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RINGKASAN

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK JINTEN HITAM
DALAM MENCEGAH STRES OKSIDATIF
AKIBAT LATIHAN OLAHRAGA ANAEROBIK
PADA TIKUS PUTIH

Thymoquinon sebagai bahan aktif utama pada jinten hitam diketahui
mempunyai aktivitas antioksidan. Bahan aktif Iain pada jinten hitam seperti karbakol,
t-anethol, 4 terpinol juga diduga mempunyai aktivitas antioksidan sehinggga ekstrak
jinten hitam kemungkinan dapat digunakan sebagai antioksidan yang potent.

Peningkatan oksidan di dalam tubuh yang melebihi kemampuan tubuh wtuk
menetralisitnya menimbulkan stees oksidatif yang ditandai dengan peningkadan kadar
MDA plasma dan aktivitas SOD eritrosit. Salah satu keadaan yang dapat
meningkatkan oksidan dalam tubuh adalah latihan olahraga anaerobik. Penelitian ini
bertuyjuan untuk mempelajari pengaruh pembéﬁan ckstrak jinten hitam dalam
mencegah stres oksidatif pada tikus putih yang diberi perlakuan latihan olahraga
anacrobik berupa renang.

Rancangan penclitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah The Post
Test Only Control Group Design. Hewan coba yang dipakai adalah tikus putih
(Rattus norvegicus) jantan, 30 ekor, umur 3 bulan yang dibagi secara acak menjadi 5
kelompok. Kelompok pertama (K0) sebagai kelompok kontrol, kelompok kedua (K1)
mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik, kelompok ketiga (K2), keempat (K3)
dan kelima (K4) diberikan ekstrak jinten hitam dengan dosis masing=masing 1, 2, dan

4 ml/’kgBB/h, per sonde selama 5 hari. Satu jam setelah pemberian terakhir dilakukan
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latihan olahraga anaerobik berupa latihan renang dengan menggunakan beban seberat
9% berat badan tikus dan diikatkan 5 cm dan ujung ekor tikus. Lamanya waktu
berenang adalah 80% dan waktu berenang maksimal yang ditentukan melalui
penelitian pendahuluan.

Satu jam setelahnya dilakukan pemeriksaan kadar MDA plasma dan aktivitas
SOD eritrosit. Sampel darah diambil dan ventrikel tikus setelah sebelumnya
dianestesi dengan eter. Kadar MDA plasma ditentukan dengan metode TBARS dari
Flower, sedangkan aktivitas SOD eritrosit ditentukan dengan metode Wong.

Data penelitian diajukan secara deskripif dan dianalisis menggunakan
MANOVA dan LSD. Hasil penelitian membuktikan bahwa lathan olahraga
anacrobik (K1) menaikkan kadar MDA plasma (1.057x0.28) dan menurunkan
aktivitas SOD enitrosit (0.0567+0.01) dibandingkan dengan kontrol (0.5155+0.1) dan
(0.1030+£0.01). Pembenan ekstrak jinten hitam sebelum latihan olahraga anacrobik
ternyata dapat mencegah terjadinya stress oksidatif yang ditanda dengan
menurunnya kadar MDA plasma pada K2 (0.9090+0.25), K3 (0.7467+0.07) dan K4
(0.4717+0.17) dibandingkan dengan K1, serta peningkatan aktivitas SOD eritrosit
pada K2 (0.0639+0.01), K3 (0.0743+0.01) dan K4 (0.0956+0.01).

Pada uji MANOVA didapatkan perbedaan yang bermakna (p=0.00). Dari uji
LD diketahui bahwa kadar MDA plasma KO berbeda bermakna dengan K1 (p=0.00)
dan K2 (p=0.004), tetapi tidak bermakna dengan K3 (p=0.086) dan K4 (p=0.737). K1
berbeda bermakna dengan K3 (p=0.020) dan K4 (p=0.00) tetapi berbeda tidak
bermakna dengan K2 (p=0.221). Aktivitas SOD eritrosit K0 berbeda bermakna

dengan K1 (p=0.00), K2 (p=0.00) dan K3 (p=0.02) tetapi berbeda tidak bermakna
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dengan K4 (p=0.367), sedangkan K1 berbeda bermakna dengan K4 (p=0.00) tetapi
berbeda tidak bermakna dengan K2 (p=0.336) dan K3 (p=0.118).
Penelitian ini menghasilkan suatu kesimpulan bahwa ekstrak jinten hitam

dapat mencegah stres oksidatif akibat latihan olahraga anaerobik pada tikus putih.
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SUMMARY
THE INFLUENCE OF EXTRACT NIGELLA SATIVA
ON THE PREVENTION OF OXIDATIVE STRESS
OF RATTUS NORVEGICUS

WHICH WAS GIVEN ANAEROBIC PHYSYCAL EXERCISE

As major active component of N. sativa, thymoquinone has been known to
have antioxidant activity. The other active components such as carvacrol, t-anethol, 4
terpinol also were proposed have antioxidant activity. Further more, N. sativa was
proposed potentiaily have antioxidant activity.

The oxidant’s increase in body which over than body, capacity to netralize
can impact oxidative stress, which was indicated by the increase of MDA plasma
level and erythrocyte SOD activity. One of condition can improve the oxidant in body
was an aerobic exercise. This study focused on the effect of oral administration of
extract N. sativa to prevent oxidative stress of R. norvegicus, which was given
physical activity (swimming),

The experimental design used The Post Test Only Control Group Design.
The subjects were 30 male R. norvegicus strain wistar. Their old were 3 months.
They were devided into 5 groups. The first group (K0) as the control. The second
group (K1) was given anaerobic physical exercise. The third (K2), the fourth (K3)
and the fifth (K4) were given oral extract N. sativa with each doses 1, 2 and 4 mli/kg
body weight for 5 days. One hour after the last administration, the groups were given

anaerobic physical activitiy, swimming by using the load as much as 9% of body
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weight and was bundled along 5 cm in rat’s tail. The duration to swimm was 80% of
the maximum time duration was determined through per experimental study.

Cne hour after that, plasma MDA and erythrocyte SOD activity of each group
were measured. Blood sample was took from rat’s ventrikel. The plasma MDA level
was determined by TBARS methode of Flower and erythrocyte SOD activity was
determined by Wong’s methode.

The data was descriptive and analyzed using MANOVA and LSD. The result
provided evidences that anaerobic exercise of K1 could increase plasma MDA level
(1.057040.28) and decrease SOD erythrocyte activity (0.0567+0.01) more than the
control (0.5155+0.1 and 0.103020.01). The administration of N. sativa before
anaerobic exercise could prevent oxidative stress which was indicated by decrease of
plasma MDA level in K2 (0.909040.25), K3 (0.746740.17) and K4 (0.471710.17)
than K1 and increase erythrocyte SQOD activity in K2 (0.0639+0.01), K3
(0.074310.01) and K4 (0.095610.01),

The MANOVA test showed a significant difference (p=0.00). The LSD test
‘'showed that plasma MDA level KO had significant difference with X1 (p=0.00) and
K2 (p=0.004), but no significant difference with K3 (p=0.86) and K4 (p=0.737). K1
had no significant difference with K3 (p=0.020) and K4 (p=0.00), but no significant
difference with K2 (p=0.221). Erythrocytes SOD activity KO had significant
difference with K1 (p=0.00), K2 (p=0.00) and K3 (p=0.002), but no significant

difference with K4 (p=0.367).
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However, K1 bhad significant difference with K4 (p=0.00) but no significant
difference with K2 (p=0.336) and K3 (p=0.118).
Finally, the study provided conclusion that N. sativa extract could prevent

oxidative stress of R. norvegicus which was given anacrobic physical exercise.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Harga obat-obatan modern yang relatif mahal (termasuk antioksidan),
menuntut pencarian obat alternatif yang relatif lebih murah. Saat ini sedang
digalakkan mencan obat alternatif dari bahan alami {obat tradisional), terutama yang
berasal dari tanaman. Dunia tanaman masih merupakan lahan penelitian yang sangat
tuas, untuk mendapatkan bahan obat baru atau molekul obat baru. Baru sekitar 10%
dan 250.000 spesies tanaman yang diduga mengandung obat, dimanfaatkan untuk
pengobatan (Wagner & Jurcic, 1991; Isnandar, 2003).

Salah satu obat tradisional yang menarik banyak peneliti saat ini adalah
ninten hitam (Nigella sativa). Jinten hitam mengandung lebih dari seratus bahan
nutnist berharga. Bagian yang sering digunakan untuk pengobatan adalah bijinya.
Abdel Rahman, 1998).

Sebagai obat tradisional jinten hitam digunakan untuk menjaga keschatan
dan mengatasi beberapa penyakit seperti asma, influenza, rematik, penurun panas
serta untuk mengatasi infekst bakteri dan parasit (El-Kadi & Kandil, 1986; Al-Jishi,
2000). Beberapa penelitian terakhir membuktikan bahwa thymoquinon mempunyai
efek antioksidan (El-Daly, 1998; Daba & Abdel Rahman, 1998). Bahan aktif lain
pada jinten hitam seperti karbakrol, t-anethol, dan 4-terpineol diduga juga
mempunyal kemampuan radical scavenging yang efektif pada peroksidasi lipid

1
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(Burits & Bucar, 2000}, sehingga kemungkinan ekstrak jinten hitam dapat digunakan
sebagai antioksidan yang efektif.

Antioksidan adalah senyawa yang dapat meredam dampak negatif oksidan.
Oksidan sendiri merupakan senyawa penerima elektron yaitu senyawa yang dapat
menarik elektron. Oksidan perlu dibedakan dengan radikal bebas, radikal bebas
adalah atom atau molekul yang memiliki elektron yang tidak berpasangan (smpaired
elektron) pada orbit/lintasan luarnya, sehingga cenderung menarik elektron dari luar.
Pada umumnya radikal bebas termasuk oksidan tetapi tidak semua oksidan
merupakan radikal bebas. Radikal bebas mempunyai sifat reaktifitas yang tinggi dan
dapat merubah suatu moleku! menjadi suatu radikal yang baru, sehingga dapat
menimbulkan reaksi rantai {chain reaction) (Suryohudoyo, 2000).

Oksidan dapat berasal dari ivar {eksogen) maupun dan dalam tubuh sendiri
(endogen). Oksidan yang berasal dari dalam tubuh melibatkan apa yang disebut
reactive oxygen compound atau reactive oxygen species (ROS), meliputi hidrogen
peroksida {H;0;), ion superoksida (=O;"), radikal peroksil (*OOH), radikal hidroksil
(+OH) dan singlet oksigen ('0;). Radikal hidroksil merupakan anggota ROS yang
paling berbahaya karena reaktifitasnya yang sangat tinggi (Leuwenburgh &
Heinecke, 2001). Sebagar contoh radikal hidroksil dapat merusak asam lemak,
khususnya asam lemak tak jenuh yang merupakan komponen penting penyusun
membran sel. Radikal hidroksil dapat menimbulkan reaksi rantai yang dikenal dengan
peroksidast lipid (lipid peroxidation). Proses tersebut mengakibatkan terputusnya
asam lemak menjadi berbagai senyawa yang toksik terhadap sel, seperti

malondialdehid (MDA) dan 9-hidroksi nonenat (Sjedin, 1990; Cochrane, 1991).
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Sebagai contoh latihan olahraga berat misalnya adalah latthan olahraga
anaerobik (Bompa, 1994). Latihan olahraga anaerobik menggunakan sumber energi
utama dan alactic system (ATP-PC) dan Jactic system (Soekarman, 1989).
Penyediaan energi malalui lactic system mengahasilkan asam laktat yang dapat
merubah ROS menjadi lebih reaktif (Demopaulus, 1994).

Salah satu sel yang sangat rentan terhadap oksidan adalah eritrosit. Stres
oksidatif dapat menyebabkan kerusakan membran entrosit, jika berat dapat
menyebabkan anemia (Enturk et al., 2001). Entrostt merupakan sel tubuh yang sangat
vital fungsinya. Kerusakan pada eritrosit dapat mengganggu fungsinya. Untuk
melindungi eritrosit, di dalam entrosit didapat antioksidan dengan kadar yang tinggi,
meliput SOD, glutation dan glutation peroksidase. Eritrosit dewasa tidak mempunyai
ti sel, jika terjadi kerusakan pada antioksidan eritrosit ia tidak dapat
mempertahankan kadar antioksidan tersebut dengan cara mensintesisnya (Aslan er
al., 1998).

Stres oksidatif pada latthan juga dapat mempengaruhi antioksidan endogen,
termasuk SOD, schingga aktivitasnya dapat menurun (Harjanto, 2004). Pada latihan
olahraga anaerobik akan dihasilkan 0O, dalam jumiah yang sangat besar. O,
merupakan oksidan yang penting. Disamping dapat membentuk oksidan yang lain
seperti HO,, *O0H dan peroksinitnit (ONOO") (Halliwell & Guttenidge, 1999), «O,
dapat bereaksi dengan ion logam yang menghasilkan logam transist yang berperan
dalam pembentukan «OH. O,  juga dapat menghambat aktivitas beberapa enzim
antioksidan seperti katalase dan glutation prokstdase (Halliwell & Gutteridge, 1999,

Harjanto, 2004), sehingga keberadaan SOD menjadi sangat penting dalam mencegah
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stres oksidatif akibat latthan olahraga anaerobik (Leeuwenburgh & Heinecke, 2001).
Aktivitas SOD dapat dipakai sebagai indikator untuk mengetahu dinamika aktivitas
enzim antioksidan dalam menetralisir aktivitas ROS vang terbentuk (Patellong,
1999). SOD dapat dijadikan sebagai petanda yang baik adanya stres oksidatif
(Leeuwenburgh & Heinecke, 2001). Untuk menghindan kerusakan stres oksidatif
akibat latihan olahraga diperlukan masukan antioksidan dan luar (Ji, 1999). Belum
diketahui dengan jelas apakah ekstrak jinten hitam dapat digunakan untuk mencegah
stres oksidatif akibat latihan olahraga anaerobik, sechingga diperiukan penelitian yang
dapat menjelaskan masalah tersebut,

Untuk mempelajari efek antioksidan dari jinten hitam maka dilakukan
penelitian im.  Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus putih (Ratrus
norvegicus) karena mempunyai karakter biologis yang mirip dengan manusia. Tikus
putih banyak digunakan pada penelitian tentang pengaruh latihan olahraga terhadap
terjadinya stres oksidatif. Pada penelitian ini digunakan latihan olahraga renang,

dengan pertimbangan lebih mudah dilakukan (Harjanto & Santoso, 2001).

1.2 Rumusan Masaiah
Dari latar belakang yang telah diuraikan diatas, permasalahan dalam
penelitian 1ni dirumuskan sebaga berikut
1. Apakah pemberian ekstrak jinten hitam dapat menghambat peningkatan kadar
MDA plasma tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik.
2. Apakah pemberian ekstrak jinten hitam dapat menghambat penurunan aktivitas

SOD eritrosit tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik.
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujnan somum
Mempelajari peranan ckstrak jinten hitam dalam mencegah stres oksidatif

akibat latihan olahraga anaerobik pada tikus putih.

1.3.2 Tujuan khusus
Tujuan khusus pada penelitian ini adalah :
1. Membuktikan bahwa ekstrak jinten hitam dapat menghambat peningkatan kadar
MDA plasma tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik
2. Membuktikan bahwa ekstrak jinten hitam dapat menghambat penurunan aktivitas

SOD eritrosit tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian dibidang akademis :

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bahwa ekstrak jinten
hitam dapat menghambat peningkatan kadar MDA plasma tikus putih yang
mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik. |

2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bahwa ekstrak jinten
hitam dapat menghambat peningkatan kadar MDA plasma dan penurunan
aktivitas SOD eritrosit tikus putth yang mendapat perlakuan latihan olahraga
anaerobik.

Manfaat praktis -

Memberikan informasi tentang penggunaan jinten hitam sebagai antioksidan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Oksidan dan Radikal Bebas
Pengertian oksidan dan radikal bebas dibidang kedokteran sering dibaurkan
karena keduanya memiliki sifat yang mirip. Aktifitas kedua senyawa ini sering
menghasilkan akibat yang sama walaupun prosesnya berbeda (Suryohudoyo, 2000).
Misalnya dampak oksidan H,O; dan radikal bebas *OH terhadap GSH adalah sebagai
berikut |
- HO,
2GSH+H,0; —  —* GSSG+2H:0
- «OH
GSH+ OH —» H,0+ «GS
GS +GS 5 GSSG
Di bidang ilmu kimia pengertian oksidan dan radikal bebas dibedakan.
Oksidan adalah senyawa penerima elektron yaitu senyawa-senyawa yang dapat
menarik ¢lektron (Suryohudoyo, 2000 ; Wijaya, 1996). Sebagai contoh adalah Fe**
pada reaksi :
Fé*'+¢ ———» Fe
Radikal bebas adalah atom/molekul (kumpulan atom) yang mempunyai
elektron yang tidak berpasangan (unpuired eleciron) pada orbait/lintasan luarnya,

misalnya «OH dan «OOH. Elektron yang tidak berpasangan ini cenderung menarik
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elektron dari senyawa lain. Akibatnya terbentuk radikal bebas yang baru dari
senyawa lain tersebut (Wijaya, 1996).
Sebagai contoh adalah reaksi dibawah ini :

X:H + «QOH ———p X +  H-0O-H
(radikal awal) (radikal akhir)

Jadi oksidan dan radikal bebas kéduanya dapat menarik elektron. Pada umunya
radikal bebas termasuk oksidan karena dapat menarik elckiron, tetapi tidak setiap
oksidan merupakan radikal bebas (ada oksidan yang tidak memiliki elektron tidak
berpasangan) (Lautan, 1997; Suryohudoyo, 2005).

Radikal bebas lebih berbahaya dari oksidan nonradikal. Hal ini karena radikal
bebas mémpunyai dua sifat yaitu :

1. reaktifitas yang tinggi, karena kecendrungannya menarik elektron
2. dapat merubah senyawa nonradikal menjadi radikal (Cochrane, 1991; Lautan,

1997).

Kemampuan radikal bebas merubah senyawa nonradikal menjadi radikal
memicu terjadinya reaksi rantai (chain reaction), yang baru berhenti jika radikal
bebas yang terbentuk dapat diredam. Seluruh reaksi rantai yang dipicu oleh radikal
bebas dapat dibagi menjadi tiga tahap yaitu :

1. tahap inisiasi
Fe™" + H0, —— Fe™ + OH + +OH

RiH + «OH ————p R;» + H,0
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2. tahap propagasi
RH + Ry ——» RH + Ry
R:H + Ry —» R:H + Ry
3. tahap terminasi

R + R — 3 Ri-Ry

Ri* + R# —» Ri-R; (SlH}’OhUdO)’O, 2005)

2.2 Reactive Oxygen Species (ROS)

Oksidan dapat berasal dari luar (eksogen) ataupun dari dalam tubuh sendiri
(endogen). Oksidan yang terlibat dalam berbagai proses biologis scbagian besar
justru berasal dari proses biologis alami yang melibatkan reactive oxygen species
(ROS). ROS merupakan senvawa-senyawa rcaktif yang berasal dari O, senyawa
yang diperlukan oleh semua organisme aerobik termasuk manusia, meliputi hidrogen
peroksida (H,0,), ion superoksida («O77), radikal peroksil («<OOH), radikal hidroksii
(+OH), singlet oksigen (*O,), radikal nitrik oksida (NO-=), radikal nitrogen dioksida
(NO;*) dan radikal alkoksil (RO-) (Clarkson, 1995; Halliwell & Guttendge, 1999,
Suryohudoyo, 2000). Di dalam tubuh sebenamnya juga terdapat beberapa senyawa
radikal selain ROS, yang umumnya dikelompokkan berdasarkan nama atomnya
seperti radikal karbon, radikal sulfur dan radikal nitrogen (Halliwell & Gutteridge,

1999).
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2.2.1 Pembentukan ROS
2.2.1.}  lon superoksida (+03)

*Q;  dibentuk dengan menambahkan salu clektron terhadap oksigen (Young
& Wodside, 2001}, melalui beberapa cara, antara lain :

1. reaksi yang dikatalisis oleh enzim-enzim tertentu seperti santin oksidase (XO)
dan aldehid oksidase. Scbagai contob dapat dilihat pada reaksi yang
dikatalisis oleh XO dibawah ini
XH (santin) + H.Q + 20; —vp X-OH {asam urat) + 20y +2H"

2. sebagai reaksi sampingan yang melibatkan Fe™  seperti pada fosforilasi
oksidatif, hidroksilasi oleh ¢nzim monoksigenase (sitokrom 450 dan b4) dan
oksigenase Hb, yang meliputi sekitar 3% Hb dari entrosit setiup harinya,

melalut rekas; -

4

O + Fe™ FetT o+ ()
3. reaksi yang dikatalisis oleh NADH/NADPH oksidase yang terdapat dalam

mitokondria dan granulosit,

4

NADH (NADPH) + O; » NAD" (NADP") =+ {7 + »0y

4. reaksi autooksidasi
beberapa molekul biologis yang penting, ada yang dapat menghasilkan <O,
melahn autooksidasi seperti gliseraldehid, FMNH;, FADH, dan katckolamin
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Young & Woodside, 2001).
Scbenamya +O;” tidak terlalu reaktif, tetapi dapat membentuk radikal yang
lebih reaktif yaitu radikal peroksida dan *OH. -O;” membentuk radikal peroksida

melalul reaksi:
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Oy + HY ——— % «O0H (radikal peroksida) (Demopoulus, 1994)
radikal peroksida sangat reaktif dan lebih berbahaya dibandingkan dengar hidrogen
peroksida, karena dapat menghasilkan radikal baru dan hidrogen peroksida :

XH +«00H —  » X + H,0; (Suryohudoyo, 2000)

*(0, akan sangat berbahaya jika terdapat bersamaan dengan HaO» karena akan
membentuk *OH malalui rekasi
M0 + Oy ———p O, + OH + *OH
Reaksi diatas dikenal dengan reaksi Haber-Weiss, memerlukan Fe™" (Cu™) dan
diperkirakan melalui 2 tahap yaitu (i, 1999; Suryohudoyo, 2000)

Fe' (Cu™)+ «0f ——»  Fe™(CuhH + O,

Fe™ (Cu") + H,0, »  Fe(Cu™) + OH + +OH

2.2.1.2 Hidrogen peroksida {(H;0,)

Hidrogen peroksida ferutama terbentuk karena aktifitas enzim-enzim oksidase
yang terdapat dalam retikulum endoplasmik (mikrosom) dan peroksisom. Enzim-
enzim tersebut mengkatalisis reaksi :

RH;+ O ——» R +H0;

H;0; merupakan oksidan yang kuat dan dapat menghasilkan 2 oksidan yang lain
yaitu radikal hidroksil dan ion hipoklorit. H»Q; menghasilkan radikal hidroksil bila
bereaksi dengan logam transisi (Fé** dan Cu™) melalui reaksi Fenton seperti di bawah

ini:

H0;, + Fe(CuH) ¥ Fe™(Cu™) + OH + <OH (Halliwell

& Gutteridge, 1999; Murray ef al., 2003)
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H,O; juga dapat menghasilkan ClO™ melalui reaksi yang dikatalisis oleh
enzim mieloperoksidase yang terdapat dalam sel-sel radang seperti monosit dan

neutrofil :

H0, + C ___ __ HO + ClO (Leeuwenburgh & Heinecke, 2001}

2.2.1.3 Singlet oksigen ('0;)

Singlet oksigen merupakan bentuk yang jauh lebil reaktif dibanding oksigen
biasa (O, dalam bentuk ground state atau disebut juga triplet oksigen). 'O, terbentuk
melalui reaksi-reaksi yang dikatalisis oleh enzim-enzim tertentu antara lain :

- enzim monoksigenase yang menggunakan sitokrom P450, apabila enzim
tersebut menggunakan peroksil sebagai substrat :

2ROOH —— 2ROH + '0;

- enzim prostagiandin endoperoksida sintetase, suatu enzim yang berperan
dalam pembentukan prostéglandin dari asam arakidonat:

2PGG; —— 5 2PGH, +'O,

- reaksi yang dikatalisis oleh enzim mieloperoksidase apabila ion hipoklorit
yang terjadi bereaksi dengan H.O, yang kedua.

H0,+ (I ————» H;0 + ClO

H;0; + ClO0 ————» H,0 + CI' + '0; (Suryohudoyo, 2000).

- Paparan sinar ultraviolet juga menghasiikan 'O, ( Young & Woodside, 2001)

‘_?‘.,:.;,‘ -

L i TR 8 PR
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2.2.1.4 Radikal hidroksil (+OH)

Radikal hidroksil merupakan radikal yang sangat reaktif dan dapat
mengoksidas: berbagar molekul biologis tubuh sehingga dianggap sebagai senyawa
vang paling destruktil. *OH dapat terbentuk melalu: reaksi Fenton dan Haber-Weiss
serta melalu berbagar reaks: seperii:

- HCIO+Fe™ (Cu'y——® Fe'~ (Cu ) + CI' + OH
- degradasi dari : ONOOH —————¥%® NO,» +  *OH
- pembelahan homolitik dari air : H;Q ——® «0OH + +H (Halliwell

& Gutteridge, 1999; Suryohudovo, 2005).

2.2.1.5 Radikal nitrik oksida (NO»)

Radikal nitnk oksida disintesis dari asam amino arginin dengan bantuan
enzim NOS . NO-+ tdak terlalu reaktit bahkan berperan pada berbagai proses
fisiologis seperti proses vasodilatasi. NO+ dapat membentuk senyawa lain yang lebih
reaktif seperti NO,+dan ONOO' sepertt pada reakst dibawah ini :

2NOs + =0y e N,

NQOs + <0y ———3p ONOQ (Halliwell & Gutteridge, 1999).

2.2,1.6 Radikal nitrogen dioksida (NQO»*)

Radikal nutrogen dioksida dibentuk melalui reaksi antara NO» dan «(3-. NOy»
juga terdapat terdapat didalam udara sebagai bahan polutan asap mesin serta pada
peristiwa kebakaran. NO.e lebih reaktif dari NO- dan dapat mengoksidasi molekul

temak :
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NOs» + I1H ————p L+ + HNO, (Halliwell & Gutteridge, 1999;

Haganto, 2003).

2.2.1.7 Radikal alkoksil (RO»)

Radikal atkoksil dapat terbentuk melatui reaksi antara logam transisi dengan
peroksil . RO+ yang terbentuk dapat mengoksidasi asam lemak seperti pada reaksi
berikut ini :

ROOH + F¢& ———® RO» + OH + Fe'*

RO- + LH ——® L. + ROH (Hailliwell & Gutteridge, 1999).

2,22 Dampak negatif ROS

Dampak negatif ROS timbul karena reaktifitasnya yang dapat merusak
komponen-komponen sel yang penting untuk mempertahankan integritas dan
kehidupan sel. Diantara ROS, «OH merupakan senyawa yang paling berbahaya
karena reaktifitasnya sangat tinggi. Pada sistem biologis peristiwa pembentukan «OH
secara langsung hanya sedikit. *OH banyak dibentuk melalui reaksi Haber-Weiss dan
reaksi Fenton, yang membutuhkan logam transisi (Leecuwenburgh & Heinecke, 2001),
*OH dapat merusak tiga jenis senyawa yang penting dalam mempertahankan
integritas sel yaitu

1. Asam lemak, khususnya asam lemak tak jenuh yang merupakan komponen
penting fosfolipid dan glikolipid penyusun membran sel

2. DNA yang merupakan perangkat genetik sel
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3. Proten, yang memegang peranan penting seperti enzim, reseptor, antibodi dan
pembentuk matrik serta sitoskeleton (Halliwell & Gutteridge, 1999, Young &

Woodside, 2001).

Oz

Gambar 2.1 Pembentukan dan hubungan Antar ROS
{sumber : Suryohudoyo, 2005)

2.2.2.1 Dampak negatif terhadap asam lemak

Fosfolipid dan glikolipid merupakan komponen terpenting dari membran sel
yang mengandung asam lemak tak jenuh (asam-asam linoleat, linolenat dan
arakidonat). Asam lemak tak jenuh ini sangat rentan terhadap serangan senyawa
radikal terutama *OH. Serangan *OH dapat menimbuikan reaksi rantai yang dikenal
dengan nama peroksidasi lipid (lipid peroxidation) -

LH (asam lemak) + «OH —® L. (radikal lipid) + H,0

Le + O = LOO- (radikal peroksi lipid)

LOO« + LH » L° + LOOH dan seterusnya
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Akibat akhir dani reaksi rantai imi adalah terpufusnya rantai asam lemak
menjadi berbagai senyawa yang bersifat toksik terhadap sel, antara lain berbagai
macam senyawa aldehid seperfi MDA, 9-hidroksi nonenal serta bermacam-macam
hidrokarbon seperti etana (C,Hg) dan pentana (CsH;;) yang dikeluarkan melalui
pernafasan (Clarkson, 1995). Selain itu dapat pula terjadi ikatan silang antara 2 rantai
asam iemak atau antara asam lemak dan peptida yang timbul karena reakst 2 radikal.
Hal tersebui menyebabkan kerusakan parah membran sel sehingga membahayakan
kehidupan sel (Halliwell & Gutteridge, 1999; Suryohudoyo, 2000). Adanya
kerusakan membran sel ditandai dengan meningkatnya enzim-enzim intra seluler di

darah seperti kreatinin fosfo kinase dan laktat dehidrogenase (Patellongi, 1999).

2.2.2.2 Dampak negatif terhadap DNA

Radikal bebas dapat menimbulkan beberapa perubahan pada DNA, seperti
hidroksilas) timin dan sitosin, pembukaan int: purin dan pirimidin seria terputusnya
rantai fosfodiester DNA. Kerusakan ini akan diperbaiki oleh sistem perbaikan DNA
(DNA repair system). Tetapi jika kerusakan tersebut parah, tidak akan dapat
diperbaiki dan replikasi sel akan terganggu. Masalahnya perbaikan DNA i, justru
sering menimbulkan mutasi, karena kesalahan sistem perbaikan DNA (error prone).
Apabila mutasi ini mengenai gen-gen tertentu dapat menimbulkan keganasan
{(Wijaya, 1996; Evan & Burkdorver, 1992). Serangan radikal bebas terhadap DNA
dapat menghasilkan beberapa senyawa metabolit sepertt 8-deoksiguanosin dan timin

glikol (Halliwell & Gusterridge, 1999).
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Kerusakan DNA dapat terjadi secara langsung maupun tidak langsung. Reaksi
dengan ROS secara langsung dapat terjadi pada molekul gula, basa maupun
nukleoprotein. Kerusakan tidak langsung dapat terjad) antara lain sebagai akibat
kenaikan kalsium sitoplasma, yang dapat mengaktivasi enzim endonuklease, sehingga

pemecahan DNA meningkat (Hanjanto, 2004).

2.2.2.3 Dampak negatif terhadap protein

Oksidan dapat bereaksi dengan asam-asam amino penyusun protein terutama
sistetn.  Sistein mengandung gugus sulfthidrl (SH) yang sangat peka terhadap
serangan radikal bebas seperti radika} hidroksil :

Cys-SH + sOH — % CysS* + H,0

Cys-8+ + Cys8 P (Cys-S-8-Cys
Pembentukan ikatan disulfida ini {-8-8-) menimbulkan ikatan intra atau antar moleku!
sehingga protein seperti enzim, reseptor dan pompa ion kehilangan fungsi
biologisnya (Halltwell & Gutiendge, 1999). Maifungsi pompa ion dapat
meningkatkan produksi oksidan. Sebagai contoh adalah pompa kalsium. Pompa
kalsium mengandung protein yang mempunyai gugus SH, schingga rentan terhadap
serangan oksidan. Malfungsi pompa kalsium menyebabkan kenaikan konsentrasi
kalsium di sitoplasma {Halliwell & Gutteridge, 1999). Kenatkan kadar kalsium
sitoplasma merangsang aktivitas beberapa enzim seperti kalpain dan NOS schingga
terjadi hiperaktivasi. Rangsangan terhadap kalpain menyebabkan XD berubah
menjadi X0 yang dapat meningkatkan produksi O, (Maslachah, 2001). Rangsangan

aktivitas NOS menyebabkan peningkatan produksi NQOe« dari arginin. NOe¢ dapat
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bereaksi dengan <O, menghasilkan ONOO™ yang sangat reaktif (Halliwell &

Gutteridge, 1999).

2.2.3 Dampak positif oksidan

Oksidan dimanfaatkan oleh tubuh untuk melawan organisme patogen. Sel-sel
Khusus yaitu sel-sel radang (inflammarory sel} seperti granulosit, monosit dan
makrofag dapat menghasilkan oksidan seperti H;O;, *O;’, *O0H, *OH dan '0; untuk
menghadapi organisme patogen. Oksidan dapat menghancurkan mikroorganisme
tersebut (Bast ef al., 1991; Suryohudoyo, 2000}

Peran fisiologis ROS mempunyai dimensi yang luas meliputi berbagai jenis
sel dan sistem. Sebagai contoh misalnya ROS dapat bertindak sebagai second
messenger, bisa sebagai aktifator, autoamplifikator, trans aktifator dan koaktifator.
Misalnya H;O; dapat bertindak scbagai autoamplifikator pada reseptor insulin

(Harjanto, 2005).

2.2.4 Malondialdehid (MDA)

Untuk  mendeteks: peningkatan ROS dapat dilakukan dengan metode
langsung maupun tidak langsung, tetapi karena umur ROS sangat pendek (1010712
detik) menyebabkan kesulitan untuk mengukur kadar ROS secara langsung
(Clarkson, 1995), sechingga metode tidak langsung lebih  banyak digunakan
(Leeuwenburgh & Heinecke, 2001). Salah satu metode tidak langsung yang biasa
dipakai adalah metode finger printing. Metode ini mengukur senyawa rgdikal dengan

mengukur kadar senyawa yang dihasilkan oleh reaksi senyawa radikal dengan
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molekul target (Williams & Jeffrey, 2000, Hawkins & Davies, 2001). Sebagai contoh
misalnya metode TBARS (Thio Barbituric Acid Reactive Substance). Salah satu
kekurangan metode ini adalah kurang spesifik dibandingkan dengan metode langsung
(Lecuwenburgh & Hetnecke, 2001).
H
|
0=C-C-C=0
| ! !
H H H

Gambar 2.2 Struktar MDA (Sumber: Halliwell & Guttenidge, 1999)

Metode TBARS digunakan untuk mengukur hasil peroksidasi hipid yaitu
MDA, MDA adalah suatu aldehid, dimana sebagai senyawa endogen banyak terdapat
didalam darah dan membran sel. MDA juga dihasilkan melalui oksidasi asam lemak

tak jenuh oleh radikal bebas (Sudjarwo, 1995).

2.3 Anti Oksidan

Organisme acrobik dapat bertahan dari serangan ROS karena mempunyai
sarana untuk meredam dampak negatif oksidan, yaitu senyawa—senyawa antioksidan.
Antioksidan merupakan senyawa-senyawa pemberi elektron (electron donor). Dalam
arti biologis pengertian antioksidan lebih tuas, yaitu meliputi senyawa-senyawa yang
dapat meredam dampak negatif oksidan, termasuk enzim-¢nzim dan protein-protein
pengikat logam (Suryohudoyo, 2000; Murray ef al., 2003). Antioksidan juga dapat

diartikan sebagai zat yang bila terdapat pada konsentrasi dibawah bahan sasaran
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oksidasi dapat mencegah atau menghambat proses oksidasi terhadap bahan sasarar

tersebut (Haganto, 2003).

2.3.1 Klasifikasi antioksidan

Berdasarkan mekanisme kerjanya antioksidan dapat dibagt menjadi 3
golongan yaitu antioksidan pencegah (preventive antioxidants), antioksidan pemutus
rantai (chain breaking antioxidunts) dan antioksidan pemulih. Berdasarkan sifat
kelarutannya antioksidan dibagi menjadi antioksidan larut lemak (/ipid soluble)
seperti tokoferols dan beta karotin serta antioksidan yang larut air (water soluble)
seperti asam askorbat, glutatton dan sistein. Berdasarkan sumbernya daﬁ;t dibagi
menjadi antioksidan endogen dan eksogen (Halliwell & Gutteridge, 1999; Harjanto,
2003). |
a. Antioksidan Pencegah

Antioksidan pada dasarnya bertujuan mencegah terbentuknya «OH. Untuk
membentuk *OH diperlukan 3 komponen, yaitu logam transisi { Fe' ' atau Cu'), H;O»
dan ior superoksida (+O+). Untuk mencegah adanva ion Fe''/Cu’ bebas berperan
beberapa protein penting yaitu transferin atau fenitin (untuk Fe) serta seruloplasmin
atau albumin {(untuk Cu). Penimbunan *O, dicegah oleh enzim superoksida dismutase
(SOD) yang mengkatalisis reaksi dismutasi O, .
20, + 2H 5 MO + 0O, sedangkan penimbunan H;O;
dicegah melalwi aktifitas 2 jenis enzim yaitu .

1. katalase, yang mengkatalisis reaksi dismutasi H.O;:

2 HzOz _— ) 2 Hzo + Ol
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2. peroksidase, yang mengkatalisis reaksi :
R + H0O; ————» RO + HO

Diantara berbagai peroksidase, yang paling penting adalah glutation peroksidase,
yang mengkatalisis reaksi :
2GSH + H0; ———» 2GSSG + 2H0.
apabila *OH masih terbentuk, masih dapat diredam dengan melibatkan senyawa-
senyawa yang mengandung gugus SH, seperti GSH dan sistein (Cys-SH)
GSH :
GSH + «OH ———» +*GS + H,0

2GS —» GSSG

Cys-SH :

Cys-SH + «OH ————p CysS» + H;0

2 Cys Se > Cys S-S Cys (sistin) (Wijaya, 1996; Evan &

Burkdorver, 1992).

b. Antioksidan Pemutus Rantsai

Antioksidan pemutus rantat bekerja dengan mencegah reaksi rantai berlanjut,
atau menghentikan reaksi rantai berlanjut. Termasuk dalam kelompok ini diantaranya
vitamin E, vitamin C, § karotin, GSH dan sistein. Vitamin E terdiri dari empat

senyawa yaitu alfa, beta, gamma dan deita tokoferol. Karena keberadaannya dalam
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membran, vitamin E dapat bereaksi dengan radikal lipid (Le) dan peroksilipid
(LOO").
Toc-H + L» ~—— Toc+ + LH
Toc-H + LOO* ————» Toce + LOOH
Radikal vitamin E (Toce) tidak terlalu reaktif karena terjadi resonansi, meskipun
demikian radikal vitamin E perlu juga dihilangkan melalui tiga cara, yaitu :
a. radikal vitamin E mengalami reaksi-reaksi intra molekul menghasilkan
senyawa nonradikal
b. setelah bergeser kearah permukaan molekul, radikal vitamin E bereaksi
dengan vitamin C (Asc-H,) dan menghasilkan radikal vitamin C (Asce):
Toce + Asc-Hy ——————p Toc-H + Asce + H'
¢. radikal vitamin C kemudian dihilangkan melalui reaksi dismutasi yang
menghasilkan vitamin C dan dihidro asam askorbat {DHAA). Radikal vitamin
E dapat bereaksi dengan glutation atau sistein yang juga terdapat dalam
sitosol
Toce + GSH(Cys-SH) ———® Toc-H + GS+(Cys-Se)
2 GSs (Cys-Se) — GSSG (Cys-S-8-Cys)

(Suryohudoyo, 2000).

¢. Antioksidan Pemulih
Antioksidan pemulih atau sistem perbaikan berperan memulihkan atau
memperbaiki molekul antioksidan dan molekul tubuh lain yang teroksidasi. Contoh

antioksidan pemulth diantaranya;
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- untuk perbaikan molekul lemak: peroksidase, lesitin kolestero] asi]
transferase, dan fosfolipase

- unfuk perbaikan molekul protein: GSH, metiomn dan tioredoksin

- untuk perbaikan molekul DNA: nukiease dan polimerase (Halliwell &

Guttendge, 1999, Hanjanto, 2003).

23.2 Peranan SOD sebagai antioksiduan
Peranan SOD sebaga antioksidan sangat penting. SOD merupakan enzim
utama yang mencegah/meredam dampak stres oksidatif. Pada eukariota dikenal 3
jems SOD yaitu :
1. CuZnSOD sitoplasma

2. CuZnSOD ekstra seluler (EC SOD)

Lad

MnSOD yang terletak di mitokondria (Honda, 1999; Halliwell & Gutteridge,
1999)

CuZnSOD terdin dart 2 subunit protein (dimer), masing-masing mempunyai
active site yang mengandung ion Cu”™ dan Zn™. Zn™" tidak berperanan pada proses
katalisis, tetapi berperan pada stabilisasi SOD. Cu™" berperan pada proses katalisis

reaksi dismutas, seperti pada reaksi di bawah ini (Halliwell & Gutteridge, 1999) :

Enz-Cu™ + 0y ——  » EnzCu + 0,
Enz-Cu™ + <0, + 2H' » Enz-Cu" + H,0,
Total <0y + 0y + 2B — . H,(, + 0,

MnSOD mempunya1 4 buah subunit protein. Pada umumnya mengandung

ion Mn™ 0,5-1 per subunit. MnSOD lebih labil terhadap panas dan bahan kimia

AESTE AL TN A4 (EE T
ERLTA ) B T

e
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seperti deterjen dibandingkan dengan CuZnSOD. MnSOD aktifitasnya menurun pada
PH alkalis, tetapi lebih tahan terhadap serangan H,(O, dibandingkan dengan
CuZnSOD. Walaupun eritrosit tidak mempunyai mitokondria, tetapi masih

mengandung MnSOD dalam jumtah yang kecil (Halliwell & Gutteridge, 1999).

23.2 Sistem antioksidan eritrosit

Stres oksidanf diduga menjadi salah satu faktor penyebab kerusakan pada
eritrosit selama dan setelah latihan (Enturk ef /., 2001). Entrosit mempunyai fungsi
fisiologis yang vital, tetapi eritrosit rentan terhadap serangan oksidan. Salah satu
penycbabnya karena eritrosit tidak mempunyai inti sel, sehingga tidak mampu
mempertahankan kadar antioksidan dengan cara mensintesisnya (Aslan ef af, 1998).
Beberapa oksidan seperti «O0OH dan H;O, dapat menembus membran eritrosit
(Halliwell & Guttenidge, 1999), sehingga serangan oksidan menyebabkan eritrosit
menjadi lebith mudah lisis (Yunus, 2001). Untuk mengatasi serangan oksidan
tersebut, eritrosit mempunyat sistem antioksidan yang komplek terdin dari GSH,
katalase, SOD, glutation peroksidase, vitamin C dan tokoferol (Halliwell &

Guitteridge, 1999).

2.4 Latihan Olahraga Anaerobik

Bompa, 1994 menyatakan bahwa latihan merupakan setluruh proses yang
sistematis yang dilakukan secara berulang-ulang dalam jangka waktu yang panjang,
dengan tujuan meningkatkan efisiensi faal tubuh. Diﬁnjau dari ketersediaan oksigen

dan sumber energi yang dominan, latihan dibagi menjadi dua yaitu latihan olahraga
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aerobik dan anaerobik. Latithan olahraga aerobik adalah program latihan yang
dinamis dikerjakan dalam keadaan oksigen cukup atau kebutuhan oksigen terpenuhi.
Sumber energi terutama berasal dari glikolisis aerobik, glikogenolisis di otot dan hati
serta oksidasi asam lemak. Sedangkan latihan olahraga anaerobik adalah latihan
dengan kena yang singkat berulang-ulang dengan intensitas yang tinggi dan oksigen
tidak mencukupi atau kebutuhan oksigen tidak terpenuhi. Sumber energt didapat
terutama berasal dan sistem ATP-PC (alactic system) dan glikolisis anaerobik
(lactic system) (Fox , 1998; Sockarman, 1989).

Latihan olahraga aerobik pada umumnya mempunya: intensitas kurang dan
80% intensitas maksimal. Sedangkan latthan olahyaga anaerobik mempunyai
intensitas yang lebih tinggi (Fox, 1998). Intensitas latihan dapat dinyatakan dengan
prosentase terhadap kemampuan maksimal (VO: maksimal/denyut jantung),
konsumsi energi persatuan waktu atau kecepatan gerakan. Berdasarkan intensitasnya

latihan dapat dibagi menyadi 6 kelompok, seperti pada tabel benkut int :

Tabe} 2.1 Intensitas Latihan

No Intensitas Prosentase terhadap kemampuan maksimal (%)

i Supermaksimal 100-105

2 Maksimal 90-100

3 Submaksimal 80-90

4 Medium 70-80

5 Intermediet ' 50-70

6 Rendah 30-50 .
|

(Sumber: Bompa, 1994)
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2.4.1 Hubungan latihan olahraga anaerobik dan peningkatan produksi ROS
Latihan akan meningkatkan metabolisme (Chevion et al, 2001) dan
konsumsi oksigen jaringan (Ji, 1999). Selama latihan konsumsi oksigen tubuh dapat
meningkat 20x, sedangkkan di otot dapat meningkat sampai 100x (Ji, 1999). Oksigen
diangkut oleh hemoglobin (Hb) dan dilepaskan ke jaringan. Pada saat pengangkutan
ini, dapat terjadi reduksi univalen dari O, menjadi O, (sekitar 1-3%). Peningkatan
konsumsi O; akan meningkatkan produksi *O;. Kebutuhan ATP juga meningkat
melebihi kemampuan tubuh untuk membentuk/menyediakannya (Chevion et al.,
2003). Organisme acrobik memerlukan oksigen untuk menghasilkan ATP. Oksigen
berperan scbagai molekul penerima  elcktron pada fosforilasi oksidatif di
mitokondna. Dalam keadaan biasa sekitar 3-5% oksigen diubah menjadi ROS di
mttokondria, makin tinggi kebutuhan ATP dan makin tinggi oksigen yang dipakai
pada fosforilasi oksidatif, akan meningkatkan produksi ROS di mitokondria (Sjodin,
et al. 1990). Peningkatan produksi ROS yang melebihi kemampuan tubuh untuk
menetralisirnya disebut stres oksidatif (oxidative stress) (Tjokroprawiro & Sutjahjo,

1995).

2.4.2 Peranan santin oksidase dalam pembentukan ROS
Enzim santin oksidase (X(0) terbentuk dari enzim lain yaitu santin

dehidrogenase {(XD) yang mengkatalisis reaksi sebagai berikut :

XH (santin) + NAD" + H,0 —» X-OH + NADH + H'
XD terutama ditemukan pada sel endotel pembutuh darah, otot rangka dan jantung

(Leeuwenburgh & Heinecke, 2001 )
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Dalam keadaan ischemia atau hipoksemia, XD berubah menjadi XO yang
bersifat trreversibel, melalui proses proteolisis dengan bantuan enzim protease yang
tegantung kalsium. Aktifasi protease ini menyebabkan pemecahan peptida dari XD
yang menyebabkan perubahan bentuk menjadi XO :

XD —————p XO + peptida
Oksidasi ini menggunakan oksigen dan NAD" sebagai pemberi elektron. Molekul O;
direduksi menjadi +O; (Sjodin er a/., 1990).

Selama latihan sistem adenilat kinase sangat aktif. Sistem adenilat kinase
digunakan untuk menghasilkan ATP dan AMP dari dua molekul ADP, sehingga
dapat menyebabkan penumpukan AMP. AMP kemudian dipecah menjadi hipoksantin
(HX). Kadar hipoksantin meningkat, menyebabkan aktifitas XO juga meningkat.
Pada fase istirahat dari latthan olahraga anaerobik, konsumsi oksigen tetap tinggi,
terjadi kelebihan oksigen secara relatif. Suplai oksigen oleh sistem transport O, lebih
tinggi dani yang dibutubkan (Golnich, 1986). Oksigen terscbut akan digunakan
diantaranya oleh XO yang terbentuk selama fase latihan dan membentuk *O, (Sjodin

et al., 1990).
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Gambar 2.2 Peranan XO meningkatkan ROS (sumber : Chevion ef al., 2003)

2.4.3 Asam laktat merubah ion superoksida menjadi lebih reaktif

Pada fase kerja dari latihan olahraga anaerobik, terjadi insufisiensi oksigen
pada mitokondria sel otot. Pembentukan ATP melalui glikolisis anaerobik, juga
menghasilkan asam laktat. Bila glikolisis anaerobik berlangsung terus,
mengakibatkan akumulasi asam laktat dalam darah (Astrand, 1986, Ganong 1999).
Akumulasi asam laktat dalam darah dapat merubah *O, menjadi bentuk yang lebih

reaktif yaitu radikal peroksii (Demopoulus, 1994).
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2.4.4 Katekolamin meningkatkan produksi ROS

Selama latthan, produksi katekolamin akan meningkat, hal ini memicu
terbentuknya radikal bebas. Epinefrin, norepinefrin, L-Dopa dan dopamin dapat
bereakst secara langsung dengan oksigen (autooksidasi) dan menghasitkan +O,
(Katch, 1994). Untungnya laju reaksi ini sangat lambat, tetapi jika dikatalisis oleh
logam transisi, reaksinya menjadi lebih cepat (Halliwell & Gutterdge, 1999).

Peningkatan kadar epinefrin pada kondisi stres dapat mencapai SO kali
dibandingkan waktu istirahat (Alanko ef al, 1992). Epinefrin secara umum
berperanan merangsang laju metabolik. Efek metabolik epinefrin diantaranya adalah
glikogenolisis di hati dan otot rangka, mobilisasi asam lemak bebas serta peningkatan
laktat plasma (Ganong, 1999).

Epinefrin dapat meningkatkan lipolisis melalui aktivast enzim hormon
sensitive lipase (Murray er al., 2003). Peningkatan lipolisis menyebabkan aktivitas
peroksisom juga meningkat. Hal ini menyebabkan peningkatan produksi oksidan
terutama (H;O,) (Lodish, 1995). Epinefrin sendiri dapat menghasilkan ROS saat

mengalami inaktivasi (Clarkson, 1995).
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2.5 Jinten Hitam

Jinten hitam (N. sativa) digolongkan dalam famili Ranunculaceae, banyak
didapatkan di Timur Tengah, Asia barat dan Eropa. Dinegara-negara Arab jinten
hitam dikenal dengan Al-sauda, Habbet el-Baraka, Kamaun Aswad, Schuniz dan
Khodria. Di Pakistan, India dan Srilanka disebut Kalvanji, Asmut, Gurat, Aof dan
Aosetta. Dalam bahasa Inggris disebut Black Seed, Black Cumin dan Black Caraway.
(Katzer, 2004)

Taksonomi dari jinten hitam adalah sebagai berikut -

Divisi - Magnoliophyta
Klas : Magnoliopsidae
Subklas : Magnoliidae
Ordo : Ranunculales
Famili : Ranunculaceae
Genus : Nigella

Spesies - Nigeila sativa

Di negara-negara Timur Tengah dan Asia Barat, jinten hitam digunakan
sebagai obat tradisional untuk menjaga k&sehatap dan mengatasi beberapa penyakit
sepeti asma, influensa, rematik, penurun panas serta untuk mengatasi infeksi bakteri
dan parasit. Jinten hitam juga dipakai pada kasus sengatan lebah dan kalajengking
serta gigitan ular, kucing dan anjing. (El-Kadi & Kandil, 1986; Al-Jishi, 2000).
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Gambar 2.3 Pohon dan Bunga Jinten Hitam (Sumber: Katzer, 2004)

Gambar 2.4 Bip Jinten Hitam (Sumber: Katzer, 2004)
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Beberapa penelitian membuktikan khasiat jinten hitam, diantaranya
menghambat kontraksi uterus (Aqel & Shaheen, 1996), mengatasi konstriksi otot
polos bronkus (El- Tahir, 1999), meningkatkan aktifitas makrofag (Hag ef al., 1993),
analgesik antipiretik dan antiinflamasi (Houghton et al., 1995). El-Kandi dan Kandil
membuktikan efek anti kanker dari jinten hitam. Jinten hitam juga mempunyai efek
menurunkan kadar glukosa darah (Al-Awadi & Gumma ). Selain itu jinten hitam juga
mempunyai efek anti oksidan (El-Daly, 1998 ; Daba & Abdel Rahman, 1998; Nagi ef
al. 1999; Badary et al., 1999). Khasiat terapi yang luas dari jinten hitam disebabkan
karena kandungan bahan berkhasiat/aktifnya yang komplek mengandung lebih dari
seratus nutrisi berharga (Daba & Abdel Rahman, 1989). Komposisi bahan yang
dikandung jinten hitam dapat dilihat pada tabel 2.2.

Thymoquinon (2-isopropyi-5-methyl-1,4 benzoguinone) yang dikandung oleh
jinten hitam ternyata dapat meningkatkan kadar GSH serta penurunan sckresi
histamin dilambung (El Dakhakhany, 2000). Thymoquinon mempunyai kemampuan
menghambat peroksidasi non enzimatis pada liposom fosfolipid otak sapi janian.
(Houghton et al., 1995)

Induksi dengan tert-butyl hydroperoxide (TBHP) pada sel hepar dapat
menaikkan kadar ALT dan AST serta penurunan GSH intra sel. Pemberian TBHP
bersama dengan thymoquinon, menyebabkan pencegahan terhadap peningkatan ALT,
AST dan penurunan GSH secara bermakna (Daba & Abdel Rahman, 1998).
Thymoquinon juga dapat mencegah penurunan kadar GSH dan aktifitas GST
(glutation-S transferase) pada tikus yang diinduksi dengan 20-methyl cholantrene

{Badary & Gamel, 2001).
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Tabe! 2.2 Komposisi Bahan yang Dikandung dalam Jinten Hitam

[T"'Grcrup - li Sﬁg:éfal_p"m__}ﬂgﬁg-subgroup
[ Fixed tﬁ(ﬁﬁ-ﬁ 5/0}

Asam lemak Palmitat, stearat, asam beta-sitosterol, sikloeukalenol

sikloartenol, sterol ester dan sterol glukosida

i Nigellon, timoquinon, timohydroquinon

Volatile oif (0.4-0.45 %%) ditimoquinon, timel, karvakrol, a & P-pinen, d-hmon,
d-citronellof, p-simen dan
2-(2-metoksipropil}-5-metil-1,4-benzenediol

Protein {16-19.9 %) Asam amino Arginin, asam glutamat | leusin, lisin, methionin,
tyrosin, prolin and threcnin.

Alkaloid Nigellisin, nigellidin, nigellimin-N-oxida

Kumarin 6-metokst-kumarin, 7-hidroksi-kuumarin  dan  7-oksi-
kumarin

Saponin Triterpen Alfa-hedrin

Steroid Steril-glukosida, asetil-steryl-glukosida
Mineral (1.79-3.74 %5} kalsium, fosfor, kalium, natrium dan besi

Karbohidrat (33.9%1)

| Serat (5.5 %) :
% Air {6 %) ! J

{Sumber. Rhandawa & Al-Ghamdi, 2002)

Burits dan Bucar menyatakan bahwa minvak esensial jinten hitam yang
mengandung thymoquinon, carvacrol, t-anethol dan 4-terpineol, mempunyai efek
antioksidan yang mempunyai kemampuan *OH scavenging. (Bunts & Bucar, 2000).
Thymoquinon scbagai kandungan utama pada jinten hitam dapat mencegah
penurunan kadar GSH ginjal dan penumpukan peroksida lipid pada ginjal tikus yang

diinduksi dengan ifosfamide (IFO) (Badary et al., 1999).
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Selenium, vitamin E dan jinten hitam dapat mencegah fibrosis dan sirosis
pada liver kelinci yang diinduksi dengan tetra klorida (CCly). Fibrosis yang terjadi
pada kelompok kelinci yang diberi selenium dan vitamin E, lebih sedikit dari
kelompok kontrol tetapi lebih nyata dibanding kelompok yang diberi jinten hitam.
Sedangkan aktivitas SOD pada kelompok tersebut lebih rendah secara bermakna

dibandingkan ketompok kontrol. (Turkdogan et al., 2001).
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BAB3J

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Pada latihan olahraga anaerobik terjadi peningkatan produksi ROS yang
cukup besar. Peningkatan ini terjadi pada fase latihan maupun fase pulih asal. Pada
fase latihan terjadi peningkatan metabolisme (Chevion et al., 2003) dan konsumsi
oksigen (Ji, 1999). Peningkatan konsumsi oksigen menyebabkan reduksi univalen O,
oleh Hb meningkat, menghasilkan O, (Halliwell & Gutteridge, 1999). Kebutuhan
energi yang cukup besar tidak diimbangi dengan suplai oksigen yang cukup, sehingga
terjadi keadaan hipoksemia. Pada kondisi hipoksemia XD berubah menjadi XO, dan
menghasilkan O, (Sjodin ef ai., 1990).

Pemenuhan energl pada fase latihan terutama melalwi sistem fosfagen (ATP-
PC) atau alactic system dan glikolisis anaerobik atau lactic system (Soekarman,
1989). Peningkatan glikolisis anaerobik menyebabkan peningkatan asam laktat di
darah (Astrand, 1986). Asam laktat akan merubah «O, menjadi lebih reaktif yaitu
«O0H (Demopoulus, 1994).

Pada fase pulih asal, konsumsi oksigen tetap tinggi (Fox, 1998). Suplai
oksigen yang mencukupl memungkinkan XO yang terbentuk selama fase latihan,
mengkatalisis perubahan hipoksantin menjadi asam urat dan menghasitkan *O;".
Keadaan ini justru mengakibatkan kerusakan jaringan, dikenal dengan reperfusion

injury (Suryohudoyo, 2000).

35
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Pada fase pulih asal juga terjadi sintesis ATP yang cukup besar (Soekarman,
1989). Peningkatan sintests ATP dan konsumsi oksigen yang meningkat,
menyebabkan fosforilasi oksidatif di mitokondria meningkat. Sekitar 3-5% oksigen
yang masuk ke mitokondria berubah menjadi ROS (Sjodin et al., 1990).

Latihan olahraga anaerobik  juga menyebabkan produks: katekelamin
meningkat, keadaan ini juga meningkatkan produksi ROS (Alanko er al., 1992;
Katch, 1994). Peningkatan ROS didalam tubuh akan berusaha dinetralisir oleh
antioksidan endogen. Salah satunya adalah SOD, peningkatan ROS yang cukup besar
dapat menurunkan kadar SOD. Keadaan ini mengakibatkan ketidakseimbangan
antara oksidan dan antioksidan, sehingga terjadi stres oksidatif (Patellongi, 1999).

Serangan ROS pada PUFA dapat menimbulkan reaksi rantal yang dikenal
dengan peroksidasi liptd. Peroksidasi lipid mengakibatkan asam lemak terpotong-
terpotong menghasilkan produk yang toksik seperti MDA, schingga peningkatan
peroksidasi lipid akibat peningkatan ROS dapat menyebabkan peningkatan MDA
{Survohudoyo, 2000).

Efek antioksidan dari jinten hitam diharapkan dapat menghambat terjadinya
stres oksidatif akibat latihan olahraga anaerobik. sehingga peningkatan kadar MDA
plasma dan penurunan aktivitas SOD eritrosit dapat dihindari.

Kerangka konseptual pada penelitian ini dapat dilihat pada bagan berikut ini :
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Latihan olahraga anaerobik
» XO f o
Metabolisme f - SOD J
Asam ry
| Fase " Jaktat Jinten hitam
latihan ;
— Katekolamin f -+ ROS f —-I*-—'--
Konsumsi f 4
Oksigen v
Stres / —»Peroksidasi f —
oksidatif lipid

.——p Fase pulih asal

——p Konsumsi f___.
oksigen

univalen

|3 kebutuhan ATPf — Fosfon'lasf ““'

. Reperfusionf
infury

Oksidatif

MDA f

(Bagan 3.1 Kerangka Konseptual Penelitian)
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan tinjauan pustaka dan kerangka konseptual yang telah dijelaskan
sebelumnya maka diajukan hipotesis penelitian sebagai berikut :
1. Pemberian ekstrak jinten hitam dapat menghambat peningkatan kadar MDA
plasma tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anacrobik
2. Pemberian ekstrak jinten hitam dapat menghambat penurunan aktivitas SOD

eritrosit tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Penclitian ini tergolong jenis penelitian eksperimental laboratoris dengan
menggunakan rancangan The post fest only control group design. Secara skematis

rancangan metode tersebut dapat digambarkan sebagai berikut (Zainuddin, 2000):

KO ——»po——>0

K1 > P > 01

R K2 P2 O2

K3 —» p3 ———» (03

K4 ———» p4 — P 4

Keterangan :

R : randomisasi

K : kelompok

PO - diberikan aquadest sebagai kontrol/placebo per oral selama 5 hani

Pl - diberikan aquadest sebagai kontrol per oral selama S hari, 1 jam

setelah pemberian terakhir dilakukan latihan renang

P2,3,4 : diberikan ekstrak jinten hitam per oral 1, 2 dan 4 ml/kgBB selama 5
hari, 1 jam setelah pemberian terakhir dilakukan latihan renang

0O : pengambilan data post test

39
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4.2 Sampel, Besar Sampel dan Tehnik Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rartus norvegicus strain
Wistar, jenis kelamin jantan, umur 2,5-3 bulan dengan berat badan antara 150-200
gram dan dalam keadaan sehat fisik yang ditandai dengan keadaan umum baik, suhu
tubuth 37°C dan laju respirasi 210/menit (Wattimena ef al., 1996). Sampel diperoleh
dari laboratorium I'mu Biokimia Fakultas Kedokteran, Universitas Airlangga.

Besar sampel yang digunakan 6 ekor untuk setiap kelompok perlakuan. Jadi
besar sampel seluruhnya adalah 30 ekor. Besar sampel ini diperleh berdasarkan
rumus Higgins dan Kleinbaun (lampiran 1). Teknik pengambilan sampel dilakukan

dengan simple random sampling.

Rumus penentuan besar sampel:

1 UZo + Zp)* Sc?
n= X
1-f (Xc - Xty
dimana :

n = besar sampel

Za = nilai kesalahan (nilai kemaknaan) yang besarnya tergantung c.
Untuk o= 0,05 maka Z,= 1,96.

Zg = nilai kesalahan (nilai kemaknaan) vang besarnya tergantung .

Untuk § =0,1 makaZg= 1,28.
Xt = nilai rata-rata kelompok perlakuan
Xe = nilai rata-rata kelompok kontro!
Sc = simpangan baku kelompok kontrol
f = proporsi yang gagal
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4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Klasifikasi variabel
Klasifikasi variabel pada penelitian ini adalah :
1. Variabel bebas
sebagai variabel bebas pada penelitian ini adalah:
a. dosis dan lama pemberian ekstrak jinten hitam
b. jenis dan lama latihan olahraga anaerobik.
2. Vartabel tergantung
sebagai variabel tergantung pada penelitian ini adalah:
a. kadar MDA plasma
b. aktivitas SOD eritrosit.
3. Variabel moderator
sebagai variabel moderator pada penelitian ini adalah:
a. jumlah eritrosit

b. PCV.

4.3.2 Definisi operasional variabel
1. Ekstrak jinten hitam
Ekstrak jinten hitam diperoleh dengan cara seperti pada lampiran 2. Ekstrak
jinten hitam diberikan secara per sonde setiap hari selama 5 hari dengan dosis
1, 2 dan 4 mVkgBB. Pemberian terakhir diberikan 1 jam sebelum latihan

(Zaoui et al., 2002).
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2. Latihan olahraga anaerobik
Yang dimaksud latihan olahraga anaerobik dalam penelitian ini adalah latihan
renang dengan menggunakan beban seberat 9% dari berat badan tikus dan
diikatkan pada ekor tikus (5 om dad ujung ekor) (Yunus, 2001). Lamanya
waktu berenang adalah 80% dari waktu berenang maksimal yang ditentukan
melalui penelitian pendahuluan (Fox, 1998; Yunus, 2001 ). Hasil penelitian
pendahulvan untuk menentukan waktu lamanya berenang dapat dilihat pada
lampiran 3.

3. Kadar MDA plasma
Kadar MDA plasma ditentukan dengan metode Thiobarbituric acid reactive
subtance (TBARS) dari Flower (Flower, 1973) yang dimodifikasi oieh
Rukmini dengan satuan ug/ml (Rukmim et al ., 2004). Prosedur lengkapnya
dapat dilihat pada lampiran 3.

4. Aktivitas SOD entrosit
Aktivitas SOD eritrosit ditentukan dengan metode Wong (1989) vang
modifikasi oleh Karabulut (Karabulut er af., 2002) dengan satuan uU/eritrosit.

Prosedur lengkapnya dapat dilihat pada lampiran 4.
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4.4 Bahan Penelitian
4.4.1 Hewan coba

Penelitian imt menggunakan Ratrus norvegicus strain Wistar jenis kelamin
jantan dewasa yang berumur 2,5-3 bulan, berat badan 150-250 gram dengan kondisi
sehat dari Laboratorium Iimu Bickimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga

Surabaya.

4.4.2 Ekstrak jinten hitam

Jinten hitam diperoleh dani Balai Materia Medika Batu Malang. Untuk

sebanyak 5 liter. Cara pembuatan ekstrak jinten hitam dapat dilihat pada lampiran 2.

4.4.3 Darah

Darah diambil dan ventrike! tikus menggunakan spuit 5 m! yang sudah diben

antikoagulan Na sitrat.

4.5 Instrumen Penelitian
Pada penelitian 1ni diperlukan alat-alat sebagai benkut :
a. Alat timbang berat badan tikus.
b. Sonde .
¢. Alat untuk perlakuan renang meliputi beban dan logam, stopwatch dan timba

besar dengan diameter 40 cm dan tinggi 55 cm.
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d. Alat untuk mengambil whole blood yaitu gunting, pinset chirurgis dan  spuit
S mt
¢. Alat untuk pemeniksaan MDA dan SOD meliputi tabung reaksi, ependorf,

waterbath, microsentrifuge, vortex, franspipe, spektrofotometer, glass wool.

4.6 Prosedur Penclitian
4.6.1 Persiapan hewan coba

Seluruh hewan coba dikondisikan dengan laboratoriumy/hingkungan dan pakan
selama 7 hari, sambil diamati kondisi kesehatannya. Pakan menggunakan Par G dan
PT Comfeed dan minum aqua. Kandang terbuat dari plastik (40x30x20)m, ditutup

dengan anyaman kawat serta beralaskan sekam. Sekam diganti setiap dua hari sekali

(Ingle, 1962).

4.6.2 Pembagian kelompok hewan coba
Dilakukan randomisasi terhadap 40 ekor tikus yang sudah disiapkan, diambil

30 ekor dan dibagi menjadi 5 kelompok vaitu

1. Kelompok KO - diberi aquadest per sonde selama 5 han sehagai
kontrol
2. Kelompok K1 . dibert  aquadest per sonde selama S han, 1 jam

setelah  pembenan terakhir  dilakukan latthan

renang,.
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3. Kelompok K2 : diberi ekstrak jinten hitam 1 ml/kgBB/h per sonde,
selama 5 hari. 1 jam setelah pemberian terakhir
dilakykan latthan renang,

4. Kelompok K3 - diberi ekstrak jinten hitam 2 ml/’kgBB/h per sonde,
selama 5 hari. 1 jam setelah pemberian terakhir
dilakukan latihan renang.

5. Kelompok K4 . diberi ekstrak jinten hitam 4 ml/kgBB/h per sonde,
selama 5 hari. 1 jam setelah pemberian terakhir

dilakukan latihan renang.

4.6.3 Pemberian ekstrak jinten hitam
Jinten hitam diberikan setiap hari, sclama 5 hari, dengan dosis 1, 2 dan 4
mlkgBB. Pemberian yang terakhir diberikan 1 jam sebelum latihan olahraga

anaerobik.

4.6.4 Latihan olahraga anaerobik

Latihan olahraga anaerobik dilakukan dengan meremangkan tikus, dengan
member beban 9% BB, diikatkan 5 cm dan wjung ekor tikus (Yunus, 2001). Latihan
dilakukan 1 jam setelah pemberian jinten hitam yang terakhir (han kelima) selama
80% dari waktu renang maksimal (Fox, 1998; Yunus 2001). Waktu renang maksimal
diperoleh melalui penelitian pendahuluan, dengan cara merenangkan 10 ekor tikus
yang diberi beban 9% dari berat badan tikus (periksa lampiran 5). Waktu tikus mulai

berenang sampai tenggelam, discbut waktu renang maksimal Tikus dianggap
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tenggelam jika dirangsang 3 kali secara mekanik {menckan pamatnya) tidak
memberikan gerakan berenang (Maslachah, 2001). Renang dilakukan 3 set, dengan
duras1 total 168 detik. Waktu istirabat antar set 5 menit, dengan tujuan sistem

fosfagen sudah mengalami pulih asal makstroal (Fox, 1998; Soekarman, 1989).

4.6.5 Prosedur pengambilan darah

Pada hari terakhir setelah mendapat periakuan, seluruh hewan coba dianestest
dengan eter dan dilakukan pembedahan serta diambil darahnya melalui ventrikel
jantung menggunakan spuit 5 ml yang sudah dibert Na sitrat. Dan sampel darah
tersebut diambil 0,5 m! untuk pemeriksaan aktivitas SOD entrosit, 0,5 ml unfuk
pemeriksaan jumlah eritrosit dan 0,5 mi untuk pemeriksaan PCV. Sisa darah

digunakan untuk pemeriksaan MDA plasma.

4.6.5.1 Kadar MDA plasma

Kadar MDA plasma ditentukan dengan menggunakan metode TBARS dan
Flower, 1973. Pnnsip metode imi adalah dengan mereaksikan MDA dengan TBA
pada suasana asam (pH 2-3) dan temperatur 97-100°C, membentuk warna pink
(Rukmni ef af., 2004). perubahan warna im diukur dengan spektrofotometer pada

panjang gelombang 531,6 nm (periksa lampiran 3).

4.6.5.2 Aktivitas SOD eritrosit

Aktivitas SOD entrosit diukur dengan metode Wong (1989) dan satuan

uU/eritrosit. Prinsip metode im, adalah dengan mengukur kadar formazan (berwarna
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merah), yang merupakan hasil reduksi NBT (nitro blue tetrazolium) oleh ion
superoksida. [on superoksida dibentuk dengan mereaksikan santin dan santin
oksidase. Satu umt aktivitas SOD menunjukkan sejumlah enzim yang dibutuhkan
untuk menghambat reduksi NBT menjadt 50% dalam kondist tertentu (Rukmini et
al , 2004) Perubahan warna yvang terjadi kemudian diamati dengan spektrofotometer

dengan panjang gelombang 580 nm (periksa lampiran 4).

4.6.5.3 Jumiah eritrosit
Darah dihisap dengan pipet eritrosit sampai tanda 0,5 dan ditambahkan reagen
Hayem sampai garis. Didiamkan selama 10 menit selanjutnya dibaca dalam kamar

hitung eritrosit.

4.6.5.4 PCV (Hematokrit)
Tabung hematoknt diisi darah sampai angka 10, disentnfugasi dengan

kecepatan 11.500-15.000 rpm selama 10 menit, kemudian dilakukan pembacaan hasil

4.7 Lokasi dan Jadwal Penelitian
4.7.1 Lokasi penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Ilmu Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas  Airlangga dan Laboratortum Farmakologi Fakultas Kedokieran

Universitas Brawijaya Malang.

Tesis Pengaruh pemberian ekstrak.... Hairrudin



4.8 Analisis Data

4.7.2 Jadwal penelitian

ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

48

Penelitian ini dilakukan selama 10 bulan, mulai pada bulan Oktober 2004

sampai dengan Juli 2005, jadwal penelitian dapat dilihat pada tabel berikut :

Bulan ke-

Uraian

Studi pustaka

Pembuatan
proposal

I

11

m v v

Penelitian
pendahuluan

Perlakuan

Vi

VI

Vit

Pengumpulan
data

Anglisis data

Pembuatan
laporan

Data yang didapat dari pemeriksaan kadar MDA plasma dan aktivitas SOD

eritrosit tikus putih dianalisis dengan uji multiple analysis of varians (MANOVA).

Derajat kepercayaan (confident interval) 95%, jika terdapat perbedaan diantara

kelompok perlakuan, dilanjutkan dengan uji LSD.
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4.9 Kerangka Operasional

Kerangka operasional penelitian secara ringkas dapat dilihat pada bagan

benkut ini :
Adaptasi hewan coba
\ 4
Randomisasi
\
KO Kl K2 K3 114
Pemberian  Pembenan Pemberian ekst. Pembenan ekst. Pemberian ekst.
aquadest aquadest jinten hitam jinten hitam  jinten hitam
5 hari 5 han dosis 1, 5 hari dosis 2, S hari  dosis 3, 5 han

R T

Satu jam setelah pemberian terakhir dilakukan latihan olahraga anaerobik
v l l v l

Pengambilan sampeldarah dilakukan satu jam
setelah latihan olahraga anaerobik

Pemeriksaan kadar MDA plasma
Pemertksaan aktivitas SOD entrosit
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BABS

ANALISIS HASIL PENELITIAN

Data yang didapat dari hasil penelitian berupa kadar MDA plasma dan
aktivitas SOD eritrosit, selanjutnya dideskripsikan dan diuji dengan MANOVA, taraf

signifikansi 5% dan di olah dengan program SPSS versi 11.5

5.1 Hasil Uji Statistik Deskriptif

Data penelitian mencakup data variabel tergantung, data tersebut dianalists
secara statistik deskriptif yang bertujuan untuk memperoleh gambaran distribusi dan
peringkasan data guna penyajian hasil hingga mendapatkan kejelasan. Rata-rata kadar
MDA plasma dan aktivitas SOD entrosit untuk tiap kelompok perlakuan dapat dilthat

pada fabel 5.1

Tabel 5.1 Rata-rata Kadar MDA Plasma dan Aktivitas SOD eritrosit.

| Variabel Perlakuan

Tergantung KO K1 i K2 K3 | K4

MDA (ug/ml) { 0.5155+0.10 | 1.0570+0.29 [ 0.9090+0.25 | 0.7467+0.17 { 0.4717:0.17
SOD (ul/eri) | 0.1030+0.01 | 0.0567+0.01 | 0.0639+0.01 | 0.0743+£0.01 | 0.0956:0.01
1

Dari tabel 5.1 dapat dilihat bahwa pada kelompok yang diben perlakuan'
latihan olahraga anaerobik tanpa diberi jinten hitam (K1) terjad: peningkatan kadar

MDA plasma (1.0570+0.29) dan penurunan aktivitas SOD entrosit {0.0567+0.01)

50
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dibandingkan dengan kontrol (K0} (0.5155+0.10 dan 0.1030+0.01). Pada K2, K3 dan
K4 vaitu kelompok yang diber jinten hitam sebelum latihan olahraga anaerobik
dengan dosis masing-masing 1, 2, 4 mi/kgBB terjadi penurunan kadar MDA plasma
dan peningkatan aktivitas SOD entrosit dibandingkan dengan K1. Pada K4 tegadi
penurunan kadar MDA plasma sehingga lebih rendah dan KO (0.4717+0.17),

sedangkan aktivitas SOD eritrositnya meningkat mendekati KO (0.0956+0.01).

%.2 Hasil Uji Normalitas
Sebagai persyaratan sebelum di uji dengan Manova, data diuji dengan
normalitas distribusinya dengan uji Kolmogorov-Smirnov seperti pada tabel dibawah

ini

Tabel 5.2 Hasit Uji Normalitas

Variabel K-SZ Sig .¥
Kadar MDA plasma 0.804 0.538
Aktivitas SOD eritrosit 0.681 0. 743

Dari tabel 5.2 diatas dapat dilihat bahwa untuk kadar MDA plasma didapatkan
p=0.538 dan aktivitas SOD eritrosit p=0.743. Hal ini berarti bahwa untuk kedua
variabe} p>0.05 vang berarti bahwa data untuk kedua variabel mempunyai distnbusi

yang normal.

Tesis Pengaruh pemberian ekstrak.... Hairrudin



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

i
1

5.3 Hasil Uji Homogenitas
Setelah dilakukan uji normalitas, tahap selanjutnya dilakukan gji homogenttas

seperti pada tabel 5.3 di bawah tni:

Tabel 5.3 Hasil Uyi Homogenitas (Uj1 Lavene)

Variabel F ; P
Kadar MDA Plasma 2337 ! 0.087
Aktivitas SOD eritrosit | 0.179 ; 0.947 .

Dari uji homogenitas seperti tabel 5.3 diatas didapatkan p=0.087 untuk kadar
MDA plasma dan p=0.947 untuk aktivitas SOD entrosit. Untuk kedua variabel
p>0.05, hal ini berarti bahwa kedua variabel mempunyai varians yang homogen
untuk tiap-tiap kelompok perlakuan, sehingga memenuhi syarat untuk dilakukan uji

MANOVA.

5.4 Hasil Uji MANOVA

Uhe MANOVA digunakan aptel soengeiabe: adanya perbedaan kadar M4
plasma dan aktivitas SOD eritrosit pada masing-masing kelompok perlakuan secara
terpisah maupun secara bersama-sama.

Hasil uji MANOVA menunjukkan bahwa terdapat minimal satu kelompok
vang berbeda bermakna dan kelima kelompok perlakuan untuk MDA dan SOD

(p=0.00) seperti terlihat pada tabel berikut ini:
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Tabel 5.4 Hasil Uji MANOVA
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|
‘
t

Wilks Lambda |

|
i
|
.l

Nllal ) I: ﬁ-m._._.. e

0.144 | 8.586

Lintuk mengetahui variabei mana yang menunjukkan perbedaan bermakna

dilakukan uji ANOVA.

5.5 Hasil Uji ANOVA

Uji ANOVA dilakukan untuk mengetahui variabel mana yang menunjukkan

perbedaan bermakna antara kelompok perlakuan. Uji ANOVA dilakukan untuk

masing-masing variabel. Hasil u;: ANOVA untuk kadar MDA plasma dan aktivitas

SOD eritrosit dapat dilihat pada tabel 5.5

Tabel 5.5 Hasil Uji ANOVA
Sumof | df | Mean Square F Sig. |
Squares | | |
MDA  Between Groups 13780 4 2441 3011 onol
Within Groups 9131 22 041 | | 5'
l Total 22011 26 | i
{SOD  Between Groups 0091 4 002§ 13.402 | .000
| Within Groups 0041 221 000 i |
| Total 0121 26 l, | ?

Hipotesis pada penelitian ini dapat dinyatakan dengan hipotesis nol (HO)

untuk kadar MDA plasma “tidak ada perbc daan kadar MDA plasma antara kelompok

perlakuan™ dan hipotesis alternatif (Ha/H1) “minimai terdapat satu kelompok vang
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mempunyai kadar MDA plasma berbeda bermakna antara kelompok perlakuan”,
sedangkan HO untuk aktivitas SOD eritrosit “tidak ada perbedaan aktivitas SOD
eritrosit antara kelomﬁok perlakuan” dan H1 “minimal terdapat satu kelompok yang
mempunyai aktivitas SOD eritrosit berbeda bermakna antara kelompok perlakuan”
Dari uji ANOVA seperti pada tabel 5.5 diatas didapatkan untuk kadar MDA
plasma p=0.000. Hal ini berarti HO ditolak dan H1 diterima, sehingga untuk kadar
MDA plasma minimal terdapat satu kelompok yang berbeda bermakna. Dari uj
ANOVA juga didapatkan untuk aktivitas SOD eritrosit p=0.000 yang berart HO
ditolak dan H1 diterima, sehingga untuk aktivitas SOD eritrosit mimamal terdapat satu

kelompok yang berbeda bermakna.

5.6 Hasil Uji LSD

Dari wji ANOVA diketahui bahwa untuk kedua variabel masing-masing
terdapat minimal satn kelompok yang berbeda bermakna. Untuk mengetahui antara
kelompok mana yang menunjukkan perbedaan bermakna dilakukan uji LSD seperti
pada tabel 5.6.. Dari tabel 5.6 dapat dilihat bahwa untuk kadar MDA plasma antara
KO dengan K1 dan K2 terdapat perbedaan bermakna (p<0.05), sedangkan K0 dengan
K3 dan K4 berbeda tidak bermakna (p>0.05). X1 dan K2 berbeda tidak bermakna
(p>0.05), sedangkan K1 dengan K3 dan K4 berbeda bermakna (p<0.05) . K2 dan K3
berbeda tidak bermakna sedangkan K2 dengan K4 berbeda tidak bermakna. K3
dengan K4 berbeda tidak bermakna. Aktivitas SOD eritrosit antara KO dengan K1,
K2 dan K3 berbeda bermakna sedangkan KO dengan K4 berbeda tiak bermakna. K1

dengan K2 dan K3 berbeda tidak bermakna sedangkan K1 dengan K4 berbeda
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bermakna. K2 dengan K3 berbeda tidak bermakna sedangkan K2 dengan K4
berbeda bermakna. K3 dengan K4 berbeda bermakna.

Dari uji LSD dapat diketahui bahwa pemberian perlakuan latihan olahraga
anaerobik tanpa diberi jinten hitam menyebabkan peningkatan kadar MDA plasma
dan penurunan aktivitas SOD eritrosit secara bermakna dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Pemberian ekstrak jinten hitam sebelum latihan dengan dosts 1, 2
dan 4 ml/kgBB/h selama 5 hari ternyata dapat mencegah peningkatan kadar MDA
plasma dan penurunan aktivitas SOD eritrosit. Pada dosis 1| mbkgBB/h efek
pencegahan yang terjadi tidak bermakna sedangkan dosis 2 dan 4 mlkgBB/h
bermakna. Dosis 4mUkgBB/h lebih efektif dari pada 2ml’kgBB/h, bahkan dosts
tersebut dapat mencegah peningkatan kadar MDA plasma dan penurunan aktivitas

SOD eritrosit sehingga tidak berbeda bermakna dengan kelompok kontrol.
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Variabel tergantung

() PLK _ (J) PLK

Sig

MDA

0

004

086
737

000
221
020

000
004
221
202
002

086
020
202

137
.000
002
044

SOD

000
000
002
367

000
336
.188

.000
336
.188
000

022
032
188
015

[}
wM#o&M—*O-ﬁUHOhWMOthmuMHO&M#O&W#OKMNQ e W N

367
000
000
.015
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BAB6

PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan Metode

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian ekstrak
jinten hitam terhadap stres oksidatif pada tikus putih yang diberi perlakuan latihan
olahraga anaerobik. Penelitian ini merupakan penelitian frue eksperimental
laboratories karena memenuhi persyaratan adanya intervensi (perlakuan), replikasi
randomisasi dan adanya kontrol (Zainuddin, 2000).

Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah the post fest
only control group design.  Rancangan ini dipilih dengan pertimbangan :

1. variabel bebasnya dapat dikendalikan

2. mudah dilaksanakan

3. dapat diuji secara stafistik

4. penclitian eksperimental merupakan salah satu metode penelitian yang tepat
untuk mengetahui hubungan sebab akibat.

Sampel! pada penelitian ini adalah tikus putih jantan, berumur sekitar 3 bulan,
dengan berat badan kurang lebih 200 gram, dengan pertimbangan bahwa hewan ini
mudah didapatkan, mudah beradaptasi sesuai dengan lingkungan yang baru serta
cukup mudah untuk di manipulasi sehingga jumiah sampel dapat dikendalikan
dengan baik. Dipilih kelamin jantan karena tidak mengalami siklus hormonal yang

dapat mempengaruhi hasil penelitian, Pemitihan umur 3 bulan didasarkan pada

57
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pertimbangan sudah mencapai umur dewasa, sedangkan berat badan dapat
menggambarkan kesehatan hewan coba (Ingle, 1962; Wattimena et al., 1993)

Perlakuan yang diberikan pada hewan coba dalam penelitian ini adalah
pemberian ekstrak jinten hitam dengan dosis 1, 2 dan 4 ml/kgBB/hari, selama 5 hart
per sonde. Pemilihan dosis didasarkan pada penelitian sebelumnya yang menyatakan
bahwa efek ekstrak jinten hitam tampak pada dosis 0,6 (Zaoui et al, 2000), 1 (Zaoui
et al., 2002) 2,5 dan 5 ml/kgBB (Mahmoud et a/., 2002). Diberikan selama 5 hani
dengan pertimbangan bahan aktif utama pada jinten hitam yaitu thymoquinon,
memberikan efek yang nyata setelah diberikan 5 hari (Mansour ef al., 2002).
Pemberian terakhir diberikan 1 jam sebelum latihan. Hal ini dilakukan karena bahan
aktif jinten hitam membutuhkan waktu sekitar ! jam untuk mencapai kadar puncak
plasma pada tikus putih (Zaoui ef al., 2002 ).

Latihan olahraga pada penelitian ini hanya dilakukan satu kali atau dikenal
dengan latihan olahraga akut (physical exercise) untuk menghindari adanya adaptasi
pada hewan coba. Latthan olahraga yang dilakukan berulang kali (physical training)
dapat meningkatkan aktivitas antioksidan termasuk SOD (Aslan er a/., 1998; Chevion
et al., 2003), Latihan olahraga anaerobik menggunakan modus renang dengan
pertimbangan mudah, praktis dalam pelaksanaannya, alamiah dalam gerakannya dan
aktivitas sesuai dengan tujuan yang diharapkan (Harjanto & Santoso, 2001; Yunus,
2001). Beban iatihan olahraga anaerobik dalam penelitian ini adalah 9% dari berat
badan tikus (Yunus, 2001) diberikan dengan intensitas 80% dart kemampuan
maksimal atau yang dikenal dengan intensitas submaksimal, yang menghasiikan

keadaan anaerobik {Fox er al., 1998).
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Pengambilan sampel darah dilakukan dengan aspirasi secara langsung melalui
ventrikel jantung agar bisa mendapatkan darah yang cukup. Pengambilan darah
dilakukan 1 jam pasca latihan dengan pertimbangan kadar MDA plasma sudah cukup
tinggi (Lecuwenburgh & Heinecke, 2001) dan aktivitas SOD masth rendah, menurun

sekitar 26% (Patellongi, 1991).

6.2 Pembahasan Hasil Penelitian

Pembahasan hasil penelitian imi merupakan penafsiran lebih lanjut dari fakta
yang diperoleh dan dianalisis pada BAB 5. Pembahasan ini dimaksudkan untuk
menjawab permasalahan schingga tujuan penelitian dapat dicapai. Pemenksaan kadar
MDA plasma disertai dengan pemernksaan PCV (hematokrit) intuk menghindari
adanya bias hasil pemeriksaan karena terjadt hemokonsentrasi pasca latihan. Pada
penelitian ini didapatkan angka PCV pasca latihan tidak ada yang melebihi rata-
rata+2SD kelompok kontrol, schingga tidak perlu dilakukan konversi (Haganto &
Santoso, 2001). Aktivitas SOD enitrosit dinyatakan dalam uU/eritrosit, didapat
dengan cara membagi hasil pemeriksaan (dalam uU/mm’) dengan jumlah
eritrosiVmm’ darah. Hal ini dilakukan untuk mencegah adanya bias karena adanya
entolisis akibat latihan olahraga (Enfurk ef o/, 2001; Yunus, 2001). Dari rangkaian
kegiatan penelitian yang dimulai dari pengumpulan data dan dilanjutkan dengan

analisis statistik, diperoleh hasi penelitian sebagai berikut

Tesis Pengaruh pemberian ekstrak.... Hairrudin



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 60

6.2.1 Uji statistik Deskriptif

Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa pemberian latihan olahraga
anacrobik menyebabkan rata-rata kadar MDA plasma meningkat dibandingkan
kelompok kontrol. Hasil ini sesuai dengan penelitian Yunus (2001) dan Chevion et al.
(2003). Pemberian ekstrak jinten hitam dengan dosis 1, 2 dan 4 ml/kgBB/h selama 5
hari pada tikus sebelum diberi pertakuan latihan olahraga anaerobik ternyata dapat
mencegah kenaikan kadar MDA plasma, sehingga kadamnya lebih rendah dibanding
ketompok tikus yang diberi perlakuan latihan olahraga anaerobik saja.

Penelitian ini juga menghasilkan fakta bahwa latihan olahraga anaerobik
ternyata dapat menurunkan aktivitas SOD entrosit dibanding kelompok kontrol.
Hasil ini sesuai dengan penelitian Aslan ef a/ (1998) dan Patellongi (1999).
Pemberian ekstrak jinten hitam dengan dosis dosts 1, 2 dan 4 mi’kgBB/h selama 5
hari sebelum diberi perlakuan latihan olahraga anaerobik teryata dapat mencegah
penurunan aktivitas SOD, ditunjukkan dengan peningkatan aktivitas SOD eritrosit
dibanding dengan kelompok tikus yang diberi perlakuan latthan olahraga anaerobik

saja.

6.2.2 Uji Normalitas

Uji normalitas ini ditakukan untuk mengetahui apakah variabel-vanabel yang
diuji tersebut berdistribusi normal. Salah satu syarat dilakukan uji MANOVA adalah
datanya harus berdistribusi normal. Uji normalitas ini dilakukan terhadap variabel

tegantung yaitu kadar MDA plasma dan aktivitas SOD entrosit. Dari uji normatitas
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(Kolmogorov-Smirnov) dapat diambil kesimpulan bahwa distribusi datanya normal

(p=0,538) untuk MDA dan (p=0.743) untuk SOD.

6.2.3 Uji Homogenitas

Untuk mengetahui bahwa variabel tergantung mempunyai varians yang sama
untuk masing-masing kelompok perlakuan, dilakukan uji homogenitas. Hasil uj
homogenitas untuk kadar MDA plasma p=0,87 dan aktivitas SOD eritrosit p=0,947,
yang berarti kedua variabe]l mempunyai varians yang homogen (p>0.,05) dan

memenuhi syarat untuk dilanjutkan dengan uji MANOVA

6.2.4 Uji MANOVA dan LSD

Hasil ujt MANOVA menunjukkan bahwa minimal terdapat satu kelompok
yang berbeda sangat bermakna antara kelima kelompok perlakuan (p=0,00). Untuk
mengetahui antara kelompok mana yang berbeda dilakukan uji LSD.

Dari uji LSD didapatkan bahwa kelompok yang diberi perlakuan latihan
olahraga anaerobik mempunyai kadar MDA plasma yang lebih tinggi, berbeda sangat
bermakna dengan kelompok kontrol {p=0,00). Hasil ini sama dengan penelitian yang
dilakukan oleh Yunus, 2001 dan Chevioun et af., 2003. Keadaan ini terjadi karena
latihan olahraga menyebabkan peningkatan metabolisme (Aslan ef af., 1998) dan
konsumsi oksigen (Ji, 1999) yang dapat meningkatkan produksi ROS (Chevion ef a.,
2003). Makin berat latihan olahraga yang dilakukan makin banyak ROS yang
terbentuk dan makin banyak pula ROS yang gagal dinetralisir (Sjodin, 1990). ROS

yang tidak dinetralisir akan bereakst dengan komponen-komponen tubuh diantaranya
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PUFA, sehingga menyebabkan peroksidasi lipid yang menghasiltkan berbagai
senyawa toksik antara lain MDA (Suryohudoyo, 2000).

Aktivitas SOD eritrosit pada kelompok yang diben perlakuan latihan olahraga
anaerobik menurun, berbeda sangat bermakna dengan kelompok kontrol (p=0,00).
Hasil ini sesuai dengan penelitian vang dilakukan oleh Aslan ef af., 1998 dan
Patellongi, 1999. Hal ini bisa terjadi karena peningkatan ROS pada latihan olahraga
anaerobik, khususnya *O; menyebabkan makin banyak antioksidan khususnya SOD
untuk menetralisimya. Dengan kata lain makin banyak SOD yang digunakan
sehingga kadar SOD menurun (Patellongi, 1999).

Sumber energi olahraga anaercbik diantaranya adalah lactic system yang
menghasilkan asam laktat. Makin hinggi imtensitas latihan makin tinggi pula asam
laktat vang dihasilkan sehingga menyebabkan akumulasi asam laktat (Sockarman,
1989). Disamping dapat merubah ROS menjadi lebith reaktif (Demopoulus, 1994)
asam laktat dapat mengganggu kerja beberapa enzim (Murray et al., 2001) bahkan
dapat merusaknya, termasuk SOD (Halliwell & Gutteridge, 1999), sehingga asam
laktat dapat menurunkan kadar SOD (Patellongi ,1999).

Oksidan yang meningkat dan tidak ternetralisir akan menyerang berbagai
komponen tubuh fermasuk protein (Suryohudoyo, 2005). SOD merupakan suatu
protein sehingga juga menjadi sasaran serangan oksidan. Serangan tersebut dapat
menyebabkan kerusakan dan ganguan fungsi/aktivitas SOD.

SOD pada eritrosit sebagian besar adalah CuZnSOD (Halliwell & Gutteridge,
1999). CuZnSOD aktivitasnya lebih mudah dihambat oleh oksidan terutama HO,,

dengan cara mereduksi Cu™ menjadi Cu' (Aslan ef ai., 1998). Cu"™ pada CuZnSOD
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mempunyai peranan fungsi katalitik, sehingga reduksi pada Cu™ menyebabkan
fungsi katalitik CuZnSOD terganggu. (Hatliwell & Gutteridge, 1999). Eritrosit tidak
mengandung inti sel sehingga tidak dapat mensintesis protein. Kerusakan SOD
eritrosit tidak diimbangi dengan sintesis SOD yang baru, akibatnya kadar atau
aktivitas SOD eritrosit menurun (Aslan ef al., 1998).

Pemberian ekstrak jinten hitam ! ml’kgBB/h selama 5 han, sebelum latthan
olahraga anaerobik, menyebabkan kadar MDA plasma menurun dibandingkan
kelompok yang diberi perlakuan latihan olahraga anaerobik tanpa diberi ckstrak
jinten hitam, tetapi penurunan ini tidak bermakna (p=0,221), sedangkan aktivitas
SOD eritrositnya meningkat tidak bermakna (p=0,336), Hal ini berarti pembenan
ekstrak jinten hitam ! mi/kgBB/h selama 5 hari tidak dapat mencegah stres oksidatif
akibat latihan olahraga anaerobik secara bermakna.

Pemberian ekstrak jinten hitam 2 dan 4 mi/kgBB/b sebelum latihan olahraga
anaerobik menyebabkan penurunan kadar MDA plasma yang bermakna (p=0.02) dan
(p=0,00) dibandingkan kelompok yang diberi perlakuan latihan olahraga anaerobik
tanpa diberi ekstrak jinten hitam, sedangkan aktivitas SOD eritrositnya mengalami
peningkatan yang bermakna (p=0,032) dan (p=0,00). Kenyataan ini menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak jinten hitam 2 dan 4 mUkgBB/h selama 5 han dapat
mencegah terjadinya stres oksidatif akibat latihan olahraga anaerobik secara
bermakna.

Latihan olahraga anaerobik menyebabkan stres oksidatif yang ditandai dengan
peningkatan kadar MDA plasma dan penurunan akktivitas SOD entrosit. Pemberian

ekstrak jinten hitam 2 dan 4 ml/kgBB/h, temyata dapat meredam dampak negatif
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peningkatan oksidan akibat Jatihan olahraga anaerobik, sehingga ekstrak jinten hitam
dapat dikatakan mempunyai aktivitas antioksidan {(Buris & Bucor, 2000).

Pemberian ekstrak jinten hitam 4 ml/kgBB/h ternyata menghasilkan efek
protektif terhadap stres oksidatif yang lebih baik dibandingkan dengan pemberian
ekstrak jinten hitam 2 ml/’kgBB/h. Hal 1m ditunjukkan dengan kadar MDA plasma
yang lebih rendah secara bermakna (p=0,044) dan aktivitas SOD eritrosit yang lebih
besar secara bermakna (p=0,015). Kenyataan ini terjadi karena konsentrasi
antioksidan yang diberikan lebih besar, sehingga efek protektifnya juga lebih besar.

Pada penelitian 1 juga didapatkan fakta bahwa pemberian ekstrak jinten
hitam 4 mikgBB/h ternyata dapat mencegah peningkatan kadar MDA plasma dan
aktivitas SOD eritrosit sehngga tidak berbeda bermakna dengan kelompok kontrol.
Hal ini menunjukkan bahwa pembenian ekstrak jinten hitam 4 mli/kgBB/h selama §
hari dapat mencegah terjadinya stres oksidatif akibat latihan olahraga anacrobik

secara efektif, schingga dapat disimpulkan dosis tersebut sebagai dosis yang efektif.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1

%]

Pemberian ekstrak jinten hitam dapat menghambat pemngkatan kadar MDA
plasma tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anacrobik
Pembenan ekstrak jinten hitam dapat menghambat penurunan aktivitas SOI”
eritrosit tikus putih yang mendapat perlakuan latihan olahraga anaerobik
Pembenan ekstrak jinten hitam dengan dosis 4 ml/’kgBB/h selama 5 han dapat

mencegah stres oksidatif akibat latihan olahraga anaerobik secara efekuif

7.2 Saran

Walaupun penelitian ini dapat membuktikan bahwa ekstrak jinten hitam dapat

menghambat terjadinya stres oksidatif, tetapt masih banyak permasalahan-

permasalahan yang belum dapat dijawab melalui penelitian i, sehingga diperlukan

analitian . rmanalit Trpiartn ey -
3'.-:;'.::.;”_-::' et --u?.!" za_-"'ulhu'} t;‘..trt.r

1.

..... a 2a - [ S .

penelitian yang mempelajart toksisitas dan efek samping ekstrak jinten hitam

2. penclhitian yang mempelajari fanmakokinetik jinten hitam

3. up khms pada manusia
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Lampiran 1
Penentuan Besar Sampel

Berdasar rumus Higgins dan Kleinbaum (1985), maka besar sampel dapat ditentukan

sebagai berikut ;
1 AZy +Zp)* . 8¢
n= X
1-f (Xc - Xt)?
dimana :
n = besar sampel
Za = nilai kesalahan (nilai kemaknaan) yang besarnya tergantung o.
Untuk o =0,05 maka Z,= 1,96.
Zp = nilat kesalahan (nilai kemaknaan) yang besarnya tergantung f.
Untuk B =0,1 makaZp=128
Xt = nilai rata-rata kelompok perlakuan
Xc = nilai rata-rata kelompok kontrol

Sc = simpangan baku kelompok kontrol

f = proporsi yang gagal
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Maslachah, 2001, diperoleh data sebagai
berikut:
Xc=2,618; Sc =0,3; Xt = 1,866. Untuk f= 0, maka n =3,34. Jika f=0,3 makan =

4,47. Pada penelitian ini digunakan 6 ekor tikus tiap kelompok.
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Lampiran 2
Pembuatan ekstrak jinten hitam
ekstrak jinten hitam dibuat dengan prosedur sebagai berikut :
1 kg Jinten di blender sampai halus

v
Saring menggunakan corong pisah

.

4
Tambahkan etanot 98% sebanyak 5 liter

\ 4
Diamkan 48 jam

Evaporasi dengan evaporator dengan kemiringan 30-40°

v
Pindahkan hasii ekstraksi dari labu destilasi ke labu pemisah ekstraksi

\ 4
Masukkan labu pemisah pada water bath, suhu 70° C

v

Hasil evaporasi akan tersisa di dalam labu pemisah ekstraksi, merupkan

ekstrak jinten hitam yang digunakan pada penelitian.
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Lampiran 3
Cara kerja/prosedur pengukuran kadar MDA plasma adalah sebagai berikut :
3 ml darah + Na sitrat

Sentrifugasi pada 3000 rpm selama 15 menit

Test: Kontrol:
Ambil 0,5 m! plasma Ambit 0,5 ml plasma
Tambahkan 100 ul TCA 1060% Tambahkan 100 ul TCA 100%
Vortex Vortex
Tambahkan 210 wt HCL 0,IN Tambahkan 250,ul HCL 0,IN
Vortex Vortex
Sentrifugasi pada 30(T rpm , 10 menit Sentrifugasi pada 3000 rpm , 10 menit

Ambil supematan, saring dengan glass wool
Tambahkan 100 ul sodium thio barbituric acid tanpa sodium thio barbituric acid
\ Vortex /
Panaskan dalam water bath 100°C, 25 menit

Angkat, biarkan dalam suhu ruang

Baca pada spektr%fotometer A 531,6 nm
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Lampiran 4

Prosedur pengukuran aktivitas SQD eritrosit adalah sebagai berikut :
0,25 ml darah + Na sitrat

Sentrifugas: pada 3%00 rpm, 10 menit
Pada squ 4°C

Supernatan dibuang
Cuci endapan/pellet entrosit dengan NaCl 0,9% dingin (3-4X)

Tambahkan berturut-turut:
- EDTA 0.2 mi}
- NBT 0,iml
- Santin 0.1 ml
- Santin oksidase 0,1 ml
- Buffer fosfat sampai 3.3 ml

Inkubasi pada suhu 37°C, 30 menit
Sentrifugasi pada 3%00 rpm, 10 menit
Ambil supernatan

Baca pada spektrofotometer A 580 nm

Tesis Pengaruh pemberian ekstrak....

75

Hairrudin



Lampiran 5

Hasil Penelittan Pendahuluan Kemampuan Renang Maksimal
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Rata-rata;

Tesis

| No_| Set 1 (detik) | Set 2 (detik)
I i£09 1 53
P2 120 | 60
Y 113 i 57
4 116 | 58
s 00| 53
6 i g 63
i 7 | 113 57
8 | 107 51
‘ | = 67
[ 10 | 118 5 .. .69
Set 1=114,5.
Set 2=58 8.
Set 3=35.9.

80% dan kemampuan renang maksimal= 91,6 detik
80% dari kemampuan renang maksimal= 47 detik
80% dari kemampuan renang maksimal= 28,72 detik

Set 3 (detik)_

30
4}
37
33
36
37
34
31
40
40

|
}
i
i
i
|
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DEPARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA

Jaian Veteran Malang - 65145
Telapon : (8341} 551614 pes. 158 ; 569117, 667192 - Fax. (62) (0341) 564755 E-Mall : tkub-ina@indo.net.id

JAWA TIMUR - INDONESIA
Lab: Jurusan :

Kepada :

Yth Dr. Khotruddin

Pasca Sarjana UNAIR -
D1 tempat

Dengan hormat.

Bersama ini kami sampaikan hasil pemeriksaan biokimiawi berupa SOD erttosit dan
MDA eritrosit vang telah dikerjakan ¢i Laboraiorium Farmakolog FK UNIBRAW.
Bersama ini pula kami sertakan perincian biava untuk keperluan perawatan binatang
termasuk mazkan, perlakuan sonde dan biava untuk pemeriksaan tersebut.

Atas kerjasamanya diocapkan banyak tenma kasih.
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Lampirzn :

1. Kurva baku SOD

Independent: KONSENTR

Dependent Mth Rsg d.f. F Szigf bC bl
ABSCRBST LIK .9493 56,01 .005 L9532 -,0495%
ABSCRESI

104

EL = Obvgryed
) Tun-
-2 14
KONSENTR
2. Kurva baku MDA
Independent: KONSENTR
Dependent Mth Rsqg d.f. F  sigf bQ bl
ABRSQREB LIN .84693 5359,99 200 L0042 2814
ABSOREB
J /
a
2
14 —
© Otrbervid
oo "o towar
' 3 10 15 20 25
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Hasil Pemeriksaan Kadar MDA plasma , Aktivitas SOD eritrosit dan PCV

79

Sampel MDA (ug/mm’) SOD (ull/eri) PCV (%)
ot 0.4354 0.1181 44
02 0.6111 0.1142 46
03 0.4127 0.1017 43
04 0.4807 0.8300 37
05 0.7634 0.0980 40
11 1.1837 0.0622 39
12 1.1610 0.0730 415
13 0.8345 0.0599 43
14 1.4104 0.0495 46.5
15 0.6077 0.0467 45
16 1.1451 0.0490 43
21 1.2834 0.0618 425
22 1.0603 0.0820 39
23 0.6712 0.0524 40
24 0.8300 0.0600 43
25 0.9875 0.0720 45
26 0.6213 0.0552 45
31 0.6780 0.0952 a4
32 0.8073 0.0815 40.5
33 0.6812 0.0700 39.5
34 0.6834 0.0560 45
35 0.8834 0.0690 445
41 0.4807 0.0903 42
42 0.4376 0.0962 46
43 0.3923 0.1025 43
44 0.7438 0.1130 40
45 0.3039 0.0760 44
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Descriptive Statistics

N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
MDA 27 757951 2968298 3039 1,4104

One-Sampie Kolmogorov-Smimov Test

MDA

N 27
Normal Parametersa.t Mean 757951

Std. Deviation 2968298
Maost Extreme Absolute 155
Differences Positive ,155

Negative -089
Kolmogorov-Smimov Z 804
Asymp. Sig. (2-tailed) 538

a. Test distribution is Normail.
b. Calculated from data.
JPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Dewviation Minimum Maximum
sS0OD 27 077341 0216585 0467 1181
One-Sample Koimogorov-Smimov Test
50D

N 27
Normal Parametersa.t  Mean 077341

Std. Deviation 0218595
Most Extreme Absolute A3
Differences Positive 131

Negative -,091
Kolmogorov-Smimov 2 681
Asymp. Sig. (2-tailed) 743

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
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N Range Minimum Maximum Mean
Statistic Statistic Statistic Statistic Statistic Std. Error
MDA 27 1.1065 3039 1.4104 757951 | 5.712E-02
Valid N (listwise) 27
Descriptive Statistics
Std. Variance Skewness Kurtosis
BR[| statistic Statistic | Std. Error | Statistic | Std. Error
MDA 296830 | 8.811E-02 572 448 -.509 872
Valid N {listwise)
Descriptives
Descriptive Statistics
N Range Minimum Maximum Mean
Statistic Statistic Statistic Statistic Statistic Std. Error
SoDb 27 0714 0467 1181 | 7.734E-02 | 4.168E-03
Valid N (listwise) 27
Descriptive Statistics
Std. Variance Skewness Kurtosis
Léﬁgﬁ’éﬁ@ Statistic Statistic Std. Error Statistic Std. Error
S0OD 2.166E-02 | 4691E-04 364 445 -1.028 872

Valid N (listwise}

Tesis
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Levene
Statistic dfi df2 Sig.
MDA 2337 4 22 087
SOD 179 4 22 847
ANOVA
Sum of
| _ _ Sqguares df Mean Square F Sig.
MDA Between Groups 1.378 4 344 8.301 .000
Within Groups 913 22 041
Total 2291 26
sS0D Between Groups 009 4 002 13.402 000
Within Groups 004 22 000
Total 012 26
Post Hoc Tests
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Descriptives &3
85% Confidence interval for
Mean
N Mean Std. Deviation { Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
MDA )] 5 515460 1027057 0459314 387934 642986
1 & 1057012 2866410 1170267 756200 1,357823
2 6 808950 2509145 1024354 845631 1,172269
3 5 , 746660 0940426 0420571 629891 863429
4 5 471660 1656377 0740754 265994 ,B77326
Total 27 757951 2968298 0571249 6840529 B75373
SCD ¢ 5 ,103000 0139655 0062456 085660 ,120340
3 6 056683 2101504 J041439 046031 L67335
2 6 D636 0111425 0045486 052207 075593
3 5 O74340 0147488 LDDES959 056027 092653
4 5 085600 ,0138110 0061765 078451 112749
Total 27 077341 0216585 0041684 088773 085806
Minimum Maxium
MDA 0 A127 .B374
1 8077 1,4104
2 6213 12834
3 B780 B834
4 3038 7438
Total 3039 11,4104
500D 0 ,0830 1181
1 5487 L0730
2 0524 ,0820
3 L0560 0852
4 0760 L1130
Total 0467 1181
Tesis Pengaruh pemberian ekstrak.... Hairrudin




neral Linear Model

ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 84
tween-Subjects Factors
N
LK 0 5
1 6
2 6
3 5
4 5
Multivariate Tests®
ffect Value F Hypothesis df Error df Sig.
atercept  Pillai's Trace 881 529.4082 2.000 21.000 000
Wilks' Lambda 019 529.408° 2.000 21.000 .000
Hotelling's Trace 50.420 529.408° 2.000 21.000 .000
Roy's Largest Root 50.420 529.4083 2.000 21.000 .000
LK Piliai's Trace .886 4377 8.000 44.000 001
Wilks' Lambda 44 8.5862 8.000 42.000 .000
Hotelling's Trace 5.735 14,337 8.000 40.000 000
Roy's Largest Root 5.698 31.338° 4.000 22.000 .000
a. Exact statistic
b. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level.
¢. Design: Intercept+PLK
Tests of Between-Subjects Effects
Type Il Sum
jource Dependent Variable of Squares df Mean Square F Sig.
somected Model MDA 1.3782 4 .344 8.301 .000
S0D 8.648E-03° 4 2.162E-03 13.402 .000
ntercept MDA 14.666 1 14.666 353.424 000
SOD .166 1 166 1028.493 000
ALK MDA 1.378 4 344 8.301 .000
SOD 8.648E-03 4 2.182E-03 13.402 .000
Zrror MDA, 913 22 4.150E-02
S0D 3.549E-03 22 1.613E-04
lotal MDA 17.802 27
S0D 174 27
orrected Total MDA 2.291 26
SOD 1.220E-02 28
a. R Squared = .601 (Adjusted R Squared = .529)
b. R Squared = .709 (Adjusted R Squared = .656)
st Hoc Tests
K
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LSD 8
Mean
Difference 95% Confidence Interval
Dependent Variable (HPLK  (J} PLK {I-5 Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
MDA ] 1 -.541552* | 1233504 000 - 797365 -.285739
2 -.393490";, .1233504 .004 -.648303 - 137677
3 -231200 .1288353 .086 -.498388 .035988
4 043800 1288353 737 -.223388 .310988
1 0 541552* | .1233504 000 285739 797385
2 . 148062 1176100 221 - 095846 391870
3 310352* | 1233504 020 054539 5661865
4 585352 | 1233504 .000 /329539 .841165
2 0 .393490% | 1233504 .004 137677 .649303
1 -.148062 1176100 221 - 391870 .095846
3 162290 1233504 .202 -.093523 418103
4 A437280* 1 1233504 002 181477 893103
3 0 231200 1288353 .086 -.035988 498388
1 -.310352* ) 1233504 .020 -.566165 -.05453¢%
2 - 162280 1233504 202 -.418103 093523
4 275000 1288353 044 007812 542188
4 0 - 043800 1288353 137 -.310988 223388
1 -.586352% | 1233504 000 -.8411865 -.32953¢
2 - 4372907 ) 1233504 002 -.8931G3 - 181477
3 - 275000 1288353 044 -.542188 - 007812
500 0 1 0463171 0076911 000 .030386 062267
2 038100* | .0076911 .0c0 023150 .055050
3 028660 | 0080331 002 012000 045320
4 .007400 0080331 .367 -.009260 .024060
1 0 -04B8317 | 0076911 .000 - 062267 -.030366
2 -.007217 0073332 .338 -.022425 007991
3 -017657 | .0076911 032 -.033607 -.001706
4 -038917*| .0076911 .000 -.054857 -.022966
2 ] -.039100° | .0076911 000 -.055050 -.023150
1 .007217 .0073332 336 -.007991 022425
3 -010440 0076911 188 -.0268390 005510
4 -031700* [ 0076911 .000 -.047650 -.015750
3 0 -.028660" [ .0080331 002 -.045320 -.012000
1 .017657*1 0076911 .a32 001706 033807
2 010440 0076911 188 -.005510 026380
4 -.021280* | 0080331 015 -.037920 - 004600
4 0 -.007400 0080331 367 - 024060 009260
1 038917 | .0076911 000 022066 054887
2 031700 | 0076911 000 016750 047650
3 .02126C* | 0080331 015 .004800 037920 |
*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Foto 2 Pengambilan Darah
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Foto 3. Hasil Pemeriksaan SO

Foto 4. Proses Mengekstraksi Jinten Hitam
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Foto 6. Pemeriksaan dengan Spektrofotometer
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