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RINGKASAN

E-Cigarette atau Vape adalah modifikasi rokok berupa alat yang berisi cairan dan dioperasikan dengan
baterai. Cairan dalam rokok elektrik mengandung propelin glikol, gliserol, air suling, perasa dan
nikotin pelarut atau nikotin plus plester. yang akan berubah menjadi nitronisme bila terkena panas dan
bersifat toksik bagi tubuh. Prinsip kerja rokok elektrik adalah merubah zat-zat kimia yang terkandung
dalam cairan menjadi uap hasil pemanasan baterai dan megalirkannya ke tubuh perokok. Saat ini
banyak perokok beralih menggunakan rokok elektrik, dengan harapan mereka tidak terkena dampak
dari bahaya merokok, seperti kerusakan struktur organ paru dan juga fungsi fungsi fisiologis lainnya
di dalam tubuh. Dalam jangka panjang penelitian ini bertujuan untuk menganalisis efek buruk
penggunaan E-Cigarette atau rokok elektrik terhadap organ organ yang terkait dalam sistem respirasi,
reproduksi, sisrkulasi dan system imunitas dan juga upaya recovery dengan menggunakan herbal yang
mengandung antioksidan yang sesuai dengan jenis kerusakan. Hasil penelitian yang telah dilakukan
menjelaskan bahawa paparan E-Cigarette dapat menyebabkan kerusakan stuktur alveolus dengan
indicator bertambahnya jumlah makrofage alveolar, sedangkan indicator fisiologis belum banyak
dikaji. Pada penelitian ini target yang akan dicapai adalah diketahuinya kadar pada indicator fisiologis
yakni Superoxida dismutase (SOD) dan Malondealdehyde (MDA). Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan hewan coba tikus Wistar yang dipapar uap hasil pembakaran E-Cigarette. Penelitian ini
dirancang dengan desain “the post test only control group design” dengan sampel tikus jantan galur
Wistar sebanyak 30 ekor berumur 2-3 bulan dengan berat 200-300 gram dan kondisi sehat. Sampel
dibagi 5 kelompok, yakni kelompok control negative K(-) dan kelompok control positif K (+), serta
tiga kelompok perlakuan yakni K1. K2 dan K3 masing masing dipapar dengan E- Cigarette dengan
kandungan nikotin 3, 6, 9 mg. Paparan dilakukan selama 30 hari. Pada hari ke-31 dilakukan
pengambilan darah untuk pengukuran kadar SOD dan MDA dilakukan di Laboratorium Gizi PAU
UGM.

Kata kunci : E-Cigarette, SOD, MDA



PRAKATA

Puji syukur kehadirat Allah SWT yang telah melimpahkan rahmat, hidayah dan rahmatNya
sehingga kami telah selesai melaksanakan penelitian analisis kadar superoksida dismutase (SOD) dan
malondialdehyd (MDA) pada tikus yang terpapar e- Cigarette, sehingga dapat menyusun laporan akhir

Penelitian ini terlaksana berkat bantuan yang sangat berharga dari berbagai pihak, oleh karena
itu peneliti mengucapkan terimakasih yang sebesar-besarnya kepada:

1. Rektor Universitas Negeri Semarang yang telah memberikan kesempatan untuk melaksanakan
penelitian ini

2. Ketua LP2M Unnes Semarang yang telah memberikan kesempatan dalam penelitian ini

3. Kepala Laboratorium Biologi FMIPA Unnes yang telah memberikan ijin dan banyak
pengarahan

4. Mahasiswa tim payung, lzza, Mira dan Wildan yang telah membantu selama pelaksanaan
penelitian

5. Semua pihak yang telah membantu pelaksanaan penelitian ini sampai selesai pembuatan

laporan kemajuan ini.

Kami menyadari bahwa pelaksanaan dan Laporan Akhir Penelitian ini masih banyak ditemui
kelemahan, sehingga saran dan kritik yang membagun demi perbaikan penelitian ini sangat kami

harapkan.

Semarang, Oktober 2019

Peneliti



DAFTAR ISl

Halaman
HALAMAN SAMPUL. ..ottt sttt re e be e sneenne s i
HALAMAN PENGESAHAN. ... .ottt I
RINGEK A S AN . . ottt ii
PRA K AT A \Y
DAFTAR IS ottt sttt ettt s ae e sbe et et e eneenre et e enee e Y
DAFTAR TABEL. ...t e e vi
DAFTAR GAMBAR . ... e vii
DAFTAR LAMPIRAN. ..o viii
BAB 1. PENDAHULUAN ..ottt ettt nas 1
BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA L.ttt st 4
BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN. ..ottt 14
BAB 4. METODE ...ttt bbbt 15
BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN ..ot 20
BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN L...ooiiiii e 23
DAFTAR PUSTAKA ettt ettt sttt ettt nb e bt neesne e 24
LAMPIRAN LAMPIRAN .
1. Intrumen penelitian. ..........o.oiiiiiii i 27
2 Personalia tim peneliti............ooeiiiiiiii i e 32
3 Surat perjanjian penelitian. ...........oouiiiiiiiii i e 33
4. Artikel ilmiah. ... ..o 37
5 DOKUMENEASI. . ..ottt et 45



DAFTAR TABEL

Halaman
Tabel 1.1 Perbedaan kandungan rokok kretek dengan rokok 2
elektrik..........c.........
Tabel 2.1 Senyawa-senyawa yang terkandung dalam asap rokok.................... 6
Tabel 2.2 Kandungan senyawa-senyawa dalam Rokok 12
Elektrik............cccoeee.
Tabel 2.3 Perbandingan kandungan rokok kretek non filter, kretek filter dan 14
BIEKIITK. . e
Tabel 4.1 Pemberian perlakuan penelitian..................ccviiininiininciiinen. 23
Tabel 4.2 Alat-alat Penelitian..........cccoooviiiiiiii i 23
Tabel 4.3 Bahan-bahan Penelitian................cccciiiiiiin e 24
Tabel 4.4 Prosedur pengukuran kadar MDA...............ooiiiiiiiie 26
Tabel 4.5 Prosedur pengukuran kadar SOD.........cccccociiimiiiiiiniieniiieeee e, 26
DAFTAR GAMBAR
Halaman
Gambar 2.1 Seperangkat Rokok Elektrik beserta liquid ............c.ccccvvnees 9
Gambar 2.2 Reaksi TBA (asam tiobarbiturat) dengan MDA..................... 17
Gambar 4.1 Model perlakuan penelitian..............cccceviiiiiiiiiciiiis. 25
Gambar 5.1 Berat badan tikus selama 30 hari.........ccccccoveiiniiiiiiinienen, 29
Gambar 5.2 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar MDA. 30
Gambar 5.3 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar ......... 30
Gambar 6. LiqUuid VAPE ....cceeiieiiieiiee et 45
Gambar 7. Proses pengasapan hewan Coba............ccccceeveeieieerieseesieennn, 45

Vi



Gambar 8. Sampel darah dalam microtube

.............................................. 46
DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1. Instrumen Penelitian..........cocoviiiiniiiieninieeeeec e 27

Lampiran 2. Personalia tim peneliti..........cccoovoiiieiiiiniee e 32

Lampiran 3 Surat perjanjian penelitian ............cccocvveiveeiiieiie s 33

Lampiran 4. Artikel ilmiah ... 37

Lampiran 5. DOKUMENTASH ......c.ccvveiiiiiiiiciece e 45

vii

Halaman



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rokok Elektrik merupakan rokok yang beroperasi menggunakan tenaga baterai
yang berguna untuk membakar cairan sehingga menghasilkan uap. Dalam hal ini
cairan yang dimaksud adalah nikotin, karena rokok elektrik juga mengandung nikotin
seperti pada rokok konvensional. Nikotin termasuk zat adiktif, dalam hal ini nikotin
dapat membuat pengguna menjadi ingin mengonsumsi terus menerus atau biasa
disebut dengan kecanduan. Di dalam rokok elektrik mengandung propilen glikol,
nikotin, gliserin, dan flavouring (perasa). Propilen glikol dan gliserin merupakan
kelompok formaldehyde. Formaldehyde bila dipanaskan biasanya digunakan untuk
keperluan medis seperti bahan pengawet mayat. Menurut National Insitute on Drug
Abuse (NIDA) (2018) dalam beberapa pengujian produk rokok elektrik terdapat uap
yang berpotensi karsinogen dan diketahui terdapat pula bahan beracun kimia seperti
formaldehyde dan acetaldehyde. Didalam rokok elektrik juga terdapat logam
nanopartikel yang berpotensi beracun dari hasil mekanisme penguapan. Asap yang
dihasilkan dari rokok elektrik ini dapat menyebabkan iritasi tekak dan mata, batuk,
sakit kepala, pening dan susah bernapas.

Perbedaan kandungan utama atau secara umum antara rokok konvensional
dengan rokok elektrik tersajikan dalam Tabel 1.1

Tabel 1.1 Perbedaan kandungan rokok kretek dengan rokok elektrik

Rokok Kretek Rokok Elektrik
Tar Propilen glikol

CO Gliserin

Nikotin Nikotin
Logam-logam berat Flavouring (perasa)

Dari tabel diatas masih ditemukan nikotin dalam rokok elektrik. Nikotin adalah
senyawa alkaloid yang terdapat pada daun tembakau disamping anabasin dan senyawa-
senyawa alkaloid lainnya. Nikotin memiliki rumus kimia C1o0H14N2 dengan berat molekul
162,23 gr/mol serta konsentrasi Nikotin biasanya sekitar 5% dari berat tembakau. Nikotin
inilah yang membuat seseorang kecanduan merokok. Meskipun yang terkandung dalam
satu batang rokok sekitar 10 mg, namun yang benar terserap ke dalam tubuh sebanyak 1—
2 mg saja, sisanya terbuang ke udara (Aji et al, 2017).
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Apabila rokok elektrik secara terus meneurus dikonsumsi, uap yang dihasilkan
menjadi CO berupa asap akan terakumulasi dalam tubuh sehingga lama-kelamaan
pertahanan endogen di dalam tubuh tidak mampu mentoleri adanya senyawa toksik
yang masuk dalam tubuh, sehingga dapat menyebabkan stress oksidatif dalam tubuh.
Radikal bebas bersifat sangat reaktif sehingga mudah bereaksi dengan senyawa lain
seperti lipid, DNA dan protein. Oksidasi radikal bebas terhadap senyawa lipid, DNA,
dan protein dapat menyebabkan kerusakan jaringan atau organ sehingga dapat
menimbulkan penyakit. Pada keadaan ini, tubuh dapat mengalami stres oksidatif
(Kapisa et al, 2013) Reactive Oxygen Species (ROS) adalah oksidan yang sangat
reaktif. Dampak negatif senyawa tersebut timbul karena aktivitasnya, sehingga dapat
merusak komponen sel yang sangat penting untuk mempertahankan integritas sel.
Setiap ROS yang terbentuk dapat memulai suatu reaksi berantai yang terus berlanjut
hingga ROS itu dihilangkan oleh ROS yang lain atau sistem antioksidan (Pillon &
Soulage, 2012).

Aktivitas radikal bebas di dalam tubuh diimbangi dengan mekanisme pertahanan
endogen, yaitu tubuh akan memproduksi antioksidan endogen yang mempunyai
pengaruh sebagai anti radikal bebas. Salah satu antioksidan endogen adalah
superoxide dismutase (SOD). Enzim Superoksida dismutase (SOD) berfungsi
sebagai katalis reaksi dismutase radikal superoksida menjadi O dan H2O> yang lebih
stabil. Pada saat level ROS meningkat melebihi kemampuan pertahanan endogen,
maka terjadilah ketidakstabilan oksidatif yang disebut stres oksidatif. Pada kondisi
stres oksidatif, radikal bebas akan menyebabkan peroksidasi lipid membran sel dan
merusak organisasi membran sel. Salah satu biomarker terjadinya stres oksidatif
adalah tingginya kadar malondialdehyde (MDA) dan menurunnya aktivitas SOD
akibat proses peroksidasi lipid yang berlebihan di dalam sel (Moselhy et al, 2013).

Pada Penelitian sebelumnya yang dilakukan Erni (2016) menyebutkan bahwa
paparan rokok konvensional dapat mempengaruhi stress oksidatif pada tubuh, salah
satunya ditandai dengan biomarker dalam tubuh yaitu terjadi peningkatan kadar
MDA dan SOD pada tubuh. Rokok elektrik tidak mengandung tembakau seperti pada
rokok konvensional yang dapat menyebabkan ketidakseimbangan sel-sel dalam

tubuh yang disebut radikal bebas, namun masih ditemukan nikotin dalam rokok



elektrik. Hal ini membuat peneliti tertarik untuk melakukan penelitian mengenai
perubahan kadar MDA dan SOD pada tikus Ratus norvegicus yang diakibatkan oleh
pengaruh nikotin dalam paparan rokok elektrik dalam hal ini menggunakan nikotin
3,6, dan 9 mg yang biasanya terjual bebas dipasaran.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rokok Elektrik (Vape)

Rokok elektrik merupakan salah satu NRT (Nicotine Replacement Therapy) yang
menggunakan listrik dari tenaga baterai untuk memberikan nikotin dalam bentuk uap dan
olen WHO disebut sebagai electronic nicotine delivery system (ENDS) (William et al,
2010). NRT adalah metode yang menggunakan suatu media untuk memberikan nikotin
yang diperlukan oleh perokok tanpa pembakaran tembakau yang merugikan.

Rokok elektrik diciptakan oleh salah satu perusahaan di Cina pada tahun 2003 dan
dengan cepat menyebar ke seluruh dunia dengan berbagai nama dagang seperti njoy,
epuffer, blu cig, green smoke, smoking everywhere, dan lain-lain. Terdapat penelitian
yang menyatakan keamanan rokok elektrik tidak terjamin. Liquid rokok elektrik dan
voltase pada baterai yang ada pada rokok elektrik memiliki komponen yang berbahaya.
Dan akan semakin berbahaya yang memiliki tegangan yang tinggi. Hal ini dapat
menimbulkan percikan api bahkan ledakan (Kosmider L et al, 2014).

Para pengguna rokok elektrik biasanya mengatur tegangan voltase pada baterai
dengan tegangan tinggi sehingga dapat menghasilkan panas tegangan yang tinggi dan
menghasilkan asap yang banyak pula. Diperkirakan bahwa suhu penguapan teoritis dapat
mencapai 350°C (Talih et al, 2016). Suhu yang tinggi ini dapat mendorong perubahan
fisik cairan rokok elektrik dan reaksi kimia antara konstituen dari cairan rokok elektrik.
Pada suhu ini, pelarut dapat mengalami dekomposisi termal menyebabkan pembentukan
senyawa yang berpotensi beracun. VG dan PG telah terbukti terurai pada suhu tinggi
menghasilkan senyawa karbonil yang bersifat toksik, misalnya formaldehida,

asetaldehida, akrolein, dan aseton.
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Gambar 2.1 Seperangkat Rokok Elektrik beserta liquid (Orellana-Barrios et al, 2015)



Pada saat ini, terdapat lebih dari 460 nama dagang produk ENDS dengan lebih
dari 7.700 rasa. Produk yang dapat diisi ulang dan dibuang merupakan generasi
pertama electronic cigarette, sedangkan sistem tangki dan personal vaporizer
merupakan generasi kedua dan ketiga electronic cigarette (Zhu, 2014). Rokok
elektronik juga pernah digunakan sebagai alat bantu program berhenti merokok
dengan cara mengurangi kadar nikotin secara bertahap namun praktek tersebut kini
sudah tidak dianjurkan oleh ECA (Electronic Cigarette Association) dan FDA
(Food and Drug Association) (Cobb et al, 2010). Meskipun demikian berdasarkan
hasil survei di Amerika, mayoritas (65% responden) memilih alasan menggunakan
rokok elektronik sebagai alternatif untuk berhenti merokok (Etter, 2010).

Maraknya pengguna rokok elektrik oleh masyarakat tanpa tersedianya data
obyektif yang cukup membuat FDA di Amerika memprakarsai sebuah penelitian
pada tahun 2009 tentang rokok elektrik. Penelitian tersebut menyatakan bahwa
rokok elektronik mengandung Tobacco Spesific Nitrosamin (TSNA) yang bersifat
toksik dan Diethylene Glycol (DEG) yang dikenal sebagai karsinogen. Hal tersebut
membuat FDA mengeluarkan peringatan kepada masyarakat tentang bahaya zat
toksik dan karsinogen yang terkandung dalam rokok elektronik sehingga
mengakibatkan pembatasan distribusi dan penjualan rokok elektronik di Amerika
dan beberapa negara lain (USFDA, 2009). Badan Pengawas Obat dan Makanan
memperingatkan masyarakat Indonesia bahwa rokok elektrik dapat lebih berbahaya
dibandingkan dengan rokok konvensional dan keberadaan rokok elektronik di
Indonesia merupakan illegal (Bam dkk., 2014).

2.2 Kandungan Senyawa Kimia Rokok Elektrik

Rokok elektrik memiliki kandungan toksik dalam jumlah banyak. Di dalam
rokok elektrik mengandung nikotin, propilen glikol, gliserin, dan flavouring
(perasa) apabila dipanaskan akan menghasilkan uap yang terlihat seperti asap.
Produk uap tersebut yang akan dihirup oleh pengguna, kemudian akan masuk
kedalam aliran darah. Nikotin mempunyai efek ketergantungan bagi penggunanya.
Pada rokok elektrik terdapat beberapa tingkatan kandungan nikotin yaitu 0 mg, 3

mg, 6 mg, 12 mg, dan 24 mg dalam 1 refill. Kandungan nikotin berwujud cair pada



rokok elektrik dapat di isi ulang. Refill tersebut dimasukkan apabila dalam proses
pembakaran uap telah habis. (Kosmider et all, 2013 ; Cheng, 2014)

Propilen Glikol merupakan salah satu kandungan rokok elektrik berbentuk
larutan. Zat ini. Propilen ini biasanya berfungsi sebagai pelarut. Larutan ini
memiliki efek iritasi pada saluran pernapasan. Propilen glikol apabila kontak
langsung dengan mata dan kulit akan mengakibatkan iritasi. Jika dilakukan
konsumsi terus menerus memiliki jangka panjang yang akan mengalami kering
mulut dan tenggorokan, bahkan bisa mempengaruhi sistem syaraf pusat. (Cheng,
2014)

Gliserin berbentuk kental dan memiliki rasa manis. Gliserin berbentuk kental
dan memiliki rasa manis yang ada dalam rokok elektrik. Gliserin digunakan pada
rokok elektrik memiliki kadar yang rendah. Produk Gliserin yang biasa digunakan
pada rokok elektrik yaitu gliserin sayur atau gliserol merupakan produk karbohidrat
yang berasal dari minyak nabati. Gliserin digunakan untuk campuran pada industri
kosmetik dan penambah manis pada makanan. Gliserin jika dipanaskan dan
diinhalasi akan menyebabkan iritasi pernapasan dan secara kronis dapat
menyebabkan inflamasi saluran nafas atau obstruksi saluran nafas. (Cheng, 2014)

Flavouring (perasa) ada terdapat dalam larutan rokok elektrik berfungsi
sebagai perasa bagi pengguna. Zat ini dapat mengeluarkan aroma, bau, dan cita rasa
yang menarik bagi penggunanya. Salah satu bahan kimia yang dipakai sebagai
tambahan perisa adalah diasetil. Menghirup diasetil kerap dikaitkan dengan
penyakit paru obstruktif kronis (PPOK) (Lindsay, 2009)

Nikotin (Ci0H14N2) merupakan senyawa organik alkaloid, yang umumnya
terdiri dari karbon, hidrogen, nitrogen dan terkadang juga oksigen. Nikotin adalah
senyawa alkaloid yang terdapat pada daun tembakau disamping anabasin dan senyawa-
senyawa alkaloid lainnya. Rumus kimia Nikotin adalah C10H14N2 dan mempunyai berat
molekul 162,23 gr/mol. Konsentrasi Nikotin biasanya sekitar 5% dari berat tembakau.
Setiap satu batang rokok biasanya mengandung 10 mg nikotin. Nikotin inilah yang
membuat seseorang kecanduan merokok. Meskipun yang terkandung dalam satu
batang rokok sekitar 10 mg, namun yang benar terserap ke dalam tubuh sebanyak 1-2

mg saja, sisanya terbuang ke udara. (Aji et al, 2017)



Nikotin merupakan alkaloid utama dalam daun tembakau yang aktif sebagai
insektisida dan kadar nikotin 2-8 % tergantung pada spesies tembakau. Nikotin
merupakan salah satu obat-obatan yang sangat beracun bagi manusia. Dosis 60 mg akan
menyebabkan kematian dalam beberapa menit, diperkirakan hanya 10% dari jumlah
tersebut yang terhisap oleh perokok, dan dosis ini terserap kedalam tubuh dalam waktu
yang sangat lama. Bahwa merokok tidak membahayakan secara langsung, disebabkan
adanya kemampuan tubuh untuk mendegradasi atau metabolisme nikotin dengan cepat dan
mengeluarkannya, sehingga mencegah penumpukan zat tersebut dalam tubuh. (Aji et al,
2017)

Efek nikotin dapat menimbulkan kecanduan dikarenakan adanya interaksi antara
nikotin dengan reseptor kolinergik nikotin di otak yaitu Nicotinic Acetylcholine
Receptors (NAChRs) di daerah mesolimbik dopamin system di Ventral Tegmental Area
(VTA) neuron yang mengawali aktivasi Central Nervus System (CNS) termasuk system
Mesoaccumbens Dopamin. Reseptor nikotinin mengatur pelepasan dopamin. Nikotin
mengubah aktivitas VTA untuk meningkatkan sekresi dopamine. Dopamin yang
dilepaskan berperan dalam pengontrolan fungsi aktivitas lokomotorik kognisi, emosi,
reinsformenpositif, serta regulasi endokrin. Akibat dari pelepasan dopamine, maka

akan timbul perasaan nyaman bagi perokok. (D’Souza et al, 2011 ; Gotti C et al, 2010)

MDA (Malondialdehyde)

MDA merupakan suatu biomarker yang dapat digunakan untuk mengetahui
derajat kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid
hasil dari radikal bebas ini akan selalu membentuk reaksi berantai yang terus berlanjut
sampai radikal bebas ini dihilangkan oleh radikal bebas lain dan oleh sistem
antioksidan primer dari tubuh. Antioksidan bereaksi dengan antioksidan sehingga
mengurangi kapasitas untuk menimbulkan kerusakan (Retno, 2012).

Mekanisme kerusakan sel atau jaringan akibat serangan radikal bebas yang
paling awal diketahui dan terbanyak diteliti adalah peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid
paling banyak terjadi di membran sel, terutama asam lemak tidak jenuh yang
merupakan komponen penting penyusun membran sel. Pengukuran tingkat

peroksidasi lipid diukur dengan mengukur produk akhirnya, yaitu malondialdehyde



(MDA), yang merupakan produk oksidasi asam lemak tidak jenuh dan yang bersifat
toksik terhadap sel. Pengukuran kadar MDA merupakan pengukuran aktivitas radikal
bebas secara tidak langsung sebagai indikator stress oksidatif. Pengukuran ini
dilakukan dengan tes Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS test). Prinsip
pengukuran MDA terjadi karenaa adanya degradasi radikal lipid peroksidasi (aldehid
dan endoperoksida) akan melakukan reaksi pertambahan nukleofilik (nukleophilic
addiction reaction) dengan asam tiobarbiturat dan membentuk suatukompleks
berwarna (senyawa MDA-TBA) yang berwarna merah jambu yang dapat diukur
dengan menggunakan spektrofotomter dengan panjang gelombang 532-533 nm
(Nazarudin et al, 2011). Oleh karena itu, salah satu tolak ukur yang menentukan
seberapa banyak oksidan terbentuk didalam tubuh adalah dengan diketahuinya kadar
MDA di dalam tubuh (Siswonoto, 2018). Adapun reaksi dalampengukuran MDA ini

adalah :

(==---- ) Gugus kromofor

Asam Tiobarbiturat Malond:aldehid
(=mmeme ) Gugus auksokrom

Gambar 2.3 Reaksi TBA (asam tiobarbiturat) dengan MDA (Malondialdehyde)
(Jamil, 2010 ; Mudasir, dkk. 2011)

SOD (Superoksida dismutase)

Superoksida dismutase adalah metaloenzim yang mengkatalis reaksi reduksi
radikal anion superoksida (O2*) menjadi hidrogen peroksida (H202) dan oksigen
(02). Enzim ini bersifat tidak stabil terhadap panas, cukup stabil pada kondisi basa,
dan masih mempunyai aktivitas walaupun disimpan sampai 5 tahun pada suhu 50C.
Aktivitas SOD tertinggi ditemukan di hati, kelenjar adrenalin, ginjal, darah, limfa,
pankreas, otak, paru-paru, lambung, usus, ovarium dan timus (Murray, 2009). Adapun

reaksinya adalah
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SOD
02*+02*+2H+ —>» H202 + Oz

Superoxide Dismutase (SOD) merupakan salah satu antioksidan enzimatik dan
metaloenzim dalam tubuh karena aktivitasnya tergantung pada kofaktor logam Cu, Fe,
Zn dan Mn. Berdasarkan hal ini SOD dikelompokkan menjadi Cu/Zn-SOD, Mn-SOD,
Fe-SOD dan ada juga namanya EC-SOD. Cu/Zn-SOD ditemukan dalam sitosol,
kloroplas tanaman tingkat tinggi dan kemungkinan juga di ekstraseluler, Mn-SOD
ditemukan dalam mitokondria sel eukariot dan peroksisom, Fe-SOD ditemukan
berikatan dengan kloroplas, dan EC-SOD pada cairan ekstraseluler mamalia (Murray,
2009). Derajat aktivitas masing-masing SOD dipengaruhi oleh derajat stres oksidatif
pada kompartemen subseluler. Kerja enzim SOD dapat dilihat pada banyaknya produk
peroksidasi lipid dari setiap organel. Tingginya aktivitas SOD akan tergambarkan oleh
rendahnya produk oksidasi lipid (Murray, 2009). SOD diidentifikasi sebagai
eritrocuprein, indofenol oksidase, dan tetrazolium oksidase. Gen SOD terletak pada
kromosom 21, 6 & 4, secara berurutan (21922.1, 6g25.3 & 4p15.3-p15.1) dan
berfungsi sebagai katalisator reaksi dismutasi dari anion superoksida (O2*) menjadi
hidrogen peroksida (H202) & molekul oksigen (02) (Murray, 2009). Isoenzim EC-
SOD merupakan glikoprotein yang terletak dalam matriks jaringan interstisial dan
glikokolik pada permukaan sel, berikatan dengan proteoglikan. Hanya ada 1 fraksi
kecil EC-SOD yang ditemukan dalam cairan ekstrasel seperti plasma, limpa, cairan
sinovial, dan cairan serebrospinal. Isoenzim EC-SOD merupakan homotetramerr
terglikolisasi, aktif dalam cairan dan matriks ekstraseluler seperti jantung ,plasenta dan
paru paru, mengendalikan bioavailabilitas nitrit oksida yang diinduksi oleh IFN,
namun keberadaaanya dapat dihambat oleh TNF dan TGF (Murray, 2009).

Secara fisiologis tubuh menghasilkan senyawa radikal bebas melalui proses
fosforilasi oksidatif. Selama proses fosforilasi oksidatif , O, akan tereduksi menjadi
H>O dengan penambahan 4 elektron, sehingga terbentuk radikal anion superoksida
yang kemudian diubah menjadi hidrogen peroksida (H20-) oleh enzim SOD. Proses

fosforilasi dalam mitokondria menyebabkan 1 molekul O tereduksi oleh 4 elektron
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bersama-sama dengan ion H+ membentuk 2 molekul H>O. Jika jumlah elektron yang
mereduksi O2 kurang dari 4, proses fosforilasi berlangsung tidak sempurna sehingga
akan terbentuk senyawa radikal bebas (Murray, 2009). Kelainan Fungsi EC-SOD
adalah Aterosklerosis. Aterosklerosis adalah penyebab utama penyakit jantung dan
pembuluh darah lainnya yang ditandai ateroma (plak kekuningan) yang mengandung
lipid dan kolesterol pada dinding arteri dan terjadi pengerasan dinding arteri serta
penyempitan lumen arteri (Murray, 2009 ; Grasi, 2010). Aterosklerosis dapat terjadi
melalui proses inflamasi kronik dan stress oksidatif. Pada dinding pembuluh darah
arteri terdapat sel endotel yang melepaskan nitric oxide dan mengatur kelenturan
pembuluh darah, menjaga komposisi otot tetap seimbang, dan mencegah pembekuan
darah sehingga tidak terjadi inflamasi dan stress oksidatif (Grasi, 2010). Kelainan
fungsi SOD dan peningkatan jumlah radikal bebas yang terjadi pada penderita
aterosklerosis adalah terjadinya kerusakan atau disfungsi endhotel pada pembuluh
darah. Disfungsi endhotel pada aterosklerosis terjadi secara bertahap, yaitu pada
dekade pertama (awal terjadinya akumulasi lipid di intraseluler), dekade ketiga (terjadi
atheroma), dan dekade keempat (terjadinya fibroatheroma dan komplikasi pada sel
endhotel). Jika sel endotel mengalami kerusakan, maka nitric oxide berkurang, sistim
keseimbangan dinding pembuluh darah akan terganggu dan terjadi penebalan otot
dinding pembuluh darah sehingga makrofag, trombosit, LDL kolesterol yang
teroksidasi akan membentuk suatu kompleks yang disebut fatty streak dan plak
aterosklerosis. Proses pembentukan aterosklerosis secara teori inflamasi dan stress
oksidatif dapat dicegah, yaitu terapi antioksidan dengan cara pemberian suplemen
antioksidan secara oral (Grasi, 2010).

Prinsip pemeriksaan kadar SOD adalah sebagai berikut. Reaksi antara xanthine dan
xanthine oxidase menghasilkan radikal superoksida. Radikal superoksida akan
mereduksi nitroblue tetrazolium (NBT) menjadi formazan berwarna ungu. SOD dapat
menghambat reduksi NBT melalui reaksinya dengan radikal superoksida yang
menghasilkan O» dan H2O. Pengukuran dilakukan dengan metode kolorimetri
menggunakan spektrofotometer. Pengukuran kadar SOD dilakukan secara tidak

langsung, karena yang diukur dengan spektrofotometer adalah absorbansi formazan.
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Kemudian ditentukan konsentrasi SOD dengan menggunakan kurva standar SOD.

(Kusumaningrum et al, 2017)

Pengaruh Radikal Bebas Terhadap kadar MDA dan SOD

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang memiliki elektron tidak
berpasangan dalam orbital terluarnya sehingga sangat reaktif. Radikal ini cenderung
mengadakan reaksi berantai yang apabila terjadi di dalam tubuh akan dapat
menimbulkan kerusakan-kerusakan yang berlanjut dan terus menerus (Wadaningsih et
al, 2011). Mekanisme terbentuknya reaksi radikal bebas adalah peroksidasi lipid
membran dan sitosol yang mengakibatkan terjadinya serangkaian reduksi asam lemak
sehingga terjadi kerusakan membran dan organel sel. Peroksidasi lipid merupakan
reaksi berantai yang memberikan pasokan radikal bebas secara terus-menerus yang
menginisiasi peroksidasi lebih lanjut. tahapan reaksi sel oleh radikal bebas adalah
inisiasi (permulaan terbentuknya radikal bebas), propagasi (serangkaian reaksi yang
berkembang atas timbulnya radikal bebas transfer atau penambahan atom, dan
terminasi (inaktivasi radikal bebas oleh antioksidan endogen atau eksogen maupun
enzim superoksida dismutase). Pengukuran tingkat peroksidasi lipid dapat diukur
dengan produk akhirnya, yaitu Malondialdehyde (MDA). Untuk mengurangi

terjadinya peroksidasi lipid dapat digunakan senyawa yang bersifat antioksidan.
Antioksidan merupakan suatu senyawa yang berfungsi sebagai penangkal dari
radikal bebas dan dampak negative dari radikal bebas. Antioksidan menstabilkan
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas dan
menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas yang dapat
menimbulkan stress oksidatif. Tubuh manusia memiliki sistem pertahanan endogen
terhadap serangan radikal bebas terutama terjadi melalui peristiwa metabolisme sel
normal dan peradangan (Wahdaningsih et al, 2011). Salah satu pertahanan endogen
yang bersifat protektif terhadap radikal bebas adalah enzim SOD. Ketika produksi
spesies oksigen yang disebabkan radikal bebas meningkat dan kadar antioksidan
menurun hingga keseimbangan pertahanan endogen terganggu, maka tubuh akan
mengalami stres oksidatif. Stress oksidatif dalam tubuh dapat menyebabkan

meningkatnya kadar MDA dan menurunnya kadar SOD. Ketika pertahanan endogen
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dalam tubuh terganggu maka tubuh memerlukan pasokan antioksidan dari luar seperti
vitamin C, vitamin E yang dapat terkandung dalam buah-buahan atau sayuran.



BAB Il
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

A. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan data tentang perubahan antioksidan
enzimatis akibat paparan uap vape. Parameter perubahan antioksidan enzimatis
dengan menghitung kadar MDA dan SOD pada darah tikus.

B. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah mendapatkan data tentang kadar MDA dan SOD setelah
dipapar uap vape. Dengan dilaksanakannya penelitian ini diharapkan dapat
memberi manfaat sebagai berikut :

1. Memberikan informasi tentang efek penggunaan rokok elektrik sebagai pengganti
rokok konvensional terhadap struktur organ paru.

2. Sebagai data daam penelitian lanjutan yang berkaitan dengan efek paparan asap

vape pada fungsi fungsi filiologis pada tikus.
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BAB IV
METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan secara in
vivo. Penelitian dirancang dengan “randomized post-test control group” dengan
subyek penelitian tikus putih galur Wistar, berumur 2-3 bulan dengan berat 200-
300 gram sejumlah 30 ekor dan dikelompokkan menjadi 5 kelompok, masing-
masing terdiri dari 6 ekor. Tikus yang digunakan sampel dalam kondisi sehat.

Jumlah sampel ditentukan dengan rumus berikut: rumus Federer sebagai
berikut:

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

n : besar sampel
t > jumlah kelompok
Jumlah sampel yang digunakan dihitung dengan rumus:

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

(n-1) (3-1)>15

4n-2 > 15

4n > 17

n> 4,25

Pada penelitian tikus dibagi 5 kelompok secara random yang terdiri atas kelompok

kontrol negatif (K-), kelompok control positif (K+) dengan treatment rokok
konvensional , dan kelompok perlakuan 1 (KP1), dengan treatment rokok elektrik
dengan kandungan nikotin 3m. Kelompok perlakuan 2 (KP2) dengan treatment
rokok elektrik dengan kandungan nikotin 6mg dan KP3 dan Kelompok perlakuan
3 (KP3) dengan kandungan nikotin 9 mg. Pada setiap kelompok diberi pakan
standar ayam BR2 dan minum secara ad libitum. Pemberian treatment dilakukan
dengan memaparkan asap rokok tembakau pada kelompok 2 dan uap hasil
pembakaran liquid Vape pada kelompok 3,4 dan 5 dengan kadar nikotin 3,6 dan 9
mg, pemaparan dilakukan selama 30 hari. Pemberian treatment dilakukan di
kandang pemeliharaan hewan coba di Laboratorium Biologi Universitas Negeri
Semarang. Analisis MDA dan SOD dilakukan di laboratorium Pusat Studi Pangan
dan Gizi UGM. Pemberian perlakuan seperti dalam table di bawah in
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Tabel 4.1 Pemberian perlakuan penelitian

Kelompok/Jumlah Tikus Treatment Keterangan
K-/(6) - MDA dan SOD pada
darah
K+/(6) 3 batang rokok kretek MDA dan SOD pada
( merk Dji Sam Soe) darah
P1/(6) 0,25 ml nikotin dalam MDA dan SOD pada
rokok elektrik dengan darah
kadar nikotin 3
mg/hari
P2/(6) 0,50 ml nikotin dalam MDA dan SOD pada
rokok elektrik dengan darah
kadar nikotin 6
mg/hari
P3/(6) 0,75 ml nikotin dalam ~ MDA dan SOD pada

rokok elektrik dengan
kadar nikotin 9
mg/hari

darah

Berikut gambar model perlakuan penelitian yang akan dilakukan :

Keterangan :

a. Alat Nebulizer ( spesifikasi lampiran 6)
b. Tempat liquid/cairan nikotin
c. Selang sebagai jalan keluar uap nikotin ke dalam kandang tikus yang

tertutup

d. Hewan perlakuan tikus Rattus Norvegicus
e. Kandang tikus yang tertutup rapat

Gambar 4.2 Model perlakuan penelitian
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Pengambilan darah

Pengambilan darah dilakukan pada hari ke 31 penelitian. Darah diambil dari
sinus orbitalis dengan hematokrit sebanyak 3 ml dan ditampung dalam microtube
yang telah berisi EDTA untuk sampel plasma dan microtube kosong tanpa EDTA
untuk serum. Sampel yang digunakan untuk pengukuran kadar MDA adalah plasma
darah dan untuk pengukuran aktivitas SOD adalah serum. Darah yang terkumpul
ditunggu sampai 30 menit selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 100 rpm
selama 10 menit. Plasma dan serum yang terbentuk dipindah ke dalam microtube
baru dan disimpan pada ice box untuk siap dibawa ke tempat analisis. Setelah
ditempat analisis larutan penyangga yang terbentuk dihilangkan dari pellet 5x
volumenya dengan menggunakan ddH.O (double-distilled water). Eritrosit yang
telah dilarutkan disentrigugasi selama 10 menit pada kecepatam 10000 rpm dan

supernatant yang terbentuk disimpan pada suhu -8°C sampai siap untuk dianalisis.

Pengukuran Kadar MDA

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBARs (Wursyastuti et al, 1996
(Indonesian Food and Nutrition Progress, 2000 vol 7 no.2)

Tabel 4.3 Prosedur pengukuran kadar MDA

Sampel Standart Blangko
H3PO4 750pl 750pl 750pl
TBA 250ul 250ul 250ul
Sampel 50ul
Standart 50pl
aquabides 50ul
Aguabides 450ul 450pl 450pl

Semua larutan diatas dicampur, dimasukkan ke penangas air dengan suhu
100°C selama 60 menit. Setelah sampel, standart, dan blangko keluar dari
penangas air kemudian dimasukkan ke dalam es bath. Selanjutnya disiapkan
Column Sep-Pak C1g dan dimasukkan methanol 5 ml lalu dibuang. Aquabides 5

ml dimasukkan lalu dibuang. sampel 5 ml dimasukkan lalu dibuang. Aquabides 4
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ml dimasukkan lalu dibuang. Methanol 4 ml dimasukkan lalu ditampung.
Kemudian dibaca dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 532 nm.

Rumus penghitungan kadar MDA (nmol/ml) :

0,2422 + absorbansi total
0,0241

Pengukuran Kadar SOD
Pemeriksaan aktivitas SOD dilakukan menggunakan metode kalorimetri.

Sampel yang digunakan dalam pengukuran ini adalah serum. Prosedur
pengukuran aktivitas SOD dapat dilihat pada tabel.

Tabel 4.4 Prosedur pengukuran kadar SOD
Sampel Blanko1 Blanko2 Blanko 3

Whole blood 20 pl - 20 ul -
ddH20 - 20 pl - 20 pl
Larutan pereaksi WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

(Water-Soluble

Tetrazolium)

Larutan pengencer buffer - - 20 pl 20 pl
Larutan pereaksi enzim 20 pl 20 pl - -

Semua larutan dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit,
selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 450
nm menggunakan microplate reader.

Rumus penghitungan aktivitas SOD (%) :

(‘th‘lnkﬂl - Ab:ﬂ?‘!kﬂﬂj - (‘qs&m?ﬂﬂf — Ab:ﬁnkﬂﬂ)x 100%

(Abtrznkal - Ab:&nkoﬁj
Analisis Data

Analisis data dalam penelitian ini meliputi uji normalitas menggunakan uji
Kolmogorov-Smirnov test dilanjutkan uji homogenitas dengan uji Levene test.
Untuk mengetahui perbedaan rata-rata antara kelompok dilakukan uji komparasi
pada MDA menggunakan uji Kruskal-Wallis dan Man Whiteney da untuk SOD

menggunakan uji one way anova dan dilanjutkan dengan Uji LSD



Alur Penelitian
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galus wistar
K- K+ KP1 KP2 KP3
Makan dan Dipapar rokok Rokok elektrik Rokok elektrik Rokok elektrik
minum kretek nikotin 3 mg nikotin 6 mg nikotin 9 mg

A

Perlakuan selama 30 hari hari

v

Pengambilan Darah pada

-2 1. na 1___°=

v

Pengukuran kadar MDA

dan SOD

v

Analisis Data

Gambar 4.5 Alur penelitian pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap

kadar MDA dan SOD pada darah tikus.




BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan di laboratorium Biologi FMIPA UNNES dan
Laboratorium Pusat Antar Universitas (PAU) Universitas Gajah Mada selama
bulan Juli-Agustus 2018. Menggunakan hewan coba berupa Tikus (Rattus
norvegicus) jantan dengan usia 2-3 bulan dengan rata-rata berat selama 30 hari

penelitian yang tersajikan dalam gambar 5.1

Rerata Berat Tikus
300 ~ ~
250 = = 7¥
200 A /j —e—Kontrol (-)
150 Kontrol (+)
100 Vape 3mg
50 Vape 6mg
0 Vape 9mg
1 2 3 4 5
Minggu Ke-

Gambar 5.1 Berat badan tikus selama 30 hari

Dari hasil data diatas berat badan tikus mengalami penurunan dari minggu ke-4 ke
minggu terakhir penelitian. Dalam penelitian ini dihasilkan 2 hasil kadar MDA
dan SOD yang telah terpapar rokok elektrik.

5.2. Hasil Pengukuran Kadar MDA

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBARs dengan menggunakan
plasma darah yang diambil melalui sinus orbitalis tikus Rattus novergicus.
Kemudian dibaca dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 532 nm.

Adapun hasil uji lanjut kadar MDA adalah sebagai berikut:

20
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Pengaruh Nikotin dalam Rokok Elektrik Terhadap

Kadar MDA
=0 1 27.5
=0
IS) 21.5 M Kontrol (-)
€ 20 |
— 15.5 @ Kontrol (+)
< 15
g 9.08 [IKP 1 (3mg)
O 3.92
_‘% . | . KP2 (6mg)
V4 y | [ KP3 (9mg)

o
\

Kelompok Perlakuan

Gambar 5.2 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar MDA

Dari hasil penelitian menunjukkan kadar MDA berdistribusi normal,
namun pada hasil uji homogenitas data MDA tidak homogen hal ini disebabkan
setiap angka yang dihasilkan pada setiap kelompok terpaut jauh sehingga
digunakan uji non parametrik menggunakan uji Kruskal wallis dilanjutkan dengan
Mann-Whitney. Hasil Uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa semakin tinggi
kadar nikotin maka semakin terjadi peningkatan kadar MDA.

5.3. Hasil Pengukuran Kadar SOD
Pengukuran kadar SOD menggunakan metode kalorimetri, menggunakan
serum darah yang diambil melalui sinus orbitalis pada tikus Rattus novergicus.
Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 450 nm
menggunakan microplate reader. Adapun hasil data uji lanjut SOD adalah sebagai
berikut:
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Pengaruh Nikotin dalam Rokok Elektrik Terhadap

Kadar SOD
100
85.12

$ 80 - 76.32 B Kontrol (-)
E 60 - 51.77 @ Kontrol (+
S 39 (+)
= s [ KP 1 (3mg)
B
¥ 20 A [1KP2 (6mg)

0 - [ KP3 (9mg)

Kelompok Perlakuan

Gambar 5.3 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar
Hasil data penelitian kadar SOD menunjukkan bahwa data kadar SOD

terdistribusi normal, dan untuk hasil uji homogenitas data kadar SOD
menunjukkan data yang homogen sehingga dapat digunakan uji one way anova
dan dilanjutkan uji LSD. Hasil uji LSD menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar

nikotin maka semakin terjadi penurunan kadar SOD.



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa
paparan rokok elektrik (VAPE) dapat meningkatkan kadar MDA dan

menurunkan kadar SOD darah tikus.

Saran
Saran dari penelitian ini yaitu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
pengaturan kerentangan kadar nikotin sehingga dihasilkan kadar nikotin minimal
dan maksimal yang berpengaruh pada peningkatan kadar MDA dan penurunan
kadar SOD pada darah.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Instrumen penelitian

1. Judul : Analisis Kadar Superoksida Dismutase (SOD) dan Malondialdehyd
(MDA) pada Tikus yang Terpapar E- Cigarette

2. Tujuan Penelitian:

Tujuan dari penelitian ini untuk

1. menganalisis kadar Superoksida Dismutase (SOD) pada tikus yang dipapar E-
Cigarette

2. menganalisis kadar Malondialdehyd (MDA pada tikus yang dipapar E-Cigarette

3. Design Penelitian
Design Penelitian : True eksperiment dengan Randomized Posttest Only With

Control Group Design dengan rancangan sebagai berikut :

Kelompok/Jumlah Tikus Treatment Keterangan

K-/(6) - MDA dan SOD pada
darah

K+/(6) 3 batang rokok MDA dan SOD pada
konvensional darah

KP1/(6) 5 ml Vape(1) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 3 mg/hari darah

KP2/(6) 5 ml Vape(2) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 6 mg/hari darah

KP3/(6) 5 ml Vape(3) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 9 mg/hari darah
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4. Variabel Penelitian
1. Variabel independent :
1) Paparan E-cigarette dengan 3 variasi kadar nikotin yakni 3,6 dan 9
mg/hari
2) Paparan rokok tembakau/rokok konvensional dengan dosis 3
batang/hari.
2. Variabel dependent
1) Kadar malondialdehyde (MDA) dalam darah tikus
2) Kadar superoksigen dismutase (SOD) dalam darah tikus
3. Variabel kontrol

Jenis rokok, umur tikus, strain, suhu ruang, pakan tikus, bentuk dan
ukuran kandang.

5. Pengambilan darah
Pengambilan darah dilakukan pada hari ke 31 penelitian. Darah diambil

dari sinus orbitalis dengan hematokrit sebanyak 3 ml dan ditampung dalam
tamping eppendorf yang telah berisi EDTA. Sampel yang digunakan untuk
pengukuran kadar MDA adalah plasma darah dan untuk pengukuran aktivitas
SOD adalah whole blood. Darah yang terkumpul selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 100rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. plasma yang
terbentuk dipindah ke dalam tabung baru dan disimpan pada suhu -80°C
sampai siap untuk dianalisis. Larutan penyangga yang terbentuk dihilangkan
dari pellet 5x volumenya dengan menggunakan ddH.O (double-distilled
water). Eritrosit yang telah dilarutkan disentrigugasi selama 10 menit pada
kecepatam 10000 rpm dan supernatant yang terbentuk disimpan pada suhu -

8°C sampai siap untuk dianalisis.

6. Pengukuran Kadar MDA

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode : TBARs (Wursyastuti et al, 1996
(Indonesian Food and Nutrition Progress, 2000 vol 7 no.2)
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Sampel Standart Blangko
H3PO4 750pl 750pl 750pl
TBA 250pl 250ul 250ul
Sampel 50pl
Standart 50pl
aquabides 50ul
Aqguabides 450l 450l 450l

Semua larutan diatas dicampur, dimasukkan ke penangas air dengan suhu
100°C selama 60 menit. Setelah sampel, standart, dan blangko keluar dari
penangas air kemudian dimasukkan ke dalam es bath. Selanjutnya disiapkan
Column Sep-Pak Cig dan dimasukkan methanol 5 ml lalu dibuang.
Aguabides 5 ml dimasukkan lalu dibuang. sampel 5 ml dimasukkan lalu
dibuang. Aquabides 4 ml dimasukkan lalu dibuang. Methanol 4 ml
dimasukkan lalu ditampung. Kemudian dibaca dengan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 532 nm.

Rumus penghitungan kadar MDA (nmol/ml) :

0,2422 + absorbansi total

0,0241
. Pengukuran Kadar SOD
Pemeriksaan aktivitas SOD dilakukan menggunakan metode kalorimetri.

Sampel yang digunakan dalam pengukuran ini adalah whole blood.

Prosedur pengukuran aktivitas SOD dapat dilihat pada tabel.

Sampel Blanko1 Blanko 2 Blanko 3

Whole blood 20 pl - 20 ul -
ddH20 - 20 pl - 20 pl
Larutan pereaksi WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

(Water-Soluble Tetrazolium)
Larutan pengencer buffer - - 20 pl 20 pl
Larutan pereaksi enzim 20 pl 20 pl - -

Semua larutan dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit,
selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 450

nm menggunakan microplate reader.



Rumus penghitungan aktivitas SOD (Analisis Data
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8. Analisis Data

30

Analisis data dalam penelitian ini meliputi uji normalitas menggunakan uji

Kolmogorov-Smirnov test dilanjutkan uji homogenitas dengan uji Levene

test. Untuk mengetahui perbedaan rata-rata antara kelompok dilakukan uji

komparasi menggunakan uji one way anova dan dilanjutkan dengan Uji
Least Significant Difference (LSD).

Alur Penelitian

30 ekor Tikus galur
wistar Jantan

K-
Makan dan
minum

KP+
Dipapar rokok
konvensional

KP1
Rokok elektrik
nikotin 3 mg

KP2
Rokok elektrik
nikotin 6 mg

KP3
Rokok elektrik
nikotin 9 mg

A

Perlakuan selama 30 hari hari

v

Pengambilan Darah pada

hari ke 31 hari

v

Pengukuran kadar MDA

dan SOD

v

Analisis Data




9. Design Penelitian

Design Penelitian : True eksperiment dengan Randomized Posttest Only With Control

Group Design dengan rancangan sebagai berikut :
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Kelompok/Jumlah Tikus Treatment Keterangan

K-/(6) - MDA dan SOD pada
darah

K+/(6) 3 batang rokok MDA dan SOD pada
konvensional darah

KP1/(6) 5 ml Vape(1) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 3 mg/hari darah

KP2/(6) 5 ml Vape(2) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 6 mg/hari darah

KP3/(6) 5 ml Vape(3) dengan MDA dan SOD pada
kadar nikotin 9 mg/hari darah

10. Variabel Penelitian

4. Variabel independent :

3) Paparan E-cigarette dengan 3 variasi kadar nikotin yakni 3,6 dan 9

mg/hari

4) Paparan rokok tembakau/ rokok konvensional dengan dosis 3

batang/hari.

5. Variabel dependent

3) Kadar malondialdehyde (MDA) dalam darah tikus
4) Kadar superoksigen dismutase (SOD) dalam darah tikus

6. Variabel kontrol

Jenis rokok, umur tikus, strain, suhu ruang, pakan tikus, bentuk dan ukuran

kandang.
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Lampiran 4. Artikel ilmiah

Analysis of Malondialdehyde and Superoxide Dismustase Levels
After Exposure of Electric Cigarette In Rats

Lisdiana, Ria Ika Maharani dan Sriyadi
Department of Biology, Faculty of Mathematic and Science Universitas Negeri
Semarang, D6 Building Floor 1, Sekaran Campus, Gunungpati, 50229

Semarang, Indonesia

Lisdiana@mail.unnes.ac.id

Abstract. Rokok elektrik merupakan rokok yang beroperasi dengan tenaga baterai
untuk membakar cairan sehingga menghasilkan uap. Salah satu kandungan rokok elektrik
adalah nikotin. Nikotin adalah senyawa kimia yang dapat menyebabkan addiction dan
pemicu terjadinya  stress oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kadar
malondialdehyd dan superoksigen dismutase pada darah tikus yang terpapar nikotin dari
rokok elektrik. Penelitian dilakukan pada 30 ekor tikus jantan galur Wistar yang dibagi
menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok kontrol (-), kontrol (+), P1 (rokok elektrik dengan
nikotin 0,25 mg) dan P2 ( rokok elektrik dengan nikotin 0,5 mg), dan P3 (rokok elektrik
dengan nikotin 0,75 mg) dengan paparan asap rokok selama 30 hari. Kadar MDA dan
SoD. Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBARs, pembacaan
hasil menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 532

nm. Kadar SOD diukur dengan metode kalorimetri. Data dianalisis dengan uji
non parametric kruskal wallis dan Man Whiteney untuk kadar MDA dan uji one way
anova dan uji lanjut LSD untuk kadar SOD. Hasil analisis statistik menunjukkan kadar
MDA dan SOD pada kelompok kontrol (-) berbeda nyata dengan semua kelompok.
Simpulan dari penelitian ini adalah nikotin berpengaruh pada peningkatan kadar MDA
dan penurunan kadar SOD. Semakin tinggi kadar nikotin maka semakin besar
peningkatan kadar MDA dan penurunan kadar SOD.

Abstract: Electric cigarette (e-cigarette) is cigarette that operate on battery
power to burn liquids and to produce a steam. One of the contents of an
electric cigarette is nicotine. It is a chemical compound that can cause
addiction and trigger oxidative stress. This study aims to analyze the levels
of malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) in the blood
of rat that exposed to nicotine from e-cigarettes. The study was conducted
on 30 male Wistar rats wich divided into 5 groups, control group (-),
control (+), P1 (e-cigarette with nicotine 0.25 mg) and P2 (e-cigarette with
0.5 mg nicotine) and P3 (e-cigarette with nicotine 0.75 mg) with exposure
to cigarette smoke for 30 days. MDA and SOD levels measurements using
the TBARs method, the results that can be known using a
spectrophotometer with a wavelength of 532 nm. SOD levels were
measured by the calorimetry method. Data were analyzed with non-
parametric kruskal wallis test and Man Whiteney for MDA levels and one
way ANOVA test and LSD advanced test for SOD levels. Statistical
analysis showed that MDA and SOD levels in the control group (-) were
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significantly different from all groups. The conclusion is that nicotine has
an effect on increasing MDA levels and decreasing SOD levels. If the
nicotine level is higher, the increase in MDA levels will be greater and
decreased SOD levels.

Keyword: e-cigarette, MDA, SOD

1. Introduction

Prevalensi merokok di Indonesia sangat tinggi diberbagai lapisan masyarakat, terutama
laki-laki mulai dari anak-anak, remaja, dan dewasa. Berdasarkan Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) 2013, sebesar 85% rumah tangga di Indonesia terpapar asap rokok. Jumlah
perokok pria meningkat 14%, sedangkan perokok wanita meningkat sebanyak 2,8% dari
tahun 1995 sampai tahun 2011. Peningkatan jumlah perokok terjadi karena adanya
peningkatan jumlah penduduk yang meningkat 2 kali lipat selama 50 tahun terakhir.
Berdasarkan data terbaru ini, jumlah perokok di seluruh dunia meningkat hampir 250
juta orang [1].

Pada era ini telah terjadi kemajuan dengan adanya kemunculan rokok elektrik atau rokok vape
yang dipercaya mampu mengurangi efek bahaya dari rokok konvensional. Rokok elektrik seolah-
olah mungkin tampak terlihat lebih aman dan tidak beracun daripada rokok konvensional.
Meskipun rokok elektrik tidak menggunakan tembakau namun dalam rokok elektrik masih
mengandung nikotin dan bahan kimia lainnya yang berpotensi membahayakan bagi tubuh. Rokok
Elektrik merupakan rokok yang beroperasi menggunakan tenaga baterai yang selanjutnya akan
memanaskan sejumlah cairan yang tersimpan di dalam cartridge untuk memproduksi asap yang
akan dihisap oleh pengguna [2]. Pelarut yang digunakan yang paling popular dalam rokok elektrik
adalah gliserin (VG), propilen glikol (PG), atau kombinasi gliserin dan propilen glikol dengan
perbandingan dengan perbandingan tertentu [3]. Dalam hal ini cairan yang dimaksud adalah
nikotin, karena rokok elektrik juga mengandung nikotin seperti pada rokok konvensional. Nikotin
termasuk zat adiktif, dalam hal ini nikotin dapat membuat pengguna menjadi ingin mengonsumsi
terus menerus atau biasa disebut dengan kecanduan. Di dalam rokok elektrik mengandung
propilen glikol, nikotin, gliserin, dan flavouring (perasa). Sedangkan pada rokok tembakau
mengandung Tar, CO, Nikotin, dan logam-logam berat.

Salah satu kandungan rokok elektrik yang ada pada rokok tembakau adalah nikotin. Nikotin
adalah senyawa alkaloid yang terdapat pada daun tembakau disamping anabasin dan senyawa-
senyawa alkaloid lainnya. Nikotin memiliki rumus kimia C10H14N2 dengan berat molekul
162,23 gr/mol serta konsentrasi Nikotin biasanya sekitar 5% dari berat tembakau. Nikotin inilah
yang membuat seseorang kecanduan merokok. Meskipun yang terkandung dalam satu batang
rokok sekitar 10 mg, namun yang benar terserap ke dalam tubuh sebanyak 1-2 mg saja, sisanya
terbuang ke udara [4].

Apabila rokok elektrik secara terus meneurus dikonsumsi, uap yang dihasilkan menjadi CO
berupa asap akan terakumulasi dalam tubuh. Pada keadaan ini, tubuh dapat mengalami stres
oksidatif [5] [6] [7]. Suatu marker terjadinya stress oksidatif adalah tingginya kadar
malondialdehyde (MDA) dan menurunnya aktivitas SOD akibat proses peroksidasi lipid yang
berlebihan di dalam sel [8]. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh nikotin dalam
rokok elektrik terhadap kadar MDA dan SOD pada darah.

2. Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Negeri Semarang dan analisis uji dilakukan di Laboratorium Pusat Antar
Universitas (PAU) Universitas Gajah Mada Yogyakarta. Penelitian ini merupakan penelitian
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eksperimental laboratorik dengan rancangan penelitian “the post test only group” dengan sampel
30 tikus galur wistar jantan usia 2-3 bulan, dengan berat badan 200-300 gram, sehat dan tidak
cacat yang diperoleh dari Laboratorium Biologi FMIPA UNNES. Pada penelitian ini tikus dibagi
menjadi 5 kelompok kelompok secara random yang terdiri atas kelompok negatif (K-), kelompok
control (K+), kelompok perlakuan 1 (P1) dengan kadar nikotin 0,25 mg, kelompok perlakuan 2
(P2) dengan kadar 0,5 mg dan kelompok perlakuan 3 (P3) dengan kadar nikotin 0,75 mg selama
30 hari. Alat yang digunakan berupa nebulizer, pipet hematokrit, sentifuge, dan spektrofotometri.
Untuk bahan yang digunakan berupa rokok kretek, rokok elektrik dengan kadar nikotin
3mg/60ml, 6mg/60ml, dan 9mg/60ml.

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode : TBARs (Wursyastuti et al, 1996
(Indonesian Food and Nutrition Progress, 2000 vol 7 no.2). sampel yang digunakan
menggunakan plasma darah. Hasil analisis dibaca dengan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 532 nm.

Tabel 1. Prosedur pengukuran kadar MDA

Sampel Standart Blangko
H3PO4 750pl 750pl 750pl
TBA 250ul 250ul 250ul
Sampel 50pl
Standart 50ul
aquabides 50pl
Agquabides 450ul 450ul 450ul

Pengukuran kadar SOD metode kalorimetri. Sampel yang digunakan dalam
pengukuran ini adalah serum. Prosedur pengukuran aktivitas SOD dapat dilihat pada
Tabel 2.

Tabel 2. Prosedur pengukuran kadar SOD.

Sampel Blanko 1 Blanko2 Blanko 3
Whole blood 20 pl - 20 pl -
ddH>0 - 20 ul - 20 ul
Larutan pereaksi WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
(Water-Soluble Tetrazolium)
Larutan pengencer buffer - - 20 ul 20 ul
Larutan pereaksi enzim 20 pl 20 pl - -

Semua larutan dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit, selanjutnya dil
pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 450 nm menggunakan microplate reader.
Analisis data dilakukan secara statistik pada penelitian ini menggunakan statistik
parametrik, yaitu mengunakan analisis data uji statistik one way Anova. Kemudian untuk
data tidak terdistribusi normal dan tidak homogen maka menggunakan statistik non
parametrik Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan Mann Whitney. Sebelum dilakukan
uji tersebut, dilakukan uji normalitas data dan homogenitas terlebih dahulu. Uji
normalitas menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov test dilanjutkan uji homogenitas
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dengan uji Levene test. Kemudian untuk mengetahui perbedaan rata-rata antara kelompok
dilakukan uji komparasi menggunakan uji One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji
Least Significant Differences (LSD). Analisis statistik dibantu dengan program SPSS
(Statistical Product and Service Solutions) for windows versi 2.0.

3. Hasil dan pembahasan

Pengukuran kadar MDA dengan metode TBARs dengan menggunakan plasma darah yang
diambil melalui sinus orbitalis tikus Rattus norvegicus. Kemudian dibaca dengan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 532 nm. Adapun hasil rerata kadar MDA dapat
dilihat di tabel 4.

Tabel 4. Hasil rerata kadar MDA

Kelompok Perlakuan Kadar MDA
(nmol/ml)
Kontrol Negatif Normal 3,92
Kontrol Positif Rokok kretek 3 batang 27,50
P1 Rokok elektrik dengan nikotin 9,08
0,25 mg
P2 Rokok elektrik dengan nikotin 15,50
0,5mg
P3 Rokok elektrik dengan nikotin 21,50
0,75 mg

Dari hasil data penelitian menunjukkan data kadar MDA berdistribusi normal, namun
pada hasil uji homogenitas data MDA tidak homogen hal ini disebabkan setiap angka yang
dihasilkan pada setiap kelompok terpaut jauh sehingga digunakan uji non parametrik
menggunakan uji Mann-Whitney dilanjutkan dengan Uji Kruskal-Wallis.

Hasil Uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa kelompok kontrol negative menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata terhadap kelompok yang terpapar rokok kretek dengan hasil 3,92
nmol/mol dan 27,50 nmol/ml. sedangkan untuk kelompok kontrol negative memiliki perbedaan
yang nyata dengan 3 kelompok variasi nikotin. Dan untuk kelompok kontrol positif
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata terhadap 3 variasi kelompok nikotin. Dari hasil uji
Mann-Whitney nikotin dalam rokok elektrik berpengaruh terhadap hasil peningkatan kadar
MDA. Hasil peningkatan kadar MDA tertinggi diantara 3 kelompok variasi nikotin ditunjukkan
pada kelompok perlakuan ke-3 yang terpapar rokok elektrik dengan kadar nikotin 0,75 mg yaitu
sebanyak 21,50 nmol/ml. dalam hal ini untuk kelompok perlakuan ke-3 yang terpapar rokok
elektrik dengan kadar nikotin 0,75 mg hampir mendekati hasil dari kadar MDA pada kelompok
kontrol positif yaitu sebanyak 27,50 nmol/ml. Untuk hasil peningkatan kadar MDA terendah
ditunjukkan pada kelompok perlakuan ke-1 yang terpapar rokok elektrik dengan kadar nikotin
0,5 mg yaitu sebanyak 9,08 nmol/ml. Semakin tinggi kadar nikotin maka semakin tinggi pula
peningkatan kadar MDA.

Pengukuran kadar SOD menggunakan metode kalorimetri, menggunakan serum darah yang
diambil melalui sinus orbitalis pada tikus Rattus novergicus. Selanjutnya dilakukan pengukuran
absorbansi pada panjang gelombang 450 nm menggunakan microplate reader. Adapun hasil
data kadar SOD dapat dilihat di Tabel 3.

Tabel 3. Hasil rerata kadar SOD
Kelompok Perlakuan Kadar SOD (%)

Kontrol Normal 85,12 + 1,942
negatif
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Kontrol Rokok kretek 3 batang 22,34 +3,98°

Positif

P1 Rokok elektrik dengan 76, 32 + 3,98°
nikotin 0,25 mg

P2 Rokok elektrik dengan 51,77 + 4,59¢
nikotin 0,50 mg

P3 Rokok elektrik dengan 39,00 £+ 4,59

nikotin 0,75 mg
Keterangan :  Angka yang diikuti oleh huruf pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan
pada setiap kelompok perlakuan dengan taraf ketelitian p<0,05.

Dari hasil data penelitian hasil kadar SOD menunjukkan bahwa data kadar SOD
terdistribusi normal, dan untuk hasil uji homogenitas data kadar SOD menunjukkan data yang
homogen sehingga dapat digunakan uji one way anova dan dilanjutkan uji LSD.

Hasil uji LSD pada kadar SOD bahwa pada kelompok kontrol negative berbeda nyata
dengan kelompok kontrol positive dan 3 kelompok variasi nikotin. Sedangkan untuk kontrol
positif hasilnya berbeda nyata dengan 3 kelompok variasi nikotin. Dari hasil uji LSD nikotin
dalam rokok elektrik berpengaruh terhadap kadar SOD pada setiap kelompok perlakuan sehingga
menyebabkan kadar SOD menurun. Untuk hasil penurunan kadar SOD tertinggi yang terjadi pada
3 kelompok variasi nikotin dihasilkan pada kelompok nikotin 0,75 mg meningkat sebanyak 39,00
* 4,5%. Pada hasil angka tersebut hampir mendekati dari hasil kelompok kontrol positif yaitu
22,34 + 3,98 %. Sedangkan untuk hasil penurunan SOD terendah terjadi pada kelompok
perlakuan ke-1 yaitu dengan perlakuan dipapar rokok elektrik dengan kadar nikotin 0,5 mg
memperoleh hasil 76,32 + 3,98 %. Semakin tinggi kadar nikotin dalam rokok elektrik maka
semakin terjadi penurunan kadar SOD.

3.3 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar MDA

Dari hasil kelompok perlakuan variasi nikotin yang terpapar rokok elektrik hasil tertinggi
peningkatan kadar MDA terjadi pada kelompok terpapar rokok elektrik dengan nikotin 0,75 mg.
Sedangkan untuk hasil terendah peningkatan kadar MDA terjadi pada kelompok yang terpapar
rokok elektrik dengan nikotin 0,5 mg.

Jika dibandingkan dengan kelompok yang terpapar rokok kretek, maka pada hasil
kelompok rokok elektrik dengan nikotin 0,75 mg yang paling mendekati dengan kelompok yang
terpapar rokok kretek. Hal ini disebabkan untuk kadar nikotin yang terkandung dalam 3 batang
rokok kretek sebanyak 6,9 mg dan didalam rokok kretek tidak hanya mengandung nikotin saja
namun masih terdapat kandungan senyawa-senyawa lain yang lebih berbahaya dalam
terbentuknya radikal bebas dalam tubuh. Sehingga dalam penelitian ini rokok kretek dijadikan
sebagai kontrol positif. Sedangkan untuk rokok elektrik dengan kadar nikotin 0,75 mg dapat
menghasilkan kadar MDA yang lebih tinggi dari kelompok variasi nikotin lain karena adanya
konsumsi nikotin yang terus menerus sehingga menyebabkan rusaknya membrane lipid dan
nikotin dapat meningkatkan produksi dopamine dalam otak yang menyebabkan suatu kecanduan
serta timbulnya radikal bebas yang dihasilkan lebih banyak. Radikal bebas yang terakumulasi
dalam tubuh dapat menyebabkan stres oksidatif. Meningkatnya suatu radikal bebas dalam tubuh
ditandai dengan tingginya kadar MDA dalam tubuh.

. Malondialdehyde (MDA) merupakan salah satu senyawa aldehyde hasil dari peroksidasi
lipid. Terjadinya Peroksidasi lipid disebabkan adanya oksidasi asam lemak tidak jenuh ganda
pada membrane sel oleh radikal bebas serta tinggi rendahnya kadar MDA sangat bergantung
pada tinggi rendahnya pertahan endogen antioksidan dalam tubuh [9]. Salah satu kandungan
dari rokok elektrik yang masih ditemukan seperti di rokok tembakau adalah nikotin. Nikotin
merupakan hasil metabolisme sekunder termasuk dalam golongan alkaloid sejati yang berasal
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dari sintesis dari asam nikotinik. Jika konsumsi nikotin dilakukan secara terus menerus maka
akan menyebabkan kecanduan. Nikotin masuk ke tubuh dapat melalui saluran pernapasan,
saluran pencernaan, dan kulit. Dari cara seseorang merokok maka nikotin masuk dalam tubuh
melalui saluran pernafasan. Untuk dapat sampai masuk ke darah, nikotin masuk melalui sirkulasi
pulmonal selanjutnya akan dibawa ke otak. Di dalam otak terdapat reseptor penerima nikotin
yang disebut Nicotinic Cholinergic Receptors (nicotinic acetylcholine receptors atau nAChRs).
Ikatan nikotin di permukaan antara 2 subunit pada reseptor ini akan membuka jalur yang
memungkin ion sodium atau kalsium masuk, masuknya 2 ion ini akan mengaktifkan tegangan
saluran kalsium yang membuat pemasukan kalsium lebih banyak. Efek yang ditimbulkan dari
masuknya ion kalsium adalah dilepaskannya neourotransmitter. Dan dopamine merupakan salah
satu neourotransmitter yang dilepas. Sebelum dopamine dilepaskan, nikotin terlebih dahulu
mengaktifkan glutamine, yang berfungsi sebagai neutrotransmitter yang bekerja dalam
membantu pelepasan dopamine dan pelepasan asam y-aminobutirik (GABA) yang dapat
menghambat aktifnya dopamine. Nikotin dapat meningkatkan kadar dopamine dalam otak.
Apabila konsumsi rokok mengalami penurunan, secara otomatis terjadi pula penurunan kadar
nikotin dalam tubuh maka si perokok akan mengalami kegelisahan untuk dapat mengonsumsi
rokok terus menerus [10].

Nikotin yang masuk dalam tubuh juga akan dimetobolisme di hati. Nikotin akan dikonversi
menjadi kotinin melalui transformasi yang melibatkan 2 cara, pertama mediasi dari cytochrome
P450 yang dapat menghasilkan nikotin-A"G) —iminiu-ion yang equilibrium dengan 5-
hydroxynicotine. Dan yang kedua katalisa dari cytoplasmic aldehide oxidase. Metabolisme
iminium dapat terjadi melalui jalur transpor electron dengan siklus redoks yang akan
menghasilkan suatu radikal. Metabolic kationik muncul dari beberapa jalur, termasuk oksidasi
nikotin itu sendiri dan protonasi myosmine yang berasal dari nornicotine melalui demetilasi
nikotin. Metabolisme ini memerlukan hidrolisis imotin nikotin menjadi ketoamina dengan rantai
yang terbuka sehingga akan mengalami nitrosasi untuk membentuk suatu nitrosamine yang
beracun. Selanjutnya nitrosamine berfungsi sebagai alkylator DNA dan menyebabkan aktifnya
berbagai kerusakan oksidatif dan jalur radikal [11].

3.4 Pengaruh nikotin dalam rokok elektrik terhadap kadar MDA

Nikotin dalam rokok elektrik berpengaruh terhadap penurunan kadar SOD dalam tubuh hal
ini ditunjukkan dengan hasil kelompok kontrol yang tidak terpapar dengan kelompok variasi
nikotin dalam rokok elektrik, serta untuk kelompok yang terpapar rokok kretek dengan kelompok
variasi nikotin dalam rokok elektrik. Dari hasil kelompok variasi nikotin dalam rokok elektrik
hasil tertinggi penurunan kadar SOD terjadi pada kelompok yang terpapar rokok elektrik dengan
nikotin 0,75 mg. Sedangkan untuk hasil terendah peningkatan kadar SOD terjadi pada kelompok
yang terpapar rokok elektrik dengan nikotin 0,25 mg. Jika dibandingkan dengan kelompok yang
terpapar rokok kretek, maka pada hasil kelompok rokok elektrik dengan nikotin 0,75 mg
merupakan kelompok yang paling mendekati dengan kelompok yang terpapar rokok kretek. Hal
ini disebabkan untuk kadar nikotin yang terkandung dalam 3 batang rokok kretek sebanyak 6,9
mg dan didalam rokok kretek tidak hanya mengandung nikotin saja hamun masih terdapat
kandungan senyawa-senyawa lain yang lebih berbahaya dalam terbentuknya radikal bebas dalam
tubuh. Sedangkan untuk rokok elektrik dengan kadar nikotin 0,75 mg ini dapat menghasilkan
kadar SOD yang lebih rendah dari kelompok variasi nikotin dalam rokok elektrik lain karena
adanya konsumsi nikotin yang terus menerus sehingga terjadi penurunan pertahanan endogen
dalam tubuh dan nikotin dapat meningkatkan produksi dopamine dalam otak yang dapat
menyebabkan suatu kecanduan sehingga radikal bebas yang dihasilkan lebih banyak. Dan radikal
bebas dapat menyebabkan stres oksidatif. Meningkatnya radikal bebas dalam tubuh ditandai
dengan menurunnya kadar SOD dalam tubuh.
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SOD (Superoksida dismutase) adalah antioksidan enzimatis yang melindungi jaringan
dari kerusakan oksidatif akibat radikal bebas (Muchtadi 2013). SOD mengkatalisis mengkatalis
reaksi reduksi radikal anion superoksida (O2*) menjadi hidrogen peroksida (H202) dan oksigen
(02). Enzim SOD merupakan suatu pertahanan endogen untuk melindungi berbagai radikal bebas
apapun yang masuk dalam tubuh. Ketika jumlah radikal bebas yang masuk dalam tubuh melebihi
jumlah maksimum kerja enzim SOD maka penggunaan enzim SOD yang lebih banyak sehingga
kerja enzim SOD mengalami gangguan, dan menyebabkan penurunan kadar SOD pada tubuh.
Pada kelompok rokok elektrik dengan nikotin 0,75 mg merupakan kelompok paling
mengahasilkan kadar SOD yang paling rendah yaitu sebanyak 39,00 + 4,59%, dan berbeda nyata
dengan semua kelompok lainnya. Hal ini disebabkan kadar nikotin yang dimiliki paling tinggi
diantara kelompok variasi nikotin lain yaitu sebanyak 0,75 mg. Sehingga ketika seorang perokok
mengonsumsi rokok elektrik dengan kadar nikotin 0,75 mg maka seorang perokok akan lebih
mengalami kecanduan ingin mengonsumsi terus menerus dan menyebabkan peningkatan
penumpukan radikal bebas. Dari penumpukan radikal bebas yang terus mengalami peningkatan
aktivitas enzim SOD menjadi terganggu yang membuat adanya proses ketidakseimbangan
antioksidan dan oksidan dalam tubuh.

kelompok yang terpapar rokok kretek tetap menghasilkan penurunan kadar SOD yang
rendah karena di dalam rokok kretek tidak hanya mengandung nikotin namun yang masih terdapat
senyawa-senyawa lain yg semakin membuat berbahaya radikal bebas yang dihasilkan dan masuk
ke dalam tubuh. Nikotin adalah amina (salah satu kelompok senyawa yang mengandung
nitrogen). Nikotin berikatan dengan reseptor nikotin asetilkolin disingkat nAChRs. Nikotin
merangsang reseptor untuk memulai reaksi yang menghasilkan pelepasan neurotransmiter lebih
lanjut (pembawa pesan kimia yang bergerak di antara saraf, otot, atau kelenjar) [12].

Reactive Oxygen Species (ROS) adalah oksidan yang sangat reaktif. Dalam hal ini radikal
bebas merupakan salah oksidan yang sangat reaktif. Radikal bebas yang dihasilkan tidak hanya
berasal dari rokok kretek namun juga bisa berasal rokok elektrik. Dampak negatif senyawa
tersebut timbul karena aktivitasnya, sehingga dapat merusak komponen sel yang sangat penting
untuk mempertahankan integritas sel. Setiap ROS yang terbentuk dapat memulai suatu reaksi
berantai yang terus berlanjut hingga ROS itu dihilangkan oleh ROS yang lain atau sistem
antioksidan [13].

Berdasarkan penelitian, diketahui bahwa meskipun di rokok elektrik tidak mengandung
tembakau, namun didalamnya masih terdapat nikotin yang berpengaruh dalam peningkatan kadar
MDA dan penurunan kadar SOD.

4. Kesimpulan

Nikotin dalam rokok elektrik memberikan pengaruh terhadap peningkatan kadar
MDA dan penurunan kadar SOD pada tubuh.
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Gambar 7. Proses pengasapan hewan coba
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Gambar 8. Sampel darah dalam microtube
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