidasi lipid merupakan proses yang bersifat kompleks akibat reaksi 

antara PUPA sebagai penyusun fosfolipid dan glikolipid membran sel dengan radikal 

bebas yang membentuk radikal lipid hidroperoksida (C02H• ). Polyunsaturated Fatty 

Acid (PUF A) rentan terhadap serangan radikal bebas. Konsentrasi tinggi PUF A 
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dalam fosfolipid dan glikolipid disetiap membran set tidak hanya membuat PUP A 

menjadi sasaran utama untuk reaksi dengan agen oksidasi, tetapi juga 

memungkinkan PUP A untuk berpartisipasi dalam rantai panjang reaksi radikal bebas 

(Setiawan dan Suhartono, 2007). Peroksidasi lipid secara umum terbentuk melalui 

beberapa tahapan proses, yaitu inisiasi, propagasi dan terminasi (Prasetyastuti dan 

Sunarti, 2008). 

Pada tahap awal reaksi terjadi pelepasan hidrogen dari PUP A sehingga 

terbentuk radikal alkoksil (C•). Pada keadaan normal radikal alkoksil (C•) cepat 

bereaksi dengan oksigen membentuk radikal peroksil (C02•). Radikal peroksil 

(C02•) tersebut bereaksi lebih Janjut dengan PUPA yang lain membentuk radikal 

lipid hidroperoksida (C02H•). Reaksi tersebut merupakan otooksidasi, yaitu reaksi 

berantai radikal bebas (Liu et al., 2000). 

Malondialdehyde (MDA) secara umum sering digunakan sebagai salah satu 

indikator peroksidasi lipid, yang dapat ditentukan dalam suatu pengukuran dengan 

menggunakan Thiobarbituric Acid (TBA) (Ratnayanti, 2011). Metode pengukuran 

tersebut disebut Thiobarbituric Acid-Reactive substances (TBARs) (Arkhaesi, 2008). 

2.6 Tinjauan Tentang MDA 

Malondialdehyde (MDA) adalah senyawa aldehida yang merupakan produk 

akhir peroksidasi lipid di dalam tubuh. Malondialdehyde (MDA) juga merupakan 

metabolit komponen sel yang dihasilkan oleh radikal bebas. Senyawa MDA 

memiliki tiga rantai karbon dengan rumus molekul C3f4Qi (Arkhaesi, 2008). 
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Ratnayanti (2011) menyatakan konsentrasi MDA yang tinggi menunjukkan 

ada proses oksidasi dalam membran sel. Status antioksidan yang tinggi biasa diikuti 

oleh penurunan kadar MDA. Malondialdehyde (MDA) dapat berikatan dengan 

berbagai molekul biologis seperti lemak, protein dan DNA secara kovalen. 

Pengukuran MDA mudah dilakukan baik secara spektofotometri atau 

flurometrik. Karena MDA tidak stabil maka cara penyimpanan sampel harus 

terlindung dari cahaya dan bila tidak segera diperiksa harus disimpan pada suhu -

80°C. Pada suhu tersebut tidak akan terjadi perubahan kadar MDA sampai selama 6 

bulan penyimpanan (Arkhaesi, 2008). 

2. 7 Tinjauan Ten tang Pengukuran Kadar MDA 

Radikal bebas memiliki waktu paruh yang sangat pendek sehingga sulit 

diukur dalam laboratorium. Gangguan atau kerusakan alaoat radikal bebas pada 

suatu sel tubuh dapat diperiksa salah satu dengan mengukur kadar MDA, yang 

merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid. Produksi radikal bebas secara tidak 

langsung dapat dinilai dengan kadar peroksidasi lipid (Arkhaesi, 2008). Menurut 

Konig and Berg., (2002); Daile et al., (2006) pengukuran kadar MDA serum dapat 

dilakukan melalui beberapa cara, yaitu sebagai berikut : 

I. Tes TBARs 

Dasar pemikiran adalah reaksi spektofotometri sederhana, dimana satu molekul 

MDA akan terpecah menjadi dua molekul 2-asam thiobarbiturat. Reaksi 

tersebut berjalan pada pH 2 sampai 3. Thiobarbituric Acid (TBA) akan 
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memberikan warna merah muda-kromogen yang dapat diperiksa secara 

spektofotometri. Tes TBARs selain mengukur kadar MDA yang terbentuk 

karena proses peroksidasi lipid juga mengukur produk aldehid lain termasuk 

produk non-volatil yang terjadi akibat panas yang ditimbulkan pada saat 

pengukuran MDA serum. Kadar MDA juga dapat diperiksa baik di plasma, 

jaringan maupun urin. 

Beberapa metode pengukuran TBARs adalah sebagai berikut : 

a. Pengukuran reaksi TBARs 

a) Pengukuran reaksi TBARs dengan metode kolorimetri 

Pengukuran reaksi TBARs dengan metode kolorimetri, dengan 

spektofotometer, merupakan kadar MDA yang paling sering 

dilakukan. Metode yang digunakan adalah metode Yagi. Metode ini 

mudah dilakukan akan tetapi bersifat tidak spesifik oleh karena 

mengukur produk aldehid lain. 

b) Pengukuran reaksi TBARs dengan metode fluoresens 

Metode ini memiliki keunggulan dibanding metode kolorimetri oleh 

karena tidak terganggu oleh beberapa substansi produk reaksi 

TBARs yang larut air. Pemeriksaan dilakukan dengan metode 

spektofluorometri. 

b. Pengukuran MDA-TBARs dengan High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 
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Metode ini secara spesifik dapat mengukur kompleks MDA-TBARs, 

sehingga pengukuran kadar MDA lebih akurat. Akan tetapi metode ini 

membutuhkan kondisi asam dengan suhu tinggi sehingga tetap ada 

kemungkinan terbentuk MDA yang bukan karena peroksidasi lipid. 

2. Pengukuran kadar MDA serum bebas dengan metode HPLC 

Merupakan metode pengukuran MDA serum yang paling sensitif dan spesifik. 

Malondialdehyde (MDA) bukan produk yang spesifik dari proses peroksidasi 

lipid sehingga dapat menimbulkan positif palsu yang berakibat nilai duga 

positif yang rendah dan telah dilaporkan dapat meningkatkan spesifisitas pada 

pemeriksaan kadar MDA serum. 

2.8 Tinjauan Tentang Antioksidan 

Antioksidan didefinisikan sebagai suatu substansi yang terdapat dalam 

jumlah yang sedikit, yang secara signifikan dapat menunda atau menghambat 

oksidasi dari suatu substansi tertentu. Peran fisiologi dari antioksidan adalah 

mencegah kerusakan komponen seluler yang terjadi sebagai akibat dari reaksi kimia 

yang melibatkan radikal bebas. Antioksidan dapat mencegah radikal bebas dalam 

menginduksi gangguan atau kerusakan komponen seluler dengan mencegah 

pembentukan radikal, efek scavenge atau membantu dekomposisi sel atau jaringan 

tubuh yang rusak (Prasetyastuti dan Sunarti, 2008; Tuminah 2000). 

Dalam meredam dampak negatif radikal bebas, terdapat dua mekanisme, 

yaitu mencegah terhimpun senyawa-senyawa radikal bebas secara berlebihan dan 
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mencegah reaksi rantai yang berkelanjutan. Radikal bebas memiliki kemampuan 

bereaksi dalam berbagai cara untuk menimbulkan kerusakan pada hampir semua 

komponen seluler. Oleh sebab itu diperlukan pertahanan antioksidan yang luas, dari 

endogen sampai eksogen untuk melindungi komponen seluler dari radikal bebas 

yang menginduksi gangguan atau kerusakan. Berdasarkan fungsi, antioksidan 

dibedakan menjadi lima golongan, yaitu : 

I. Antioksidan primer 

Antioksidan yang berfungsi untuk mencegah terbentuk radikal bebas baru, 

karena antioksidan tersebut dapat mengubah radikal bebas yang ada menjadi 

molekul yang berkurang dampak negatif yang dapat ditimbulkan (sebelum 

sempat bereaksi). Antioksidan primer yang ada di dalam tubuh antara lain enzim 

SOD, CAT, GSH-PX dan GR. Antioksidan tersebut memiliki peranan penting 

di dalam tubuh karena dapat melindungi sel-sel dari serangan radikal bebas. 

Antioksidan tersebut bekerja dipengaruhi oleh mineral-mineral di dalam tubuh 

seperti mangan, seng, tembaga dan selenium. 

2. Antioksidan Sekunder 

Antioksidan sekunder merupakan senyawa yang berfungsi menangkap radikal 

bebas serta mencegah terjadi reaksi berantai sehingga tidak terjadi kerusakan 

yang lebih besar. Antioksidan tersebut antara lain vitamin E (tokoferol), vitamin 

C ( asam askorbat) dan [3-karoten. 
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3. Antioksidan Tersier 

Antioksidan tersier merupakan senyawa yang memperbaiki sel-sel dan jaringan 

yang rusak karena serangan radikal bebas. Antioksidan tersebut seperti enzim 

metionin sulfoksidan reduktase, yang dapat memperbaiki DNA di dalam inti sel. 

4. Oxygen Scavenger 

Antioksidan yang termasuk o.wgen scavenger yang dapat mengikat oksigen 

sehingga tidak mendukung reaksi oksidasi, seperti vitamin C. 

5. Chelators atau Sequesstrants 

Senyawa yang dapat mengikat logam sehingga logam tersebut tidak dapat 

mengkatalis reaksi oksidasi, pada akhimya kerusakan dapat dicegah. Senyawa 

tersebut antara lain asam sitrat dan asam amino (Kumalaningsih, 2006). 

2.9 Tinjauan Tentang Vitamin E 

Vitamin E pertama kali ditemukan pada tahun 1922 oleh Evan dan Bishop 

yang merupakan vitamin larut dalam lemak. Vitamin E secara alami memiliki 8 

isomer yang dikelompokkan dalam 2 kelas substansi alami, yaitu 4 tocopherol (a, fl, 

y dan 0) dan 4 tokotrienol (a, fl, y dan 0). Vitamin E paling aktif adalah a-tocopherol, 

sehingga aktivitas vitamin E diukur sebagai a-tocopherol. Oleh sebab itu a­

tocopherol sering digunakan sebagai standar pengukuran vitamin E dalam makanan. 

Tocopherol terdiri dari struktur cincin 6-chromanol dengan rantai samping jenuh 

panjang enam belas carbon phytol. Perbedaan antar jenis tocopherol terletak pada 

jumlah dan posisi gugus metal struktur cincin (EFSA, 2008). 
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H0C 

TOKOFEROL 
Gambar 2.4 Struktur kimia tocophero/ (EFSA, 2008) 

Sumber vitamin E, terutama tocopherol, dapat diperoleh dari bahan makanan 

antara lain minyak tumbuh-tumbuhan dan biji-bijian seperti minyak biji bunga 

matahari, minyak biji kapas, minyak buah kenari, minyak gandum, minyak jagung, 

minyak kacang kedelai, minyak kacang tanah, minyak kelapa, minyak kelapa sawit, 

minyak wijen serta minyak zaitun (EFSA, 2008). 

Seperti vitamin larut lemak yang lain, vitamin E diabsorbsi di usus halus 

secara difusi. Vitamin E tidak memiliki protein pembawa yang spesifik dalam 

plasma darah. Vitamin E yang terabsorbsi bergabung ke dalam kilomikron, yang 

secara cepat berpindah ke lipoprotein plasma dan terikat tidak spesifik. Vitamin E 

ditangkap di hati dan bergabung dengan Very Low Density Lipoprotein {VLDL), 

lebih banyak dalam bentuk a-tocopherol dibanding bentuk yang lain, untuk 

kemudian disekresikan kembali. Sebagian besar sisa VLDL kaya trigliserida akan 

kembali ke hati, sebagian lagi diubah oleh lipoprotein lipase menjadi LDL. Selama 

proses tersebut vitamin E juga secara spontan berpindah ke High Density 

Lipoprotein (HDL). Tocopherol plasma lebih banyak didistribusikan oleh LDL dan 

HDL. Vitamin E masuk ke dalam sel terjadi melalui proses mediasi reseptor (LDL 
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membawa vitamin E ke dalam sel) atau melalui proses yang dibantu oleh lipoprotein 

lipase. Di dalam sel, transpor intraseluler dari tocophero/ membutuhkan protein 

pengikat tocopherol intraseluler, yaitu dikenal dengan a-tocophero/ transfer protein, 

(a-TPP). Vitamin E pada sel terdapat pada bagian membran sel sehingga mudah 

untuk dimobilisasi. Jalur ekskresi vitamin E, yaitu melalui empedu, feses dan urin 

dalam bentuk tocopheronat dan tocopheronalactone yang dapat terkonjugasi dengan 

glukoronat (Jurczuk, et al., 2005; Sareharto, 2010). 

Vitamin E merupakan suatu antioksidan yang bekerja mencegah terjadi 

reaksi berantai radikal bebas. Vitamin E merupakan garis pertama pertahanan 

terhadap proses peroksidasi lipid, terutama pada PUF A yang terdapat dalam 

fosfolipid dan glikolipid membran sel. Dalam mencegah peroksidasi lipid, vitamin E 

sendiri diubah menjadi suatu radikal. Radikal vitamin E tersebut di daur ulang dalam 

tubuh oleh beberapa antioksidan yang larut air seperti vitamin C dan glutation, 

sehingga kembali ke bentuk asal vitamin E dan kembali menunjukkan aktifitas 

antioksidan. Sebagai antioksidan, vitamin E memutuskan rantai reaksi radikal bebas 

dengan memindahkan hidrogen fenolat yang terletak pada gugus OH cincin 

chromanol ke radikal peroksil (C02•) dari PUF A yang telah mengalami peroksidasi. 

Gugus OH cincin chromano/ berhadapan dengan daerah hidrofil, sedangkan rantai 

fitil vitamin E akan tertambat di daerah hidrofolo membran. Gerakan untuk mengikat 

radikal bebas adalah dengan cara cincin chromanol akan bergerak turun naik tegak 

lurus terhadap membran. Selain itu, walaupun ujung rantai fitil tertambat pada 

membran, cincin chromano/ vitamin E tersebut dapat bergerak dengan mudah ke 
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segala arah, sehingga memudahkan mengikat radikal bebas yang terdapat di dekat 

vitamin E. Vitamin E dapat menghilangkan radikal peroksil (C02•) lebih cepat 

daripada reaksi radikal peroksil (C02•) tersebut dengan protein membran, rantai 

samping asam lemak ataupun PUF A (Prasetyastuti dan Sunarti, 2008; Evstigneva et 

al., 200 l; Simanjuntak, 2007). 

Defisiensi vitamin E terjadi bila asupan kurang atau absorbsi oleh tubuh 

terganggu. Malabsorbsi lemak juga dapat menimbulkan defisiensi vitamin E, karena 

pembawa vitamin E adalah lemak. Defisiensi vitamin E mempengaruhi beberapa 

sistem organ yang berbeda. Manifestasi defisiensi vitamin E sangat beragam, secara 

umum mempengaruhi tiga sistem, yaitu neuromuskuler, vaskuler dan reproduksi. 

(Guyton and Hall, 1997). 

2.10 Tinjauan Tentang Mencit (Mus Musculus) 

Mencit (Mus musculus) merupakan hewan mamalia yang paling umum 

digunakan sebagai hewan coba pada laboratorium (sekitar 40 sampai 80%), untuk 

berbagai kegiatan penelitian (Kusumawati, 2004; Alvernita, 20 l l ). Mencit memiliki 

banyak keunggulan sebagai hewan coba antara lain mudah diperoleh, mudah 

dikembangbiakkan, jinak dan berukuran kecil sehingga mudah dalam penanganan, 

memiliki kesamaan fisiologis dengan manusia, jumlah anak per-kelahiran banyak 

serta harga relatif murah (Alvemita, 20 l l ). 

Mencit yang sudah dipelihara di laboratorium adalah mencit yang masih satu 

famili dengan mencit liar (Kusumawati, 2004). Mencit tersebut memiliki berat badan 
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yang hampir sama dengan mencit liar, yaitu antara 15 sampai 30 gram pada umur 

sepuluh minggu. Mencit tersebut memiliki bulu yang pendek, halus dan berwarna 

putih serta ekor berwarna kemerahan dengan ukuran lebih panjang dari badan dan 

kepala (Y ossa, 2008). 

Gambar 2.5 Mencit galur Balb/c (BRC, 2009). 

Semua galur mencit yang sudah dipelihara di laboratorium, yang ada saat ini, 

merupakan turunan dari mencit liar sesudah melalui peternakan selektif. Banyak 

galur berbeda dari mencit tersebut yang telah dikembangkan oleh ahli genetika. 

Beberapa galur seperti DOY, Balb/c, OBA dan 86 dikembangkan secara inbreed 

dengan gen-gen yang homozigot (Spiridonova et al., 2003). 

Klasifikasi mencit adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Animalia 

Fil um : Chordota 

Ke las : Mamalia 

Ordo : Rodentia 

SubOrdo : Myomorpha 

Famili : Muridae 
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Mencit dikelompokkan dalarn oroo Rodentia karena memiliki sepasang gigi insisivus 

yang berbentuk seperti pahat dan cukup tajarn. Genus Mus memiliki empat bentuk 

morfotipe yang sudah dikenal sebagai spesies tertentu, yaitu Mus musculus, Mus 

domesticus, Mus castaneus dan Mus bactrianus, maupun sebagai sub spesies dari 

Mus muscu/us, yaitu Mus muscu/us domesticus (Spiridonova et al., 2003). 

Mencit memiliki lama hidup antara satu hingga dua tahun, bahkan beberapa 

dapat mencapai umur tiga tahun. Mencit mencapai dewasa kelarnin pada umur lima 

sampai delapan minggu. Mencit merupakan hewan polyestrus, yaitu hewan yang 

mengalarni estrus lebih dari dua kali dalarn setahun. Seekor mencit betina akan 

mengalarni estrus setiap empat sampai lima hari sekali (Y ossa, 2008; Spiridonova et 

al., 2003). Mencit betina memiliki lima pasang kelenjar marnmae, yaitu tiga pasang 

di bagian dada dan dua pasang di bagian inguinal. Lama kebuntingan mencit adalah 

sembilan sampai dua puluh satu hari dengan jumlah anak rata-rata 6 ekor (Alvemita, 

2011). 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



40 

T bel 2 1 D b" I . a . ata 10 og1 menc1t 
Berat badan : 
Jan tan (gram) 20sampai40 
Betina ( 11TI1m 1 18 samoai 35 
Lama hiduo (tahun) 1 samoai 3 
Temoeratur tubuh ("C) 36,5 
Kebutuhan air ad libitum 
Kebutuhan pakan (gram/hari) 4 sampai 5 
Protein 20 sampai 25% 
Lemak 5 sampai 12% 
Serat kasar 2,5% 
Karbohidrat 45 samoai 60% 
Pubertas lhari) 28 samnai 49 
Lama kebuntingan <hari) 17 sampai 21 
Mata membuka (hari) 12 samnai 13 

Sumber: Kusumawati (2004) 

Kandang untuk mencit memiliki berbagai macam variasi dalam hal desain, 

ukuran dan komposisi. Kandang yang paling popular adalah kandang berbentuk 

kotak yang terbuat dari plastik (polycarbonate, polypropylene atau polystryrene) 

dengan kawat kasa sebagai penutup bagian atas kandang (Kusumawati, 2004). 

Kandang mencit memiliki luasan 97 cm2/ekor untuk mencit dewasa sedangkan untuk 

betina beserta anak-anak mencit yaitu 390 cm2
• Syarat yang harus dipenuhi untuk 

kandang mencit yaitu kandang harus memiliki luasan yang cukup sehingga mencit 

bebas bergerak. Satu kandang digunakan untuk 5 sampai 6 ekor. Mencit memiliki 

sifat takut cahaya oleh sebah itu ditempatkan dalam kondisi yang redup atau agak 

gelap dengan cahaya kurang dari 60 lux. Kandang tidak boleh ditempatkan pada 

daerah bising, lembab dan berdebu (Kusumawati, 2004; Yossa, 2008). 
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS 

3.1 Kerangka Konseptual 

Paparan TCDD Masuk ke dalam Vitamin E (a-tocopherol) -

Radikal bebas 
tubuh (sel tubuh) 

Antioksidan 

I l . l . . 
------------"--------------- TCDD+AhR ' Induksi TNF-<i dalam limfosit ' l • 

' ------------,---------------
I I ~---.Z-----

TCDD + AhR +ARNT 
i : : _____________ , ____ t ____________ 'f _______ J Mengbambat :: Aktivasi : MeleplWam : ' . . DRE enzim yang :: enzim yang : radikal : 

terlibat dalam :: terlibat : bebas : 1 
reduksi :I dalam ' I •' . • F.kspresi sitokrom P450 radikal " produks- • • 

•' I " • 
11 radikal II ' (CYPIAI dan 
•' . ' 

I J: : ' CYPIBI) • I fl bebas It I 

~------------~!-----------------~-------· 1 . . . . 
Terlibat pembentukan . radikaI bebas . . 

~ l 
I 

I 
Kondisi stres oksidasi 

Mehnindahkan atom H ke 1 
radikal peroksil (CO,•) 

I yang terbentuk Kerusakan komponen seluler 

1 . : 1 _____ ,._ ____ , 
-----t-----, 

' ' : DNA : I Lemak : Protein I .. ___________ ! ,. ___________ , 
l 

I Peroksidasi lipid 

l 
I MDA 

Gambar 3.1 Bagan kerangka konseptual 
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.................... 

Jalur penelitian 

Jalur penelitian 

Jalur yang tidak diikuti dalam penelitian 
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2,3,1,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) merupakan senyawa kimia 

toksik yang secara luas mengkontaminasi lingkungan. 2,3,1,8-tetrachlorodibenzo-p­

dioxin dapat menimbulkan respon toksik dalam tubuh karena TCDD memiliki 

reseptor spesifik yaitu AhR (Yoshida and Ogawa, 2000). Setelah TCDD masuk ke 

dalam tubuh dan menembus membran sel, akan berikatan dengan AhR yang berada di 

sitosol kemudian berpindah ke dalam inti sel. Di inti sel, AhR yang telah berikatan 

dengan TCDD membentuk dimer dengan protein ARNT. Dalam kompleks senyawa 

TCDD-AhR-ARNT, mengikat elemen DNA tertentu yaitu DRE. Ikatan tersebut akan 

meningkatkan ekspresi sitokrom P450, terutama CYPIAI dan CYPIBI (Doi et al., 

2003). 

Yang et al., (2005) menyatakan sitokrom P450 merupakan enzim yang 

berperan sebagai katalisator hidroksilasi dalam lintasan metabolism xenobiotik ( obat, 

karsinogen, pestisida, petroleum dan polutan) dan senyawa endogen (steroid, retinoid, 

eikosanoid dan asam lemak). Sitokrom P450 terlibat dalam rantaian pembentukan 

radikal bebas. Radikal bebas yang memicu stres oksidasi dapat merusak beberapa 

komponen seluler yang penting, yaitu lemak, protein dan DNA. Kerusakan pada 

lemak menyebabkan terjadi peroksidasi lipid membran sel yang dapat diikuti dengan 

kerusakan sampai kematian sel. Kerusakan pada protein dapat mengganggu sistem 
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enzimatis dan kerusakan pada DNA menyebabkan terjadi mutasi gen. Pada kondisi 

stres oksidasi yang berat dapat berakhir hingga kematian sel (Hilscherova et al., 

2003; Nazrun et al., 2011). 

Kejadian stres oksidasi akibat TCDD diduga oleh sitokrom P450 (CYPIAI 

dan CYPIBI) yang terpapar oleh TCDD. Siklus redoks yang terjadi setelah sitokrom 

P450 (CYPIAI dan CYPIBI) memetabolisme TCDD kemudian dapat meningkatkan 

stres oksidasi secara in vivo. Beberapa peneliti juga menduga kejadian stres oksidasi 

akibat TCDD adalah dengan terinduksi Tumor Nekrosis Faktor (TNF-a) dalam 

limfosit yang kemudian menyebabkan TNF-a melepaskan radikal bebas, 

mengaktivasi enzim yang terlibat dalam produksi radikal bebas atau menghambat 

enzim yang terlibat dalam reduksi radikal bebas. Diketahui TNF-a mempunyai 

aktivitas fagositosis yang dapat sebagai promoter pembentukan radikal bebas pada 

kondisi tertentu (Yoshida and Ogawa, 2000). 

Antioksidan diketahui mempunyai kemampuan melindungi kerusakan 

seluler akibat stres oksidasi yang disebabkan oleh radikal bebas, dengan memberikan 

tambahan elektron (Suryohudoyo, 2007). Vitamin E (a-tocopherol) merupakan suatu 

antioksidan yang bekerja menangkap radikal bebas dan mencegah terjadi reaksi 

berantai radikal bebas. Vitamin E (a-tocopherol) merupakan garis pertama 

pertahanan terhadap proses peroksidasi lipid, terutama pada PUF A yang terdapat 

dalam fosfolipid dan glikolipid membran sel (Prasetyastuti dan Sunarti, 2008). 

Aktivitas vitamin E (a-tocopherol) sebagai antioksidan terhadap paparan TCDD yang 

dapat menyebahkan pembentukan radikal bebas, dengan kemampuan vitamin E (a-

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



44 

tocopherol) memindahkan atom hidrogen ke radikal bebas peroksil (C02•) dari PUF A 

yang telah mengalami peroksidasi (Simanjuntak, 2007). Mekanisme penghambatan 

oleh vitamin E (a-tocopherol) tersebut dikenal sebagai antioksidan pemecah 

(scavenge) atau pemutus rantai (chain breaking) (Kumalaningsih, 2006). 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) secara cepat mengikat AhR, 

mekanisme tersebut mengakibatkan ekspresi sitokrom P450 (CYPIAI dan CYPIBI) 

dalam waktu 2 jam dan mencapai puncak pada 4 jam (Doi et al., 2003). Oleh sebab 

itu dalam penelitian ini, vitamin E ( a-tocopherol) diberikan 4 jam setelah paparan 

TCDD. 

3.2 Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini, yaitu : 

I. Pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat memproteksi sel hati mencit 

dari kerusakaan akibat paparan TCDD. 

2. Pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat menurunkan kadar MDA hati 

mencit akibat paparan TCDD. 
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BAB 4 MATERI DAN METODE 

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis dari penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris. Pada 

penelitian ini, rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dengan lima kelompok perlakuan dan ulangan masing-masing 6 ekor mencit. 

Kelompok perlakuan pada penelitian ini meliputi : 

Kontrol (-) : 6 ekor mencit tanpa diberi TCDD dan hanya diberi pelarut minyak 

jagung sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral, sebagai kontrol negatif, 

selama tiga puluh lima hari. 

Perlakuan 0 : 6 ekor mencit diberi TCDD dengan dosis I 00 ng/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral dan diberi 

pelarut minyak jagung sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral selama 

tiga puluh lima hari. 

Perlakuan I : 6 ekor mencit diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak O, l ml/hari/ekor per-oral dan diberi 

vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 11 mg/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral selama tiga 

puluh lima hari. 

Perlakuan 2 : 6 ekor mencit diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak O, l ml/hari/ekor per-oral dan diberi 

vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 20 mg/kg berat 
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badan/hari/ekor sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral selama tiga 

puluh lima hari. 

Perlakuan 3 : 6 ekor mencit diberi TCDD dengan dosis I 00 nglkg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral dan diberi 

vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 37 mg/kg berat 

badan/hari/ekor sebanyak 0, I ml/hari/ekor per-oral selama tiga 

puluh lima hari. 

4.2 Populasi, Sampel, Besar Sampel clan Teknik Pengambilan Sampel 

4.2.1 Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah 30 ekor mencit jantan galur 

Balb/c umur sepuluh minggu dengan berat badan berkisar 20 gram. Dengan masa 

adaptasi selama satu minggu, maka umur mencit ketika akan digunakan untuk 

perlakuan penelitian adalah sebelas minggu. Mencit diperoleh dari Universitas 

Wijaya Kusuma Surabaya. Adapun kriteria mencit yang digunakan adalah bulu halus, 

mata bersinar, tidak pincang, tidak dilaporkan terdapat bekas Iuka dan belum pernah 

digunakan untuk penelitian lain. 

4.2.2 Besar Sampel 

Penentuan besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan 

rumus penentuan replikasi untuk RAL (Kusriningrum, 2008) yaitu dihitung 

berdasarkan rumus: 
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Keterangan: 

t: jumlah perlakuan 

n: replikasi (ulangan) 
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t(n-1)~ 15 

Pada penelitian ini t = 5, sehingga 5 (n-1) ~ 15, dengan memakai rumus 

tersebut diperoleh jumlah n ~ 4, yang memiliki arti ulangan dilakukan minimum 

empat kali. Pada penelitian ini digunakan n = 6, sehingga hewan coba yang 

diperlukan pada penelitian ini adalah 30 ekor hewan coba. Dalam penelitian ini 

hewan coba yang digunakan adalah mencit. 

4.2.3 Teknik Pengambilan Sampel 

Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah simple random sampling. 

Mencit dibagi secara acak menjadi lima kelompok perlakuan penelitian yang masing­

masing perlakuan penelitian terdiri dari 6 ekor mencit. Metode pengacakan dilakukan 

dengan menggunakan program Statistical Product and Service Solution (SPSS) for 

Windows 20.0. 

4.3 Variabel Penelitian 

4.3.1 Klasifikasi Variabel 

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah : 
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I. Variabel bebas yaitu dosis pemberian vitamin E (a-tocopherol). 

2. V ariabel tergantung yaitu gambaran histopatologi hati mencit dan kadar MDA 

hati mencit. 

3. Variabel kendali yaitu umur mencit, galur mencit, jenis kelamin mencit, berat 

badan mencit, waktu perlakuan, pakan dan air minum yang diberikan serta 

kandang dengan kondisi yang sama. 

4. Variabel antara yaitu dosis pemberian TCDD. 

4.3.2 Definisi Operasional Variabel 

I. Vitamin E (a-tocopherol) merupakan suatu mikronutrien yang memiliki 

kemampuan sebagai antioksidan yang bekerja menangkap radikal bebas 

dan mencegah terjadi reaksi berantai radikal bebas. 

2. 2,3, 7 ,8-tetrach/orodibenzo-p-dioxin merupakan senyawa aromatik 

hidrokarbon terhalogenasi dan termasuk ke dalam golongan PCDD, yang 

memiliki taraf toksisitas tertinggi. 

3. Dosis merupakan takaran jumlah suatu obat atau senyawa yang diberikan 

kepada suatu makhluk hidup dengan tujuan tertentu. 

4. Gambaran histopatologi hati mencit merupakan penampakan gambaran 

perubahan histopatologi hati mencit setelah diberikan perlakuan, yang 

dilihat melalui mikroskop cahaya. Gambaran perubahan histopatologi 

meliputi nekrosis, degenerasi, inflamasi dan fibrosis. 
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5. Nekrosis merupakan kematian set yang patotogis dari jaringan tubuh 

tertentu pada kondisi saat masih hidup. Nekrosis merupakan proses 

degradatif yang sudah metanjut sehingga metampaui kemampuan 

reversibilitas suatu set. 

6. Degenerasi merupakan perubahan morfotogik set yang bersifat reversible. 

Perubahan degenerasi ditandai dengan terdapat akumutasi beberapa 

produk dari basil metabolism set, seperti air, temak, protein dan glikogen. 

7. Inflamasi merupakan respon fisiotogis tubuh terhadap suatu kerusakan dan 

gangguan oteh faktor ekstemal. 

8. Fibrosis merupakan pembentukan struktur menyerupai scar yang hatus 

dan menyebabkanjaringan mengeras (pembentukanjaringan ikat). 

9. Kadar MDA pada hati mencit, MDA merupakan produk akhir peroksidasi 

lipid, digunakan sebagai biomarker biotogis peroksidasi lipid untuk 

menitai stres oksidasi. 

I 0. Berat badan mencit sebelum pertakuan penelitian adatah berat badan rata­

rata pada mencit yang diukur sebetum perlakuan penelitian dengan 

timbangan satuan gram (berkisar 20 gram). Umur mencit yang digunakan 

adatah seputuh minggu dari galur Batb/c dengan jenis ketamin jantan. 

11. Waktu pertakuan dimutai pada waktu yang sama setiap hari setama tiga 

putuh lima hari. Pakan dan air minum yang diberikan juga sama, yaitu 

pakan komersil BR! dan air minum kemasan. 
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4.4 Dahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah TCDD Sigma 48599 

dan vitamin E (a-tocopherol) Sigma T3251 for analytical standart yang diperoleh 

dari Sigma Aldrich Singapore. Minyak jagung yang digunakan adalah Mazota®­

Codaa Switzerland AG. Pakan mencit yang digunakan adalah pakan komersil BR I. 

Air minum yang digunakan adalah air minum kemasan. Formalin 10% digunakan 

sebagai pengawet organ hati mencit setelah dipanen untuk dibuat preparat 

histopatologi. Dry ice digunakan sebagai media penyimpanan organ hati mencit 

untuk diperiksa kadar MDA. Bahan-bahan lain yang digunakan pada penelitian ini 

adalah bahan-bahan untuk membuat preparat histopatologi hati mencit meliputi : air 

kran, alkohol (70%, 80%, 90% dan 95%), alkohol absolut (I, II dan III), alkohol 

asam, amoniak air, aquadest, egg albumin, entellan, gliserin, paraffin (I, II dan Ill), 

paraffin cair, xylol (I dan II), pewama Hematoxylin Eosin (HE). Bahan-bahan untuk 

memeriksa kadar MDA hati mencit meliputi : Phospat Beffer Saline (PBS) dingin, 

larutan Trichloroacetat Acid (TCA) 15%, larutan TBA 0,37% dan HCI 0,25 N. 

4.5 Instrumen Penelitian 

lnstrumen-instrumen yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang 

hewan coba berupa kandang baterai yang terbuat dari plastik berukuran 30x25x15 cm 

dengan penutup kandang terbuat dari kawat kasa. Setiap kandang berisi 5 ekor 

mencit. Tiap kandang dilengkapi dengan tempat minum nipple yang terbuat dari 

plastik dan serbuk gergaji sebagai alas kandang. Instrumen-instrumen lain yang 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



51 

digunakan pada penelitian ini adalah sonde lambung, botol kaca gelap steril, vortex, 

disposable syringe, needle, mikrotip, mikropipet, masker, hand gloves, pinset, 

gunting bedah, scalpel, bak seksi, pot plastik, cool box, dry ice, kertas label, kertas 

koran, aluminium foil, kantung plastik, mikroskop dan mikroskop foto. Instrumen­

instrumen yang digunakan untuk membuat preparat histopatologi hati mencit meliputi 

: alat tissue processor, bak rendam reagen, cetakan besi, cover glass, object glass, hot 

plate, kertas tisu, mikrotom dan water bath. Instrumen-instrumen yang digunakan 

untuk memeriksa kadar MDA hati mencit meliputi : timbangan, gelas tabung, water 

bath, mesin sentrifugasi dan spektofotometer. 

4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian 

Perlakuan penelitian ini dilakukan di Laboratorium Embriologi Fakultas 

Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya selama empat puluh dua hari, 

mulai bulan April hingga Mei 2013. Masa adaptasi selarna tujuh hari dan masa 

perlakuan penelitian selama tiga puluh lima hari. Selama masa adaptasi, mencit 

diberikan pakan komersil BR I dan air minum kemasan ad libitum. 

Pembuatan preparat histopatologi hati mencit dilakukan di Gedung Diagnostic 

Center (GDC) Rumah Sakit Umum Daerah (RSUD) Dr. Soetomo Surabaya. 

Pemeriksaan preparat histopatologi hati mencit dilakukan di Laboratorium Patologi 

Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya. Pemeriksaan 

kadar MDA hati mencit dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran 

Universitas Airlangga Surabaya. 
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4.7 Prosedur Pengambilan dan Pengumpulan Data 

4.7.1 Perhitungan Dosis TCDD 

Dosis TCDD yang digunakan untuk penelitian ini adalah dosis tunggal pada 

mencit yaitu I 00 ng/kg berat badan/hari/ekor. Penentuan dosis tersebut ditentukan 

berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Fujimaki et al., (2002) dan Yin et al., 

(2012). 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) diberikan secara per-oral 

dengan menggunakan sonde lambung selama tiga puluh lima hari. 

4.7.2 Perhitungan Dosis Vitamin E (a-tocopherol) 

Penentuan dosis vitamin E (a-tocopherol) yang digunakan untuk penelitian ini 

berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yin et al., (2012) dengan menggunakan 

dosis 20, I 00, dan 500 mg/kg berat badan/hari/ekor. Pada penelitian-penelitian 

tersebut penghambatan terhadap toksisitas TCDD oleh vitamin E (a-tocopherol) lebih 

tinggi ditemukan pada do sis vitamin E ( a-tocopherol) terkecil yaitu 20 mg/kg berat 

badan/hari/ekor. Sehingga perlu dilakukan penelitian dengan rentang dosis tengah 20 

mg/kg berat badan/hari/ekor. 

Dosis tertinggi ditentukan berdasarkan konversi dosis manusia. Bahan 

makanan yang dikonsumsi manusia setiap hari rata-rata mengandung vitamin E (a­

tocopherol) sebesar 25 IU. Untuk mendapatkan kebutuhan maksimal dari vitamin E 

(a-tocopherol) memerlukan konsumsi tambahan 100 sampai 400 IU/hari. Sejumlah 

penelitian telah menunjukkan bahwa ha! tersebut merupakan dosis optimal untuk 
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mengurangi resiko penyakit kronis (Institute of Medicine US, 2012). Adapun 

konversi dosis vitamin E (o.-tocopherol) manusia ke mencit sebagai berikut : 

1. Dosis manusia 125 IU 

Konversi manusia ke mencit 20 gram = 0,0026 

Dosis untuk mencit 20 gram= 125 x 0,0026 = 0,325 IU 

Dosis per-kilogram mencit per-hari = 16,25 IU/kg berat badan/hari 

1 IU vitamin E ( o.-tocopherol) setara dengan 2/3 mg 

Maka dosis per-kilogram mencit per-hari 11 mg/kg berat badan/hari/ekor 

(pembulatan). 

2. Dosis manusia 425 IU 

Konversi manusia ke mencit 20 gram = 0,0026 

Dosis untuk mencit 20 gram= 425 x 0,0026 = 1,105 IU 

Dosis per-kilogram mencit per-hari = 55,25 IU/kg berat badan/hari 

1 IU vitamin E (o.-tocopherol) setara dengan 2/3 mg 

Maka dosis per-kilogram mencit per-hari 37 mg/kg berat badan/hari/ekor 

(pembulatan). 

Dengan demikian rentang dosis vitamin E (o.-tocopherol) yang akan diteliti 

adalah 11, 20 dan 37 mg/kg berat badan/hari/ekor. 

Dosis vitamin E (o.-tocopheroD ditentukan dengan menggunakan rumus: 

1 F~~ I 
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Keterangan: 

F: factor pengali 

n: Gumlah dosis dalam rentang)-1 

I: dosis terbesar 

dosis terkecil 

F = ~ ~ Y:z x log 37/11 = antilog (112 x log 37) = 1,83 

Dosis 1 = 11 mg/kg berat badan/hari/ekor 

Dosis 2 = 11 x 1,83 = 20 mg/kg berat badan/hari/ekor (pembulatan) 

Dosis 3 = 20 x 1,83 = 37 mg/kg berat badan/hari/ekor (pembulatan) 
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Vitamin E ( o.-tocopherol) diberikan secara per-oral dengan menggunakan sonde 

lambung selama tiga puluh lima hari. 

4.7.3 Pembuatan Larutan Uji 

Sediaan vitamin E (o.-tocopherol) dilarutkan dalam minyak jagung untuk 

dibuat seri dosis yang kemudian disimpan dalam botol kaca gelap steril. Dosis yang 

diberikan pada mencit terdiri dari 3 seri dosis yaitu II, 20 dan 37 mg/kg berat 

badan/hari. Hal yang sama dilakukan pada TCDD. Setiap botol tersebut diberi kertas 

label untuk menghindarkan dari faktor kekeliruan peneliti. Pembuatan sediaan TCDD 

terdapat pada Lampiran 2. Sedangkan, pembuatan sediaan vitamin E (o.-tocopherol) 

terdapat pada Lampiran 3. 
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4.7.4 Tahapan Perlakuan 

Pemberian TCDD dan vitamin E (a-tocopherol) dilakukan satu kali dalam 

satu hari selama tiga puluh lima hari. 2,3, 7,8-tetrach/orodibenzo-p-dioxin (TCDD) 

diberikan pada pagi hari pukul 09.30 WIB. Vitamin E (a-tocopherol) diberikan empat 

jam setelah pemberian TCDD yaitu pada pukul 13.30 WIB. 

4.7.5 Pengambilan Organ Hati Mencit 

Pengambilan organ hati mencit untuk dibuat preparat histopatologi dan 

pemeriksaan kadar MDA dilakukan pada akhir penelitian (hari ke-43). Mencit 

dikorbankan dengan cara cervica/is dislocasio. Setelah mati, mencit segera dibedah 

dan diambil organ hati dengan perhatian khusus untuk menghindari kerusakan 

jaringan. Organ hati mencit yang digunakan untuk pemeriksaan histopatologi 

dimasukkan ke dalam pot plastik yang telah diisi dengan Formalin 100/o dan yang 

telah diberi kertas label. Organ hati mencit yang digunakan untuk pemeriksaan kadar 

MDA dibungkus dengan aluminium foil kemudian dimasukkan ke dalam pot plastik 

yang telah diberi kertas label dan disimpan pada suhu -80°C sebelum dilakukan 

pemeriksaan. 

4.7.6 Pembuatan Preparat Histopatologi Hati Mencit 

Organ hati mencit yang telah diperoleh kemudian dibuat preparat 

histopatologi dengan teknik pewarnaan HE. Prosedur pembuatan preparat 

histopatologi hati mencit terdapat pada Lampiran 4. 
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4.7.7 Pemeriksaan Preparat Histopatologi Hati Mencit 

Pengamatan secara mikroskopis terhadap perubahan gambaran histopatologi 

hati mencit pada penelitian ini menggunakan mikroskop cahaya, mula-mula 

digunakan perbesaran seratus kali kemudian dilanjutkan dengan perbesaran empat 

ratus kali. Pengamatan setiap preparat histopatologi hati mencit dilakukan pada 

seluruh lapang pandang yang berbeda. 

Pengamatan perubahan gambaran histopatologi hati mencit meliputi nekrosis, 

degenerasi, portal inflamasi dan fibrosis dilakukan dengan cara pemberian skor yaitu 

seperti yang tersaji pada Tabel 4. l berikut : 
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Tabel 4.1 Skor perubahan gambaran histopatologi hati mencit 

BentukLesi Skor Keteramran 
A. 0 Tidak teriadi nekrosis 

Nekrosis 3 Nekrosis teriadi oada <25% seluruh laoamz oandamz 
5 Nekrosis terjadi antara 25 sampai 50% seluruh lapang 

pan dang 
7 Nekrosis terjadi antara >500/o seluruh laoansz pandang 
9 Nekrosis terjadi pada 25 sampai 500/o seluruh lapang 

nandansz disertai denszan bridcrinJ;: nekrosis 
11 Nekrosis terjadi pada >50% seluruh lapang pandang 

disertai dengan brid!linJ;: nekrosis 
13 Multilobular nekrosis 

B. 0 Tidak teriadi deszenerasi 
Degenerasi I J ika perubahan degenerasi terjadi pada <I /3 dari 

seluruh lanansz oandansz 
3 Jika perubahan degenerasi terjadi pada 113 sampai 2/3 

dari seluruh (aoan1> oandansz 
5 Jika perubahan degenerasi terjadi pada > 2/3 dari 

seluruh · pandang 
c. 0 Tidak ditemukan sel radansz 

Inflamasi I Jika ditemukan sel radang pada < 113 total area segitiga 
Kieman's 

3 Jika ditemukan sel radang pada 113 sampai 2/3 total 
area segitiga Kiernan' s 

5 Jika ditemukan sel radang pada >213 total area segitiga 
Kieman's 

D. 0 Tidak teriadi fibrosis 
Fibrosis 5 Jika ditemukan fibrosis < 1/3 total oorta heoatika 

11 Jika ditemukan fibrosis 1/3 sampai 2/3 total porta 
hepatika 

13 sirosis 
Sumber: Knodell (2000) 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



58 

4.7.8 Pemeriksaan Kadar MDA Hati Mencit 

Organ bati mencit yang telah diperoleb kemudian diperiksa kadar MDA 

dengan teknik TBARs. Prosedur pemeriksaan kadar MDA bati mencit terdapat pada 

Lampiran 5. 

4.7.9 Penilaian Kadar MDA Hati Mencit 

Penilaian kadar MDA bati mencit dilakukan dengan cara mengkonversikan 

nilai basil pengukuran absorbansi dengan nilai kurva baku standar MDA mumi dalam 

berbagai konsentrasi. Kemudian nilai basil perkalian pada kurva standar baku, 

dikalikan lagi dengan faktor pengenceran yang digunakan. Kadar MDA diukur 

berdasarkan jumlah µg atau nmol MDA pada setiap mg atau ml sampel (Rahman, 

2011). 
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4.8 Bagan Kerangka Operasional 

30 ekor hewan coba mencitjantan galur Balb/c 

Masa daptasi selama tujuh hari dengan memberikan pakan komersil BR I dan air 
minum ad fibitum 

Dibagi secara acak benlasarkan lima kelompok perlakuan kemudian dimasukkan 
ke kandang sampai akhir penelitian 

I I 
6ekor 6ekor 6ekor 6ekor 6ekor 
K(-) PO Pl P2 P3 

I I 
(+) pelarut (+)TCDD (+)TCDD (+)TCDD (+)TCDD 

min yak (+) pelarut (+) Vitamin (+) Vitamin (+} Vitamin 
jagung min yak E dosis II Edosis 20 E dosis 37 
K(-} jagung mg.lkg mg.lkg mg.lkg 

PO BB/hari BB/hari BB/hari 
p I P2 P3 

I I 

Masa perlakuan penelitian selama tiga puluh lima hari 

Pada hari ke-43 penelitian, semua mencit dikorbankan dengan cara cervicolis 
dislocasio, dibedah, diambil organ hati 

Pembuatan preparat histopatologi hati mencit I Pemeriksaan kadar MDA hati mencit 

Pengamatan perubahan gambaran histopatologi Penilaian kadar MDA hati mencit 
hati mencit 

Analisis data 
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4.9 Cara Pengolahan Dan Analisis Data 

Data yang diperoleh pada pengamatan histopatologi hati mencit diolah dengan 

menggunakan Uji Kruskal-Wallis karena data yang diperoleh berdasarkan scoring 

atau penilaian derajat perubahan. Apabila terdapat perbedaan nyata diantara 

kelompok perlakuan (p<0,05), maka dilanjutkan dengan Uji Mann-Whitney. 

Data yang diperoleh pada pemeriksaan kadar MDA hati mencit diolah dengan 

menggunakan Uji Analysis of Varian (ANOVA) karena data yang diperolah 

merupakan data rasio. Apabila terdapat perbedaan yang nyata diantara kelompok 

perlakuan (p<0,05), maka dilanjutkan dengan Uji Duncan. Analisis statistika pada 

masing-masing pengamatan dilakukan dengan menggunakan program SPSS for 

Windows 20.0. 
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BAB 5 ANALISIS HASIL PENELITIAN 

5.1 Data Perubahan Gambaran Histopatotogi Hati Mencit 

Berdasarkan data skoring pada perubahan gambaran bistopatotogi dengan 

bentuk tesi nekrosis yang diperoleh, dilakukan analisis statistik dengan menggunakan 

uji Kruskal-Wallis dan diperoleh basil p<0,05 (p=O). Analisis statistik tersebut 

disajikan pada Lampiran 8. Hasil p<0,05 (p=O) menunjukkan terdapat perbedaan 

yang nyata diantara kelompok perlakuan penelitian, sehingga dilanjutkan dengan 

menggunakan Uji Mann-Whitney. Hasil analisis statistik tiap kelompok perlakuan 

penelitian disajikan pada Tabel 5.1 di bawah ini. 

Tabet S.1 Median Perubahan Gambaran Histopatotogi (Nekrosis) Hati Mencit 
Da "Set hK t kP lak P lif n uru eomnn1 er uan ene tan 
Pertakuan Penetitian Median 

Kontrol (-) o• 
Perlakuan 0 7,00° 
Perlakuan I 5,ooc 
Perlakuan 2 J,OODC 
Perlakuan 3 3,oo• 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan terdapat 
perbedaan yang nyata (p<0,05). 

Setelah dilakukan analisis dengan uji Mann-Whitney diperoleh basil bahwa 

kelompok Kontrol (-) (0) berbeda nyata dengan seluruh kelompok perlakuan 

penelitian yang lain. Kelompok Perlakuan 0 (7 ,00) juga berbeda nyata dengan seluruh 

kelompok penelitian yang lain. Kelompok Perlakuan I (5,00) berbeda nyata dengan 

kelompok Perlakuan Kontrol (-) (0), kelompok Perlakuan 0 (7,00), kelompok 

Perlakuan 3 (3,00) tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok Perlakuan 2 (3,00). 
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Kelompok Perlakuan 2 (3,00) berbeda nyata dengan kelompok Kontrol (-) (l,00) dan 

kelompok Perlakuan 0 (7,00) tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok Perlakuan 

I (0) dan kelompok Perlakuan 3 (3,00). Kelompok Perlakuan 3 (3,00) berbeda nyata 

dengan kelompok Perlakuan Kontrol (-) (0), kelompok Perlakuan 0 (7,00), kelompok 

Perlakuan I (5,00) tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok Perlakuan 2 (3,00). 

Gambaran median tiap kelompok perlakuan penelitian disajikan dengan diagram 

batang pada Gambar 5.1 di bawah ini. 

8 ., ···--- ··----
1 

7 r---
' 

6 +--·---
c 5 -+---------
.!! I "2 4 1---
::e 3 +------

2 ~I __ 
! 

0 +---· 
Kontrol(-) 

Nekrosis 

PO Pl P2 

•Nekrosis 

P3 

l 

I 
' 

I
I 

I 

I 
Kelompok Pertakuan Penelltlan I 

l-----·-----------------------·-·-- .... ~ 
Gambar 5.1 Diagram batang median perubahan gambaran histopatologi (nekrosis) 

hati mencit 

Berdasarkan data skoring pada perubahan gambaran histopatologi dengan 

bentuk lesi degenerasi yang diperoleh, dilakukan analisis statistik dengan 

menggunakan uji Kruskal-Wallis dan diperoleh hasil p>0,05 (p=O, 795). Analisis 

statistik tersebut disajikan pada Lampiran 9. Hasil p>0,05 (p=0,795) menunjukkan 

tidak terdapat perbedaan yang nyata diantara kelompok perlakuan penelitian, 
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sehingga tidak dilanjutkan dengan menggunakan Uji Mann-Whitney. Hasil analisis 

statistik tiap kelompok perlakuan penelitian disajikan pada Tabel 5.2 di bawah ini. 

Tabel S.2 Median Perubahan Gambaran Histopatologi (Degenerasi) Hati Mencit 
D ·s1 hKI kP lk p r· an e uru eomoo era uan ene ttian 
Perlakuan Penelitian Median 

Kontrol (-) 2,00• 
Perlakuan 0 5,oo• 
Perlakuan I 4,oo• 
Perlakuan 2 3,oo• 
Perlakuan 3 3,oo• 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan tidak 
terdapat perbedaan yang nyata (p>0,05). 

Gambaran median tiap kelompok perlakuan penelitian disajikan dengan 

diagram batang pada Gambar 5.2 di bawah ini. 

6 1--

4 -', -·--- ----­
c ' .!! ! 

ll 3 +---~ 
:::E ! 

2 +- -­
! 

1 +---
1 0 ~---

Kontrol(-) 

Degenerasi 

PO Pl P2 

Kelompok Perlalcuan Penelitlan 

• Degenerasi 

P3 

Gambar S.2 Diagram batang median perubahan gambaran histopatologi (degenerasi) 
hati mencit. 
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Berdasarkan data skoring pada perubahan gambaran histopatologi dengan 

bentuk lesi inflamasi yang diperoleh, dilakukan analisis statistik dengan 

menggunakan uji Kruskal-Wallis dan diperoleh hasil p<0,05 (p=0,003). Analisis 

statistik tersebut disajikan pada Lampiran 10. Hasil p<0,05 (p=0,003) menunjukkan 

terdapat perbedaan yang nyata diantara kelompok perlakuan penelitian. Sehingga 

dilanjutkan dengan menggunakan Uji Mann-Whitney. Hasil analisis statistik tiap 

kelompok perlakuan penelitian disajikan pada tabel 5.3 di bawah ini. 

Tabel S.3 Median Perubahan Gambaran Histopatologi (lnflamasi) Hati Mencit 
D "Sel hKI kP lk P r· an uru eomoo er a uan ene 1t1&n 
Perlakuan Penelitian Median 

Kontrol (-) I oo• • 
Perlakuan 0 5,00° 
Perlakuan I 5,00° 
Perlakuan 2 5,00° 
Perlakuan 3 4,00° 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan terdapat 
perbedaan yang nyata (p<0,05). 

Setelah dilakukan analisis dengan uji Mann-Whitney diperoleh hasil bahwa 

kelompok Kontrol (-) (1,00) berbeda nyata dengan seluruh kelompok perlakuan 

penelitian yang lain. Akan tetapi, tidak terdapat perbedaan nyata diantara kelompok 

Perlakuan 0 (5,00), Perlakuan I (5,00), Perlakuan 2 (5,00) dan Perlakuan 3 (4,00). 

Gambaran median tiap kelompok perlakuan penelitian disajikan dengan diagram 

batang pada Gambar 5.3 di bawah ini. 
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•lnflamasi 

Gambar 5.3 Diagram batang median perubahan gambaran histopatologi (inflamasi) 
hati mencit 

Pada Gambar 5.4 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

pada kelompok Kontrol (-), merupakan kelompok perlakuan penelitian yang tidak 

diberi TCDD dan hanya diberi pelarut minyak jagung. Sebagian besar sel-sel 

hepatosit tampak normal. Tampak dengan jelas inti sel-sel hepatosit, yang memiliki 

satu atau dua inti yang bulat dengan satu atau lebih nukleolus. Susunan sel-sel 

hepatosit juga masih tampak teratur. 
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Gambar S.4 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Kontrol (-) dengan 
pewarnaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak panah (a) merupakan sel hepatosit yang normal. 

Pada Gambar 5.5 di bawah ini merupakan gambaran mikrokopis hati mencit 

pada kelompok Perlakuan 0, merupakan kelompok perlakuan penelitian yang diberi 

TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan diberi pelarut minyak jagung. 

Sel-sel hepatosit mengalami degenerasi melemak yang meluas. Degenerasi melemak 

ditandai dengan manifestasi vakuola berwarna putih yang ditunjukkan dengan anak 

panah. 
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Gambar 5.5 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Perlakuan 0 dengan 
pewamaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak pan ah (a) merupakan sel hepatosit yang mengalami degenerasi 
melemak. 

Pada Gambar 5.6 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

pada kelompok Perlakuan 0, merupakan kelompok perlakuan penelitian yang diberi 

TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan diberi pelarut minyak jagung., 

Sebagian besar sel-sel hepatosit mengalami nekrosis. Nekrosis pada sel-sel hepatosit 

ditandai dengan gambaran pemadatan kromatin inti sel (piknosis) yang ditunjukkan 

dengan anak panah, pecahnya inti sel (karyoreksis) hingga hilangnya inti sel 

(karyolisis ). Sinusoid hati juga tampak melebar yang menunjukkan adanya kerusakan 

pada hati. 
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Gambar 5.6 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Perlakuan 0 dengan 
pewamaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak panah (a) merupakan sel hepatosit yang mengalami nekrosis 
dengan pemadatan kromatin inti sel (piknosis). 

Pada Gambar 5.7 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

pada kelompok Perlakuan I, merupakan kelompok perlakuan penelitian yang diberi 

TCDD dengan dosis 100 nglkg berat badan/hari dan dan diberi vitamin E (a-

tocopherol) dengan dosis 11 mg/kg berat badan/hari. Tampak penurunan jumlah sel-

sel hepatosit yang mengalami nekrosis. Namun sel-sel hepatosit yang mengalami 

degenerasi hidropik masih cukup banyak. Tampak terdapat infiltrasi sel radang di 

sinusoid hati. 
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Gambar S. 7 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Perlakuan I dengan 
pewarnaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak panah (a) merupakan sel hepatosit yang mengalami degenerasi 
hidropik, (b) merupakan infiltrasi sel radang pada sinusoid hati. 

Pada Gambar 5.8 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

pada kelompok Perlakuan 2, merupakan kelompok perlakuan penelitian yang diberi 

TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan dan diberi vitamin E (a-

tocopherol) dengan dosis 20 mg/kg berat badan/hari. Masih tampak sel-sel hepatosit 

yang mengalami degenerasi hidropik. Degenerasi hidropik ditandai dengan sel-sel 

hepatosit yang membengkak sehingga mendesak sinusoid hati dan tampak lebih 

pucat. 
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Gambar S.8 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Perlakuan 2 dengan 
pewarnaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak panah (a) merupakan sel hepatosit yang mengalami degenerasi 
hidropik. 

Pada Gambar 5.9 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

pada kelompok Perlakuan 3, merupakan kelompok perlakuan penelitian yang diberi 

TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan dan diberi vitamin E (a-

tocopherol) dengan dosis 37 mg/kg berat badan/hari..Sebagian sel-sel hepatosit 

tampak normal namun sebagian lagi sel-sel hepatosit mengalami degenerasi hidropik. 
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Gambar 5.9 Gambaran mikroskopis hati mencit pada kelompok Perlakuan 3 dengan 
pewamaan HE perbesaran 200 kali dan 1000 kali. Ditunjukkan dengan 
anak panah (a) merupakan sel hepatosit yang normal, (b) merupakan sel 
hepatosit yang mengalami degenerasi hidropik. 

Pada Gambar 5.10 di bawah ini merupakan gambaran mikroskopis hati mencit 

dengan bentuk lesi inflamasi. Pada kelompok Perlakuan 0, I, 2 dan 3 terdapat 

inflamasi meskipun dengan intensitas yang relatif menurun. lnflamasi pada kelompok 

perlakuan penelitian tersebut didominasi oleh limfosit. 
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Gambar 5.10 Gambaran mikroskopis hati mencit dengan bentuk lesi inflamasi pada 
kelompok Perlakuan 0 dengan pewarnaan HE perbesaran 1000 kali. 

Data skoring pada perubahan gambaran histopatologi dengan bentuk Iesi 

nekrosis, degenerasi dan inflamasi yang diperoleh dari tiap kelompok perlakuan, juga 

dilakukan analisis statistik untuk mendapatkan modus, yaitu frekuensi skor yang 

sering muncul pada tiap perubahan dari tiap kelompok perlakuan. Tujuan 

mendapatkan modus adalah untuk melihat aktivitas proteksi vitamin E (a-

tocopherol). 
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Tabet 5.4 Modus Perubahan Gambaran Histopatologi (Nekrosis, Degenerasi dan 
Inflamasi) Hati Mencit Dari Seluruh Kelomnok Perlakuan Penelitian 

Perlakuan Histonat-Nekrosis Histonat-Deeenerasi 
Kontrol (-) 

PO 
Pl 
P2 
P3 

2 

01-'----
Konlrol(-) 

0 
7 
5 
3 
3 

PO Pt 

Perlakuan 

I 
5 
5 
5 
3 

P2 P3 

Histonat-Inflamasi 
I 
5 
5 
5 
5 

_apo1_.-.os1s 
tll!ltClp2llt_Dega 16 Qi _apo1_11i_ 

Gambar 5.11 Diagram batang modus perubahan gambaran histopatologi hati mencit 

Berdasarkan diagram batang modus perubahan gambran histopatologi hati 

mencit tersebut dapat diketahui pertama untuk nekrosis, pada kelompok perlakuan 

Kontrol (-) skor nekrosis yang sering muncul adalah 0, memiliki arti dari enam 
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ulangan banyak yang tidak terjadi nekrosis. Pada kelompok Perlakuan 0 skor nekrosis 

yang sering muncul adalah 7, memiliki arti dari enam ulangan nekrosis banyak terjadi 

antara >50% seluruh lapang pandang. Pada kelompok Perlakuan I skor nekrosis yang 

sering muncul adalah 5, memiliki arti dari enam ulangan nekrosis banyak terjadi 

antara 25 sampai 50% seluruh lapang pandang. Pada kelompok Perlakuan 2 dan 

Perlakuan 3 skor nekrosis yang sering muncul adalah 3, memiliki arti dari enam 

ulangan nekrosis banyak terjadi pada <25% seluruh lapang pandang. 

Kedua untuk degenerasi, pada kelompok perlakuan Kontrol (-) skor 

degenerasi yang sering muncul adalah 1, memiliki arti dari enam ulangan degenerasi 

banyak terjadi pada <1/3 dari seluruh lapang pandang. Pada kelompok Perlakuan 0, 

Perlakuan 1 dan Perlakuan 2 skor degenerasi yang sering muncul adalah 5, memiliki 

arti dari enam ulangan banyak terjadi pada >2/3 dari seluruh lapang pandang. Pada 

kelompok Perlakuan 3 skor degenerasi yang sering muncul adalah 3, memiliki arti 

dari enam ulangan banyak terjadi pada 1/3 sampai 2/3 dari seluruh lapang pandang. 

Ketiga untuk inflamasi, pada kelompok Perlakuan Kontrol (-) skor inflamasi 

yang sering muncul adalah I, memiliki arti dari enam ulangan inflamasi (sel radang) 

banyak ditemukan pada <1/3 total area segitiga Kieman's. Pada kelompok Perlakuan 

0, Perlakuan I, Perlakuan 2 dan Perlakuan 3 skor inflamasi (sel radang) yang sering 

muncul adalah 5, memiliki arti dari enam ulangan banyak ditemukan pada >2/3 total 

area segitiga Kiernan' s. 
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5.2 Data Kadar MDA Hati Mencit 

Berdasarkan data yang diperoleh, dilakukan analisis statistik dengan 

menggunakan uji ANOV A dan diperoleh basil p<0,05 (p=O). Analisis statistik 

tersebut disajikan pada Lampiran 11. Hasil p<0,05 (p=O) menuajukkan terdapat 

perbedaan yang nyata diantara kelompok perlakuan, sehingga dilanjutkan dengan 

menggunakan Uji Duncan. Hasil analisis statistik tiap kelompok perlakuan penelitian 

disajikan pada Tabel 5.5 di bawah ini. 

Tabet 5.5 Mean dan Standar Deviasi Kadar MDA Hati Mencit Dari Seluruh 
K I k P rl k P l'ti eomoo1 e a uan ene 1 an 

Perlakuan X±SD 
Kontrol (-) 20,296678 ± 4,949422 
Perlakuan 0 51,10833° ± 3,932114 
Perlakuan 1 38,00717° ± 6,331380 
Perlakuan 2 34,12433~ ± 5,198830 
Perlakuan 3 31,39383° ± 3,171820 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan terdapat 
perbedaan yang nyata (p<0,05). 

Setelah dilakukan analisis dengan uji Duncan, maka diperoleh basil bahwa 

kelompok Kontrol (-) (20,29667) berbeda nyata dengan seluruh kelompok perlakuan 

penelitian yang lain. Kelompok Perlakuan 0 (51,10833) juga berbeda nyata dengan 

seluruh kelompok penelitian yang lain. Kelompok Perlakuan I (38,00717) berbeda 

nyata dengan kelompok Perlakuan Kontrol (-) (20,29667), kelompok Perlakuan 0 

(51,10833), kelompok Perlakuan 3 (31,39383) tetapi tidak berbeda nyata dengan 

kelompok Perlakuan 2 (34,12433). Kelompok Perlakuan 2 berbeda nyata dengan 

kelompok Kontrol (-) (20,29667) dan kelompok Perlakuan 0 (51,10833) tetapi tidak 
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berbeda nyata dengan kelompok Perlakuan I (38,00717) dan kelompok Perlakuan 3 

(31,39383). Kelompok Perlakuan 3 (31,39383) berbeda nyata dengan kelompok 

Perlakuan Kontrol (-) (20,29667), kelompok Perlakuan 0 (51,10833), kelompok 

Perlakuan I (38,00717) tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok Perlakuan 2 

(34,12433). Gambaran mean tiap kelompok perlakuan penelitian disajikan dengan 

diagram batang pada Gambar 5.1 di bawah ini. 

so+------

I
I Q 

40 

I 
~ 30 +------

1 )( 

! 
I 
' ' 

i 
' 

20 

10 

0 
Kontrol(-) 

L___ ____ , _____ _ 

MDA 

PO Pl P2 

Kelompok Perlakuan Penelitlan 

P3 

Gambar 5.12 Diagram batang mean kadar MDA hati mencit 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6.1 Perubahan Gambaran Histopatologi Hati Mencit 

Pengamatan terhadap perubahan gambaran histopatologi hati (sel-sel 

hepatosit) mencit dengan bentuk lesi nekrosis menunjukkan, median tertinggi 

terdapat pada kelompok Perlakuan 0 (7,00). Perlakuan 0 merupakan kelompok 

perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan 

diberi pelarut minyak jagung. Kelompok Perlakuan 0 menimbulkan efek toksik pada 

hati (sel-sel hepatosit). Hal ini dapat diketahui dengan membandingkan pada 

kelompok Kontrol (-) (0). Adikwu and Nelson (2012) menyatakan bahwa hati sering 

menjadi organ sasaran senyawa-senyawa yang bersifat toksik karena sebagian besar 

senyawa-senyawa tersebut memasuki tubuh melalui sistem gastrointestinal dan 

setelah diserap kemudian dibawa oleh vena porta menuju ke hati. Nekrosis adalah 

perubahan yang bersifat irreversible. Sel yang mengalami nekrosis tidak dapat 

kembali lagi seperti semula. Pada titik akhir nekrosis, sel akan mengalami kematian 

(Onyema et al., 2006). 

Median pada kelompok Perlakuan I (5,00), yaitu kelompok perlakuan 

penelitian yang diberi TCDD dengan dosis I 00 ng/kg berat badan/hari dan diberi 

vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 11 mg/kg berat badan/hari, mengalami 

penurunan apahila dibandingkan dengan kelompok Perlakuan 0 (7,00), yaitu 

kelompok perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari dan diberi pelarut minyak jagung. Hal serupa juga terjadi pada kelompok 
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Perlakuan 2 (3,00), yaitu kelompok perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan 

dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan diberi vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 20 

mg/kg berat badan/hari. Serta pada kelompok Perlakuan 3 (3,00), yaitu kelompok 

perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis I 00 ng/kg berat badan/hari dan 

diberi vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 37 mg/kg berat badan/hari. Hal ini 

menunjukkan terdapat efek proteksi oleh vitamin E (a-tocopherol) terhadap paparan 

TCDD. Pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat memproteksi kerusakan hati (sel­

sel hepatosit) karena fungsi vitamin E (a-tocopherol) sebagai antioksidan terhadap 

radikal bebas, yang dibentuk oleh senyawa-senyawa yang bersifat toksik, yang pada 

akhimya dapat menyebabkan kerusakan komponen seluler. Menurut Hariyatmi 

(2004), vitamin E (a-tocopherol) merupakan baris pertama pertabanan terhadap 

proses peroksidasi lipid (pada PUFA) yang terdapat dalam membran sel, fosfolipid 

pada mitokondria, retikulum endoplasma serta membran plasma yang memiliki 

afinitas terhadap vitamin E (a-tocopherol) karena vitamin E (a-tocopherol) banyak 

terkonsentrasi pada bagian-bagian tersebut. 

Pengamatan terhadap perubahan gambaran histopatologi hati (sel-sel 

hepatosit) mencit dengan bentuk lesi degenerasi menunjukkan, pada seluruh 

kelompok perlakuan, median relatif sama (Perlakuan Kontrol (-) (2,00), Perlakuan I 

(4,00), Perlakuan 2 (3,00) dan Perlakuan 3 (3,00), walaupun pada kelompok 

Perlakuan 0 (5,00) memiliki median yang tertinggi. Degenerasi yang tampak pada 

pengamatan secara mikroskopis adalah degenerasi hidropik dan degenerasi melemak. 

Degenerasi adalah perubahan yang bersifat reversible, yaitu dapat kembali seperti 
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semula. Hal tersebut berarti apabila paparan yang menyebabkan kerusakan 

dihentikan, maka sel akan kembali normal seperti saat sebelum diberi paparan 

(Onyema et al., 2006). Pada kelompok Kontrol (-) juga terdapat degenerasi 

dimungkinkan bukan karena faktor patologis akibat paparan TCDD. Hal tersebut 

dapat terjadi karena faktor fisiologis dari tiap individu hewan coba atau dapat karena 

faktor dari hati (sel-sel hepatosit) yang mudah mengalami kerusakan karena 

fungsinya yang memetabolisme berbagai senyawa atau benda asing yang memasuki 

tubuh (Simanjuntak, 2007). 

Secara teoritis, proses kerusakan hati dimulai dari proses degenerasi dengan 

ciri pembengkakan sel. Perlakuan dengan paparan TCDD tampak menyebabkan 

cairan ekstraseluler memasuki sitosol dalam jumlah besar. Menurut Karami (2001) 

dan Zodrow (2004), salah satu perubahan yang disebabkan oleh senyawa-senyawa 

yang bersifat toksik dan dapat menyebabkan terbentuk radikal bebas, yaitu perubahan 

sifat-sifat membran sel dan membran sitoplasma pada komponen seluler, seperti 

mitokondria dan lisosom yang diakibatkan oleh peroksidasi lipid yang terjadi. Setelah 

merusak membran sel, senyawa-senyawa toksik juga dapat mencapai dan merusak 

inti sel, yang mengakibatkan struktur sel menjadi tidak normal dan berlanjut pada 

nekrosis. Nekrosis merupakan degradasi atau disorganisasi sel yang bersifat 

i"eversible atau kematian sel sebagai akibat pengaruh jejas, dengan perubahan 

morfologi yang nyata pada inti sel sebagai piknosis (pemadatan kromatin inti sel), 

karyoreksis (pecahnya inti sel) dan karyolisis (hilangnya inti sel) (Onyema et al., 

2006). 
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Inflamasi adalah respon fisiologis tubuh terhadap suatu kerusakan dan 

gangguan oleh faktor ekstemal. Inflamasi terbagi menjadi dua pola dasar. Inflamasi 

akut adalah radang yang berlangsung relatif singkat, dari beberapa menit sampai 

beberapa hari dan ditandai dengan perubahan vaskuler, eksudasi cairan dan protein 

plasma serta akumulasi neutrofil yang menonjol. Inflamasi akut dapat berkembang 

menjadi suatu inflamasi kronis apahila agen penyebab kerusakan masih tetap ada. 

Inflamasi kronis adalah respon proliferatif, terjadi proliferasi fibroblas, endotelium 

vaskuler dan infiltrasi sel mononuklear (limfosit, sel plasma dan makrofag). Respon 

peradangan meliputi suatu perangkat kompleks yang mempengaruhi perubahan 

vaskuler dan seluler (Onyema et al., 2006). 

Median perubahan gambaran histopatologi hati (sel-sel hepatosit) mencit 

dengan bentuk inflamasi terendah terdapat pada kontrol (-) (l,00). Hal tersebut 

menunjukkan tidak terdapat agen penyebab kerusakan yang mampu menimbulkan 

inflamasi yang parah. Sedangkan, pada kelompok perlakuan yang lain memiliki nilai 

median yang relatif sama (Perlakuan 0 (5,00), Perlakuan I (5,00), Perlakuan 2 (5,00) 

dan Perlakuan 3 ( 4,00). lnfiltrasi sel radang di ruang sinusoid, daerah porta dan 

daerah vena sentralis didominasi oleh sel-sel limfosit. 

Dari hal terse but diatas dapat diketahui bahwa vitamin E ( a-tocopherol) 

mampu memproteksi hati (sel-sel hepatosit) dari kerusakan. Dan dengan melihat 

modus tiap perubahan gambaran histopatologi pada tiap kelompok perlakuan, dapat 

diketahui kemampuan vitamin E (a-tocopherol) tersebut lebih menonjol pada 

kemampuan memproteksi dari kejadian perubahan nekrosis daripada perubahan 
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degenerasi clan inflamasi. Dengan dosis yang semakin meningkat (11, 20 dan 37 

mg/kg berat badan/hari), proteksi vitamin E ( a-tocopherol) semakin meningkat yang 

ditandai dengan penurunan perubahan nekrosis yang terjadi. 

6.2 Kadar MDA Hati Mencit 

Pada kelompok Perlakuan 0 (51,10833 ± 3,932114), yaitu kelompok 

perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis I 00 ng/kg berat badan/hari dan 

diberi pelarut minyak jagung, terjadi peningkatan mean kadar MDA apabila 

dibandingkan dengan kelompok Kontrol (-) (20,29667 ± 4,949422), yaitu kelompok 

perlakuan penelitian yang tanpa diberi TCDD clan hanya diberi pelarut minyak 

jagung. Hal ini menunjukkan bahwa TCDD mampu menyebabkan terjadi stres 

oksidasi dalam tubuh. Ketika TCDD masuk ke dalam tubuh dan menembus membran 

sel, akan berikatan dengan reseptor spesifik, yaitu AhR yang berada di sitosol 

kemudian berpindah ke dalam inti sel. Di inti sel, AhR yang telah berikatan dengan 

TCDD membentuk dimer dengan protein ARNT. Dalam kompleks senyawa TCDD­

AhR-ARNT, mengikat elemen DNA tertentu yaitu DRE. lkatan tersebut akan 

meningkatkan ekspresi sitokrom P450, terutama CYPIAI clan CYPIBI (Doi et al., 

2003). 

Membran sel terdiri dari banyak komponen penting, yaitu fosfolipid, 

glikolipid (banyak mengandung PUFA), kolesterol clan protein (Suryohudoyo, 2007). 

Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) sangat peka terhadap radikal hidroksil (OH•). 

Proses oksidasi PUFA oleh radikal hidroksil (OH•) sering disebut dengan peroksidasi 
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lipid. Peroksidasi PUFA merupakan suatu reaksi rantai radikal bebas yang diinisiasi 

oleh abstraksi atom hidrogen oleh radikal hidroksil (OH•) dan membentuk suatu 

produk, yaitu radikal radikal lipid. Apabila radikal lipid bereaksi dengan oksigen, 

maka akan terbentuk radikal peroksil (C02•). Radikal peroksil (C02•) dapat 

mengabstraksi atom hidrogen pada lemak yang lain. Apabila hal tersebut terjadi, 

maka akan terbentuk radikal lipid hidroperoksida (C02H• ). Radikal lipid 

hidroperoksida (C02H•) adalah produk primer peroksidasi yang bersifat sangat 

sitotoksik. Proses dari peroksidasi lipid tersebut menghasilkan suatu produk, yaitu 

MDA. Malondialdehyde (MDA) terbentuk dari radikal lipid hidroperoksida (C02H•) 

yang sudah dipecah menjadi produk peroksidasi lipid sekunder (Young and 

Woodside., 2000; Fang et al., 2002; Niki, 2008). 

Mean kadar MDA pada kelompok Perlakuan I (38,00717 ± 6,331380), yaitu 

kelompok perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari dan diberi vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 11 mg/kg berat 

badan/hari, mengalami penurunan apabila dibandingkan dengan kelompok Perlakuan 

0 (51,10833 ± 3,932114), yaitu kelompok perlakuan penelitian yang diberi TCDD 

dengan dosis I 00 ng/kg berat badan/hari dan diberi pelarut minyak jagung. Hal 

serupa juga terjadi pada kelompok Perlakuan 2 (34,12433 ± 5,198830), yaitu 

kelompok perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat 

badan/hari dan diberi vitamin E (a-tocopherol) dengan dosis 20 mg/kg berat 

badan/hari. Serta pada kelompok Perlakuan 3 (31,39383 ± 3,171820), yaitu kelompok 

perlakuan penelitian yang diberi TCDD dengan dosis 100 ng/kg berat badan/hari dan 
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diberi vitamin E ( a-tocopherol) dengan dos is 3 7 mg/kg berat badan/hari. Hal tersebut 

terjadi terkait dengan kemampuan vitamin E (a-tocopherol) sebagai antioksidan dan 

penghambat peroksidasi lipid (Sabin et al., 2001 ). Vitamin E (a-tocopherol) 

menghambat mekanisme pengrusakan hati (sel-sel hepatosit) dengan cara 

menghambat aktivasi dan pembentukan radikal bebas (Adikwu and Nelson, 2012) 

Proses peroksidasi lipid berawal dari radikal hidroksil (OH•) yang bereaksi 

dengan lemak menghasilkan radikal lipid. Untuk melanjutkan siklus, radikal lipid 

akan bereaksi dengan oksigen dan membentuk radikal peroksil (C02•) kemudian 

berlanjut membentuk radikal lipid hidroperoksida (C02H•). Dengan mekanisme 

seperti tersebut yang berulang-ulang akan mengakibatkan peningkatan radikal lipid 

hidroperoksida (C02H•). Radikal lipid hidroperoksida (C02H•) bersifat sangat 

sitotoksik. Apabila jumlah radikal lipid hidroperoksida (COiH•) terbentuk banyak, 

maka kerusakan hati (sel-sel hepatosit) akan terjadi (Niki, 2008). 

Vitamin E (a-tocopherol) sebagai anitoksidan terhadap radikal bebas memiliki 

kemampuan memindahkan atom hidrogen ke radikal peroksil (C02•) (Simanjuntak, 

2007). Dengan keberadaan vitamin E (a-tocopherol) sebagai penghambat peroksidasi 

lipid, maka radikal lipid hidroperoksida (C02H•) yang terbentuk akan diikat oleh 

tokoferol menjadi radikal tokoferoksil (TOO•). Radikal tokoferoksil (TOO-) tidak 

bersifat sitotoksik seperti radikal lipid hidroperoksida (C02H•). Fungsi utama 

tocopherol mengikat radikal lipid hidroperoksida (C02H•) sebelum radikal lipid 

hidroperoksida (C02H•) mengikat substansi lain. Dengan pengikatan radikal lipid 

hidroperoksida (C02H•) oleh tocopherol tersebut, maka rantai pembentukan radikal 
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bebas dalam tubuh dapat dihambat sehingga stres oksidasi dapat dihentikan. Hal ini 

mengakibatkan kerusakan hati (sel-sel hepatosit) dapat berkurang atau bahkan dapat 

dicegah (Wresdiyawati dkk., 2007; Setiawan dan Suhartono, 2007). 

Apabila dibandingkan mean kadar MDA antara kelompok Perlakuan 1 

(38,00717 ± 6,331380), Perlakuan 2 (34,12433 ± 5,198830) dan Perlakuan 3 

(31,39383 ± 3, 171820) semakin menurun. Hal tersebut menunjukkan terdapat 

pengaruh dosis vitamin E (a-tocopherol) dalam hal kemampuan memproteksi sel hati 

mencit dari kerusakaan akibat paparan TCDD. Pada dasarnya kebutuhan vitamin E 

( a-tocopherol) tiap individu sangat beragam. Hal tersebut tergantung pada PUF A, 

karena setiap individu memiliki konsumsi PUFA yang berlainan (Sediaoetama, 

2012). 
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1 Kesimpulan 

I. Pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat memproteksi sel hati mencit 

dari kerusakaan akibat paparan TCDD. 

2. Pemberian vitamin E (a-tocopherol) dapat menurunkan kadar MDA hati 

mencit akibat paparan TCDD 

7.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, peneliti menyarankan: 

I. Bagi masyarakat umum dan masyarakat yang memiliki resiko tinggi 

terpapar TCDD untuk memanfaatkan potensi vitamin E (a-tocopherol) 

sebagai antioksidan terhadap radikal bebas yang ditimbulkan oleh paparan 

TCDD. 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui aktivitas vitamin E 

( a-tocopherol) sebagai antioksidan terhadap radikal bebas yang 

ditimbulkan oleh paparan TCDD pada organ atau sistem organ Iain. 
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Lampiran 1. Rekam Data Berat Badan Mencit Selama Perlakuan Penelitian 

Masa Minuu Miaggo Mingu Minggu Minggo 
Adaotasi l 2 3 4 5 

Kootrol 20 40 35 35 30 30 
(-) 20 35 35 30 30 30 

20 45 35 30 30 30 
20 35 35 35 30 30 
20 40 35 35 30 30 
20 35 35 35 30 30 

Total 120 230 210 200 180 180 
Rata-rata 20 38,333 35 33,333 30 30 
Perlakuan 20 35 25 20 20 15 

0 20 30 25 25 20 15 
20 35 25 20 20 15 
20 30 25 20 20 15 
20 30 20 20 15 15 
20 30 25 20 20 15 

Total 120 190 145 125 115 90 
Rata-rat.t 20 31,667 24,167 21),833 19,167 15 
Perlakuan 20 30 25 25 25 20 

1 20 30 25 25 25 20 
20 35 30 25 25 20 
20 30 25 25 25 15 
20 35 30 25 20 15 
20 35 30 25 20 20 

Total 120 195 165 150 140 110 
Rata-rata 20 32,5 27,5 25 23,333 111.333 

Perlakuao 2 20 30 30 30 30 25 
20 30 30 30 25 25 
20 35 30 25 25 25 
20 30 25 25 25 25 
20 35 30 25 25 25 
20 35 30 25 25 25 

Total 120 195 175 160 155 150 
Rata-rata 20 32.5 29.167 26,667 25,833 25 
Perlakoan 20 30 30 30 30 30 

3 20 30 30 30 30 30 
20 30 30 30 30 30 
20 30 30 30 30 25 
20 30 30 25 25 25 
20 30 30 30 25 25 

Total 120 180 180 175 170 165 
Rata-rata 20 JO JO 29,167 28,333 27,5 

Keterangan: Berat badan menc1t dalam satuan gram 
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Lampiran 2. Pembuatan Sediaan TCDD 

I. Sediaan TCDD = 10 µg dalam 10 ml pelarut 

= 1 µg dalam 1 ml pelarut 

= 1000 ng dalam 1 ml pelarut 

2. Dosis TCDD yang digunakan dalam perlakuan penelitian = 100 ng/kg berat 

badan/hari/ekor. 

3. Pembuatan sediaan TCDD sebagai berikut: 

Perlalruan 0-Minggu 1 
TCDD = 100 ng x 31.667 gram 

lOOOgram 
= 3, 1667 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 3, 1667 ng 
= 19,0002 ng 

Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, 1 ml 

Jadi: 19, 0002 n TCDD ad0,6 ml larut min ak ·a n 
Perlakuan 0-Minggu 2 

TCDD = 100 ng x 24.167 gram 
lOOOgram 

= 2,4167 nglekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 2,4167 ng 

= 14,5002 ng 

= 0,6 ml 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6ml 

Jadi: 14,5002 ng TCDD ad0,6 ml pelarut minyakjagung 

Perlakuan 0-Minggu 3 
TCDD = 100 ng x 20.833 gram 

1000 gram 
= 2,0833 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 2,0833 ng 
= 12,4998 ng 

Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, I ml 
= 0,6 ml 
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Perlakuan 0-Minggu 4 
TCDD = 100 ng x 19.167 gram 

lOOOgram 
= 1,9167 ng/ekor 

Untuk6ekor=6x l,9167ng 
= 11,5002 ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6ml 

Jadi : 11, 5002 n11. TCDD ad 0,6 ml nelarut minvak ia1>Ung 
Perlakuan 0-Minggu 5 

TCDD = 100 ng x 15 11.ram 

1000 gram 
= 1,5 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 1,5 ng 
=9ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 9 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut min yak jagung 

Perlakuan 1-Minggu 1 
TCDD = 100 ng x 32.5 gram 

1000 gram 
= 3,25 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 3,25 ng 
= 19,5ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 19,5 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut minyak ia11.Ung 
Perlakuan 1-Minggu 2 

TCDD = 100 ng x 27.5 gram 
lOOOgram 

= 2,75 ng/ekor 
Untuk 6 ekor= 6 x 2,75 ng 

= 16,5 ng 
Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, 1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 16,5 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut minyak jagung 
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Perlakuan 1-Minggu 3 
TCDD = 100 Dg x 25 l!l'8ITI 

lOOOgram 
= 2,5 Dg/ekor 

UDtuk 6 ekor = 6 x 2,5 Dg 
= 15 Dg 

Volume pelarut miDyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 15 DI!: TCDD ad 0,6 ml nelarut miDvak ial!llDll. 
PerlakuaD 1-Minggu 4 

TCDD = 100 Dg x 23.333 gram 
IOOOgram 

= 2,3333 Dg/ekor 
UDtuk 6 ekor = 6 x 2,3333 Dg 

= 13,9998 Dg 
Volume pelarut miDyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

=0,6ml 
Jadi : 13,9998 Dg TCDD ad 0,6 ml pelarut miDyak jagung 

Perlakuan 1-Minggu 5 
TCDD = 100 Dg x 18.333 gram 

1000 gram 
= 1,8333 Dg/ekor 

UDtuk 6 ekor = 6 x 1,8333 Dg 
= 10,9998 Dg 

Volume pelarut miDyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6ml 

Jadi : I 0,9998 DI! TCDD ad 0,6 ml pelarut min yak iairuniz 
Perlakuan 2-Minggu 1 

TCDD = 100 Dg x 32.5 gram 
IOOOgram 

= 3,25 Dg/ekor 
UDtuk 6 ekor = 6 x 3,25 Dg 

= 19,5 Dg 
Volume pelarut miDyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, I ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 19,5 Dg TCDD ad0,6 ml pelarut miDyakjagung 
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Perlakuan 2-Minggn 2 
TCDD = 100 ng x 29.167 szram 

1000 gram 
= 2,9167 nglekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 2,9167 ng 
= 17,5002 ng 

Volwne pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, l ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 17 ,5002 n11: TCDD ad 0,6 ml nelarut minvak ia1rnn1> 
Perlakuan 2-Minggu 3 

TCDD = 100 ng x 26.667 gram 
IOOOgram 

= 2,6667 nglekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 2,6667 ng 

= 16,0002 ng 
Volwne pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, I ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 16,0002 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut min yak jagung 

Perlakuan 2-Minggu 4 
TCDD = 100 ng x 25.833 gram 

1000 gram 
= 2,5833 nglekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 2,5833 ng 
= 15,4998 ng 

Volwne pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor= 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 15,4998 ng TCDD ad 0,6 ml oelarut minyakja11:Ung 
Perlakuan 2-Minggu S 

TCDD = 100 ng x 25 gram 
IOOOgram 

= 2,5 nglekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 2,5 ng 

= 15 ng 
Volwne pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 15 ng TCDD ad0,6 ml pelarut minyakjagung 
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Perlakuan 3-Minggu 1 
TCDD= 100ngx30 l!l'lllII 

lOOOgram 
= 3 ng/ekor 

Untuk 6 ekor= 6 x 3 ng 
= 18ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 18 n2 TCDD ad 0,6 ml nelarut minyak iairung 
Perlakuan 3-Minggu 2 

TCDD = 100 ng x 30 l!l'lllII 

lOOOgram 
= 3 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 3 ng 
= 18 ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
= 0,6 ml 

Jadi : 18 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut min yak jagung 

Perlakuan 3-Minggu 3 
TCDD = 100 ng x 29.167 grarn 

1000 gram 
= 2,9167 ng/ekor 

Untuk 6 ekor=6 x 2,9167 ng 
= 17,5002 ng 

Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 
=0,6ml 

Jadi : 17 ,5002 n2 TCDD ad 0,6 ml nelarut minvak iairun2 
Perlakuan 3-Minggu 4 

TCDD = 100 ng x 28.333 gram 
lOOOgram 

= 2,8333 ng/ekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 2,8333 ng 

= 16,9998 ng 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 16,9998 ng TCDD ad 0,6 ml pelarut min yak jagung 
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Perlakuan 3-Minggu S 
TCDD = l 00 ng x 27.S gram 

lOOOgram 
= 2,75 ng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 2,75 ng 
= 16,5 ng 

Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, I ml 
= 0,6ml 

Jadi : 16,5 n TCDD ad 0,6 ml 
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Lampiran 3. Pembuatan Sediaan Vitamin E (a-tocopherol) 

I. Sediaan Vitamin E ( a-tocopherol) = 5 gram dalam 25 ml pelarut 

= 5000 mg dalam 25 ml pelarut 

= 200 mg dalam 1 ml pelarut 

= 200 mg dalam 1000 µI pelarut 

2. Dosis TCDD yang digunakan dalarn perlakuan penelitian = 11, 20 dan 37 mg/kg 

berat badan/hari/ekor. 

3. Pembuatan sediaan Vitamin E Dosis 11 rn berat badan/hari seba ai berikut: 
Perlakuan 1-Minggu 1 

Vitamin E (a-tocopherol) = 11 mg x 32.5 gram 
lOOOgram 

= 0,3575 rng/ekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 0,3575 mg 

= 2,145 mg 
Sediaan vitamin E = 200 mg dalarn I 000 µI pelarut 
200 mg = 2.145 mg 
1000 µI X 
X = 10,725 µI 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : I 0, 725 1 vitamin E a-toco hero ad 0,6 ml larut min ak ·a n 

Perlakuan 1-Minggu 2 
Vitamin E (a-tocopherol) = 11 mg x 27.5 gram 

1000 gram 
= 0,3025 rng/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,3025 mg 
= 1,815 mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalarn I 000 µI pelarut 
200 mg = 1.815 mg 
1000 µl X 
X = 9,075 µI 
Volume pelarut rninyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6ml 
Jadi : 9,075 I vitamin E a-toco hero ad 0,6 ml larut min ak · 
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Perlakuan 1-Minggu 3 
Vitamin E (a-locopherol) = 11 mg x 25 gram 

1000 gram 
= 0,275 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,275 mg 
= 1,65 mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µI pelarut 
200 mg = 1.65 mg 
1000 µI X 
X= 8,25 µI 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

=0,6ml 
Jadi : 8,25 I vitamin E a-loco hero ad 0,6 ml larut min ak · 

Perlaknan 1-Minggu 4 
Vitamin E (a-locopherol) = 11 mg x 23,333 gram 

1000 gram 
= 0,2566 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,2566 mg 
= l,5396mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam I 000 µI pelarut 
200 mg = 1,5396 mg 
1000 µI X 
X= 7,698µ1 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 7,698 vitaminE a-loco hero ad0,6ml larutmin ak 'a 

Perlakuan 1-Minggu 5 
Vitamin E (a-locopherol) = 11 mg x 18,333 gram 

IOOOgram 
= 0,2016 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,2016 mg 
= 1,2096mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µI pelarut 
200 mg = 1.2096 mg 
1000 µI X 
X= 6,048 µI 
Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, I ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 6,048 vitamin E (a-toco hero[) ad0,6 ml larut min ak ·a 
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4. Pembuatan sediaan Vitamin E Dosis 20 m berat badan/hari seb ai berikut: 
Perlakuan 2-Minggu 1 

Vitamin E (a-tocopherol) = 20 mg x 32.5 gram 
IOOOgram 

= 0,65 mg/ekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 0,65 mg 

=3,9mg 
Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µl pelarut 
200 mg = 3.9 mg 
1000 µl X 
X= 19,5 µl 
Volume pelarut min yak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, 1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 19,5 1 vitamin E (a-toco hero ad0,6 ml elarut min ak · 

Perlakuan 2-Minggu 2 
Vitamin E (a-tocopherol) = 20 mg x 29.167 gram 

1000 gram 
= 0,5833 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,5833 mg 
=3,4998mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam I 000 µl pelarut 
200 mg = 3.4998 mg 
1000 µl X 
X=l7,499µ1 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 17 ,499 1 vitamin E a-toco hero[) ad 0,6 ml larut min ak ·a un 

Perlakuan 2-Minggu 3 
Vitamin E (a-tocopherol) = 20 mg x 26,667 gram 

1000 gram 
= 0,5333 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,5333 mg 
= 3,1998 mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam l 000 µI pelarut 
200 mg = 3.1998 mg 
1000 µI x 
X= 15,999 µl 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x O,l ml 

= 0,6 ml 
larut min ak ·a n 
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Perlakuan 2-Minggu 4 
Vitamin E (a-tocopherol) = 20 mg x 25.833 gram 

1000 gram 
= 0,5167 mglekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,5167 mg 
=3,1002mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µI pelarut 
200 mg = 3.1002 mg 
1000 µI x 
X = 15,501 µl 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

=0,6ml 
Jadi: 15,501 I vitamin E a-toco hero ad0,6 ml elarut min ak · 

Perlakuan 2-Minggu 5 
Vitamin E ( a-tocopherol) = 20 mg x 25 IZflll1l 

1000 gram 
= 0,5 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 0,5 mg 
=3mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µI pelarut 
200mg =3mg 
1000µ1 x 
x = 15 µI 
Volume pelarut minyak jagung yang dibutubkan untuk 6 ekor = 6 x 0, 1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi: 15 I vitamin E (a-toco hero/) ad0,6 ml elarut min ak ·a un 
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5. Pembuatan sediaan Vitamin E Dosis 37 m berat badan/hari seba ai berikut: 
Perlakuan 3-Minggu 1 

Vitamin E (a-tocopherol) = 37 mg x 30 gram 
1000 gram 

= 1,11 mg/ekor 
Untuk 6 ekor = 6 x 1,11 mg 

=6,66mg 
Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µl pelarut 
200 mg = 6.66 mg 
1000 µI X 
X = 33,3 µl 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutubkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 33,3 I vitamin E a-toco hero ad 0,6 ml larut min ak ·a n 
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Perlakuan 3-Minggu 2 
Vitamin E (a-locopherol) = 37 mg x 30 IZl'lllII 

1000 gram 
= 1, 11 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 1,11 mg 
=6,66mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µI pelarut 
200 mg = 6.66 mg 
1000 µI X 
x = 33,3 µI 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

=0,6 ml 
Jadi : 33,3 1 vitamin E a-loco hero!) ad 0,6 ml larut min ak ·a n 

Perlakuan 3-Minggu 3 
Vitamin E (a-locopherol) = 37 mg x 29.167 gram 

1000 gram 
= 1,079 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 1,079 mg 
=6,474mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µl pelarut 
200 mg = 6.474 mg 
1000 µI x 
X = 32,37 µl 
Volume pelarut minyak jagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0, 1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 32,37 I vitamin E (a-loco hero!) ad 0,6 ml larut min ak ·a 

Perlakuan 3-Minggu 4 
Vitamin E (a-locopherol) = 37 mg x 28.333 gram 

IOOOgram 
= 1,048 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 1,048 mg 
= 6,288mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam 1000 µ1 pelarut 
200 mg = 6.288 mg 
1000 µI x 
X = 31,44 µl 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor= 6 x 0,1 ml 

= 0,6 ml 
Jadi : 31,44 I vitamin E (a-loco hero!) ad0,6 ml larut min ak ·a 
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Perlakuan 3-Minggu 5 
Vitamin E (a-tocophero/) = 37 mg x 27.5 gram 

1000 gram 
= 1,0175 mg/ekor 

Untuk 6 ekor = 6 x 1,0175 mg 
= 6,105 mg 

Sediaan vitamin E = 200 mg dalam I 000 µI pelarut 
200 mg = 6. 105 mg 
1000 µI x 
X= 30,525 µI 
Volume pelarut minyakjagung yang dibutuhkan untuk 6 ekor = 6 x 0,1 ml 

=0,6ml 
Jadi : 30,525 1 vitamin E (a-toco hero/) ad 0,6 ml larut min ak ·a 
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Lampiran 4. Prosedur Pembuatan Preparat Histopatologi Hati Mencit 

Pembuatan preparat histopatologi hati mencit dilakukan di GDC RSUD Dr. 

Soetomo Surabaya, dengan tahap-tahap : 

1. Fiksasi dan Pencucian 

Bertujuan untuk menghentikan proses metabolisme jaringan, mencegah terjadi 

degenerasi jaringan pasca mati, mematikan kuman atau bakteri, menjadikan jaringan 

lebih keras sehingga lebih mudah untuk dipotong dan meningkatkan afinitas jaringan 

terhadap bermacam-macam zat wama. 

Bahan : Formalin I 00/o dan air kran 

Alat : Pot plastik 

Cara kerja 

Setelah mencit dimatikan, kemudian dilakukan pembedahan guna mengambil organ 

hati. Organ hati difiksasi dengan larutan BNF I 00/o dalam pot plastik selama 4 

sampai 24 jam. Kemudian organ hati yang telah dipotong dengan ketebalan 0,5 cm 

dan Iebar l cm, dicuci dengan air mengalir selama I 0 menit. 

2. Dehidrasi dan Clearing 

Bertujuan untuk menarik air dari jaringan, membersihkan dan menjernihkan 

jaringan. 

Bahan : alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, alkohol absolut I, II, Ill, xylol I dan II. 

A lat : tissue processor 
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Cara kerja 

Organ hati yang telah dicuci dengan air keran selama l 0 menit lalu dimasukkan ke 

tissue processor berisi bahan dengan urutan sebagai berikut : alkohol (70%, 80%, 

90%, 95%), alkohol absolut (I, II dan III), xylol (I dan II) masing-masing selama l 

jam. 

3. Infiltrasi (Embeding) 

Bertujuan untuk menginfiltrasi jaringan dengan paraffin. Paraffin akan 

menembus ruang antar sel dan dalam sel sehingga jaringan lebih tahan terhadap 

pemotongan. 

Bah an 

A lat 

Cara kerja 

: paraffin I, II dan III 

: tissue processor 

Organ hati dimasukkan ke tissue processor berisi bahan dengan urutan sebagai 

berikut : paraffin I, II dan III yang mencair masing-masing selama l jam. 

4. Pembuatan Balok Paraffin 

Bertujuan agar jaringan mudah dipotong. 

Bahan : paraffin cair dan gliserin 

Alat : cetakan besi dan pinset 
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Cara kerja 

Disiapkan beberapa cetakan besi yang sebelumnya telah diolesi gliserin. G/iserin 

dengan maksud untuk mencegah paraffin cair yang panas melekat. Cetakan besi diisi 

paraffin yang masih cair. Jaringan hati kemudian diletakkan ke dalam cetakan besi 

dengan bantuan pinset, ditunggu sampai paraffin cair membeku dan mengeras. 

5. Pengirisan dengan Mikrotom 

Bertujuan untuk mendapatkan jaringan setipis mungkin agar dapat dilihat di 

bawah mikroskop. 

Bahan 

A lat 

Cara kerja 

: egg albumin 

: mikrotom, water bath, hot plate, obyek glass dan kertas tisu. 

Balok paraffin yang telah mengeras dengan jaringan hati di dalam, kemudian 

dipotong dengan menggunakan mikrotom. Mikrotom dibersihkan terlebih dahulu, 

digosok dengan kertas tisu pada bagian rel hingga bersih. Mata pisau dipasang pada 

gagang pisau, kemudian dipasang pada mikrotom. Balok sediaan dipasang pada 

mikrotom, diatur tinggi rendah permukaan horisontal, diatur sudut permukaan organ 

dengan arah potongan pisau harus membentuk sudut 45° dan tebal potongan diatur 3 

µm, untuk organ yang keras ketebalannya kurang lebih 5 µm. Pemotongan dilakukan 

secara acak, tiap I 0 kali pemotongan diambil satu dengan ketebalan 5 sampai 7 µm, 

kemudian jaringan hati dicelupkan ke dalam air hangat dengan suhu 20°c sampai 

30°C agar mengembang dengan baik. Jaringan hati kemudian diletakkan pada obyek 
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glass yang tetah diotesi egg albumin, kemudian dikeringkan di atas hot plate dengan 

suhu60°C. 

6. Pewarnaan 

Bertujuan untuk memudahkan melihat perubahan padajaringan. Terdapat dua 

macam pewarnaan jaringan pada pemeriksaan histopatotogi, yaitu pewarnaan umum 

dan pewarnaan khusus. Pewarnaan umum yaitu dengan HE yang mewarnai inti set 

dengan Hematoxylin dan sitoplasma dengan Eosin. Pewarnaan khusus hanya 

dilakukan untuk mengidentifikasi atau membantu diagnosa yang tidak dapat 

dilakukan dengan pewarnaan umum. Pewarnaan jaringan dengan HE dapat terlihat 

bagian-bagian set, inti berwarna biru sedangkan sitoptasma berwarna merah. 

Bahan : zat warna HE, atkohol (70%, 80"/o, 90%, 95%), atkohot absotut (I, II 

dan Ill), xylol (I dan II), parafjiin (I, II dan III), alkohot asam, 

amoniak air, aquadest dan air kran. 

Atat : obyek glass dengan sayatan jaringan hati diatas, bak rendam reagen 

dan kertas tisu. 

Cara kerja 

Obyek glass dengan sayatan jaringan hati di bagian atas diwarnai dengan HE dengan 

menggunakan Metode Harris. Pertama obyek glass dimasukkan datam xylol I setama 

5 menit dan xylol II setama 3 sampai 4 menit. Kemudian secara berurutan 

dimasukkan datam alkohot absotut (I, II dan III), atkohot (95%, 90%, 80"/o, 70"/o) 

masing-masing setama 3 sampai 4 menit dan air keran selama 5 menit. Proses 
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tersebut bertujuan untuk menghilangkan paraffin. Kemudian secara berurutan 

dimasukkan ke dalam zat wama Hematoxylin selama 3 sampai 10 menit, air kran 

selama 5 menit, alkohol asam sebanyak 3 sampai 10 kali pencelupan, air keran 

selama 5 menit, amoniak air selama 2 menit, air kran selama 5 menit, aquadest 

selama 3 menit, zat wama Eosin selama 3 menit dan dimasukkan lagi ke aquadest 

selama 3 menit. Proses lebih lanjut bertujuan untuk mendehidrasi air dari proses 

pewamaan, yaitu secara berurutan dimasukkan dalam alkohol (70%, 80%, 90%, 

95% ), alkohol absolut (I, II dan Ill), xylol (I dan II) masing-masing selama 3 menit. 

Setelah itu obyek glass dengan sayatan jaringan hati diatas dibersihkan dari sisa 

pewamaan dengan menggunakan kertas tisu dan dibiarkan mengering. 

7. Mounting 

Bahan : entellan 

Alat : cover glass dan obyek glass dengan sayatan jaringan hati diatas yang 

telah mengalami proses pewamaan. 

Cara kerja 

Setelah obyek glass dengan sayatan hati diatas yang telah mengalami proses 

pewamaan mengering, ditutup dengan cover glass yang sudah ditetesi entellan 

terlebih dahulu. 
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8. Pemeriksaan Mikroskopis 

Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya mula-mula 

digunakan perbesaran I 00 kali kemudian dilanjutkan dengan perbesaran 400 kali 

(Haskito, 2011). 
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Lampiran 5. Prosedur Pemeriksaan Kadar MDA Hati Mencit 

Pemeriksaan kadar MDA pada hati mencit dilakukan di Laboratorium 

Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya, dengan tahap-tahap : 

1. Menimbang sampel sebanyak 1 gram. 

2. Sampel yang telah ditimbang kemudian ditambah dengan 9 ml larutan PBS 

dingin, lalu digerus. 

3. Setelah digerus, disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. 

4. Diambil supematan sebanyak 4 ml. 

5. Supematan tersebut ditambah dengan l ml larutan TCA 15% dan 1 ml larutan 

TBA 0,37% dalam HCI 0,25 N. 

6. Setelah itu dipanaskan dalam water bath suhu 80°C selama 15 menit, 

dilanjutkan dengan didinginkan pada suhu ruang selama 60 menit. 

7. Setelah didinginkan, disentrifugasi kembali dengan kecepatan 3000 rpm selama 

15 menit. 

8. Diukur absorbansi supematan MDA sampel pada spektofotometer dengan A. = 

532 nm. 

9. Dihitung kadar MDA dengan menggunakan persamaan garis regresi dari kurva 

standar (baku) larutan MDA. 
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Lampiran 6. Skor Pemeriksaan Perubahan Gambaran Histopatologi Hati 
Men cit 

Perlakuan Sampel BentukLesi 

A B c D 

I 0 3 3 0 
2 0 I 3 0 

Kontrol 3 3 l l 0 
(-) 4 0 5 l 0 

5 3 l l 0 
6 0 5 I 0 
I 9 I 5 5 
2 5 5 5 0 

PO 3 7 5 5 0 
4 7 5 5 0 
5 7 5 5 0 
6 13 0 5 0 
I 3 3 5 0 
2 5 l 5 0 

Pl 3 5 5 5 0 
4 5 5 3 0 
5 7 5 5 0 
6 5 3 5 0 
I 5 I I 0 
2 5 3 5 0 

P2 3 3 I 5 0 
4 3 5 3 0 
5 3 5 5 0 
6 3 3 5 0 
l 3 3 5 0 
2 3 3 5 0 

P3 3 3 I 3 0 
4 3 3 3 0 
5 3 5 5 0 
6 3 I 3 0 
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Lampiran 7. Basil Pemeriksaan Kadar MDA Hati Mencit 

Perlakuan Sampel Absorbansi KadarMDA 
(nmol/ml) 

I 0,168 24,655 
2 0,098 14,134 

Kontrol 3 0,152 22,251 
(-) 4 0,160 23,453 

5 0,096 13,834 
6 0,160 23,453 
I 0,359 53,363 
2 0,312 46,299 

PO 3 0,342 50,808 
4 0,318 47,200 
5 0,382 56,820 
6 0,351 52,160 
I 0,195 28,714 
2 0,220 32,471 

Pl 3 0,291 43,142 
4 0,259 38,333 
5 0,305 45,247 
6 0,271 40,136 
I 0,174 25,557 
2 0,270 39,986 

P2 3 0,220 32,471 
4 0,238 35,176 
5 0,262 38,784 
6 0,222 32,772 
I 0,225 33,223 
2 0,208 30,667 

P3 3 0,187 27,511 
4 0,207 30,5 I 7 
5 0,248 36,679 
6 0,202 29,766 
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Lampiran 8. Perhitungan Statistik Data Perubahan Gambaran Histopatologi 
(Nekrosis) Hati Mencit Dengan Uji Kruskal-Wallis 

Summarize 
Case Processiaa Summant' 

Cases 

Included Excluded Total 

N Percent N Percent N Percent 

Histopat _ Nekrosis • 
30 100.0% 0 0.0% 30 100.0% 

Perlakuan 
a. L1m1ted to first I 00 cases. 

Case Summaries' 
His•~at Nekrosis 

0 

2 0 

3 3 

4 0 

Kontrol(·) 5 3 

6 0 

N 6 
Total Median .00 

Range 3 
9 

2 5 

3 7 

4 7 

PO 5 7 

Perlakuan 
6 13 

N 6 

Total Median 7.00 

Range 8 
I 3 

2 5 

3 5 
4 5 

Pl 5 7 

6 5 

N 6 
Total Median 5.00 

Range 4 
I 5 

P2 2 5 
3 3 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito



116 

4 3 

5 3 

6 3 

N 6 

Total Median 3.00 

Range 2 

3 

2 3 

3 3 

4 3 

P3 5 3 

6 3 

N 6 

Total Median 3.00 

Range 0 

N 30 

Total Median 3.00 

Ran!le 13 

a. Limited to first I 00 cases. 

Kl"ll5kal-Wallls Test 
Ranks 

IPeriakuan N Mean Rank 
Kontrol(-) 6 5.33 

PO 6 26.58 

Histopat _ Nekrosis 
Pl 6 20.25 

P2 6 14.33 

P3 6 11.00 

Total 30 

Test Statistics.,. 

le. I Histopa! Nekrosis 

a. Kruskal Wallis Test 
b. Grouping Variable: Perlakuan 
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Mam•· Whitney Test 

IPerlakuan 
Kontrol(·) 

Histopat_Nekrosis PO 
Total 

Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2*(l-tailed 
Si11.)l 

a. Groupmg V anable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

IPerlakuan 

Histopat _ Nekrosis 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2*( I-tailed 
Si . 

Kontrol(·) 

Pl 

Total 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

IPerlakuan 
Kontrol(·) 

Histopat _ Nekrosis P2 
Total 

Ranks 
N Mean Rank 

6 3.50 

6 9.50 

12 

Test Statistics• 
Histonat Nekrosis 

Ranks 

N Mean Rank 
6 3.67 
6 9.33 

12 

Test Statistics• 
Histo at Nekrosis 

Ranks 
N Mean Rank 

6 4.17 

6 8.83 

12 

SumofRanks 

Sum of Ranks 

SumofRanks 

117 

21.00 

57.00 

.000 
21.000 
-2.961 

.003 

.002• 

22.00 
56.00 

1.000 
22.000 
-2.844 

.004 

.004• 

25.00 

53.00 
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Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2•(1-tailed 
Si2.ll 
a. Groupmg Venable: Perlakuan 
b. Not com:cted for ties. 

IPerlakuan 

Kontrol(-) 
Histopat _ Nekrosis P3 

Total 

Mann-Whimey U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2•(1-tailed 
Si2.ll 
a. Groupmg Venable: Perlakuan 
b. Not com:cted for ties. 

Perlakuan 

PO 
Histopat_Nekrosis Pl 

Mann-Wbibley U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2•(1-t.ailed 
Si2.)l 

Total 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not com:cted for ties. 

Test Statistics• 
Hi-;;;;;;;;; Nekrosis 

Ranks 
N Mean Rank 

6 4.50 

6 8.50 

12 

Test Statistics• 
Histonot Nekrosis 

Ranks 
N Mean Rank 

6 8.75 

6 
12 

Test Statistics• 

4.25 

Hi.,.,..... Nekrosis 

SumofRanks 

SumofRanks 

118 

4.000 
25.000 
-2.447 

.014 

.026• 

27.00 

51.00 

6.000 
27.000 
-2.345 

.019 

.065b 

52.50 
25.50 

4.500 
25.500 
-2.285 

.022 

.026" 
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IPerlakuan 

PO 
Histopat _ Nekrosis P2 

Total 

Mann· Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2*(l -tailed 
Sill.ll 
a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

IPerlakuan 

PO 
Histopat _ Nekrosis P3 

Total 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2*( I-tailed 
Sig.)] 

a. Groupmg V anable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Histopat _ Nekrosis 

I Mann-Whitney u 
~-.... 

IPerlakuan 
Pl 

P2 
Total 

I 

Ranks 
N Mean Rank 

6 9.33 
6 3.67 

12 

Test Statistics" 
Histooat Nekrosis 

Ranks 
N Mean Rank 

6 9.50 
6 3.50 

12 

Test Statistics" 

Histonat Nekrosis 

Ranks 
N Mean Rank 

6 8.17 

6 4.83 
12 

Test Statistics" 

Histopat Nekrosis 

SumofRanks 

SumofRanks 

SumofRanks 

119 

56.00 
22.00 

1.000 
22.000 
-2.812 

.005 

.004' 

57.00 

21.00 

.000 
21.000 
-3.102 

.002 

.002b 

49.00 

29.00 

8.0001 29.000 _,_,., 
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Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sig. [2*( I-tailed 
Si . 
a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

IPerlakuan 

Pl 
Histopat _ Nekrosis P3 

Total 

Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sia. f2*(1-tailed SiJZ.)) 

a. Grouping Vanable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Histopat _ Nekrosis 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 

IPerlakuan 

P2 
P3 

Total 

Exact Si11. [2*0-tailed Sia.ll 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Ranks 
N Mean Rank 

6 9.00 
6 4.00 

12 

Test Slatistia• 

Ranks 
N 

6 
6 

12 

Test Slatistla' 

SumofRanks 

Histopat Nekrosis 

120 

.075 

.!32• 

54.00 
24.00 

3.000 
24.000 
-2.739 

.006 
.oi5• 

Mean Rank SumofRanks 
7.50 
5.50 

Hi Nekrosis 

45.00 
33.00 

12.000 
33.000 
-1.483 

.138 
.394b 
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Lampiran 9. Perhitungan Statistik Data Peruhahan Gambaran Histopatologi 
(Degenerasi) Hati Mencit Dengan Uji Kruskal-Wallis 

Summarize 
Case Processln2 Summa.,,. 

Cases 
Included Excluded Total 

N Percent N Percent N Percent 
Histopat _ Degenerasi • 

30 100.00A. 0 O.OOA. 30 100.00/o Perlakuan 
a. L1m1ted to first I 00 cases. 

Cue Summaries' 
Hi.tnnat De11enerasi 

I 3 
2 1 
3 I 
4 5 

Kontrol(-) 5 I 
6 5 

N 6 
Total Median 2.00 

Range 4 
I 

2 5 
3 5 
4 5 

PO 5 5 

Perlakuan 
6 0 

N 6 
Total Median 5.00 

Range 5 
I 3 
2 I 
3 5 
4 5 

Pl 5 5 
6 3 

N 6 
Total Median 4.00 

Range 4 
I I 

P2 2 3 
3 
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4 5 
5 5 
6 3 

N 6 
Total Median 3.00 

Range 4 

3 
2 3 

3 I 

4 3 

P3 5 5 
6 I 

N 6 
Total Median 3.00 

Range 4 
N 30 

Total Median 3.00 

Ran- 5 
a Limited to first I 00 cases. 

KruskaJ-Wa/JJs Test 
Ranks 

IPerlakuan N Mean Rank 
Kontrol(-) 6 13.58 
PO 6 17.50 

Histopat _ Degenerasi 
Pl 6 18.08 
P2 6 15.00 

P3 6 13.33 
Total 30 

Test Statistics"" I Chi-Square ~-. I 
Histopat Degenerasi 

a. Kruskal Wallis Test 
b. Grouping Variable: Perlakuan 
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Lampiran 10. Perhitungan Statistik Data Perubahan Gambaran Histopatologi 
(lntlamasi) Hati Mencit Dengan Uji Kruskal-Wallis 

Summarize 
Case Processin2 Summarv" 

Cases 

Included Excluded Total 

N Percent N Percent N Percent 

Histopat _ lnflamasi • 
30 100.00A. 0 O.OOA. 30 100.00A. 

Perlakuan 
a. L1m1ted to first I 00 cases. 

Case Summaries' 
Histonat lnflamasi 

I 3 
2 3 
3 
4 

Kontrol(-) 5 I 

6 I 
N 6 

Total Median 1.00 
Range 2 

5 
2 5 

3 5 
4 5 

PO 5 5 

Perlakuan 
6 5 

N 6 
Total Median 5.00 

Range 0 
I 5 
2 5 
3 5 
4 3 

Pl 5 5 
6 5 

N 6 
Total Median 5.00 

Range 2 

P2 2 5 
3 5 
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4 3 

5 5 

6 5 
N 6 

Total Median 5.00 

Range 4 

1 5 

2 5 

3 3 

4 3 

P3 5 5 

6 3 

N 6 

Total Median 4.00 

Range 2 

N 30 

Total Median 5.00 

Ranl!e 4 

a. Limited to first 100 cases. 

Kl'USkal-Wallls Test 
Ranks 

IPerlakuan N Mean Rank 

Kontrol(-) 6 5.00 

PO 6 21.50 

Histopat _ lnflamasi 
Pl 6 19.42 

P2 6 16.33 

P3 6 15.25 

Total 30 

Test Statistics.,. 

Histopat lnflamasi I Chi-Square 

;.. .. 
a. Kruskal Wallis Test 
b. Grouping Variable: Perlakuan 
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I Perlalruan 
Kontrol(-) 

Histopat_lnflamasi PO 
Total 

Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Si.11. f2•(1-tailed Si.11.)l 

a. Groupmg V anable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Histopat _ lnflamasi 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Si . 2* I-tailed Si . 

I Perlakuan 
Kontrol(-) 

Pl 

Total 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

IPerlakuan 
Kontrol(-) 

Histopat_ lnflamasi P2 

Total 

Ranks 
N 

6 

6 
12 

Test Statistiai' 

Ranks 
N 

6 

6 
12 

Test Statistiai' 

Ranks 
N 

6 
6 

12 

125 

Mean Rank SumofRanks 

3.50 21.00 
9.50 57.00 

Historurt lnflamasi 

Mean Rank 

3.67 

9.33 

Histo 

Mean Rank 
4.33 
8.67 

.000 
21.000 
-3.146 

.002 
.002• 

Sum of Ranks 

lnflamasi 

22.00 

56.00 

1.000 
22.000 
-2.900 

.004 
.004• 

SumofRanks 

26.00 
52.00 
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Test Statistics• 
Hi<t~• Inflamasi 

Mann-Whitney u 5.000 
WilcoxonW 26.000 
z -2.218 
Asymp. Sig. (2-tailed) .027 
Exact Si11. f2*{1-tailed s;.,. ll .04lb 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Ranks 
I Perlakuan N Mean Rank SumofRanks 
Kontrol(-) 6 4.00 24.00 

Histopat _Inftamasi P3 6 9.00 54.00 
Total 12 

Test Statistics• 
HiSIODal Inflamasi 

Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 24.000 
z -2.559 
Asymp. Sig. (2-tailed) .Oil 
Exact Sig. 12*(1-tailed Sig.)] .o15• 

a. Groupmg V anable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Ranks 
IPerlakuan N Mean Rank SumofRanks 
PO 6 7.00 42.00 

Histopat _ Inflamasi Pl 6 6.00 36.00 
Total 12 

Test Statistia• 
Hi .. ,..,.. Inflamasi 

Mann-Whitney u 15.000 
Wilcoxon W 36.000 
z -1.000 
Asymp. Sig. (2-tailed) .317 
Exact SiJ>. f2*(1-tailed SiJ>.)J .699. 

a. Groupmg Vanablc: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 
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IPerlakuan 

PO 
Histopat _ lnflamasi P2 

Total 

Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Sill. f2*{1-tailed Sil!.)] 
a. Groupmg Venable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Histopat _Inflamasi 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Si . 2* I-tailed Si . 

I Perlakuan 

PO 
P3 

Total 

a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not co!TCCled for ties. 

I Perlakuan 
Pl 

Histopat_lnflamasi P2 

Total 

Ranks 
N 

6 
6 

12 

Test Statlsties0 

Ranks 
N 

6 
6 

12 

Test Statisties0 

Ranks 
N 

6 
6 

12 

127 

Mean Rank SumofRanks 
7.50 45.00 
5.50 33.00 

Histooat lnflamasi 
12.000 
33.000 
-1.477 

.140 
.394. 

Mean Rank Sum of Ranks 
8.00 48.00 
5.00 30.00 

Hist at lnflamasi 

Mean Rank 

7.08 
5.92 

9.000 
30.000 
-1.915 

.056 
.1110• 

Sum of Ranks 

42.50 
35.50 
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Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Si11. f2*{1-tailed Si11.)J 
a. Groupmg Van able: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

I Perlakuan 
Pl 

Histopat_Inflamasi P3 
Total 

Mann-Whitney U 
Wilcoxon W 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 
Exact Si11;. [2*0-tailed Si11;. )l 
a. Groupmg V anable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

Histopat _Jnflamasi 

Mann-Whitney U 
WilcoxonW 
z 
Asymp. Sig. (2-tailed) 

Perlakuan 
P2 
P3 
Total 

Exact Si11. f2*{1-tailed Si11.)J 
a. Grouping Variable: Perlakuan 
b. Not corrected for ties. 

128 

Test Statistics• 
Hi.tnnat Jnflamasi 

14.500 
35.500 

-.738 
.461 

.589b 

Ranks 
N Mean Rank Sum of Ranks 

6 7.50 45.00 
6 5.50 33.00 

12 

Test Statistics• 
Histooat Jnflamasi 

12.000 
33.000 
-1.173 

.241 
.394b 

Ranks 
N Mean Rank Sum of Ranks 

6 6.75 
6 6.25 

12 

Test Statistics• 
fli<tnnat Inflamasi 

40.50 
37.50 

16.500 
37.500 

-.274 
.784 

.818b 
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Lampiran 11. Perhitungan Statistik Data Pengukuran Kadar MDA Hati Mencit 
Dengan Uji ANOVA 

Case Processinl! Somma...,. 

Cases 

Included Excluded Total 

N Percent N Percent N Percent 

MDA • Perlakuan 30 100.(1°/o 0 0.0% 30 100.0% 

a. L1m1ted to first I 00 cases. 

Case Summaries• 

MDA 

I 24.655 
2 14.134 

3 22.251 

4 23.453 

Kontrol(-) 
5 13.834 

6 23.453 

N 6 

Total 
Mean 20.29667 

Median 22.85200 
Std. Deviation 4.949422 

53.363 
2 46.299 

3 50.808 
4 47.200 

PO 
5 56.820 

Perlakuan 6 52.160 

N 6 

Total 
Mean 51.10833 

Median 51.48400 

Std. Deviation 3.932114 
28.714 

2 32.471 

3 43.142 
4 38.333 

5 45.247 
Pl 

6 40.136 

N 6 

Total 
Mean 38.00717 

Median 39.23450 
Std. Deviation 6.331380 

P2 25.557 
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2 39.986 

3 32.471 

4 35.176 

5 38.784 

6 32.772 

N 6 

Total 
Mean 34.12433 

Median 33.97400 

Std. Deviation 5.198830 

1 33.223 

2 30.667 

3 27.511 

4 30.517 

5 36.679 
P3 

6 29.766 

N 6 

Total 
Mean 31.39383 

Median 30.59200 

Std. Deviation 3.171820 

N 30 

Total 
Mean 34.98607 

Median 32.99750 

Std. Deviation 11.105362 

a. Limited to first I 00 cases. 

Oneway ANOVA 
Descriptives 

MDA 

N Mean Std. Std. Error 95% Confidence Minimum Maximum 
Deviation Interval fur Mean 

Lower Upper 
Bound Bound 

Kontrol(-
6 20.29667 4.949422 2.020593 15.10257 25.49077 13.834 24.655 

) 
PO 6 51.10833 3.932114 1.605279 46.98183 55.23483 46.299 56.820 
Pl 6 38.00717 6.331380 2.584775 31.36279 44.65154 28.714 45.247 
P2 6 34.12433 5.198830 2.122413 28.66850 39.58017 25.557 39.986 
P3 6 31.39383 3.171820 1.294890 28.06521 34.72245 27.511 36.679 
Total 30 34.98607 11.105362 2.027552 30.83926 39.13288 13.834 56.820 
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MDA 
Sum of Sauares 

Between Groups 
Within Groups 
Total 

Post Hoc Test 
Homogeiuous Subsds 

Duncan 

2990.878 
585.665 

3576.543 

df 

ANOVA 

Mean Sauare F 
4 747.720 31.918 

25 23.427 
29 

MDA 

Perlakuan N Subset for aloha - 0.05 

I 2 

Kontrol(-) 6 20.29667 
P3 6 31.39383 
P2 6 34.12433 
Pl 6 
PO 6 
Si2. 1.000 .338 
Means fur groups 1n homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size= 6.000. 

3 

34.12433 
38.00717 

.177 
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Si2. 
.000 

4 

51.10833 
1.000 
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Lampiran 12. Sertifikat Etik Penelitian 

KOMIS! ETIK PENELmAN 
FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 

Animal Care and Use Committee (ACUC) 

KETERANGAN KELAIKAN ETIK 
" ETHICAL CLEARENCE" 

No: 265-KE 

KOMIS! ETIK PENELmAN (ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE) 
FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN UNIVERSITAS AIRLANGGA SURABAYA, 

TELAH MEMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN PENELmAN YANG 
OIUSULKAN, MAKA DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA: 

PENELITIAN BERJUDUL 

PENELITI UT AMA 

UNIT/LEMBAGA/TEMPAT 
PENELITIAN 

DINYATAKAN 

~!\di;, 
Jlely1n,fJ<H..tJtiair, 

: Aktifvilas Vitamin E (a-T ocopherol) Sebagai Antioksidan 
Terhadap Gambaran Histopatologl dan Kadar 
Malondialdehyde (MDA) Hali Mencit Jantan Yang 
Oipapar 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-P-Dloxin (TCDD) 

: Ajeng Erika Prihastul! Hasl<itO 

: Program Studi Magister 
llmu Penyal<il dan Kesehatan Masyarakat Veteriner 
Falwltas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya 

: LAIKETIK 

Surabaya, 28 Juni 2013 

Ketua, 

~ ~ 
... ·.Prof. Romziah $ldik, 1'11.D.,drh. Dr. E. Bir11o Aksono, M.Kas .. ort.~· 

/NIP. 196609201992031003 NIP: 1953t2161978062001 
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Lampiran 13. Surat Keterangan Sehat Mencit Yang Digunakan Dalam 
Perlakuan Penelitian 

SUBAT KETERANGAN 
No : OOJllV/2013 

Yang bertanda tangan dibawah ini : 
Nama : Marek Yohana Kumiabudhi., drh., M.Vet 
Tingkat/GoJongan : Penata mud.a tingknt I/ Ill b 
NIK : 12696-ET 

Mcncrangkan : 
Jenls 
Strain 
Umur 
Jenis Kelamin 
Berat badan 
Kondisi 
Jumlah 

Diwjulcan kepada : 
Nama 
Fakultas 

: Mencit I ,\/11.\· mn,.culus 
: ha/hlc 
: ± 12·16 n1inggu 
: Jantan 
: 25·30 grarn 
: Schat dan tidak terjangkit renyakit 
; 40 ekor 

:Ochi 
: Kcdoktcran Hc"'311 Universitas Airlangga 

Dcmikian snrat btenmpn iru dibuat untuk dapat dipergunakan sebagajmana mesrinya 

Surabaya. 22 April 2013 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Aktivitas Vitamin E... Ajeng Erika Prihastuti Haskito


	1. HALAMAN DEPAN
	2. RINGKASAN
	3. ABSTRACT
	4. DAFTARISI
	5. BAB 1 PENDAHULUAN
	6. BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA
	7. BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
	8. BAB 4 MATER! DAN METODE PENELITIAN
	9. BAB 5 HASIL PENELITIAN
	10. BAB 6 PEMBAHASAN
	11. BAB 7 KESIMPULAN
	12. DAFTAR PUSTAKA
	13. LAMPIRAN



