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ABSTRAK  

“PENGARUH EKSTRAK SELEDRI TERHADAP KADAR SOD DAN 
EKSPRESI CASPASE-3 PADA TESTIS HEWAN MODEL KERACUNAN 

TIMBAL” 
 
Latar  belakang: Timbal (Pb) termasuk logam berat merupakan salah satu 
pencemar lingkungan dan bersifat berbahaya apabila masuk ke dalam tubuh secara 
oral atau inhalasi. Penumpukan Timbal dalam tubuh menimbulkan produksi 
Reactive Oxygen Species (ROS) yang memicu stress oksidatif dan dapat serta 
apoptosis sel. Apoptosis sel akibat paparan timbal dapat terjadi pada testis yang 
ditandai dengan adanya ekspresi Caspase 3 sehingga dapat mengurangi fungsi testis 
sebagai organ reproduksi. 

Metode: Penelitian eksperimental dengan post test control group.Kontrol Sakit 
paparan Timbal 200mb/kgBB, Perlakuan 1 Vitamin E 100 IU dengan Timbal 200 
mg/kgBB, Perlakuan 2 paparan Timbal 200 mg/kgBB dan ekstrak seledri 300 
mg/kgBB, kelompok sehat tidak diberikan ekstrak seledri. Kelompok perlakuan 
diberikan injeksi oral ekstrak seledri dosis 300 mg/kgBB selama 14 hari. Sampel 
testis dianalisis ekspresi Caspase 3 dengan IHC dan Kadar SOD dengan Elisa Kit. 
Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan R studio 

Hasil  : Analisa ekspresi Caspase 3 dan Kadar SOD di kelompok perlakuan 
mengalami persentase penurunan ekspresi pada perlakuan ekstrak seledri dosis 300 
mg/kgBB. Kadar SOD masing masing kelompok dilakukan uji normalitas dengan 
menggunakan Saphiro Wilk dan uji Homogenitas hasil uji normalitas mendapatkan 
p > 0.05 dengan Uji Levene., homogenitas p >0.05. Didapatkan perbedaan yang 
tidak signifikan (p>0.05) antara kelompok kontrol sehat dengan kelompok kontrol 
negatif, kelompok perlakuan 1 serta antar kelompok perlakuan 2 menggunakan uji 
One way Anova.  

Kesimpulan  : Pemberian ekstrak seledri 300 mg/kgBB diharapkan berpengaruh 
secara bermakna terhadap penurunan jumlah pada infertilitas di testis.  

Kata  Kunci  : Caspase 3, Kadar SOD, ekstrak seledri, Vitamin E, Timbal Asetat 
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ABSTRACT  

“THE EFFECT OF CELERY EXTRACT ON SOD LEVELS AND 
TESTICULAR CASPASE-3 EXPRESSION ON LEAD POISONING (IN 

Vivo study of rats exposed to lead acetate)” 

Background : Lead (Pb) which is a heavy metal, is one of the environmental 
pollutants. And is dangerous if it enters the body orally or by inhalation. The source 
of Lead (Pb) exposure can come from widely used manufactured products including 
leaded gasoline, paints, hair dyes, cosmetics and water pipes. Lead (Pb) 
accumulation in the body causes the production of Reactive Oxygen Species (ROS) 
of reactive oxygen species which trigger oxidative stress and can result in 
inflammation, DNA damage that causes mutations and disturbances in cell 
epigenetics, as well as cell apoptosis. Cell apoptosis due to Lead (Pb) exposure can 
occur in the testis which is characterized by the expression of Caspase 3  3 so that 
it can reduce the function of the testis as reproductive organs.  

Methods : The experimental research with post test control group, sham group, 
Lead exposure treatment 200 mg/kgBB, Treatment of Vitamin E 100 IU with Lead 
(Pb) 200 mg/kgBB, treatment Lead (Pb) 200mmg/kgBB and celery extract 300 
mg/kgBB, meanwhile the sham group was given injection of celery extract at a dose 
of 300 mg/kgBB everyday in 2 weeks . On day 14, termination was carried out. 
Testicular samples were analyzed for Caspase 3  3 expression with IHC and SOD 
levels with Elisa Kit. Data analysis processing is done using R studio.  

Result : Analysis of Caspase 3 expression and SOD levels in the blood in the 
treatment group experienced a decrease in the percentage of expression in the 
treatment of celery extract at a dose of 300 mg/kgBW. The expression ratio of 
Caspase 3 decreased in expression and in the treatment of 300 mg/kgBW celery 
extract it increased. The ratio of SOD levels in the blood experienced an increasing 
at 1.25 doses of 300 mg/kgBW celery extract. 
 

Conclusion :  

Keywords : CASPASE-3, SOD level, celery extract, Vitamin E, Lead Acetate 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Timbal (Pb) yang termasuk logam berat merupakan salah satu pencemar 

lingkungan dan bersifat berbahaya apabila masuk ke dalam tubuh secara oral 

atau pun inhalasi.1,2 Sumber dari paparan Timbal dapat berasal dari produk 

manufaktur yang banyak digunakan termasuk bensin bertimbal, cat, pewarna 

rambut, kosmetik, dan pipa air. Paparan Timbal secara terus menerus dapat 

menyebabkan masalah kesehatan seperti gangguan pernafasan, neurologis, 

kardiovaskuler, dan peradangan kematian.3 Institute for Health Metrics and 

Evaluation (IHME) melaporkan bahwa paparan timbal menyumbang 900.000 

kematian di seluruh dunia dan menyebabkan kecacatan karena efek jangka 

panjang pada kesehatan.4 Prevalensi kasus keracunan timbal didominasi oleh 

anak-anak dengan angka 800.000.000 di seluruh dunia yang hampir separuh 

anak berasal dari Asia.5 Penelitian terdahulu melaporkan bahwa angka kejadian 

paparan timbal mencapai 189.725 di 7 negara Asia dan 10,141 di negara 

Indonesia.6  

Penumpukan Timbal dalam tubuh menimbulkan produksi Reactive 

Oxygen Species (ROS) yang memicu stress oksidatif dan dapat berakibat pada 

peradangan7, kerusakan DNA yang menyebabkan mutasi dan gangguan pada 

keadaan epigenetik sel, serta apoptosis sel.Apoptosis sel akibat paparan timbal 

dapat terjadi pada testis yang ditandai dengan adanya ekspresi Caspase 3  

sehingga dapat mengurangi fungsi testis sebagai organ reproduksi.8 Ekspresi 

Caspase 3  akibat radikal bebas dapat ditekan dengan enzim Superoxide 
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Dismutase (SOD) yang mampu mengkatalisis radikal bebas menjadi hidrogen 

peroksida dan air.9 Seledri (Apium graveolens L) merupakan tumbuhan yang 

umum dikonsumsi dan diketahui mengandung senyawa flavonoid dan fenolik 

yang bersifat antioksidan.10,11 Konsumsi tumbuhan yang mengandung 

antioksidan dapat meningkatkan kadar SOD sehingga berujung pada penurunan 

stres oksidatif dan penghambatan apoptosis sel. Namun demikian, peran Seledri 

dalam mencegah kerusakan testis akibat paparan timbal yang dikaji dari testis 

serta kadar SOD dan  ekspresi Caspase 3  testis belum dikaji.   

Penelitian terdahulu menyatakan bahwa penumpukan Timbal dapat 

menyebabkan gangguan terhadap beberapa proses biokimia dalam tubuh 

dengan mengikat sulfhidril dan kelompok fungsional nukleofilik yang berperan 

dalam munculnya stress oksidatif dan produksi ROS berlebih.12 Peningkatan 

ROS berlebih menyebabkan kerusakan DNA sel sehingga memicu kaskade 

sinyal peradangan melalui aktivasi nuclear factor kappa B (NF-kB).13 Produksi 

sitokin proinflamasi seperti Tumor Necrotic Factor alpha (TNF-α), dan 

Interleukin 6 (IL-6) meningkat akibat dari aktivasi NF-kB dan menginduksi 

ekspresi Activator Protein 1 (AP-1) dan berujung pada aktivasi Caspase 8 dan 

Caspase 3  yang memicu terjadinya apoptosis sel, termasuk sel pada testis.14 

Seledri merupakan tumbuhan herbaceous yang termasuk dalam 

keluarga Apiaceae dan umum dikonsumsi sebagai sayuran. Seledri 

mengandung L-3-n-butylphthalide, sedanolide, asam linoleat, flavonoid, 

senyawa fenolik dan minyak atsiri sebagai senyawa aktif yang utama yang 

terdapat hampir di semua bagian termasuk akar, daun dan biji 15. Penelitian 

sebelumnya telah melaporkan adanya aktivitas antioksidan dan anti radang dari 
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senyawa fenolik dan flavonoid yang terkandung dalam seledri.16-18 Namun 

demikian, pengaruh Seledri dalam menghambat kerusakan testis akibat paparan 

timbal belum diteliti, oleh karena itu penelitian ini bertujuan mengkaji pengaruh 

seledri dalam meningkatkan Kadar SOD serta menghambat ekspresi Caspase 3  

testis pada tikus yang dipapar timbal. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah tersebut diatas, dapat 

dirumuskan pertanyaan; apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak seledri 

terhadap kadar SOD dan ekskresi Caspase 3  testis pada tikus wistar yang 

diinduksi timbal asetat? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh 

pemberian ekstrak Seledri terhadap Kadar SOD dan Ekspresi Caspase 3  

testis pada tikus yang terpapar timbal. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Mengetahui pengaruh ektrak seledri 300 mg/kgBB terhadap Kadar 

SOD pada serum tikus wistar yang terpapar Timbal Asetat (Pb)  

2. Mengetahui pengaruh ektrak seledri 300 mg/kgBB terhadap Caspase 

3 jaringan testis pada tikus wistar yang terpapar Timbal Asetat (Pb)  
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1.4 Originalitas Penelitian 

Tabel 1. Originalitas Penelitian 

No Peneliti, 
tahun 

Judul Variabel 
Bebas 

Variabel 
Tergantung 

Hasil 

1 El-Magd 
et al., 
201722 

A Potential 
Mechanism 
Associated with 
Lead-Induced 
Testicular 
Toxicity in Rats 

Paparan 
timbal 
asetat 

dengan 
dosis 50 

mg/L 
dalam 

air 
minum 

Jumlah sperma, 
testosteron 

serum, 
Oestrogens E2, 

kadar SOD, 
GPx CAT, 

malondialdehid, 
ekspresi mRNA 
dari Cyp19 dan 

ERα dalam 
testis. 

Pb menginduksi 
kerusakan 

oksidatif testis 
dan mengganggu 
spermatogenesis 

melalui 
penurunan 

regulasi ekspresi 
Cyp19 dan ERα, 
dan menurunkan 

level E2. 
2 Amanpour 

et al., 
202024 

Protective 
Effects of 
Vitamin E on 
Cadmium-
Induced 
Apoptosis in Rat 
Testes 

Vitamin 
E 

Ekspresi Mfn1, 
Mfn2, Bcl-2, 
Caspase 3 , 
Caspase 7, 
Caspase 9, 

BAX 

Vitamin E secara 
signifikan 

menurunkan 
ekspresi mRNA 

gen Bax dan 
Caspase-9 dan 
meningkatkan 
mRNA Mfn1, 

Mfn2, dan Bcl-2 
pada testis tikus 
yang diinduksi 

Cd. 
3 Al-Attar 

& Atef M, 
2011 20 

Vitamin E 
attenuates liver 
injury induced 
by exposure to 
lead, mercury, 
cadmium and 
copper in albino 
mice 
 

Vitamin 
E 

ALT, AST, 
GSG 

Terjadi 
penurunan ALT, 
AST,dan GSG 

plasma 

4 Hardani et 
al., 2015 21 

Effects Of 
Aqueous Extract 
Of Celery 
(Apium 
Graveolens L.) 
Leaves On 
Spermatogenesis 
In Healthy Male 
Rats 

Ekstrak 
seledri 

Jumlah sperma 
epididimis 

Terjadi 
peningkatan 

jumlah sperma 
pada pemberian 
ekstrak seledri 
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5 Sushanth 
et al., 
202023 

Therapeutic 
Potential of 
Apium 
graveolens on 
the 
Reproductive 
System of 
Cadmium 
Treated Male 
Rats 

Ekstrak 
seledri 
dengan 
dosis 
200 

mg/kg 
BB dan 

400 
mg/kg 

BB 

Jumlah sperma, 
motilitas, 
viabilitas, 

peroksidasi 
lipid, 

histopatologi 
jaringan testis, 

kadar 
testosterone 

serum. 

Ekstrak seledri 
menawarkan 
perlindungan 

terhadap 
toksisitas yang 

ditimbulkan oleh 
Cd dengan  

meningkatkan 
morfologi, 

mempertahankan 
cellular 

architecture dan 
melindungi 

sel germinal dari 
apoptosis, 

melindungi sel 
spermatogenik 

melawan radikal 
bebas, mencegah 

peroksidasi 
lipid, 

meningkatkan 
kadar serum 
testosterone. 

 

 

Berdasarkan Tabel 1 dapat diketahui bahwa paparan timbal pada tikus 

dapat memicu kerusakan testis.19 Penelitian terkait peran seledri terhadap 

perbaikan dan perlindungan organ testis dari kerusakan sudah beberapa kali 

dilakukan, seperti penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian seledri pada 

kerusakan testis akibat paparan logam berat menemukan bahwa ekstrak 

seledri mampu menekan kerusakan testis yang ditandai dengan penurunan 

radikal bebas, peroksidasi lipid, dan kadar serum testosterone serta 

peningkatan SOD.20,21 Penelitian yang mengkaji pengaruh peran ekstrak 

seledri terhadap peningkatan sperma menemukan adanya peran ekstrak 

seledri terhadap jumlah peningkatan sperma pada tikus jantan.22  
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Berdasarkan data yang disajikan pada Tabel 1, penelitian yang mengkaji 

pengaruh ekstrak Seledri terhadap kadar SOD dan ekspresi Caspase 3  testis 

pada tikus yang terpapar timbal belum dilakukan, sehingga penelitian 

penelitian dengan “Pengaruh Ekstrak Seledri Terhadap Kadar SOD dan 

Ekspresi Caspase-3 Testis pada Keracunan Timbal (Studi In Vivo Tikus 

Terpapar Timbal)” yang akan dilakukan masih layak untuk dilakukan karena 

memiliki keterbaruan. 

 

1.5 Manfaat penelitian 

1.5.1 Manfaat Teoritis 

Manfaat teoritis penelitian ini adalah tersedianya data yang 

berkaitan dengan pengaruh pemberian ekstrak Seledri terhadap kadar 

SOD dan Ekspresi Caspase 3  pada tikus yang terpapar timbal bagi 

masyarakat. 

1.5.2 Manfaat Praktis 

Manfaat praktis penelitian ini adalah menjadi data rujukan bagi 

pengembangan ilmu terapan lanjutan yang diharapkan dapat diolah 

menjadi produk terapi kerusakan testis akibat paparan timbal. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Superoxide Dismuthase (SOD) 

2.1.1 Definisi SOD 

Superoxide dismuthase merupakan enzim yang mengkatalisis 

superoksida (O2•-) radikal bebas menjadi molekul oksigen (O2) dan 

hidrogen peroksida (H2O2). Superoksida merupakan produk sampingan 

dari metabolisme oksigen dan dalam jumlah berlebihan dapat 

menyebabkan kerusakan sel. Hidrogen peroksida yang juga dapat 

merusak sel akan didegradasi oleh enzim lain seperti katalase sehingga 

lebih aman bagi keberlangsungan hidup sel. Dengan demikian, SOD 

merupakan pertahanan antioksidan penting di semua sel hidup yang 

terpapar oksigen radikal.22 

Superoxide Dismutase (SOD) adalah metalloenzymes yang 

mengandung atom tembaga, seng atau besi yang dibentuk dalam sitosol 

dan yang mengandung mangan dibentuk di dalam matrik mitokondria, 

cara kerjanya dengan mengkatalisis dismutasi pada superoxide menjadi 

hydrogen peroxide dan oksigen, hydrogen peroxide mudah untuk 

berdifusi melewati membran plasma.23  

Selanjutnya hydrogen peroxide diubah menjadi molekul air oleh 

enzim katalase dan glutation peroksidase. SOD merupakan enzim 

antioksidan yang berefek sangat kuat dan merupakan pertahan tubuh 

pertama dalam menghadapi radikal bebas. Keberadaan SOD dapat 

ditemukan di otak, hati, sel darah merah, ginjal, tiroid, testis, otot jantung, 
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mukosa lambung, 2 kelenjar pituitari, pankreas dan paru. SOD ditemukan 

pada seluruh makhluk hidup yang penting bagi perlindungan sistem 

aerobik untuk mencegah keracunan oksigen ( dan derivat radikal bebas 

dalam oksigen). Kadar SOD juga dipengaruhi oleh usia jika semakin tua 

makan kadar SOD semakin menurun, selain itu juga dikendalikan oleh 

faktor genetic. Aktivitas SOD dapat dijadikan acuan pengukuran stress 

oksidatif dalam tubuh.24 

2.1.2 Jenis Antioksidan SOD 

Berdasarkan aspek biokimia dan molekuler pada mamalia 

terdapat 3 jenis superoksida dismutase yaitu SOD1, SOD2 dan SOD 3.25 

Senyawa SOD 1 atau CuZnSOD merupakan enzim pertama yang 

dikarakteristik dan merupakan homodimer yang mengandung tembaga 

dan seng. Ditemukan pada sitoplasma intraseluler.26 Senyawa ini telah 

lama dikenal sebagai antioksidan yang berfungsi untuk mengkatalisis 

superoksida menjadi hidrogen peroksida. Saat ini telah dilaporkan bahwa 

SOD 1 berperan dalam pensinyalan oksidatif : sebagai respon terhadap 

peningkatan ROS, dimana SOD 1 akan cepat berpindah ke dalam nukleus 

untuk menjaga stabilitas genom.27 Senyawa SOD 2 atau MnSOD 

merupakan tetramer yang disintesis dan mengandung mangan. Enzim ini 

berada di dalam mitokondria.25 Enzim MnSOD adalah antioksidan 

endogen yang dapat menangkap dan menguraikan radikal bebas di dalam 

sel menjadi zat yang kurang reaktif. Stres oksidatif menyebabkan 

kerusakan oksidatif lipid yang dapat dideteksi dengan peningkatan kadar 

Malondialdehyde (MDA) dalam sel.28 Senyawa SOD3 atau ECSOD 
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adalah tetramer yang mengandung tembaga dan seng. Dan disintesis 

mengandung peptida sinyal untuk mengarahkannya ke ruang 

ekstraseluler.27,29 

2.1.3 Mekanisme Antioksidan SOD 

         Senyawa ROS merupakan radikal hidroksil (HO•) dan 

superoksida (O2•-), radikal peroksil dan alkoxyl (RO2• dan RO•), oksigen 

singlet (1O2) 30-33, serta hidrogen peroksida (H2O2) dan peroksida organik 

(ROOH). Selain dapat menyebabkan kerusakan secara langsung pada 

molekul seperti lipid, asam amino dan DNA sel, senyawa ROS dapat 

mengaktifkan respons seluler baik enzimatik atau pun non-enzimatik.34 

       Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menetralkan ROS 

sehingga dapat mencegah kerusakan oksidatif pada sel dan jaringan. 

Beberapa antioksidan enzimatik antara lain glutathione peroksidase 

(GPx), catalase (CAT), dan superoxide dismuthase (SOD).35 Enzim 

SOD merupakan enzim yang paling banyak berperan dalam menetralkan 

berbagai macam  molekul re-aktif. Penelitian pada model hewan 

menunjukkan bahwa kurangnya enzim SOD dapat menyebabkan 

perubahan degeneratif. 34 

2.2 Caspase-3 

2.2.1 Definisi Caspase-3 

Caspase-3 terdiri dari dua subunit protein yang berukuran 12- dan 

17-kDa. Peran Caspase-3 dalam apoptosis adalah untuk membelah dan 

mengaktifkan Caspase 3 -6, Caspase-7, dan Caspase-9 untuk memecah 

sel-sel apoptosis sebelum dikeluarkan. Setelah proses ini, protein Caspase-
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3 dibelah dan dipecah sendiri oleh Caspase-8 dan Caspase-10.36,37 

Pembelahan berurutan dan aktivasi protein ini sangat penting untuk tahap 

apoptosis.38  

Aktivasi Caspase-3 dapat terjadi melalui dua jalur apoptosis, yaitu 

jalur intrinsik dan ekstrinsik.39 Apoptosis intrinsik diinduksi oleh stres 

seluler, yang menyebabkan aktivasi kelompok protein B-cell lymphoma 2 

(Bcl-2) yaitu Oligomer Bcl-2 homologous antagonist killer (BAK) dan 

Bcl-2-associated X (BAX) kemudian menginduksi pembentukan pore di 

membran luar mitokondria yang menyebabkan pelepasan sitokrom C 

terjadi.40,41 Sitokrom C (Cyt-C) berikatan dengan  apoptotic protease 

activating factor 1 (APAF-1), menginduksi oligomerisasi APAF1 untuk 

membentuk apoptosom.16,40 Apoptosom merekrut proCaspase-9, yang 

mengarah ke dimerisasi dan aktivasi Caspase-9. Aktivasi Caspase-9 

merangsang kaskade Caspase yang berpuncak pada aktivasi Caspase-3 

dan Caspase-7.38 

2.2.2 Mekanisme Seluler Caspase-3 dalam Apoptosis 

Caspase-3 terdiri dari dua subunit protein yang berukuran 12- dan 

17-kDa. Peran Caspase-3 dalam apoptosis adalah untuk membelah dan 

mengaktifkan Caspase-6, Caspase-7, dan Caspase-9 untuk memecah sel-

sel apoptosis sebelum dikeluarkan. Setelah proses ini, protein Caspase-3 

dibelah dan dipecah sendiri oleh Caspase-8 dan Caspase-10.36,37 

Pembelahan berurutan dan aktivasi protein ini sangat penting untuk tahap 

apoptosis.37  
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Aktivasi Caspase-3 dapat terjadi melalui dua jalur apoptosis, yaitu 

jalur intrinsik dan ekstrinsik.38 Apoptosis intrinsik diinduksi oleh stres 

seluler, yang menyebabkan aktivasi kelompok protein B-cell lymphoma 2 

(Bcl-2) yaitu Oligomer Bcl-2 homologous antagonist killer (BAK) dan 

Bcl-2-associated X (BAX) kemudian menginduksi pembentukan pore di 

membran luar mitokondria yang menyebabkan pelepasan sitokrom C 

terjadi.39,40 Sitokrom C (Cyt-C) berikatan dengan  apoptotic protease 

activating factor 1 (APAF-1), menginduksi oligomerisasi (APAF-1) untuk 

membentuk apoptosom.16,40 Apoptosom merekrut proCaspase-9, yang 

mengarah ke dimerisasi dan aktivasi Caspase-9. Aktivasi Caspase-9 

merangsang kaskade Caspase yang berpuncak pada aktivasi Caspase-3 

dan Caspase-7.38 

Jalur apoptosis ekstrinsik dirangsang melalui pengikatan ligan ke 

reseptor kematian yang sesuai dan recruitment Fas-associated death 

domain (FADD) ke death receptor terjadi. Molekul FADD berasosiasi 

dengan proCaspase-8/proCaspase-10 melalui domain efektor kematiannya 

untuk membentuk multiprotein death-inducing signaling complex (DISC). 

Pembentukan DISC memfasilitasi pembelahan dan aktivasi Caspase-

8.40,42 Jalur ekstrinsik kemudian dapat dilanjutkan melalui jalur 

pensinyalan tipe I atau jalur pensinyalan tipe II.43 Dalam pensinyalan tipe 

I, Caspase-8 secara langsung memotong dan mengaktifkan Caspase-3 

yang menyebabkan kematian sel.44 Pensinyalan tipe II, Caspase-8 

memotong Caspase -8-cleaved (BID) dan mengaktifkan BAK dan BAX.45 

Protein ini kemudian menginduksi pembentukan lubang di mitokondria 
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dan memicu pelepasan sitokrom C yang mengarah ke aktivasi kaskade 

Caspase dan berpuncak pada aktivasi Caspase-3.46 

Timbal dilaporkan menyebabkan stres oksidatif dengan 

menghasilkan pelepasan reactive oxygen species (ROS) seperti radikal 

superoksida, hidrogen peroksida dan radikal hidroksil dan peroksida lipid 

47. Mekanisme stres oksidatif yang diinduksi timbal melibatkan 

ketidakseimbangan antara pembentukan dan penghilangan ROS dalam 

jaringan dan komponen seluler yang menyebabkan kerusakan pada 

membran, DNA, dan protein.48 Timbal asetat meningkatkan peroksidasi 

lipid dan produksi oksida nitrat dengan pengurangan bersamaan dalam 

enzim antioksidan sebagai katalase dan superoksida dismutase.49 Timbal 

menginduksi peningkatan signifikan dalam ekspresi Caspase-3 yang 

menunjukkan bahwa timbal menginduksi terjadinya apoptosis.10 

2.3 Seledri 

2.3.1 Morfologi Habitat dan Klasifikasi Seledri 

Seledri atau Apium graveolens Linn. merupakan tumbuhan yang 

termasuk ke dalam keluarga Apiaceae. Seledri berasal dari daerah Eropa 

Selatan dengan habitat alaminya berupa tanah berawa di dekat pantai. 

Seledri memiliki tangkai berserat panjang yang meruncing menjadi daun. 

Batang, daun atau hipokotilnya dapat dikonsumsi sebagai sayuran, 

sedangkan bijinya digunakan sebagai bumbu dan obat 50-52  
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Gambar 1. Tanaman Seledri (Apium graveolens Linn.) 53 

 

Menurut Malhotra (2006) klasifikasi taksonomi tanaman seledri 

adalah sebagai berikut :  

Kerajaan  : Plantae  

Divisi   : Spermatophyta  

Sub divisi  : Angiospermae 

Kelas   : Magnoliospida (Dicotyledoneae) 

Sub kelas  : Rosidae 

Ordo    : Apiales  

Famili   : Apiaceae 

Genus   : Apium 

Spesies  : Apium graveolens Linn. 

 

2.3.2 Kandungan Senyawa Fitokimia Tanaman Seledri 

Senyawa aktif yang terkandung dalam seledri antara lain L-3-n-

butylphthalide, sedanolide, asam linoleat, flavonoid, senyawa fenolik dan 

minyak atsiri.17,18 Beberapa penelitian terdahulu telah melaporkan adanya 
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aktivitas farmakologi seledri seperti antimikroba, anti-peradangan, anti-

arthritis, antiulcerogenic, antihiperlipidemia, antioksidan dan 

antihipertensi.17–19,23,61,62 Beberapa kandungan seledri seperti apigenin, 

luteolin, asam caffeic, asam p-coumaric, asam ferulic, tanin, saponin, dan 

kaempferol yang memiliki karakteristik antioksidan kuat untuk 

menghilangkan radikal sehingga dapat menjaga fungsi testis dan 

meningkatkan kesuburan pria 12,59,62,63.  

2.3.3 Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Radikal Bebas 

Flavonoid (apiin, apigenin, dan rutin) dan terpen (α-ionone) 

memberikan kontribusi terbesar terhadap aktivitas pemulungan DPPH, 

diikuti oleh vitamin (riboflavin, phylloquinone, dan kolin), pigmen 

(safflomin A), dan karotenoid (3-hidroksi-3ʹ-okso-β,ε-karoten).13 Apiin, 

apigenin, dan rutin memiliki kapasitas tertinggi, terutama karena bond 

dissociation energy (BDE) ikatan O-H yang lebih rendah pada cincin-B, 

yang meningkatkan kemampuan mendonorkan atom-H. Penelitian 

terdahulu yang  membandingkan kapasitas scavenging DPPH dan H2O2 

dari anilin dan fenol, menemukan bahwa fenol lebih efektif dalam 

mengais DPPH daripada anilin, karena kemampuannya untuk kehilangan 

atom hidrogen lebih mudah. Menurut struktur kimia flavonoid, kombinasi 

ikatan rangkap C2 = C3 dan gugus 4-karbonil pada cincin-C dapat secara 

efisien menggeser elektron cincin-B melalui efek resonansi, yang 

membantu meningkatkan kapasitas penangkapan radikal 64,65  

Dilaporkan juga bahwa asam lemak tak jenuh (asam oleat dan asam 

linolenat) dan vitamin (asam pantotenat dan vitamin E suksinat) 
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memberikan kontribusi terbesar terhadap aktivitas penangkapan radikal, 

diikuti oleh flavonoid (3,7-dihidroksi flavon dan apigenin), kumarin 

(peucedanin), vitamin (kolin dan riboflavin), dan pigmen (safflomin A), 

sedangkan flavonoid (sianidin dan apiin) memberikan kontribusi 

terkecil.13   

2.3.4 Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Caspase 3  

Menurut penelitian yang telah dilakukan, ekstrak daun seledri 

dapat menginduksi apoptosis seluler dengan cara yang bergantung pada 

konsentrasi dan waktu melalui jalur yang dimediasi oleh Caspase dan 

mitokondria.66 Jalur kematian yang diprakarsai oleh mitokondria 

memainkan peran penting dalam memicu apoptosis sebagai respons 

terhadap rangsangan tersebut. Pada jalur kematian yang diprakarsai 

mitokondria, mitokondria yang mengalami transisi permeabilitas 

melepaskan protein apoptogenik atau faktor pemicu apoptosis dari ruang 

antar membran mitokondria ke dalam sitosol untuk mengaktifkan 

Caspase-9, dan mengaktifkan Caspase-9 pada gilirannya membelah dan 

mengaktifkan algojo Caspase-3. Aktivitas Caspase-3, -8, dan -9 

diregulasi, menunjukkan bahwa Caspase berpartisipasi dalam proses 

apoptosis ini. Bax adalah komponen kunci untuk apoptosis yang diinduksi 

seluler melalui stres mitokondria.36 Setelah stimulasi apoptosis, Bax 

membentuk oligomer dan mentranslokasi dari sitosol ke membran 

mitokondria 67,68 dan telah terbukti menginduksi pelepasan sitokrom c dan 

langkah-langkah selanjutnya (termasuk Caspase-9 dan Caspase-3) pada 

fase eksekusi apoptosis 69,70. Ekstrak daun seledri dilaporkan dapat 
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meningkatkan ekspresi Bax proapoptosis, sementara Bcl-xL anti 

apoptosis diatur ke bawah setelah peningkatan signifikan aktivitas 

Caspase-3 66. 

Seledri mengandung senyawa flavonoid seperti apiein, apigenin, 

dan luteolin yang merupakan senyawa antioksidan kuat. Senyawa 

antioksidan pada ekstrak seledri mampu melindungi membran sel dari 

kerusakan secara langsung maupun tidak langsung yang berdampak pada 

hypothalamus–pituitary–testis (HPT) sehingga dapat meningkatkan 

jumlah sperma dan kesuburan pada pria.71,72 Senyawa luteolin dalam 

ekstrak seledri dapat menghasilkan aktivasi Calpain dan p38. Aktivasi 

p38 memfosforilasi dan mengaktifkan p53, yang menargetkan gen pro-

apoptosis yang berbeda seperti Bax dan Fas. Translokasi Bax ke dalam 

sel germinal mitokondria menginduksi permeabilitasnya menghasilkan 

pelepasan Sitokrom C (Cyt. C). Kumpulan dari Cyt. C dengan apoptotic 

protease activating factor-1 (APaf-1) dan proCaspase-9 membentuk 

apoptosom akan menyebabkan aktivasi proCaspase-9 menjadi active 

Caspase 3 -9 (initiator Caspase 3 ), yang selanjutnya mengaktivasi 

proCaspase-3 menjadi active Caspase 3 -3. Caspase-3 kemudian 

membelah substrat apoptosis yang mengandung motif pengenalan DxxD 

yang mengarah ke proteolisis beberapa substrat. 73–75 Penelitian 

sebelumnya mengungkapkan bahwa aktivitas Caspase-9 dan Caspase-3, 

dan peningkatan tingkat apoptosis telah mengakibatkan degenerasi sel 

Sertoli dan Leydig, sehingga mengurangi produksi, viabilitas, dan 

motilitas sperma. 76  
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Beberapa penelitian sebelumnya melaporkan bahwa DOX 

menyebabkan gangguan fungsi testis dan mempengaruhi androgenik 

pada tikus jantan. Senyawa luteolin dapat memperbaiki kerusakan 

oksidatif testis dan epididimis yang diinduksi DOX dan memastikan 

aktivitas steroidogenik normal pada tikus percobaan dengan mekanisme 

yang berkaitan dengan penekanan peradangan, stres oksidatif, dan 

apoptosis.77–79 Efek antioksidan, antiinflamasi, dan anti-apoptosis 

luteolin yaitu melalui represi JNK, p38, ERK1, NF-B, p38 MAPK, Bax, 

serta peningkatan regulasi BCl-2, Keap1, NrF2 , HO-1, NQO1, KLF9, 

mTOR dan Sirt1.80–84 

2.4 Testis  

2.4.1 Definisi Testis  

Testis adalah organ kompleks yang terdiri dari tubulus seminiferus 

yang mengandung sel Sertoli dan sel germinal dan interstitium, yang 

mengandung sel penghasil steroid (Leydig) di bawah regulasi LH.117 

Reseptor LH pada permukaan sel sel Leydig menyebabkan protein G-, 

adenil siklase-, dan aktivasi biosintesis steroid yang dimediasi adenosin 

monofosfat siklik. 

Testis adalah bagian dari sistem reproduksi pria yang merupakan 

organ terpenting untuk fungsi gametogenesis dan fungsi seksual.47 Testis 

ovoid pada laki-laki sehat memiliki volume 15 sampai 25 mL dengan 

panjang longitudinal 4,5-5,1 cm.48,49 Testis terdiri dari tiga lapisan 

berbeda yang mengelilingi parenkim, yaitu tunika vaginalis, tunika 

albuginea, dan tunika vaskulosa. Testis menerima suplai darah dari arteri 
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testis, arteri kremaster, dan arteri diferensial.50,51 Testis dibagi menjadi 

kompartemen oleh septa, yang merupakan proyeksi dari tunika 

albuginea. Setiap septum memisahkan tubulus seminiferus, serta jaringan 

interstisial yang terdiri dari sel Leydig, pembuluh darah, limfatik, sel 

mast, saraf, dan makrofag.47,49 

Testis menghasilkan gamet jantan dan hormon seksual jantan 

(androgen).52 Kesuburan pria tergantung pada keberhasilan 

spermatogenesis yang menggambarkan semua proses yang terlibat dalam 

produksi gamet, dan steroidogenesis yang mengacu pada reaksi 

enzimatik yang mengarah pada produksi hormon steroid pria.53,54 

Spermatogenesis dan steroidogenesis berlangsung dalam dua 

kompartemen yang secara morfologis dan fungsional dapat dibedakan 

satu sama lain, yaitu kompartemen tubular, yang terdiri dari tubulus 

seminiferus dan kompartemen interstisial antara tubulus seminiferus. 

Integritas kedua kompartemen diperlukan untuk produksi sel sperma 

secara kuantitatif dan kualitatif. 49,55 Secara umum struktur anatomi testis 

ditampilkan pada Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Struktur Anatomi Testis 
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2.4.2 Pengaruh Timbal terhadap Testis 

Beberapa penelitian terdahulu melaporkan bahwa paparan Pb yang 

berkepanjangan dapat menyebabkan kerusakan testis.118 Testis adalah 

organ reproduksi pria yang penting karena mengatur proses 

spermatogenesis yang bergantung pada fungsi normal spermatogonia dan 

sel Leydig.119 Di testis, proses normal spermatogenesis bergantung pada 

regenerasi spermatogonia yang kuat dan menyebabkan testis sangat 

sensitif terhadap toksisitas Pb.108,120 Penelitian terdahulu melaporkan 

bahwa spermatogonia dan sel Leydig dirusak oleh Pb dan dan sintesis 

testosteron ditekan selama paparan Pb, sehingga mempengaruhi fungsi 

reproduksi pria.121,122 Penelitian terdahulu menemukan bahwa jumlah 

spermatogonia dan sel Leydig menurun, testosteron serum, jumlah sperma 

dan motilitas sperma juga berkurang pada tikus yang diberi Pb.123   

Keracunan timbal menyebabkan penghambatan fungsi testis dengan 

kelenjar seksual sekunder seperti prostat, epididimis dan vesikula 

seminalis, yang mengakibatkan perubahan komposisi biokimia dan 

mempengaruhi steroidogenesis serta gametogenesis.116,124 melaporkan 

bahwa paparan Pb berpengaruh negatif terhadap fungsi testis dan kualitas 

semen sehingga menyebabkan kemandulan. Akumulasi timbal dalam 

testis diketahui memiliki efek antispermatogenik. 115,125,126 

Paparan timbal kronis dapat menyebabkan gangguan fungsional dan 

gangguan morfologi testis.110,127 Timbal dapat mengurangi parameter 

mani termasuk kepadatan, jumlah sperma total dan viabilitas dengan 

peningkatan jumlah spermatozoa patologis, penurunan libido, perubahan 
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spermatogenesis, kerusakan kromosom, infertilitas dan perubahan serum 

testosterone.128. Testis tikus yang diberi timbal menunjukkan degenerasi 

yang luar biasa dan tubulus seminiferus yang mengalami atrofi dengan 

tidak adanya tahapan sel germinal yang berdiferensiasi secara teratur 

hingga spermatozoa matang.129 

2.4.3 Prevalensi Keracunan Timbal pada Testis 

Paparan timbal yang merupakan salah satu polutan logam beracun, 

hingga saat ini masih menjadi perhatian global. Namun, dalam beberapa 

penelitian telah dilaporkan bahwa prevalensi keracunan timbal 

diremehkan di negara-negara berpenghasilan rendah dan menengah.1,130 

Berdasarkan Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), sekitar 

63,2% dari perkembangan idiopatik, cacat intelektual, 10,3% hypertensive 

heart diseases, 5,6% ischemic heart diseases, dan 6,2% stroke terkait 

dengan paparan timbal.131  

Paparan timbal telah dikaitkan dengan beberapa disfungsi 

reproduksi pada pria, seperti penurunan libido, gangguan 

spermatogenesis, dan kerusakan kromosom  yang dianalisis berdasarkan 

hubungan antara BLL dan kualitas sperma.127,132 Occupational Safety and 

Health Administration (OSHA) mengungkapkan bahwa kadar BLL di atas 

40 g/dL dapat mempengaruhi kualitas sperma.96,127 Penelitian terdahulu 

mengungkapkan bahwa peningkatan konsentrasi timbal dalam air mani 

dapat menyebabkan infertilitas pada pria.116 Infertilitas pria menyumbang 
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sekitar 50% kasus infertilitas pada 10-15% pasangan dengan penyebab 

utama kuantitas dan kualitas sperma yang dihasilkan 103,133.  

Paparan timbal dapat menyebabkan pembentukan reactive oxygen 

species (ROS) dalam sperma yang menyebabkan stres oksidatif dan 

gangguan fungsi sperma 127,134. Data epidemiologis menunjukkan bahwa 

paparan timbal juga dapat menyebabkan penyakit prostat pada pria 

dewasa karena timbal dapat menggantikan ion Zn pada protein sehingga 

memicu penghambatan enzim. Perpindahan Zn oleh timbal dalam cairan 

mani dapat menentukan efek fungsi prostat, yang menyebabkan 

infertilitas 135–137. 

2.4.4 Mekanisme Infertilitas pada Tikus yang Diinduksi oleh Timbal 

Timbal (Pb) merupakan faktor risiko utama yang mempengaruhi 

kesuburan pria.138 Ada dua jalur yang memungkinkan terjadinya 

infertilitas pria, yaitu (i) jalur lokal (langsung) melalui pembentukan 

reactive oxygen species (ROS) berlebih yang mengakibatkan kerusakan 

oksidatif pada jaringan reproduksi, dan gangguan. aktivitas enzim seperti 

alkaline phosphatase, SOD, GPx, CAT dan sodium potassium ATPase, 

dan (ii) jalur sentral (tidak langsung) melalui gangguan hormonal pada 

sumbu hypothalamus–pituitary–testis (HPT), yang meliputi FSH, LH, 

testosteron, estrogen (termasuk E2) dan reseptornya 22,139,140. Penelitian 

sebelumnya mengungkapkan bahwa gangguan spermatogenesis yang 

disebabkan oleh Pb dapat dimediasi oleh kelebihan produksi ROS diikuti 

oleh penghambatan aktivitas enzim antioksidan sebagai akibat dari 
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penurunan ekspresi Cyp19 dan estrogen receptor alpha (ERα) mRNA, 

dan tingkat estradiol (E2). 22 

Efek toksik Pb dapat dimediasi oleh kelebihan produksi ROS. 

Paparan Pb menyebabkan akumulasi ROS yang dapat mempengaruhi 

fungsi reproduksi pria.141,142 Selain itu, tingkat ROS yang tinggi dapat 

menghambat steroidogenesis dalam sel Leydig.22,143 Kerusakan oksidatif 

disebabkan oleh ketidakseimbangan antara produksi ROS dan aktivitas 

enzim antioksidan, misalnya SOD, GPx dan CAT.144 

Jaringan testis mengandung banyak asam lemak tak jenuh dan 

tingkat proliferasi sel yang tinggi sehingga menjadikannya sangat rentan 

terhadap kelebihan produksi ROS yang menginduksi kerusakan oksidatif. 

Jaringan testis tergantung pada aksi enzim antioksidan, seperti SOD, GPx 

dan CAT, untuk perlindungan seluler terhadap kerusakan 

oksidatif.142,145,146 Sistem antioksidan yang terganggu pada sel akan 

mengganggu eliminasi ROS yang bila terakumulasi menyebabkan 

kerusakan oksidatif pada protein, DNA, dan lipid membran.  Membran 

testis kaya akan asam lemak tak jenuh dan mudah bereaksi dengan radikal 

bebas sehingga terjadi lipid peroxide (LPO) yang menyebabkan 

kerusakan struktur membran testis dan integritas spermatozoa.22,147 

Peroksidasi lipid ini juga dapat menghambat aktivitas enzim P450 dengan 

peningkatan ROS, dan kerusakan testis oksidatif, yang dapat 

berkontribusi pada infertilitas pria.148,149 

Paparan Pb dapat mengganggu spermatogenesis dan 

menghasilkan kualitas semen yang buruk melibatkan perubahan kadar 
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luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH), estrogen, 

dan testosterone.146,150–152 Estrogen terutama estradiol (E2) memainkan 

peran penting dalam regulasi spermatogenesis, dan pada pathways yang 

dapat menyebabkan infertilitas pria 153–156. Produksi estrogen testis 

dimediasi oleh downregulation enzim Aromatase P450 (P450 arom) yang 

secara ireversibel mengubah androgen menjadi estrogen. Enzim P450 

arom dikodekan oleh gen Cyp19 yang diekspresikan di sebagian besar sel 

testis. Estradiol mengikat estrogen receptor alpha (ERα) dan estrogen 

receptor beta (ERβ) kemudian memodulasi proliferasi sel testis seperti 

spermatogonia, spermatosit dan sel Leydig, dan memainkan peran penting 

dalam kualitas sperma, motilitas spermatozoa dan pematangan 

sperma.22,155,157,158 Timbal  dapat menyebabkan infertilitas pria melalui 

penghambatan ganda P450 arom dan enzim antioksidan, yang dimediasi 

oleh pengurangan E2 dan reseptornya ERα yang menunjukkan 

kemampuan kadar Pb yang lebih tinggi untuk menembus sawar darah-

testis dan kemudian terakumulasi dalam testis.10,138,159–161 Timbal dapat 

menghambat aktivitas P450 baik dengan menghalangi radikal ferroxy 

yang terlibat dalam aktivitas P450 atau dengan membentuk kompleks 

dengan residu sistein. 162,163 
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Gambar 3. Diagram skematis yang menggambarkan kemungkinan 

pathways yang terlibat dalam toksisitas testis yang diinduksi Pb. 22.  

2.5 Timbal  

2.5.1 Definisi dan Karakteristik Timbal 

Timbal (Pb) merupakan logam berat berwarna kelabu kebiruan, 

dapat menguap pada suhu 550-600oC dan bereaksi dengan O2 membentuk 

timbal oksida (PbO) di udara.85 Timbal memiliki sifat tahan terhadap 

korosi sehingga menjadi salah satu jenis logam yang paling sering 

digunakan pada pembuatan berbagai macam produk.86 Timbal tidak dapat 

terurai secara hayati dan penggunaan yang terjadi secara terus menerus 

menyebabkan adanya akumulasi di lingkungan.1  

2.5.2 Prevalensi Keracunan Timbal 

Timbal merupakan salah satu polutan yang berbahaya karena 

timbal bersifat multi-target toxicant yang dapat memicu masalah 

kesehatan seperti penyakit gastrointestinal, hematopoietik, 

kardiovaskular, dan sistem reproduksi.1,87,88 National Poisoning Data 
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System (NPDS) dari American Association of Poison Control Centers 

(AAPCC) melaporkan adanya 2286 paparan tunggal terhadap timbal pada 

tahun 2019 dengan 1080 merupakan anak dibawah 6 tahun.89  

2.5.3 Sumber Paparan Timbal 

Paparan timbal dapat berasal dari berbagai proses kegiatan industri 

seperti tambang, produksi baterai, peleburan logam, hingga fabrikasi 

radiator dan kabel. Penggunaan pipa air menggunakan logam dapat 

menjadi sumber kontaminasi timbal karena adanya kandungan timbal 

pada pipa yang digunakan.90,91 Hal ini menyebabkan paparan timbal tidak 

dapat Paparan timbal melalui sentuhan, konsumsi atau pun inhalasi dapat 

menyebabkan keracunan apabila terjadi secara terus menerus. 92,93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 4. Sumber Paparan Timbal 94  
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2.5.4 Toksikokinetika Timbal pada Tubuh 

Timbal merupakan salah satu senyawa yang dapat melayang di 

udara sebagai partikel dan tidak mengalami penguraian atau degradasi 

sehingga paparan timbal juga dapat terjadi secara inhalasi atau dapat 

mengendap di produk makanan dan masuk ke dalam tubuh setelah 

dikonsumsi.95 Menurut United States (US) Centers for Disease Control 

and Prevention dan National Institute of  Occupational Safety and Health 

(NIOSH), kandungan timbal dalam darah  ≥ 5 g/dL 

dianggap tinggi pada orang dewasa dan kadar timbal 

dalam darah pada orang dewasa harus diturunkan di 

bawah 10 g/dL.96 Namun, penelitian terdahulu menemukan adanya 

komplikasi kesehatan akibat paparan timbal dengan kadar yang lebih 

rendah dan kecil.97 

Beberapa gejala akibat paparan timbal telah dilaporkan seperti 

adanya kehilangan ingatan jangka pendek, kurang konsentrasi, 

tempramental, depresi, nyeri perut, mual, nyeri kepala, penurunan berat 

badan, hingga hilangnya refleks tendon.86,98 Setelah timbal diserap ke 

dalam tubuh, lebih dari 95% terikat pada eritrosit dan sebagian besar Pb 

akan terakumulasi dalam hati, serta sisa Pb akan tersebar ke seluruh tubuh 

termasuk testis yang berkaitan dengan infertilitas.2,99–101 

Salah satu faktor utama yang terkait dengan infertilitas pria adalah 

kuantitas dan kualitas sperma yang dihasilkan.103 Kegagalan 

spermatogenesis merupakan hasil dari beberapa penyebab termasuk 
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paparan zat yang berbahaya dari lingkungan.104 Studi epidemiologi dan in 

vivo pada hewan menunjukkan bahwa logam berat timbal dapat 

membahayakan reproduksi pria.105 Toksisitas timbal dimanifestasikan 

dalam fungsi reproduksi pria dengan pengendapan timbal di testis, 

epididimis, vas deferens, vesikula seminalis dan seminal ejaculate.106 

Beberapa penelitian terdahulu telah melaporkan mengenai efek toksisitas 

timbal pada fungsi testis dan kualitas air mani bahkan pada tingkat rendah 

dapat menghentikan spermatogenesis.10,107–116 

2.6 Vitamin E  

Antioksidan Liposoluble kuat yang banyak dikenal  adalah Vitamin 

E  (Alfa Tokoferol) dengan  dampak tinggi pada potensi kesuburan yang 

digunakan untuk mengevaluasi dampaknya terhadap kerusakan yang di 

sebabkan oleh Timbal Asetat (Pb) dari perkembangan sistem reproduksi 

pria.173  Antioksidan kuat yang larut dalam lemak adalah Vitamin E, 

ditemukan dalam konsentrasi yang lebih tinggi dalam sel – sel kekebalan 

dibandingkan dengan sel sel lain dalam darah, adalah untuk memodulasi 

fungsi kekebalan dalam salah satu nutrisi yang paling efektif. 174  
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

3.1 Kerangka Teori  

Sehubungan dengan mekanisme keracunan Timbal , paparan Timbal 

pada jaringan testis menghasilkan pembentukan ROS yang secara langsung 

menginduksi kerusakan aktivasi NF-kB yang berperan dalam stimulasi sintesis 

protein pro-peradangan, termasuk TNF alpha. Produksi TNF alpha secara terus 

menerus akibat paparan Timbal akan menginduksi aktivasi cascade Caspase 8 

hingga Caspase 3  yang dapat berujung pada apoptosis sel pada testis yang 

berakibat pada kerusakan fungsi testis dan ditandai oleh adanya ROS.     

Seledri diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti apigenin dan 

antosianin yang berperan sebagai antioksidan dan anti-peradangan. Penelitian 

terdahulu menyebutkan bahwa Antosianin dapat menghambat produksi ROS 

sehingga dapat mencegah aktivasi NF-kB dan penurunan produksi sitokin 

properadangan seperti TNF alpha yang berujung pada penekanan ekspresi 

Caspase 3 . Selain itu Antosianin juga diketahui dapat mengaktifkan nuclear 

factor erythroid 2–related factor 2 (Nrf2) yang dapat memblok jalur TNF alpha. 

Pemblokakkan TNF alpha oleh Nrf2 dapat mencegah terjadinya induksi 

Caspase 3  sel pada jaringan testis sehingga fungsi testis terjaga yang ditandai 

dengan penurunan Kadar SOD. Ringkasan kerangka teori dijelaskan pada 

Gambar 3.1. 
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Gambar 5. Kerangka Teori 

 

3.2 Kerangka Konsep 

 

 

 

Gambar 6. Kerangka Konsep 

 

3.3. Hipotesis 

1. Terdapat pengaruh ektrak seledri 300 mg/kgBB terhadap Kadar SOD 

jaringan testis pada tikus wistar yang terpapar Timbal Asetat (Pb)  

2. Terdapat pengaruh ektrak seledri 300 mg/kgBB terhadap Caspase 3  -3 

jaringan testis pada tikus wistar yang terpapar Timbal Asetat (Pb)  
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian  

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental post test only control group 

dengan metode rancang acak lengkap dengan lima kali ulangan tiap perlakuan. 

Subjek penelitian adalah tikus jantan galur wistar (Rattus norvegicus) dengan 

bobot badan 180-200 gr. Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari: 

1. Kontrol Sehat  (Tikus sehat tanpa paparan Timbal),  

2. Kontrol Negatif (Tikus mengalami paparan Timbal tanpa pemberian 

perlakuan), dan diberikan pakan standar, 

3. Perlakuan 1 / P1 (Tikus diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan 

diberikan vitamin E 100 IU serta pakan standar), 

4. Perlakuan 2 / P1 (Tikus diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan 

ekstrak seledri 300 mg/kgBB/hari serta pakan standar) 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Alur Penelitian 
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Keterangan 

S : Sampel 

R : Randomisasi 

KS : Kontrol Sehat 

KN : Kontrol Negatif  

KP : Kontrol Positif  

P : Perlakuan  

O : Observasi Parameter 

 

4.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional  

4.2.1 Variabel Penelitian  

4.2.1.1 Variabel bebas  

Variabel bebas penelitian ini adalah ekstrak Seledri164 

4.2.1.2 Variabel Terikat  

Variabel terikat penelitian ini adalah Kadar SOD dan Ekspresi 

Caspase  

4.2.2 Definisi Operasional  

Tabel 2. Definisi Operasional 

No Variable Deskripsi Unit Skala 

1 
Ekstrak 
Seledri 

adalah ekstrak dari Seledri yang 
berasal dari area Jawa Tengah dan 
berusia 1-3 bulan yang di estrak 
menggunakan pelarut etanol yang 
dibuat sedian oral dengan dosis 
300 mg/kg BB 

mg Ordinal  

2 SOD 

Superoksida dismutase adalah 
enzim yang mengkatalisis radikal 
superoksida menjadi oksigen 
molekuler biasa dan hidrogen 
peroksida. Analisa SOD 
menggunakan ELISA 

pg/mL Rasio 

3 Caspase 3  adalah protein yang terdiri dari 2 
subunit berukuran t 12- dan 17-

% Rasio 
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kDa yang berperan dalam inisiasi 
proses apoptosis. Caspase 3  
dilihat menggunakan metode 
immunohistokimia dan dianalisis 
menggunakan software ImageJ 

4.  Vitamin E 
Merupakan vitamin larut lemak 
yang tersusun atas α-tocopherol 
dengan dosis 100 IU 

IU Ordinal 

 

4.3 Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian  

4.3.1 Subjek Penelitian  

Subjek penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar (Rattus 

norvegicus) dengan bobot badan 180-200 gram dan berusia 2-3 bulan 

yang dinyatakan sehat dan layak dijadikan subjek penelitian oleh dokter 

hewan yang dipapar timbal secara oral dengan kadar 200 mg/kg BB 

selama 14 hari . 

4.3.2 Sampel Penelitian  

4.3.2.1 Kriteria Inklusi 

Kriteria inklusi yang diterapkan dalam penelitian ini antara 

lain tikus putih jantan galur wistar, berumur 2-3 bulan, tikus sehat, 

bobot badan 180-200 gram. 

4.3.2.2 Kriteria Eksklusi 

Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria memiliki 

kelainan anatomis, sudah pernah digunakan untuk penelitian 

sebelumnya 
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4.3.2.3 Kriteria Drop Out 

Tikus yang masuk kriteria drop out pada penelitian ini 

adalah tikus mati atau infeksi selama penelitian 

 

4.3.3 Cara Pengambilan Sampel Penelitian  

Pengambilan sampel dilakukan secara acak. Tikus putih jantan 

galur Wistar dibagi menjadi 4 kelompok yaitu Kontrol Sehat (tikus 

kondisi sehat tanpa dipapar Timbal), Kontrol Negatif (tikus dipapar 

Timbal  dan tidak diberi perlakuan), Perlakuan 1 atau P1 (tikus diinduksi 

timbal dan diberi vitamin E secara oral), dan Perlakuan 2 atau P2 (tikus 

dipapar Timbal yang diberi injeksi ekstrak Seledri dosis 300 mg/kgBB 

secara oral). 

4.3.4 Besar Sampel 

Pengambilan sampel dilakukan secara acak. Tikus putih jantan 

galur Wistar dibagi menjadi 4 kelompok yaitu Kontrol Sehat (tikus 

kondisi sehat tanpa dipapar Timbal), Kontrol Negatif (tikus dipapar 

Timbal  dan tidak diberi perlakuan), Perlakuan 1 atau P1 (tikus diinduksi 

timbal dan diberi vitamin E secara oral), dan Perlakuan 2 atau P2 (tikus 

dipapar Timbal yang diberi ekstrak Seledri dosis 300 mg/kgBB secara 

oral). 

Sampel minimal mengikuti ketentuan WHO yaitu sebanyak 5 ekor 

per jenis perlakuan dikali dengan jumlah kelompok perlakuan 

pengambilan sampel. Pengambilan sampel dilakukan satu kali pada hari 
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ke 15 setelah pemberian pertama perlakuan, sehingga jumlah sampel 

minimal pada penelitian ini adalah 20 ekor tikus wistar. Berikut rumus 

menghitung besar sampel menurut WHO.  

4.4 Alat dan Bahan 

4.4.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam pembuatan hewan model keracunan 

timbal antara lain kandang pemeliharaan, spuit sonde, spuit 1 mL, botol 

air minum tikus, dan botol kaca gelap. Alat yang digunakan untuk 

pengambilan data antara lain vacutainer edta, tabung hematokrit, 

mikropipet 1000 uL, dan mikropipet tip 1000 uL. Alat yang digunakan 

untuk analisis data terdiri dari microplate reader, mikroskop binokuler, 

staining jar, coated desk glass, cover glass, dan laptop. 

4.4.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri asam asetat, 

antibodi Caspase 3  3, IHC staining kit, alkohol 30%, 40%, 60%, 50%, 

70%, 80%, 90%, 96%, xylen, buffer sitrat, aquades, etanol, akuades, 

pakan tikus, dan chloroform, SOD ELISA Kit. 

4.5 Cara Penelitian 

4.5.1 Perolehan Ethical Clearance 

Penelitian diawali dengan pengajuan ethical clearance penelitian 

yang diajukan kepada komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam 

Sultan Agung Semarang. 
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4.5.2 Cara Pembuatan Ekstrak Seledri 

Seledri sebanyak ±600 gram dipotong hingga halus, dikeringkan 

pada suhu 50 – 60o C dan diblender menjadi bubuk kering. Bubuk kering 

dimaserasi menggunakan etanol 95%, kemudian disaring menggunakan 

kertas saring dan filtrat yang dihasilkan ditampung, sedangkan residu 

yang tertinggal di kertas saring kemudian dimaserasi kembali dengan 

metode yang sama. Kandungan etanol dievaporasi menggunakan rotary 

evaporator hingga tersisa ekstrak kental. Ekstrak kental yang terbentuk 

kemudian disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 2-8oC hingga 

pemberian perlakuan diberikan. 

4.5.3 Penetapan Dosis 

Dosis ekstrak Seledri ditentukan dengan studi literatur sebelum 

proses penelitian. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa pemberian 300 

mg/kgBB/hari ekstrak Seledri secara oral melindungi fungsi testis 165. 

Oleh karena itu penelitian ini menggunakan dosis 300 mg/kgBB/hari. 

Tikus dalam penelitian ini memiliki bobot badan berkisar antara 180-200 

gr, sehingga dosis ekstrak Seledri yang diberikan secara oral adalah 60 

mg/tikus/hari. 

4.5.4 Pembuatan Paparan Timbal dan Pemberian Perlakuan pada Subjek 

Percobaan 

1. Tikus diadaptasi selama 1 minggu setelah sampai di tempat penelitian  

2. Tikus sehat tidak diberi paparan timbal asetat dan tetap diberi pakan 

standar selama 14 hari 
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3. Tikus kontrol negatif, tikus diinduksi timbal asetat secara oral dengan 

dosis 200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquades 2mL selama 14 

hari dan tetap diberikan pakan standar166.  

4. Tikus kontrol positif, tikus diinduksi timbal asetat secara oral dengan 

dosis 200 mg/kg BB yang dilarutkan aquadestilata sebanyak 2 ml dan 

bersama diberi vitamin E secara oral dengan dosis 100 IU dan tetap 

diberi pakan standar selama 14 hari 

5. Tikus perlakuan, tikus diinduksi timbal asetat secara oral dengan dosis 

200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquadestilata sebanyak 2 ml dan 

bersamaan diberi ekstrak seledri dengan dosis 300 mg/kg BB dan tetap 

diberikan pakan standar selama 14 hari 165 

4.5.5 Pengambilan Sampel Darah 

Pengambilan sampel darah diambil dari tikus melalui vena orbital 

menggunakan tabung hematokrit sebanyak 3 mL tanpa pembiusan darah 

dilakukan pada hari ke 15 setelah hari pertama pemberian perlakuan. 

Sampel darah dimasukkan ke dalam vacutainer EDTA dan kemudian 

diputar membentuk angka 8 secara perlahan agar tidak menggumpal. 

plasma darah dimasukkan ke dalam kotak pendingin bersuhu 2-8oC untuk 

proses transportasi menuju laboratorium uji. Sampel darah segera 

dianalisis Kadar SOD tidak melebihi 12 jam setelah waktu pengambilan 

sampel. 

4.5.6 Perhitungan Kadar SOD 

Sampel plasma darah dianalisis kadar SOD menggunakan metode 

Enzyme Linked Immunoabsorbance Assay (ELISA). Sebelum proses 
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analisis, plasma darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi untuk 

agar serum tercampur secara merata. Analisis ELISA SOD dilakukan 

dengan metode kit dari Finetest ® (Wuhan, China). Langkah-langkah 

analisis kadar SOD mengikuti protokol yang sesuai dengan petunjuk yang 

ada. Pembacaan dilakukan dengan menggunakan microplate reader pada 

panjang gelombang 450 nm. 

4.5.7 Pengambilan Sampel Jaringan 

Tikus setelah 24 jam pasca pemberian perlakuan terakhir 

dimatikan dengan cara servikal dislokasi untuk proses pengambilan organ 

testis. Bagian abdomen tikus dibedah kemudian sampel testis diambil dan 

difiksasi menggunakan formalin 10% selama 24 jam dan setelah itu 

formalin diganti dengan alkohol 70% dan disimpan di suhu ruang sampai 

proses pembuatan preparat parafin.  
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4.5.8 Pembuatan Blok Parafin 

Pembuatan blok paraffin dilakukan dengan beberapa tahap antara 

lain sebagai berikut : 

1. Dehidrasi  

Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol bertingkat 

dari 30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% agar cairan 

keluar dari dalam jaringan. Jaringan kemudian dimasukkan ke 

dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam dan jaringan kemudian 

dimasukan dalam larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.  

2. Parafinisasi dan Embedding 

Jaringan yang telah melalui proses dehidrasi dimasukan ke 

dalam parafin cair selama 2 x 2 jam dan tunggu hingga parafin 

memadat. Jaringan yang telah terparafin dipotong dengan 

ketebalan 4 mikron menggunakan mikrotom. Hasil potongan 

jaringan ditempelkan pada object glass yang sudah dilapisi 

polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca objek 

deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58oC hingga parafin mencair.  

4.5.9 Pengecatan Caspase 3 

Jaringan testis yang telah di tempelkan ke slide Poly-L-Lysine 

Coated (Biogear) kemudian dipanaskan pada slide warmer dengan suhu 

60oC selama 5 menit, kemudian dilakukan proses deparafinisasi dengan 

merendam sampel dalam  xylene (Merck-Millipore, Australia) 1 dan 2 

masing masing selama 5 menit. Kemudian dilakukan proses rehidrasi 
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dengan merendam slide kedalam etanol absolut 1, absolut 2, etanol 90%, 

etanol 80%, etanol 70%, etanol 70% (Merck-Millipore, Australia) masing 

masing selama 3 menit, kemudian dicuci pada air mengalir selama 5 

menit, selanjutnya direndam akuades selama 5 menit.  

Proses selanjutnya yaitu Antigen retrieval dengan merendam slide 

dalam citrate buffer 1x pH 6,5 dan masukkan dalam Decloaking Chamber 

(Biogear) selama 30 menit pada suhu 90oC slide dikeluarkan dan 

didiamkan hingga mencapai suhu ruang (±30 menit). Selanjutnya slide 

dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit sebanyak 3 kali. Kemudian 

dilakukan blocking peroksidase endogen dengan 3% H2O2  selama 5 

menit, kemudian slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit sebanyak 3 

kali. Kemudian dilakukan blocking background dengan meneteskan 

larutan Background Sniper (Starr Trek Universal-HRP Detection Kit) 

pada jaringan per slide dan diinkubasi selama 20 menit, selanjutnya slide 

dikeringkan dengan menggunakan tisu pada permukaan bawahnya dan 

sekitar jaringan tanpa merusak jaringan dan ditambahkan antibodi primer 

sebanyak 70-100 μL antibodi Caspase 3  (LSBio, Seattle, WA, USA), 

kemudian tutup humidity chamber dan disimpan dalam kulkas 4⁰C 

overnight. 

Ambil slide sampel dari kulkas 4⁰C dan diamkan pada suhu ruang 

selama ±30 menit hingga mencapai suhu ruang, kemudian cuci slide 

menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, bersihkan jaringan 

dan tetesi secondary antibody Trekkie Universal Link (Starr Trek 

Universal-HRP Detection Kit)  kemudian inkubasi selama 60 menit pada 
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suhu ruang, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 

menit, kemudian tetesi TrekAvidin-HRP Label (Starr Trek Universal-

HRP Detection Kit) inkubasi selama 45 menit pada suhu ruang, cuci slide 

menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian tetesi 

DAB 1:400 (1 μL Betazoid DAB Chromogen ditambahkan 400 μL 

Betazoid DAB Substrat)  inkubasi 3 menit dalam ruangan gelap, cuci slide 

menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian lakukan 

counterstaining dengan mencelupkan dalam Mayer Hematoksilin (Bio-

Optica Milano S.p.A) selama 3 menit, cuci slide menggunakan air 

mengalir selama selama 5 menit. Selanjutnya lakukan dehidrasi dengan 

mencelupkan slide sampel pada rak staining logam ke dalam etanol 70%, 

etanol 80%, etanol 96%,  etanol absolut 1, absolut 2, masing masing 

selama 3 menit, selanjutnya proses clearing dengan mencelupkan slide 

pada xylene 1, 2 dan 3 masing masing selama 5 menit, kemudian mounting 

jaringan dengan entellan. 

4.6 Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian dilakukan di Laboratorium SCCR Semarang. Penelitian 

rencana akan dilakukan pada Juli-Agustus 2022. 

4.7 Analisa Data 

Data dianalisis menggunakan uji deskriptif, normalitas, dan 

homogenitas :  
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4.7.1 Kadar SOD  

1. Masing masing kelompok dilakukan uji normalitas dengan menggunakan 

Saphiro Wilk. Hasil uji normalitas kemudian dilakukan Uji Levene untuk 

melihat homogenitas. 

2. Hasil tersebut menunjukan bahwa data bersifat normal dan homogen 

sehingga dapat dilakukan uji parametrik One Way Anova.   

3. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS 22.0. 

4.7.2 Ekspresi Caspase 3  

1. Masing masing kelompok dilakukan uji normalitas dengan menggunakan 

Saphiro Wilk. Hasil uji normalitas kemudian dilakukan Uji Levene untuk 

melihat homogenitas. 

2. Hasil tersebut menunjukan bahwa data bersifat normal dan homogen 

sehingga dapat dilakukan uji parametrik One Way Anova.   

3. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS 22.0. 
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4.8 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Alur penelitian 

 

Dibagi menjadi 4 kelompok 

Tikus Sehat 

Kontrol Negatif 
Tikus diberi 

pakan standar 

dan timbal 200 

mg/kgBB selama 

14 hari  
(n=5) 

Tikus putih jantan galur Wistar 20 ekor 

Randomisasi dan adaptasi selama 5 hari 

Perlakuan 2 / P2 
Tikus diberi pakan standar, 

timbal 200 mg/kg BB dan  

ekstrak Seledri 300 mg/kgBB 

selama 14 hari 
(n=5) 

 

Diberikan Timbal Asetat 200 mg/kg BB secara per oral  

Kontrol 

Positif 
Tikus diberi 

pakan 

standar 14 

hari (n=5) 

Pengambilan whole blood dan jaringan testis pada hari ke-15 

Pemeriksaan Kadar SOD dan Ekspresi Caspase 3 

Analisa data 

Perlakuan 1 / P1 

Tikus diberi pakan 

standar, timbal 200 

mg/kgBB dan Vitamin 

E 100 IU selama 14 

hari 
(n=5) 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Penelitian eksperimental ini kami lakukan selama periode bulan Agustus 

2022 hingga September 2022 di laboratorium Stem Cell and Cancer Research 

(SCCR), Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh Ekstrak Seledri terhadap ekspresi 

Kadar SOD dan Caspase  3 pada tikus yang terpapar Timbal Asetat (Pb). Subjek 

dari penelitian yang telah dilakukan ini adalah 5 ekor tikus jantan galur Wistar 

(Rattus norvegicus) dengan bobot badan 180-200 gram dan berusia 2-3 bulan yang 

dinyatakan sehat dan layak dijadikan subjek penelitian oleh dokter hewan yang 

dipapar timbal secara oral dengan kadar 200 mg/kg BB selama 14 hari. 

Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok dengan 2 kelompok perlakuan, 1 

Kontrol Positif, dan 1 kelompok Kontrol Negatif. Tikus putih jantan galur Wistar 

dibagi menjadi 4 kelompok yaitu Kontrol Positif (tikus kondisi sehat tanpa 

diberikan Timbal Asetat (Pb) secara oral), Kontrol Negatif (tikus diberikan 

Timbal Asetat (Pb) secara oral dan tidak diberi perlakuan), Tikus P1 (tikus 

diberikan Timbal Asetat (Pb) secara oral dan diberi vitamin E secara oral), dan 

Tikus P2 (tikus diberikan Timbal Asetat (Pb) secara oral yang diberi Ekstrak 

Seledri dosis 300 mg/kgBB secara oral selama 14 hari). Seluruh tikus diberikan 

pakan dengan jumlah yang sama.  
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5.1 Hasil Penelitian 

5.1.1 Determinasi dan Ekstraksi Tanaman Seledri 

Tanaman Seledri (Apium graveolens Linn) yang digunakan 

dalam penelitian ini didapatkan dari perkebunan di Kota Surabaya. 

Determinasi bahan dilakukan di UPT Laboratorium Terpadu Universitas 

Diponegoro Semarang (Tabel 5.1) 

Tabel 5.1 Hasil Determinasi Tanaman Seledri 

Kingdom   Plantae  
Divisi Tracheophyta  
Classis Magnoliopsida 
Ordo Apiales 
Familia Apiaceae 
Subfamilia  Apioideae Drude 
Genus Apium  
Species  Apium Graveolens L 
Sinonim  Apium Celleri Gaertn, Corum Graveolens L 
Nama Lokal  Seledri, Saledri  

 

Seledri sebanyak ±600 gram dipotong hingga halus, dikeringkan 

pada suhu 50 – 60o C dan diblender menjadi bubuk kering. Bubuk kering 

di maserasi menggunakan etanol 95%, kemudian disaring menggunakan 

kertas saring dan filtrat yang dihasilkan ditampung, sedangkan residu 

yang tertinggal di kertas saring kemudian dimaserasi kembali dengan 

metode yang sama. Kandungan etanol di evaporasi menggunakan rotary 

evaporator hingga tersisa ekstrak kental. Ekstrak kental yang terbentuk 

kemudian disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 2-8oC hingga 

pemberian perlakuan diberikan. 
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5.1.2 Uji Kualitatif Skrining Fitokimia dan Uji Kadar Flavonoid Total 

Uji kualitatif merupakan metode penapisan fitokimia yang 

dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna dengan menggunakan 

suatu pereaksi warna. Hal – hal yang berperan penting pada skrining  

fitokimia antara lain pemulihan pelarut dan metode ekstraksi. Hasil 

skrining senyawa fitokimia ekstrak seledri (Apium graveolens Linn) 

dapat dinilai kandungan senyawa metabolit sekunder yang dilihat dengan 

visualisasi warna yang dihasilkan masing – masing senyawa. 17,174 Uji 

skrining fitokimia terdiri dari uji flavonoid, uji alkaloid, uji tanin, uji 

saponin, uji triterpenoid, uji steroid 17,174 seperti pada tabel 5.3  

Tabel 5.2 Kandungan Ekstrak Seledri 

Zat Aktif  Metode 
Alkaloid wagner 
Saponin Forth 
Tanin FeCl13% 

Flavonoid wilstater 
Steroid Lieberman burchard 

Triternoid Lieberman burchard 

Pada uji kualitatif flavonoid dengan pereaksi warna, jika setelah 

ditambahkan serbuk magnesium dan HCl 2N terbentuk warna merah 

hingga merah muda makan menunjukan adanya Flavonoid17, 174  Uji 

flavonoid secara kuantitatif dengan menganalisis kandungan flavonoid 

total pada ektrak etil asetat dan etanol seledri 63 Pengukuran kadar 

flavonoid total dilakukan sebanyak 3 kali, hasil yang diperoleh dapat 

dilihat pada Tabel 5.3. hasil kadar rata – rata flavonoid total pada sampel 

ekstrak seledri adalah 14.3036 
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Tabel 5.3 Hasil Uji kadar Flavonoid total 

 

5.1.3 Efek Pemberian Ekstrak Seledri terhadap Kadar SOD ( Superoxide  

Dismuthase ) pada Testis Tikus yang dipapar Timbal Asetat (Pb) 

Superoxide dismuthase merupakan enzim yang mengkatalisis 

superoksida (O2) radikal bebas menjadi molekul oksigen (O2) dan 

hidrogen peroksida (H2O2). Superoksida merupakan produk sampingan 

dari metabolisme oksigen dan dalam jumlah berlebihan dapat 

menyebabkan kerusakan sel.25 Pada pemberian ekstrak seledri, kadar 

SOD  terdapat peningkatan.  

Tabel 5.4 Data hasil rerata penelitian kadar SOD ( Superoxide dismuthase ) dan 

ekspresi Caspase 3 -3 

 

Berdasarkan Tabel 5.4 dapat dilihat bahwa Ekstrak Seledri mampu 

menaikan Kadar SOD dengan peningkatan yang bermakna dibandingkan 

Kontrol Negatif dan Perlakuan 1. Data juga menunjukan bahwa Ekstrak 

Seledri dapat menaikan kadar SOD.  Berdasarkan data di atas terlihat 

bahwa pemberian ekstrak seledri secara berturut – turut dapat 

Nilai  TFfC  
Mean ± sd  14.3036 ± 0.6632 

Variabel  Kelompok  P value 
Kotnrol Sehat  

n=5  
Mean±SD 

Kontrol Negatif  
n=5  

Mean±SD 

P1 
n=5 

Mean±SD 

P2 
n=5 

Mean±SD 

 

Kadar SOD  
 
Saphiro 
Wilk 
Levene test 
Anova  

3.226 ± 0,4368 2,97 ± 0,3927 
 
0,909 
 
 

3,026 ± 0,3112 
 
0,967  

3,045 ± 0,3636 
 
0,961 

 
 
 
0,920 
0,643 
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meningkatkan kadar SOD dibandingkan kelompok kontrol. Kedua 

perlakuan dosis memberikan perbedaan peningkatan dalam meningkatkan 

kadar SOD dibanding Kontrol Positif dan Kontrol Negatif. Hal ini 

menunjukan bahwa pemberian ekstrak seledri mampu meningkatkan kadar 

SOD meskipun belum setara dengan kondisi normal tanpa induksi Timbal.  

Kadar SOD masing masing kelompok dilakukan uji normalitas 

dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji Homogenitas hasil uji 

normalitas mendapatkan p > 0.05 dengan Uji Levene. dan homogenitas p 

>0.05. Hasil tersebut menunjukan bahwa data bersifat homogen sehingga 

dapat dilakukan uji parametrik One Way Anova untuk melihat signifikansi 

pada semua kelompok. Hasil One Way Anova (p>0.05)  menunjukan tidak 

terdapat perbedaan yang signifikan pada semua perlakuan disajikan dalam 

bentuk grafik pada gambar 5.1 dan tabel 5.2 pada penelitian ini. 

Didapatkan perbedaan yang tidak signifikan (p>0.05) antara kelompok 

kontrol sehat dengan kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan 1 

serta antar kelompok perlakuan 2.  

       Kadar SOD  

 

Gambar 5.1 Grafik kadar SOD pada semua kelompk penelitian (*p > 
0,05 = tidak signifikan) 
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5.1.4 Efek Pemberian Ekstrak Seledri Terhadap Ekspresi Caspase 3 pada 

Testis Tikus model Terpapar Timbal Asetat  

Caspase-3 terdiri dari dua subunit protein yang berukuran 12- dan 

17-kDa. Peran Caspase-3 dalam apoptosis adalah untuk membelah dan 

mengaktifkan Caspase 6, Caspase-7, dan Caspase-9 untuk memecah sel-

sel apoptosis sebelum dikeluarkan. Setelah proses ini, protein Caspase-3 

dibelah dan dipecah sendiri oleh Caspase-8 dan Caspase-10.32,33 

Pembelahan berurutan dan aktivasi protein ini sangat penting untuk tahap 

apoptosis.33  

Hasil Analisis ekspresi gen Caspase 3 pada hari ke-14 pasca 

pemberian Timbal Asetat (Pb) didapatkan data sebagaimana yang 

ditunjukan pada Tabel 5.3. Data yang dihasilkan dalam peneltian ini 

dianalisis menggunakan uji Saphiro Wills untuk mengtahui normalitas. 

Berdasarkan uji tersebut, data Caspase 3 yang dihasilkan dalam 

penelitian ini menunjukan data terdistribusi normal nilai (p > 0,05). Data 

ekspresi gen Caspase 3 yang tergolong normal kemudian dianlisis 

menggunakan uji Leveane (p>0,05) kemudian data kemudian dianalisis 

menggunakan uji One Way Anova untuk melihat signifikansi pada 

semua kelompok. Berdasarkan analis statistik tersebut didapatkan 

bahwa ekspresi Caspase 3 pada hari ke 14 setelah pemberian (p<0,05).  
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Tabel 5.5 Ekpresi gen Caspase 3 -3 setelah pemberian perlakuan  

Berdasarkan analisis One Way Anova dilakukan Post Hoc LSD 

untuk melihat signifikansi antar tiap perlakuan, kemudian didapati data 

signifikan antara Kontrol Negatif dan P1 (p<0.05) pada ekspresi gen 

Caspase-3. Pada Perlakuan 2 data yang didapat tidak signifikan 

dibandingkan dengan Kontrol Sakit dan Perlakuan 1 (p>0,05). Hasil uji 

Post Hoc secara lengkap ditampilkan pada tabel 5.5  

Tabel 5.5 Uji Post Hoc LSD Caspase 3  pasca pemberian perlakuan 
 

Kelompok  Kelompok 
Perbandingan  

Signifikan  

Kontrol Negatif  P1 0.008* 
 P2 0.146 
P1 Kontrol Negatif  0.008* 
 P2 0.128 
P2 Kontrol Negatif  0.146 
 P1  0.128 

 

 

 
 

Gambar 5.2 Grafik ekspresi Caspase 3 pasca pemberian perlakuan 

* Kuantifikasi ekspresi Caspase 3  setiap kelompok perlakuan  

Variabel  Kelompok  p-value 
Kontrol Sehat  

n=5  
  Mean±SD 

Kontrol Sakit 
n=5 

Mean±SD 

P1 
n=5 

Mean±SD 

P2 
n=5 

Mean±SD 

 

Caspase 3 -3 
Saphiro Wilk  
Leveane   
Anova  

4.131 ± 1.043 12.308 ± 
2.304 
0.931 
 

8.379 ± 
1.3475 
0.166 

10.390 ± 
2.051 
0.785 

 
 
0.400 
0.025 
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Gambar 5.3 ekspresi Caspase 3 setiap kelompok dari jaringan testis tikus model 

yang di induksi Pb Asetate  

5.2 Pembahasan Hasil Penelitian  

Paparan Timbal secara terus menerus dapat menyebabkan masalah 

kesehatan seperti gangguan pernafasan, neurologis, kardiovaskuler, dan 

peradangan kematian.4 Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) 

melaporkan bahwa paparan timbal menyumbang 900.000 kematian di seluruh 

dunia dan menyebabkan kecacatan karena efek jangka panjang pada 

kesehatan.Penumpukan Timbal dalam tubuh menimbulkan produksi Reactive 

Oxygen Species (ROS) yang memicu stress oksidatif dan dapat berakibat pada 

peradangan8, kerusakan DNA yang menyebabkan mutasi dan gangguan pada 

keadaan epigenetik sel9, serta apoptosis sel. Seledri merupakan tumbuhan 

herbaceous yang termasuk dalam keluarga Apiaceae dan umum dikonsumsi 

sebagai sayuran. Seledri mengandung L-3-n-butylphthalide, sedanolide, asam 

linoleat, flavonoid, senyawa fenolik dan minyak atsiri sebagai senyawa aktif 

yang utama yang terdapat hampir di semua bagian termasuk akar, daun dan biji. 
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak Seledri 

terhadap Kadar SOD dan Ekspresi Caspase 3  testis pada tikus yang terpapar 

timbal. 

Penelitian ini menggunakan tikus jantan galur wistar yang diberi Pb 

asetate 200 mg/kgBB per oral selama 14 hari.Kelompok P1 diberi Vitamin E 

100 IU per oral selama pemberian Pb acetate. Sisi lain kelompok P2 diberi 

ekstrak seledri sebanyak 300 mg/kgBB per oral selama pemberian Pb asetate. 

Hasil penelitian menunjukan bahwa pemberian ekstrak seledri per oral 

memberikan peningkatan kadar SOD (P>0.05) dibanding Kontrol Negatif. 

Hasil tersebut didukung dengan penelitian terdahulu yang menjelaskan bahwa 

ekstrak seledri sebagai antioksidan mampu berperan dalam menurunkan kadar 

ROS melalui peningkatan SOD.162 ekstrak seledri mengandung berbagai 

senyawa flavonoid salah satunya adalah antosianin. Penelitian terdahulu 

melaporkan bahwa antosianin memainkan peran penting dalam menghambat 

ROS melalui mekanisme indirect. Antosianin dapat berperan dalam 

peningkatan kadar SOD melalui aktivasi jalur NRF2.163 Tidak adanya 

signifikansi peningkatan SOD diduga disebabkan karena berbagai hal salah 

satunya adalah dosis yang tidak optimal. Penelitian terdahulu melaporkan 

pemberian ekstrak seledri mampu berperan dalam penghambatan superoxide 

anion pada dosis 500 mg/kgBB.164 Hasil tersebut menunjukkan bahwa perlu 

dilakukan pengujian ekstrak seledri dengan dosis yang lebih tinggi pada tikus 

model Pb asetate. Peningkatan enzim SOD didukung dengan hasil analisis 

Caspase 3.  
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Hasil analisis menunjukan terdapat penurunan Caspase 3 jaringan testis 

setelah diberi ekstrak seledri pada tikus model Pb asetate. Hasil ini didukung 

penelitian terdahulu yang melaporkan bahwa kandungan antosianin pada 

ekstrak seledri mampu berperan dalam penghambatan inflamasi dan apoptosis. 

Penelitian terdahulu melaporkan antosianin mampu berperan dalam 

penghambatan ROS. Hambatan ROS berdampak pada penurunan aktivasi 

NFkB yang berujung pada penurunan ekspresi molekul proinflamasi seperti 

TNF a IFN gamma dan IL6. Penurunan kadar molekul proinflamasi berdampak 

pada hambatan ekspresi Caspase 3 yang berujung pada penurunan apoptosis 

sel.165 Tidak adanya signifikansi penurunan Caspase 3 diduga disebabkan 

karena berbagai hal salah satunya adalah dosis yang tidak optimal. Hal ini 

didukung penelitian terdahulu yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak 

seledri 1000 mg/kgBB dapat menghambat ekspresi Caspase 3 jaringan testis 

pada tikus terpapar Pb asetate.166 Penurunan ekspresi Caspase 3 secara 

signifikan dihasilkan setelah perlakuan vitamin E dosis 100 IU pada tikus 

induksi Pb asetate. Hasil ini didukung dengan penelitian terdahulu yang 

menyatakan bahwa pemberian vitamin E 100 IU mampu menghambat ekspresi 

Caspase 9 yang berdampak pada penurunan apoptosis pada jaringan testis 

terpapar logam berat.167 
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5.3 Kelemahan Penelitian  

Kelemahan penelitian ini adalah dari jenis genetik tikus dapat tahan 

terhadap paparan Pb Asetate. Tidak semua ROS yang sama dapat di tahan oleh 

Flavonoid. Tidak menganalisis kandungan senyawa fitokimia secara spesifik 

yang berpengaruh terhadap hasil penelitian. Tidak dilakukannya pemisahan 

antosianin yang dilakukan secara langsung  yang sangat berpengaruh pada nilai 

penurunan. Sebaiknya dilakukan pemeriksaan di HPLC, GCMS dan SNS. 

Terdapat antosianin yang tidak di analisis untuk dilakukan penelitian.  
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan : 

1. Tidak terdapat pengaruh yang signifikan ektrak seledri 300 mg/kgBB 

terhadap Kadar SOD pada serum tikus wistar yang terpapar Timbal 

Asetat (Pb)  

2. Tidak terdapat pengaruh yang signifikan ektrak seledri 300 mg/kgBB 

terhadap Caspase 3 jaringan testis pada tikus wistar yang terpapar 

Timbal Asetat (Pb) 

 

6.2 Saran  

Saran untuk penelitian ini adalah :  

1. Perlu dilakukannya pengukuran terhadap antosianin pada ektrak Seledri 

setelah dilakukan pembuatan ekstrak seledri. 

2. Mencari jenis Flavonoid yang lebih tepat untuk menahan ROS  
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