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Abstract

DMBA (7,12-Dimethylbenz(a)antracene) is a prototype of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs) which is present in automobile exhaust, cigarette smoke, and wood
stoves. DMBA is converted into its reactive metabolites DMBA-DE and cause liver cell
membrane lipid peroxidation, which results in an increased of liver malondialdehyde (MDA)
levels. Broccoli contains flavonoid that able to prevent lipid peroxidation. The current study
was conducted to find out the different hepatoprotective effect of ethanolic extract of
broccoli against DMBA-induced hepatotoxicity in wistar rats using liver MDA as a marker. A
total of 24 male wistar rats were divided into six groups, consisting of normal control
(distilled water), negative control (DMBA), and treatment (ethanolic extract of broccoli in
doses of 250, 500, 1000, and 2000 mg/kgBW). Rats were treated for 7 days prior to a
single dose of DMBA on the 8" day of treatment. Liver tissue samples were taken on the
12" day for measurement of liver MDA levels. Data were analyzed using One Way ANOVA
followed by Post Hoc Test LSD. The present study showed significant differences on liver
MDA levels between groups (p<0.001). This study concluded that there were different
hepatoprotective effects of ethanolic extract of broccoli treatment on liver MDA levels in
wistar rats induced by DMBA.
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Abstrak

DMBA (7,12-Dimethylbenz(a)antracene) merupakan prototipe Polisiklik Aromatik
Hidrokarbon (PAH) yang banyak terdapat pada polutan asap kendaraan bermotor, asap
rokok, dan asap dapur. DMBA dikonversi menjadi metabolit reaktif DMBA-DE dan
menyebabkan peroksidasi lipid membran sel hepar sehingga kadar malondialdehid (MDA)
hepar meningkat. Brokoli memiliki kandungan flavonoid yang mampu menghambat
peroksidasi lipid. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan efek hepatoprotektif
pada pemberian ekstrak etanol brokoli terhadap kadar MDA hepar tikus putih galur wistar
yang diinduksi DMBA. Penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus wistar jantan yang dibagi
menjadi 6 kelompok yaitu kontrol normal (aquades), kontrol negatif (DMBA), dan perlakuan
(ekstrak etanol brokoli dosis 250, 500, 1000, 2000 mg/kgBB). Perlakuan diberikan selama 7
hari diikuti dengan induksi DMBA dosis tunggal pada hari ke-8. Sampel jaringan hepar
diambil untuk pengukuran kadar MDA hepar pada hari ke-12. Data dianalisis menggunakan
uji One Way Anova dilanjutkan dengan Post Hoc Test LSD. Hasil penelitian menunjukkan
nilai rata-rata kadar MDA hepar antarkelompok memiliki perbedaan yang signifikan
(p<0,001). Penelitian ini menyimpulkan bahwa terdapat perbedaan efek hepatoprotektif
pada pemberian ekstrak etanol brokoli terhadap kadar MDA hepar tikus putih galur wistar
yang diinduksi DMBA.

Kata kunci: ekstrak etanol brokoli, DMBA, malondialdehid, hepatoprotektif
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Pendahuluan

Polisiklik Aromatik Hidrokarbon (PAH)
merupakan kelompok senyawa organik yang
tersebar luas di alam sebagai hasil dari
pembakaran material organik yang tidak
sempurna. Hasil pembakaran yang tidak
sempurna tersebut rentan teroksidasi menjadi
senyawa radikal bebas [1]. Salah satu
prototipe dari senyawa PAH yaitu DMBA
(7,12-Dimethylbenz(a)antracene). DMBA me-
rupakan produk hasil degradasi PAH yang
banyak terdapat pada polutan asap kendaraan
bermotor, asap rokok, dan asap dapur [2].

Indonesia merupakan penyumbang
emisi PAH terbesar nomor lima setelah China,
India, Amerika Serikat, dan Nigeria [3].
Fenomena tersebut mengakibatkan paparan
radikal bebas DMBA di lingkungan semakin
banyak. Paparan DMBA secara terus-menerus
berdampak negatif terhadap kesehatan
manusia [1]. DMBA dimetabolisme oleh hepar
dan akan menjadi senyawa yang reaktif
setelah mengalami metabolisme, hal ini dapat
menyebabkan kerusakan hepar [4]. Alur
metabolisme DMBA vyaitu melalui aktivasi
enzim sitokrom P450. Enzim sitokrom P450
CYP1A1 atau CYP1B1 dan enzim mikrosomal
hidrolase pada metabolisme fase 1 mengubah
DMBA menjadi radikal DMBA-3,4-diol-1,2-
epoksida (DMBA-DE) yang bersifat destruktif,
hepatotoksik, serta menginduksi peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS) dalam sel
secara berlebihan [5, 6].

Radikal tersebut bereaksi dengan asam
lemak tak jenuh ganda (PUFA) pada membran
sel hepar sehingga menghasilkan peroksidasi
lipid. Proses tersebut selanjutnya mengubah
struktur dan fungsi membran sel hepar berupa
meningkatnya permeabilitas membran sel,
diikuti oleh influks massif kalsium, hingga
kematian sel [7, 8]. Malondialdehid (MDA)
merupakan salah satu produk akhir
peroksidasi PUFA di dalam sel. Peningkatan
produksi MDA dalam sel hepar dapat
digunakan sebagai indikator adanya
kerusakan sel atau jaringan akibat
meningkatnya peroksidasi lipid [9].

Proses peroksidasi lipid dapat dicegah
melalui pemberian antioksidan eksogen. Salah
satu antioksidan eksogen alami yang telah
diteliti memiliki aktivitas antioksidan  tinggi
yaitu brokoli (Brassica olaracea L. var. italica).
Ekstrak etanol brokoli dengan metode maser-
asi mempunyai aktivitas antioksidan tertinggi
dengan nilai 1Csy, sebesar 8,36 ug/ml dan
kadar flavonoid total terbesar [10]. Aktivitas
dan komponen antioksidan ekstrak etanol
brokoli tersebut diharapkan dapat memberikan
efek hepatoprotektif terhadap induksi DMBA
yang ditandai dengan penurunan kadar MDA

hepar. Penelitian ini bertujuan untuk menget-
ahui perbedaan efek hepatoprotektif pada
pemberian ekstrak etanol brokoli (Brassica
olaracea L. var. italica) terhadap kadar MDA
hepar tikus putih galur wistar yang diinduksi
DMBA.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental murni (frue experimental
design) dengan rancangan post-test only
control group design. Penelitian ini telah
mendapatkan perizinan ethical clearance dari
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas
Jember. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Jember, Laboratorium Biokimia dan
Biomolekular Fakultas Kedokteran Universitas
Jember, serta Laboratorium Biologi Fakultas
Farmasi Universitas Jember.

Ekstrak etanol brokoli diperoleh dengan
cara mengekstraksi bunga brokoli dengan
pelarut etanol 70% melalui metode maserasi.
DMBA diperoleh dari Sigma Aldrich (USA) dan
dilarutkan dalam corn oil. Sampel penelitian
yaitu 24 ekor tikus wistar jantan umur 2-3 bu-
lan, berat badan 100-200 gram, dan kondisi
fisik sehat. Pengambilan sampel dilakukan
dengan teknik simple random sampling, kemu-
dian dibagi menjadi 6 kelompok, masing-mas-
ing kelompok terdiri atas 4 ekor tikus. Kelom-
pok kontrol normal (K) dan kelompok kontrol
negatif (K-) diberi aquades secara per oral
selama 7 hari; sedangkan kelompok perlakuan
(P1, P2, P3, dan P4) masing-masing diberi ek-
strak etanol brokoli dengan dosis 250
mg/kgBB, 500 mg/kgBB, 1000 mg/kgBB, dan
2000 mg/kgBB secara per oral selama 7 hari.
Pada hari ke-8, seluruh kelompok kecuali
kelompok kontrol normal (K) diinduksi DMBA
15 mg/kgBB dalam 1 ml corn oil secara per
oral, single dose.

Sampel jaringan hepar diambil pada hari
ke-12. Sebanyak 1 ml homogenat hepar dis-
entrifuge dan bagian supernatan diambil untuk
analisis kadar MDA hepar. Kadar MDA hepar
diukur menggunakan MDA ELISA Kit Elab-
science. Setelah pengambilan sampel, bagian
hewan coba yang tidak dipakai dikremasi.
Data dianalisis menggunakan uji One Way An-
ova dilanjutkan dengan Post Hoc Test LSD
dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil Penelitian

Hasil rata-rata kadar MDA hepar (ng/ml
+ SD) disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Rata-rata Kadar MDA Hepar Tikus

Rata-rata Kadar MDA
Hepar (ng/ml £ SD)

Kelompok

Kontrol Normal 22,0304 + 5,5049

Kontrol Negatif 60,0065 + 5,2880
Dosis 250 mg/kgBB 33,9981 * 4,0214
Dosis 500 mg/kgBB 27,9162 + 3,2425
Dosis 1000 mg/kgBB 26,6487 + 3,1053

Dosis 2000 mg/kgBB 24,0169 * 4,3663

Penurunan rata-rata kadar MDA hepar
terhadap kelompok kontrol negatif disajikan
pada Tabel 2. Kelompok kontrol negatif
merupakan kelompok tanpa pemberian ek-
strak etanol brokoli.

Tabel 2. Persentase Penurunan Rata-Rata
Kadar MDA Hepar

Kelompok Penurunan Persentase
Perlakuan Rata-Rata Penurunan
MDA (ng/ml)  Rata-Rata

MDA (%)

Dosis 250 26,0084 43,34

mg/kgBB

Dosis 500 32,0903 53,48

mg/kgBB

Dosis 1000 33,3578 55,59

mg/kgBB

Dosis 2000 35,9895 59,98

mg/kgBB

Uji One Way Anova pada penelitian ini
menunjukkan bahwa nilai rata-rata kadar MDA
hepar antarkelompok memiliki perbedaan
yang signifikan (p<0,001). Hasil uji LSD kadar
MDA hepar antara kelompok kontrol normal
dan kontrol negatif menujukkan bahwa induksi
DMBA dosis 15 mg/kgBB menyebabkan
peningkatan kadar MDA hepar (p<0,001). Uiji
LSD kadar MDA hepar antara kelompok
kontrol negatif dan kelompok perlakuan dosis
250, 500, 1000 dan 2000 mg/kgBB
menujukkan bahwa pemberian ekstrak etanol
brokoli mampu menurunkan kadar MDA hepar
tikus wistar yang diinduksi DMBA (p<0,001).
Uji LSD kadar MDA hepar antara kelompok
kontrol normal dan kelompok dosis 250, 500,
1000 dan 2000 mg/kgBB menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak etanol brokoli dosis 500
mg/kgBB, 1000 mg/kgBB dan 2000 mg/kgBB

mampu menurunkan kadar MDA hepar hingga
mendekati kontrol normal, sedangkan pada
dosis 250 mg/kgBB terjadi penurunan kadar
MDA hepar, akan tetapi belum mendekati
kadar MDA hepar kontrol normal.

Pembahasan

Induksi DMBA dosis 15 mg/kgBB
menyebabkan peningkatan kadar MDA hepar,
dengan estimasi DMBA mampu bekerja seba-
gai hepatotoksik yaitu 96 jam. Rata-rata kadar
MDA hepar meningkat hingga mencapai
60,0065 = 5,2880 ng/ml, sedangkan rata-rata
kontrol normal hanya sebesar 22,0304 =+
5,5049 ng/ml. Hasil ini mendukung penelitian
sebelumnya bahwa induksi DMBA dosis 15
mg/kgBB single dose per oral pada tikus
menyebabkan peningkatan kadar MDA men-
jadi 3,44+0,07 nmol/g jaringan hepar dari
kelompok normal sebesar 3,24+0,04 nmol/g
jaringan hepar [11].

Mekanisme peningkatan kadar MDA
tersebut didasari oleh konversi DMBA menjadi
senyawa yang reaktif setelah mengalami
metabolisme di hepar. Alur metabolisme
DMBA melalui aktivasi enzim sitokrom P450.
Enzim sitokrom P450 CYP1A1 atau CYP1B1
dan enzim mikrosomal hidrolase pada meta-
bolisme fase 1 mengubah DMBA menjadi
DMBA-3,4-diol-1,2-epoksida (DMBA-DE) yang
bersifat destruktif, hepatotoksik, serta mengin-
duksi peningkatan Reactive Oxygen Species
(ROS) dalam sel secara berlebihan [5, 6].
Radikal tersebut bereaksi dengan asam lemak
tak jenuh ganda (PUFA) pada membran sel
hepar. Fosfolipid dan glikolipid merupakan lip-
id bilayer membrane yang mengandung asam
lemak tak jenuh ganda dan rentan teroksidasi
sehingga menimbulkan reaksi berantai yang
disebut peroksidasi lipid [12]. MDA merupakan
salah satu produk akhir peroksidasi PUFA di
dalam sel. Oleh sebab itu, terjadinya reaksi
peroksidasi lipid pada membran sel hepar
akan meningkatkan produksi senyawa MDA
dalam sel hepar [13]. Jumlah MDA dapat di-
gunakan sebagai indikator adanya kerusakan
sel atau jaringan akibat peningkatan aktivitas
peroksidasi lipid [9].

Pemberian ekstrak etanol brokoli pada
dosis 500, 1000, dan 2000 mg/kgBB dalam
penelitian ini mampu memberikan efek
hepatoprotektif terhadap DMBA. Efek
hepatoprotektif tersebut ditandai dengan
penurunan kadar MDA hepar hingga
mendekati kontrol normal. Besar dosis yang
diberikan berbanding lurus dengan penurunan
kadar MDA hepar. Sedangkan pada dosis 250
mg/kgBB, terjadi penurunan rata-rata kadar
MDA hepar sebesar 26,0084 ng/ml atau se-
besar 43,34%, akan tetapi belum mendekati
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kadar MDA hepar kelompok normal. Dosis 250
mg/kgBB dalam penelitian ini dikatakan belum
mampu memberikan efek hepatoprotektif
terhadap DMBA. Hal ini dipengaruhi oleh
jumlah flavonoid, dimana kandungan flavonoid
yang semakin banyak akan mempengaruhi
efektivitas penurunan kadar malondialdehid
hepar [14].

Pemberian ekstrak etanol brokoli mam-
pu menurunkan kadar MDA hepar tikus wistar
yang diinduksi DMBA. Hasil ini mendukung
penelitian sebelumnya bahwa pemberian ek-
strak brokoli pada tikus yang diinduksi CCl,

menunjukkan penurunan yang signifikan pada
enzim-enzim hepar (AST, ALT, ALP), kadar bi-
lirubin dan MDA jaringan hepar tikus, serta
memperlihatkan efek hepato-protektif pada pe-
meriksaan histopatologis [15]. Ekstrak etanol
brokoli dengan metode maserasi mempunyai
kadar flavonoid total paling tinggi dan aktivitas
antioksidan tertinggi dengan nilai IC, sebesar

8,36 pg/ml [10]. Hasil pengujian fitokimia pada
brokoli terdapat kandungan quercetin dan
kaempferol yang merupakan salah satu zat
aktif flavanoid sebesar 0,03-10,85 mg/100 g
dan 0,24-13,20 mg/100 g; dimana quercetin
memiliki fungsi untuk mencegah bahaya oksi-
dasi sel, lipid dan DNA oleh radikal bebas [16,
17].

Flavonoid berfungsi sebagai chain
breaking antioxidant atau pemutus reaksi be-
rantai dari radikal bebas [18]. Penambahan
antioksidan sekunder berupa flavonoid mampu
menghambat reaksi peroksidasi lipid pada ta-
hap inisiasi maupun propagasi. Pada tahap
inisiasi, flavonoid memberikan donor atom
hidrogen dari gugus hidroksilnya pada radikal
lipid sehingga radikal tersebut bersifat stabil.
Pada tahap propagasi, flavonoid memberikan
donor atom hidrogen pada radikal hidroperok-
sida. Hasil reaksi propagasi tersebut berupa
hidroperoksida lipid non-radikal serta turunan
radikal antioksidan. Radikal antioksidan yang
terbentuk pada reaksi tersebut memiliki
keadaan yang lebih stabil dibandingkan
dengan radikal lipid, tidak mempunyai cukup
energi untuk dapat bereaksi dengan molekul
lipid lain dan membentuk radikal lipid baru.
Kestabilan ini menyebabkan terhentinya reaksi
berantai peroksidasi lipid [19].

Berdasarkan hasil penelitian ini, diket-
ahui bahwa terdapat perbedaan efek hepato-
protektif pada pemberian ekstrak etanol
brokoli terhadap kadar MDA hepar tikus putih
galur wistar yang diinduksi DMBA. Efek hep-
atoprotektif ekstrak etanol brokoli terhadap
DMBA ditandai dengan penurunan kadar MDA
hepar hingga kadarnya mendekati kontrol nor-
mal, yakni pada dosis 500 mg/kgBB, 1000
mg/kgBB, dan 2000 mg/kgBB. Pemberian ek-

strak etanol brokoli dosis 250 mg/kgBB
menunjukkan penurunan kadar MDA hepar,
namun kadarnya masih belum mendekati kon-
trol normal, sehingga dosis 250 mg/kgBB
dikatakan belum mampu memberikan efek
hepatoprotektif terhadap DMBA.

Simpulan dan Saran

Terdapat perbedaan efek hepatoprotektif
pada pemberian ekstrak etanol brokoli
terhadap kadar MDA hepar tikus putih galur
wistar yang diinduksi DMBA.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan mengisolasi senyawa aktif brokoli
sehingga dimungkinkan penggunaan dosis
yang lebih efektif, penelitian lebih lanjut
mengenai pemanfaatan potensi ekstrak etanol
brokoli sebagai anti-kanker terhadap induksi
DMBA dalam dosis yang lebih tinggi, serta
penelitian lebih lanjut mengenai aspek far-
makokinetik dan farmakodinamik dari DMBA
untuk mengetahui profii DMBA sebagai agen
hepatotoksik.
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