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INTISARI 

 

 

Merokok menjadi penyebab berbagai penyakit kronis dan gangguan sistem 

imun melalui perantara inflamasi yang muncul akibat produksi radikal bebas 

berlebihan oleh berbagai zat toksik dalam asap rokok. Upaya proteksi terhadap 

inflamasi perlu dilakukan, diantaranya dengan memanfaatkan antioksidan dari air 

kelapa muda (Cocos nucifera L.). Tumor necrosis factor-α (TNF-α) adalah marker 

inflamasi yang terlibat pada patogenesis berbagai penyakit. Tujuan penelitian 

mengetahui pengaruh pemberian air kelapa muda terhadap kadar TNF-α pada 

tikus Wistar yang dipapar asap rokok. 

Penelitian eksperimen menggunakan posttest only control group design. 

Sampel 24 ekor tikus jantan Wistar yang dibagi empat kelompok. K1: tikus 

kontrol normal, K2: dipapar asap rokok, K3: dipapar asap rokok dan diberi air 

kelapa muda 8 mL/200 grBB, K4: dipapar asap rokok dan diberi vitamin E 1,8 

IU/200grBB. Paparan asap rokok berasal dari pembakaran tiga batang rokok 

kretek dalam 2x/hari. air kelapa muda atau vitamin E diberikan melalui sonde 

lambung dua jam setelahnya. Lama perlakuan 14 hari. Kadar TNF-α diperiksa 

dari sampel darah menggunakan ELISA reader dan dianalisis dengan uji one way 

anova serta post hoc LSD. 

Hasil didapatkan rerata kadar TNF-α K2 yang tertinggi (17,9 ± 0,26 pg/ml), 

K1 yang terendah (6,1 ± 0,30 pg/ml), sedangkan K3: 8,8 ± 0,43 pg/ml dan K4: 7,3 

± 0,32 pg/ml. Hasil one way anova didapatkan p<0,001 dengan uji post hoc LSD 

masing-masing juga didapatkan p<0,001. 

Kesimpulan bahwa pemberian air kelapa muda dapat menurunkan kadar 

TNF-α pada tikus putih jantan galur Wistar yang dipapar asap rokok. 

Kata kunci: Kadar TNF-α, Asap rokok, Air kelapa muda 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Merokok menjadi faktor risiko beragam penyakit seperti penyakit paru, 

hati, jantung, diabetes dan kanker, penyakit mata tertentu, serta gangguan 

sistem imun (reumatoid artritis) (U.S. Department of Health and Human 

Services, 2020). Risiko penyakit-penyakit tersebut akan meningkat jika 

jumlah perokok juga meningkat, sementara itu jumlah perokok aktif di 

Indonesia masih sangat tinggi, dengan jumlah perokok sebanyak 307 juta 

(P2PTM Kemenkes RI, 2018). Peningkatan jumlah perokok di Indonesia 

justru ditemukan pada anak-anak dan remaja yang pada tahun 2013 adalah 

sebesar 7,2% menjadi 9,1% di tahun 2018 (Kemenkes RI, 2021). Efek 

kesehatan terkait merokok perlu dikendalikan diantaranya dengan melakukan 

proteksi terhadap kemungkinan efek negatifnya melalui pemanfaatan air 

kelapa muda yang dikenal kaya antioksidan, mengingat jenis-jenis penyakit 

yang timbul akibat merokok diinisiasi oleh peristiwa inflamasi yang dipicu 

oleh produksi radikal bebas yang berlebihan (Kumar et al., 2020). 

Beragam zat toksin dalam asap rokok dan komponen-komponen sel 

mikroba lipopolisakarida (LPS) bakteri, serta konstituen-konstituen lainnya 

berperan dalam induksi inflamasi kronis (Lee et al., 2012). Tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) merupakan salah satu sitokin yang berperan penting pada 

patogenesis berbagai penyakit. TNF-α muncul karena makrofag teraktivasi 
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oleh zat-zat toksin dalam asap rokok yang menstimuli kemunculan radikal 

bebas yaitu reactive oxygen species (ROS) (Hacievliyagil et al., 2013). Kadar 

TNF-α yang berlebihan tanpa adanya pengendalian akan mempercepat proses 

patogenesis penyakit. Inflamasi dan produksi ROS saling berkaitan, sehingga 

salah satu dari proses tersebut perlu dihambat agar tidak berlanjut pada 

perkembangan suatu penyakit (Kumar et al., 2020). 

Pemberian antioksidan diperlukan untuk mengendalikan kadar TNF-α. 

Antioksidan tersebut dapat diperoleh dari air kelapa muda (Rukmini et al., 

2017), diantaranya vitamin C (Santos et al., 2013), asam amino esensial dan 

non esensial (Li et al., 2018), fenolik (katekin dan asam salisilat) 

(Mahayothee et al., 2016), flavonoid (Zulaikhah et al., 2021b), mineral (Fe, 

Mg, Se, Zn, L-arginine) (Sudiyono et al., 2021). Pada penelitian sebelumnya 

air kelapa muda terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang ditunjukkan dari 

uji 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) didapatkan inhibition concentration 

50% (IC50) pada dosis 73 µL dan mampu menurunkan produksi nitrit oksida 

(NO) serta thiobarbituric acid reactive substance (TBRAS) (Santos et al., 

2013). Penelitian lain menunjukkan pemberian air kelapa muda 8 

mL/200grBB/hari selama 28 hari ke tikus wistar yang diinduksi 

streptozotocin (STZ) dan nikotinamid (NA) untuk membuat model diabetes 

mellitus tipe 2 dapat menurunkan kadar TNF-α (Zulaikhah et al., 2021b). 

Pemberian air kelapa muda selama 3 hari pada tikus model nefropati melalui 

induksi media kontras iodium juga dapat menurunkan kadar TNF-α 

(Sudiyono et al., 2021). Tikus jantan Sprague Dawley yang diinduksi nikotin 



3  

 

 

secara subkutan dan diberi air kelapa muda selama 15 hari juga dapat 

memproteksi epitel germinal (dilihat aktivitas asam dan alkalin fosfatase) dan 

meningkatkan kadar testosteron (Nair & Rajamohan, 2014). 

Efek air kelapa muda pada kadar TNF-α tikus yang dipapar asap rokok 

belum dijumpai, oleh karena itu perlu diteliti efek pemberian air kelapa muda 

dalam dosis yang sama dengan penelitian terdahulu (8 mL/200 grBB) dengan 

durasi perlakuan selama 14 hari. Paparan asap rokok kretek digunakan untuk 

merepresentasi second hand smoke. Penelitian ini juga bermaksud 

membandingkan  efektifitas  air  kelapa  muda  dengan  vita imin  E  yaing  siudah 

dikeni al poten  sebiagai  antio iksidan,  yang  di penel iitian  terdahulu  pada  dosis 

pemberian 1,8 IU/200 grBB selama 14 hari berpengaruh mereduksi kadar 

TNF-α di tikus wistar dengan mendapat paparan asap rokok (Zulaikhah et al., 

2021a). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

 

Apakah pemberian air kelapa muda berpengaruh terhadap kadar TNF-α 

pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang dipapar asap rokok? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

 

1.3.1 Tujuan umum 

 

Mengetahui apakah pemberian air kelapa muda berpengaruh terhadap 

kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang dipapar asap 

rokok. 
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1.3.2 Tujuan khusus 

 

1.3.2.1 Mengetahui rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur 

 

Wistar yang tidak dipapar asap rokok (kelompok 1). 

 

1.3.2.1 Mengetahui rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur 

 

Wistar yang dipapar asap rokok (kelompok 2). 

 

1.3.2.3 Mengetahui rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur 

Wistar yang dipapar asap rokok dan diberi air kelapa muda 

dengan dosis 8 mL/200 grBB/hari (kelompok 3). 

1.3.2.4 Mengetahui perbedaan rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih 

Jantan Galur Wistar yang dipapar asap rokok dan diberi 

vitamin E dosis 1,8 IU/200 grBB/hari (kelompok 4). 

1.3.2.5 Menganalisis perbedaan rerata kadar TNF-α antar kelompok 

perlakuan 1, 2, 3 dan 4. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

 

1.4.1 Manfaat teoritis 

 

Menjadi referensi penelitian lebih lanjut mengenai efek air kelapa 

muda terhadap kadar sitokin proinflamasi pada perokok. 

1.4.2 Manfaat praktis 

 

Memberikan edukasi/informasi pada perokok tentang efek merokok 

pada kadar sitokin proinflamasi yaitu TNF-α, dan usaha pencegahan 

agar tidak timbul inflamasi secara berlebihan hingga menjadi kronik. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Tumor Necrosis Factor-α 

 

2.1.1. Definisi 

 

Tumor necrosis factor-α adalah sitokin inflamasi pleitropik dan 

terutama bersumber dari monosit, makrofag dan sel T (Samsu, 2018). Sitokin 

ini merupakan protein 17 kDa yang terdiri atas 157 asam amino, protein 

homotrimer (protein yang terdiri atas tiga unit polipeptida identik) yang juga 

diproduksi oleh sel-sel natural killer (NK) (Atzeni & Sarzi-Puttini, 2013). 

TNF-α juga disebut sebagai hormon peptida makrofag yang mempunyai 

dampak sistemik penting, antara lain berefek kaheksia, leukositosis serta 

anemia. TNF-α juga dapat meningkatkan aktivitas koagulan endotel kapiler 

yang mempromosikan trombosis mikrovaskuler, nekrosis jaringan, kerusakan 

sel-sel endotel sehingga menyebabkan kebocoran cairan mikrovaskular yang 

dapat berpindah masuk ke intraseluler terutama pada otot-otot skeletal dan 

menurunkan volume plasma (peran pada sepsis) (Rauf & Kusuma, 2021). 

TNF-α merupakan salah satu faktor terlarut monokin yang diproduksi oleh 

makrofag dan berperan dalam inflamasi (FK Hewan Unsyiah, 2018). TNF-α 

memiliki banyak peran metabolisme antara lain pada proliferasi, diferensiasi, 

dan apoptosis sel serta metabolisme lipid juga koagulasi (Nasution, 2016). 

TNF-α juga menginduksi res istensi insulin, anoreksia, dan kehilangan berat 

badan serta meningkatkan sistem imun (Agustin et al., 2018). 
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Tumor necrosis factor-α yang juga disebut sebagai cachectin atau 

cachexin juga diproduksi dalam jumlah jumlah terbatas oleh sel B, sel 

endotel dan otot, fibroblas serta osteoklas. TNF-α dalam kondisi terikat 

membran dan terlarut. TNF-α bertranslokasi ke membran sel dimana enzim 

pengubah TNF-α melepaskan molekul 26 kDa yang terikat membran ke 

dalam lingkungan ekstraseluler sebagai protein 17 kDa. Aktivitas enzim ini 

tidak hanya melepaskan TNF-α dari membran plasma, tetapi juga 

menghambat reseptor TNF-α dari permukaan, yang bertindak sebagai 

penghambat aksinya. TNF-α yang terikat membran maupun yang dilepaskan 

sama-sama aktif, fungsi mereka berbeda tergantung pada lokasinya (Sellati & 

Sahay, 2014). 

Sel-sel imun yang mengekspresikan TNF-α secara lokal menjadikan 

TNF-α memiliki efek terapi, namun ketika disekresikan pada sistem sirkulasi 

akan menyebabkan disregulasi sehingga menimbulkan penyakit diantaranya 

kanker. TNF-α dianggap sebagai mediator primer inflamasi saat 

mengaktivasi mediator inflamasi dan protease lain. TNF-α dihasilkan pula 

oleh sel tumor dan dapat bereaksi menjadi tumor promoter endogen 

(Aggarwal et al., 2012). 

 

2.1.2. Jalur pensinyalan TNF-α 

 

Mediasi efek TNF-α terjadi melalui 2 (dua) reseptornya yaitu reseptor 

TNF 1 (TNFR1) dan reseptor TNF 2 (TNFR2). Reseptor yang pertama umum 

terekspresi di semua jenis sel dan berperan utama dalam mengaktivasi 

nuclear factor kappa beta (NF-kB), sedangkan reseptor yang kedua hanya 
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terekspresi pada sel endotel dan sel imun. Bonding antara TNF-α dengan 

reseptor pertama menginduksi trimerisasi reseptor dan rekruitmen protein 

adaptor TNF-R1 associated death domain protein (TRADD) yang terikat 

pada death domain (DD) spesifik di domain sitoplasma reseptor tersebut. 

TRADD merekrut TNF receptor associated factor 2 (TRAF2) dan 

mengaktivasi lkB kinase (IKK) dengan mediasi receptor interacting protein 

(RIP) (Kalliolias & Ivashkiv, 2016). Receptor-interacting serine/threonine- 

protein kinase 1 (RIPK1) adalah mediator utama kematian sel dan inflamasi 

(Mifflin et al., 2020). 

Modalitas pensinyalan dan bioaktivitas downstream reseptor TNF 

ditunjukkan Gambar 2.1. 

 
Sumber: (Kalliolias & Ivashkiv, 2016) 

 

Gambar 2.1. Modalitas pensinyalan dan bioaktivitas downstream reseptor 

TNF-α 
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Pensinyalan TNFR1 diaktivasi oleh TNF-α transmembran dan terlarut. 

TNFR1 dengan DD yang dimiliki merekrut TRADD. Pengikatan TNFR1 

oleh TNF-α transmembran atau terlarut menyebabkan penyusunan kompleks 

I yang mengaktivasi NF-κB dan mitogen-activated protein kinase (MAPK). 

Pensinyalan kompleks I TNFR1 menginduksi inflamasi, degenerasi jaringan, 

kelangsungan hidup sel dan proliferasi, serta pengaturan sistem pertahanan 

imun terhadap patogen. Modalitas pensinyalan lain terkait dengan apoptosis 

juga dapat diaktivasi oleh TNFR1 yang dimediasi oleh pembentukan 

kompleks IIa dan IIb (ripoptosom), sedangkan kompleks IIc (nekrosom) 

menginduksi nekroptosis dan inflamasi dengan dimediasi oleh mixed lineage 

kinase domain-like protein (MLKL) (Gambar 2.1a). Reseptor kedua dari 

TNF-α terutama diaktivasi oleh TNF-α transmembran secara interaksi sel to 

sel. TNFR2 merekrut TRAF2 melalui domain TRAF, memicu pembentukan 

kompleks I dan mengaktivasi NFκB, MAPK serta men-downstream protein 

kinase B (AKT). TNFR2 terutama memediasi bioaktivitas homeostatik 

seperti regenerasi jaringan, proliferasi dan kelangsungan hidup sel. Jalur 

tersebut juga dapat menginisiasi efek inflamasi dan pertahanan host terhadap 

patogen (Gambar 2.1b) (Kalliolias & Ivashkiv, 2016). 

 

2.1.3. Cara Pengukuran 

 

Pengukuran TNF-α dalam darah tepi merupakan alat yang berguna 

untuk menilai respon inflamasi pada berbagai macam penyakit. TNF-α stabil 

dalam serum yang disimpan pada suhu 40C hingga satu minggu setelah 
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sentrifugasi sampel darah dan perlakuan dengan anti-TNF-α biologis dapat 

menyebabkan pengukuran negatif palsu (Valaperti et al., 2020). 

Pengukuran TNF-α dengan teknik enzyme linked immuno sorbent assay 

(ELISA) dan flowsitometri telah digunakan dalam berbagai uji klinis (Çetin 

et al., 2018). Akurasi dan presisi pengukuran sitokin (TNF-α) antar uji dapat 

bervariasi, meskipun pengujian dilakukan dengan presisi yang baik di 

laboratorium individu, potensi variabilitas antar laboratorium tetap tinggi 

karena perbedaan antibodi, standar kalibrasi, reagen deteksi, metode deteksi, 

dan metode analisis data yang diaplikasikan (Knight et al., 2020). 

Prinsip uji ELISA untuk TNF-α dilakukan dengan metode sandwich 

biotin antibodi ganda yang ditambahkan dalam sumuran (well) yang telah 

dilapisi dengan antibodi monoklonal TNF-α dan selanjutnya diinkubasi. 

Antibodi berikutnya yang ditambahkan yaitu antibodi TNF-α berlabel biotin 

agar dapat bereaksi dengan larutan avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) B 

untuk membentuk kompleks imun. Enzim yang tidak terikat pasca inkubasi 

dibersihkan dengan cara dibilas kemudian ditambahkan substrat solution D. 

Larutan yang didapat akan berubah menjadi biru, berubah lagi menjadi 

kuning akibat efek asam (Kartini, 2018). 

 

2.2. Asap Rokok 

 

2.2.1. Definisi 

 

Asap rokok yaitu asap yang dihasilkan dari pembakaran rokok, baik itu 

rokok filter ataupun rokok kretek. Asap rokok menjadi sumber radikal bebas 

eksogen (Klus et al., 2016). Asap rokok dibedakan atas asap mainstream dan 
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sidestream. Asap mainstream yaitu semua komponen aerosol dari 

pembakaran rokok yang masuk ke dalam rongga mulut perokok baik melalui 

penghisapan secara langsung, maupun dari cerutu atau pipa. Asap sidestream 

yaitu komponen aerosol asap rokok yang dihembuskan antara dua isapan 

rokok dan masuk dalam peredaran udara sekitar (Ardiana, 2021). 

 

2.2.2. Kandungan asap rokok 

 

Asap mainstrem mengandung 3-11% karbon monoksida (CO), 15-4% 

partikel dan 1-9% nikotin, serta 4000 konstituen tambahan dan 400 senyawa 

lain yang berpotensi karsinogen, toksikan, dan iritan. Hidrokarbon polisiklik, 

nitrosamin, dan amin aromatik heterosiklik merupakan berbagai ragam 

senyawa yang terdapat pada asap rokok dan memiliki efek karsinogenik dan 

menginduksi berbagai kaskade seluler termasuk reaksi perubahan 

imunologis, mutagenesis, dan metabolik (Ardiana, 2021). 

Kompleks hidrokarbon ditemukan pada fase partikel asap rokok. 

Hidrokarbon tersebut dapat bereaksi dengan NO sehingga terbentuk senyawa 

radikal  berbeda  (Ghezzi,  2011).  Raidikal  bebias  dali am  fasie  pairtikel  yaitu 

siemiquinone  yai ng  dap iat  bereakisi  deingan  oksigen  (O2)  unituk  membi entuk 

radikial supeiroksida dian hidrogen peroksida (H2O2) (Lushchak, 2012). Waktu 

paruh fase partikel lebih lama dibanding fase gas. Ion logam juga terkandung 

dalam fase partikel, ion tersebut membentuk radikal hidroksil H2O2 yang 

berikutnya menembus membran dan mengakibatkan stres oksidatif (Petersen, 

2017). Oksidan ditemukan dalam bentuk O2 dan NO pada fase gas. Kedua 

senyawa tersebut kemudian membentuk ONOO- (peroksinitrit). 
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2.2.3. Asap rokok dan radikal bebas 

 

Ai sap  rokiok  kretek  menigandung  radiikal  be ibas  saingat  tingigi,  dimana 

dailam asap  sat iu  kaili  hisaipan  terdaipat  sekitar  1.0i14  moleikul  raidikal  biebas 

yang  masuik  kie  dailam  tuibuh  manusia  (Dikaningrum,  2013).  Paparan  asap 

rokok kretek yang berlebih berpotensi menimbulkan radikal bebas dengan 

elektron   tunggal.   Radikal   bebas   membuat   kead iaan   staii bil   dengan   cara 

mienarik elekt iron li ain sei hingga teirbentuk raidikal biaru. Eleiktron yanig ditarik 

akan   menyebabkan   kerusakan   molekul,   sehingga   terjadi   keru isakan   si el, 

ganigguan  funigsi  siel,  bahkain  kemiatian  s iel.  Kerusakan  sel  akibat  radikal 

bebas dapat mencapai ke tingkat deoxyribo nucleic acid (DNA) (Budiman et 

al., 2018). Merokok meningkatkan paparan kumulatif reactive oxygen spesies 

(ROS), frekuensi merokok poten menyebabkan pembentukan ROS 

berlebihan sehingga terjadi stres oksidatif (Khrisna, 2016). Stres oksidatif 

merupakan keadaan tidak seimbangnya radikal bebas dengan antioksidan. 

Ketidakseimbangan tersebut terjadi karena ketidakmampuan pertahanan 

antioksidan menangkal radikal bebas. Stres oksidatif akan mengambil 

elektron atom dari komponen struktural maupun fungsional sel sehingga 

terjadi reaksi berantai (Parasmadhan, 2015). Reaksi berantai radikal bebas 

dengan asam lemak tak jenuh menghasilkan peroksidasi lemak (Kurniawan, 

2016). 

Organ paru menjadi target utama kerusakan akibat asap rokok (Zhou et 

al., 2016). Peroksidasi lipid ditimbulkan pada fase gas, meskipun radikal dan 

oksidan bebas pada fase gas memiliki waktu paruh tetapi mereka dapat 
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masuk ke dalam aliran darah dan mengakibatkan kerusakan oksidatif 

makromolekul (Lee et al., 2017). Aldehiha jenuh dan tak jenuh juga 

ditemukan pada fase gas. Kedua jenis aldehida tersebut bisa masuk aliran 

darah dan memproduksi ROS dan berinteraksi dengan enzim nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate (NADPH). Jaringan sekitar paru-paru 

menjadi ikut berisiko mengalami stres oksidatif (Fitria et al., 2013). 

Peran asap rokok pada respon inflamasi seluler dan kerusakan oksidatif 

disajikan Gambar 2.2. 

 

Sumber: (Ardiana, 2021) 
 

Gambar 2.2. Respons Inflamasi Seluler dan Kerusakan Oksidatif Akibat 

Paparan Asap Rokok 
 

Gambar 2.2 menunjukkan bahwa asap rokok terdiri atas superoksida 

dan ROS yang sangat tinggi (radikal hidroksil, hidrogen peroksida, dan 

peroksinitrit). Paparan ROS tersebut menyebabkan kerusakan vaskuler, 

termasuk struktur PUFA di membran lipid, oksidasi protein, rantai DNA 
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terputus, oksidasi reoxyribo nucleic acid (RNA), depolarisasi mitokondria, 

juga apoptosis akibat terjadinya mutasi protein inti, aktivasi sitokrom p53, 

dan kerusakan DNA itu sendiri. Mekanisme kerusakan DNA ke apoptosis 

terjadi melalui interferensi RNA pada pemeliharaan transkripsi gen sehingga 

mengubah kromatin DNA untai ganda dan mempengaruhi pemeliharaan gen 

yang sebagai akibatnya adalah munculnya lesi DNA persisten, dan perubahan 

kromatin DNA untai tunggal. Gangguan pemeliharaan gen juga berdampak 

pada proses transkripsional dimana saling berhubungan dengan perubahan 

kromatin DNA untai tunggal sebagai penyebab akumulasi mutasi yang 

berisiko meningkatkan kejadian kanker (Ardiana, 2021). Peroksidasi lipid 

menginisiasi kondisi patologis yang berasal dari kerusakan dan kematian sel 

tubuh (Suryadinata, 2018). 

 

2.3. Air Kelapa Muda 

 

2.3.1 Definisi 

 

Air kelapa adalah air/cairan yang terdapat dalam buah kelapa atau juga 

cairan endosperm kelapa yang di dalamnya mengandung banyak nutrisi 

seperti vitamin, gula, mineral, protein, asam amino bebas serta faktor-faktor 

pemacu pertumbuhan (Nair & Rajamohan, 2014). Air kelapa bisa dikonsumsi 

saat buah kelapa berumur muda (sekitar 8 bulan) (Barlina, 2016) ataupun 

ketika sudah tua (12 bulan) (Simpala, 2020). Air kelapa berperan sebagai 

dasar bagi pertumbuhan endosperma, terutama saat masih di tahap inti atau 

nuclear phase. Seiring dengan waktu, fase inti berangsur berubah menjadi 



14  

 

 

fase seluler atau cellulair phase, dimana endosperma melekat atau menempel 

pada lapisan kulit tempurung bagian dalam (coconut rind) (Winarno, 2014). 

 

2.3.2 Sejarah asal usul kelapa 

 

Tanaman kelapa termasuk mudah tumbuh di wilayah tropis misalnya 

Indonesia yang disebut sebagai negara penghasil kelapa terbanyak. Tanaman 

kelapa menurut sejarahnya dikatakan berasal dari Amerika Latin yang 

berikutnya menyebar ke kawasan Asia dan Pasifik, ada juga yang 

berpendapat berasal dari Pasifik menyebar ke Asia, Afrika dan Amerika. 

Berdasarkan jumlah populasinya yang terbanyak adalah di Indonesia, ada 

juga yang menyatakan bahwa asal sebenarnya dari pohon kelapa adalah 

Nusantara (Simpala, 2020). 

 

2.3.3 Morfologi tanaman kelapa 

 

Tanaman kelapa umumnya memiliki batang tegak tunggal dengan 

tinggi mencapai 10-14 meter lebih. Tampilan batang beruas, namun ruas 

tersebut tidak tampak ketika umur pohon kelapa sudah tua. Tanaman kelapa 

disebut sebagai tanaman serbaguna, mulai dari batang, buah, daun hingga 

tempurungnya, semua dapat dimanfaatkan oleh manusia. Kelapa memiliki 

sebutan yang berbeda-beda, yaitu coconut (Inggris), cocotier (Perancis), 

nyiur (Indonesia), serta kambil/kerambil (Jawa). Kelapa termasuk dalam 

famili Palmacea, suku aren-arenan (Arecaceae), kingdom plantae, ordo 

Arecales, genus cocos, dan spesies Cocos nucifera (Rahmat, 2020). 
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Tanaman kelapa memiliki bunga majemuk terdiri atas bunga jantan dan 

betina yang terlindung oleh bractea. Buah kelapa memiliki ukuran diameter 

10-20 cm dengan kulit luar berwarna kuning, cokelat ataupun hijau. Buah 

kelapa tersusun atas kulit luar (eksokarp), sabut (mesokarp), tempurung/batok 

(endokarp), kulit daging (testa), daging buah (endosperm), air kelapa dan 

lembaga (Rahmat, 2020). Bagian-bagian dari kelapa tersebut dapat dilihat 

pada Gambar 2.3. 

 

 
Gambar 2.3. Bagian-bagian Buah Kelapa 

 

2.3.4 Kandungan air kelapa muda dan manfaat kesehatan 

 

Jumlah kalori dan protein yang terkandung dalam 230 mL air kelapa 

muda adalah sebanyak 46 kalori dan 2 gram, serta kandungan garam sodium 

serta natriumnya yang relatif sangat tinggi yaitu 252 mg serta serat sebesar 3 

gr dan total kandungan lemak 0,5 gr yang 80% diantaranya merupakan lemak 

jenuh. Air kelapa muda juga mengandung semua kelompok vitamin B 

(kecuali B6 dan B12), asam folat (6 mcg), vitamin C (5,8 mg), dan mineral 

(kalsium (Ca) 57,6 mg; besi (Fe) 0,7 mg; magnesium (Mg) 60 mg; kalium 
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(K) 600 mg; dan zinc (Zn) 0,2 mg) (Winarno, 2014), juga mengandung L- 

arginine (Nair & Rajamohan, 2014). Beberapa dari kandungan dari air kelapa 

muda seperti Mg, Ca, vitamin C dan L-arginine memiliki efek memperbaiki 

toksisitas reproduksi yang disebabkan oleh nikotin (Nair & Rajamohan, 

2014). 

Air kelapa selain mengandung beberapa zat yang telah disebutkan, juga 

mengandung selenium (Se). Zat-zat seperti Fe, Mg, Zn, L-arginine dan 

vitamin C dapat meningkatkan status antioksidan endogen sehingga dapat 

menurunkan kadar TNF-α, Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin 

(NGAL) dan malondialdehid (MDA) pada tikus model nefropati (Sudiyono et 

al., 2021). L-arginine secara signifikan dapat menurunkan radikal bebas 

dalam tubuh, juga dapat meregenerasi sel  pankreas yang menyebabkan 

aktivitas enzim yang mengatur metabolisme karbohidrat sehingga kerusakan 

pankreas dapat kembali normal. Air kelapa juga mengandung polifenol 

(flavonoid) dan cuprum (Cu) (Zulaikhah et al., 2021b). 

 

2.4. Vitamin E 

 

Vitamin E adalah nutrisi larut lemak yang juga dikenal sebagai 

tokoferol yang jika dalam kondisi defisiensi dapat berakibat pada gejala- 

gejala neurologis seperti ataksia dan lemah otot. Vitamin E dapat ditemukan 

terutama dalam bibit gandum, minyak nabati, kuning telur, dan sayuran 

berdaun hijau atau dibuat secara sintetis sebagai antioksidan. Vitamin E 

membantu memproteksi sel dari radikal bebas yang dihasilkan oleh konversi 



17  

 

 

makanan menjadi energi, paparan asap rokok, sinar ultraviolet matahari, dan 

polusi udara (National Institute of Health, 2021) 

Vitamin E adalah zat larut lemak berasal tubuh yang memiliki struktur 

molekular tersusun atas cincin kromanol dengan sebuah rantai samping yang 

terletak pada posisi C2. Vitamin E terdiri atas delapan kelompok senyawa 

berbeda yaitu α-, -, -, dan -tokoferol serta empat tokotrienol yang saling 

berhubungan (Bruno & Mah, 2014; Niki & Abe, 2019). Keempat tokoferol 

tersebut memiliki sisi rantai fitil jenuh, sedangkan tokotrienol memiliki sisi 

rantai isoprenil tak jenuh yang mengandung tiga ikatan ganda pada C3’, C7’, 

dan C11’. Sisi rantai ikatan ganda tokotrienol pada rantai C3 dan C7 

memiliki konfigurasi trans. Bentuk α-, -, -, dan - berbeda menurut jumlah 

dan posisi kelompok metil pada cincin kromanol. Bentuk α-tokoferol dan 

tokotrienol memiliki tiga kelompok metil pada posisi C5, C7 dan C8 cincin 

kromanol, sedangkan bentuk - dan -memiliki dua kelompok metil, dan 

bentuk - memiliki satu kelompok metil seperti yang digambarkan pada 

Gambar 2.4 (Niki & Abe, 2019). α-tokoferol dan -tokoferol adalah bentuk 

vitamin E yang paling banyak dalam makanan dan in vivo, namun α-tokoferol 

yang banyak dibutuhkan karena merupakan satu-satunya bentuk yang dapat 

merubah defisiensi vitamin E (Bruno & Mah, 2014). 
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Gambar 2.4. Struktur Kimia Homolog Vitamin E (Niki & Abe, 2019) 

 

Sumber vitamin E berasal dari minyak jagung, minyak zaitun, minyak 

kelapa, minyak dedak padi, minyak kedelai, minyak bunga matahari, dan 

minyak bibit gandum. Vitamin E merupakan mikronutrien penting dan telah 

diterapkan dalam berbagai bidang meliputi kedokteran, farmasetik, kosmetik 

dan makanan. Vitamin E berperan penting dalam meningkatkan kesehatan 

dan mencegah atau mengobati berbagai penyakit dan gangguan fisiologis. 

Dosis rekomendasi vitamin untuk dewasa adalah 15 mg (22,4 IU) untuk 

dewasa (Niki & Abe, 2019), sedangkan kebutuhan harian α-tokoferol 

diperkirakan sekitar 12 mg/hari (Atkinson et al., 2013). 

Suplementasi vitamin E dapat menurunkan produksi mediator inflamasi 

NFkB dan TNF-α serta menurunkan produksi kolagen yang terkait dengan 

inflamasi hepatik. Vitamin E dapat didaur ulang dengan bantuan vitamin C 

agar terbentuk antioksidan yang bermanfaat, namun karena vitamin C juga 

poten sebagai prooksidan dan menyebabkan akumulasi besi hepatik, maka 
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suplementasi vitamin E dan C secara bersamaan tidak direkomendasikan 

(Webb, 2013). 

Suplementasi vitamin E pada penelitian terdahulu dalam dosis 100 dan 

200 mg/kgrBB pada tikus putih jantan galur Wistar yang dipapar cisplastin 5 

mg/kg secara intraperitoneal dapat menurunkan kadar protein TNF-α (Shidqy 

et al., 2020), sedangkan pada penelitian lain pemberian vitamin E topikal 

dosis 5 mg/ml maupun sistemik dosis 33,5 mg/hari selama 21 hari dapat 

menurunkan kadar MDA pada lensa mata tikus putih jantan galur Wistar 

yang dipapar asap rokok (Liyanti, 2019). Penelitian terdahulu menunjukkan 

bahwa vitamin E dosis 1,8 IU/200 grBB yang diberikan selama 14 hari pada 

tikus putih jantan galur Wistar yang dipapar asap rokok kretek 3 batang/hari 

dapat meningkatkan kadar GPx (Zulaikhah et al., 2021c).Vitamin E dengan 

dosis dalam penelitian terdahulu yang dikombinasikan dengan pemberian air 

kelapa muda terbukti dapat menghambat proses peroksidasi lipid (Zulaikhah 

et al., 2021c). 

 

2.5. Pengaruh Pemberian Air Kelapa Muda Terhadap Kadar TNF-α pada 

Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang Dipapar Asap Rokok 

Hasil pembakaran tembakau atau asap rokok meliputi radikal bebas 

seperti superoksida, hidroksil radikal, hidrogen perokside serta peroksinitrit. 

Senyawa-senyawa tersebut memapar sel-sel endotel dan menyebabkan 

perubahan makromolekul termasuk struktur PUFA pada membran lipid, 

oksidasi protein, ruptur rantai DNA, oksidasi RNA, depolarisasi mitokondria, 

serta apoptosis. Peristiwa-peristiwa tersebut menghasilkan kerusakan sel dan 
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berdampak pada stres oksidatif. Asap rokok juga menstimulasi respon 

inflamasi yang berhubungan dengan peningkatan kadar sitokin dalam sistem 

sirkulasi seperti TNF-α serta interleukin-6 (IL-6) yang ada hubungannya 

dengan berbagai penyakit akibat rokok atau diperparah oleh rokok (Ardiana, 

2021). 

Asap rokok juga dapat mempengaruhi perkembangan dan fungsi sel-sel 

imunitas bawaan dan adaptif. Pada imunitas bawaan, asap rokok dengan 

berbagai senyawa radikal bebasnya mengganggu makrofag, sel-sel NK, dan 

sel-sel dendritik. Makrofag dan sel NK merupakan penghasil TNF-α, 

sehingga perubahan terhadap makrofag dan sel NK akan mempengaruhi 

kadar TNF-α. Paparan asap rokok disebut meningkatkan respon sel NK. 

Mekanisme molekuler paparan asap rokok terhadap sel-sel imun menurut 

penelitian sebelumnya terjadi dengan cara menginisiasi jalur pensinyalan 

MAPK, sehingga meregulasi aktivasi transcription factor (TF) dan 

memengaruhi kapasitas pengikatan DNA lebih dari 20 TF, termasuk NFkB. 

Perubahan fungsional TF berkontribusi pada perubahan transkripsi gen target 

mereka, termasuk sitokin inflamasi dan kemokin. Aktivasi NFkB oleh stres 

oksidatif berperan penting pada inflamasi (Qiu et al., 2017). 

Air kelapa muda yang dikenal memiliki berbagai senyawa antioksidan 

memiliki potensi untuk dimanfaatkan sebagai penangkal radikal bebas (ROS) 

pada perokok, karena flavonoid memiliki efek antiinflamasi dengan cara 

menghambat sintesis prostaglandin (PG) (Zulaikhah et al., 2021b). Zat-zat 

seperti Fe, Mg, Se, Zn, L-arginine dan vitamin C dalam air kelapa muda juga 
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dapat meningkatkan status antioksidan endogen sehingga dapat menurunkan 

kadar TNF-α (Sudiyono et al., 2021). 
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Gambar 2.5. Kerangka Teori 
 

 

2.7. Kerangka Konsep 
 
 

Gambar 2.6. Kerangka Konsep 
 

 

 

2.8. Hipotesis 

 

Pemberian air kelapa muda berpengaruh terhadap kadar TNF-α pada tikus 

putih jantan galur Wistar yang dipapar asap rokok. 

Asap  

rokok 

Air kelapa muda 

(Cocos nucifera L.) 
Kadar TNF-α 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

 

Jenis penelitian eksperimental laboratorium dengan rancangan posttest 

control group design. 

 

3.2 Variabel dan Definisi Operasional 

 

3.2.1 Variabel 

 

3.2.1.1 Variabel Bebas 

 

Pemberian air kelapa muda 

 

3.2.1.2 Variabel Terikat 

 

Kadar TNF-α 

 

3.2.1.3 Variabel Prakondisi 

 

Paparan asap rokok 

 

3.2.2 Definisi Operasional 

 

3.2.2.1 Pemberian Air Kelapa Muda 

 

Air yang terdapat pada buah kelapa hijau (lapisan 

endosperma berwarna hijau). Air kelapa muda yang digunakan 

berasal dari buah kelapa usia 5-6 bulan yang didapatkan dari 

daerah Jogja dan sekitarnya. Air kelapa muda diberikan secara 

sonde oral selama 14 hari dengan dosis 8 mL/200 grBB/hari. 

Skala: ordinal 
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3.2.2.2 Kadar TNF-α 

 

Kadar TNF-α adalah kadar sitokin proinflamasi TNF-α 

Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang dipapar asap rokok, 

diukur dari sampel plasma menggunakan metode ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) dan dinyatakan dalam 

satuan pg/ml. 

Skala: rasio 

 

3.2.2.3 Paparan Asap Rokok 

 

Paparan asap rokok pada penelitian ini merupakan 

variabel prakondisi yaitu upaya yang dilakukan agar tikus uji 

terkena/menghirup asap hasil pembakaran 3 batang rokok 

kretek per hari selama 14 hari. Paparan asap rokok dilakukan 

dengan cara menempatkan tikus dalam smoking chamber 

(Wahid et al., 2019) 

Skala: nominal 

 

 
 

3.3 Populasi dan Sampel 

 

3.3.1 Populasi 

 

Populasi penelitian ini tikus putih jantan galur Wistar yang 

dipelihara di Laboratorium Hewan Coba PAU Universitas Gadjah 

Mada Yogyakarta, 
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3.3.2 Sampel 

 

Sampel penelitian yaitu Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

memenuhi kriteria berikut: 

1. Kritera inklusi sebagai berikut: 

 

a) Umur : 6-8 minggu 

 

b) Berat badan : 150-200 gram 

 

2. Kriteria eksklusi sebagai berikut: 

 

a) Tikus sakit atau mati saat adaptasi. 

 

b) Tikus sakit atau mati saat penelitian. 

 

c) Tikus pernah digunakan untuk eksperimen lain. 

 

Besar sampel minimal untuk binatang coba dihitung dengan 

rumus (Arifin & Zahiruddin, 2017): 

n = DF/k + 1 

 

n = jumlah sampel 

 

DF = degrees of freedom (untuk uji beda >2 kelompok tidak 

berpasangan, nilai DF yang direkomendasikan adalah 10 – 20) 

k = jumlah kelompok uji (4 kelompok) 

sehingga besar sampel penelitian ini adalah: 

Minimal = 10/4 + 1 = 3,5 ~ 4 

Maksimal= 20/4 + 1 = 6 

Jumlah kelompok penelitian ini sebanyak 4 kelompok, dan 

berlandaskan pada prinsip 3R (Replacement, Reduction, and 

Refinement) peneliti menggunakan sebanyak 6 ekor untuk tiap 
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kelompok, sehingga total digunakan 24 ekor tikus putih jantan galur 

 

Wistar. 

 

3.4 Instrumen dan Bahan Penelitian 

 

3.4.1 Instrumen penelitian 

 

1. Kandang tikus ukuran 35 x 27 x 12 cm 

 

2. Smoking chamber 

 

3. Mikropipet dan tip 

 

4. ELISA reader 

 

5. Plate sealer 

 

6. Botol pencuci atau automated microplate washer 

 

7. Timer 

 

8. Polypropylene vials 

 

3.4.2 Bahan penelitian 

 

1. Tikus putih jantan galur Wistar 

 

2. Air kelapa muda 

 

3. Kapsul vitamin E 

 

4. Aquadest 

 

5. Deionized water 

 

6. Antibodi pendeteksi TNF-α manusia 

 

7. Avidin-HRP B 

 

8. Stop solution 

 

9. Substrat solution D 

 

10. Ketamine 
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11. Xylazine 

 

3.5 Cara Penelitian 

 

3.5.1. Pengajuan Ethical Clearance 

 

Ethical clearance penelitian diajukan kepada FK Unissula 

Semarang. 

3.5.2. Penetapan dosis air kelapa muda dan vitamin E 

 

Dosis air kelapa muda dan vitamin E yang digunakan yaitu 8 

mL/200 grBB/hari dan 1,8 IU/200 grBB/hari vitamin E (Zulaikhah et 

al., 2021). 

3.5.3. Adaptasi hewan coba 

 

Tikus diadaptasi dalam 1 minggu terlebih dahulu dengan 

lingkungan yang baru agar terbiasa dan tidak mengalami stress yang 

dapat berdampak pada hasil penelitian. 

3.5.4. Menyiapkan kandang tikus beserta tempat pakan dan minum 

 

Kandang yang digunakan untuk tikus dengan ukuran 35 x 27 x 

 

12 cm. Kandang dilengkapi dengan tempat pakan dan botol air 

minum berkapasitas 265 ml, diberi alas sekam padi dan diberi 

penutup kawat kasa. 

3.5.5. Paparan asap rokok 

 

Jumlah rokok kretek yang digunakan merujuk pada penelitian 

terdahulu yaitu sebanyak 3 batang/hari selama 14 hari (Aditya et al., 

2014; Wahid et al., 2019). Pada penelitian Adyttia et al. (2014) 

kelompok tikus yang dipapar asap rokok memiliki kadar MDA 



28  

 

 

sebesar 13,7 ppm jauh lebih tinggi dibandingkan dengan kadar MDA 

pada tikus normal (0,09 ppm). Pada penelitian Wahid et al. (2019) 

diperoleh peningkatan kadar MDA organ paru hingga 4 kali lipat 

(0,214 ppm) dibandingkan dengan kadar MDA paru pada tikus 

normal yaitu 0,036 ppm (Wahid et al., 2019). 

Cara pemaparan dilakukan dengan memindahkan tikus dalam 

smoking chamber sesuai pembagian kelompok. Smoking chamber 

adalah kotak pengasapan dengan sekat jeruji untuk memisahkan 

tikus dengan ujung rokok yang dibakar. Tikus yang dimasukkan ke 

dalam smoking chamber dapat terpapar asap rokok secara langsung. 

Paparan asap rokok diberikan dalam berulang kali hembusan asap 

menggunakan tabung injeksi sampai rokok terbakar habis (Aditya et 

al., 2014; Wahid et al., 2019). Jumlah rokok yang dibakar dalam 

satu hari sebanyak 3 batang dibagi dalam dua waktu pembakaran 

masing sebanyak 1,5 batang dilakukan pada jam 08.00 dan 14.00. 

Cara pemaparan asap rokok dilakukan dengan menempatkan tikus 

pada smoking chamber yang dilengkapi dengan dua lubang, dimana 

yang  pertama  berfungsi sebiagai  jai lan  pengieluaran  hasil pemaparan 

aisap  rokok  kretek,  sedangkan  lui bang  keidua  unt iuk  mei masukkan 

rokiok kretek yiang telah  dinyalakan. Hembusan rokok kretek dibuat 

dari alat smoking pump sampai rokok mati. 

 

3.5.6. Pemberian perlakuan 
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1. Kelompok kontrol normal (K1): kelompok tikus yang hanya 

diberi pakan standar ad libitum + aquadest. 

2. Kelompok kontrol negatif (K2): kelompok tikus yang diberi 

pakan standar ad libitum + aquadest dan dipapar asap rokok 

kretek selama 14 hari. 

3. Kelompok perlakuan (K3): kelompok tikus yang diberi pakan 

standar ad libitum + aquadest dan dipapar asap rokok kretek 

ditambah diberi air kelapa muda 8 mL/200 grBB selama 14 hari. 

4. Kelompok kontrol positif (K4): kelompok tikus yang diberi 

pakan standar ad libitum + aquadest dan dipapar asap rokok 

kretek ditambah diberi vitamin E dosis 1,8 IU/200grBB/hari 

selama 14 hari. 

Pemberian air kelapa muda dilakukan dengan cara menarik 

kulit kuduk tikus dengan tangan kiri dengan posisi kulit tersebut 

terjepit oleh ibu jari dan telunjuk, dan diperkuat dengan jepitan 

pangkal ibu jari dengan jari lainnya pada kulit punggung tikus, 

kemudian ekor dikait dengan kelingking tangan kiri. Sonde yang 

telah diisi air kelapa muda kemudian dimasukkan secara hati-hati 

hingga sampai ke lambung, setelah sonde dipastikan sudah masuk 

dalam lambung air kelapa muda kemudian dipompakan keluar. 

Volume air kelapa muda yang dimasukkan ke dalam lambung adalah 

4 mL/200 grBB dalam satu kali pemberian di pagi hari dan diulang 

pada siang hari pada dosis yang sama (Prodi DIK, 2019). Pemberian 
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air kelapa muda dilakukan pada 2 jam setelah paparan asap rokok 

(Rusmini et al., 2019). Vitamin E yang digunakan vitamin E acetate 

(-α-tokoferol asetat) dengan merek Natur E® produk dari Darya 

Varia Laboratoria berbentuk kapsul lunak, dimana tiap kapsul 

mengandung 100 IU -α-tokoferol (1 IU = 0,67 mg α-tokoferol 

(Liyanti, 2019). Vitamin E diambil dalam bentuk liquid dan 

diberikan secara sonde oral selama 14 hari dengan dosis 1,8 IU/200 

grBB/hari dengan cara yang serupa dengan pemberian air kelapa 

muda dalam dosis terbagi 8 mL/200 grBB tiap kali pemberian.. 

 
 

3.5.7. Proses terminasi hewan coba, pengambilan sampel darah 

 

3.5.7.1 Setelah akhir pemberian perlakuan, tikus dipuasakan selama 
 

12 jam kemudian dilakukan pengambilan sampel darah 

menggunakan tabung mikrohematokrit steril, ependorf 

penampung darah dan kapas steril. Pengambilan sampel 

darah dilakukan dalam kondisi tikus dianestesi terlebih 

dahulu dengan 1 mL ketamin dosis 70-100 mg/kgBB dan 

0,75 mL xylazine dosis 2 mg/kgBB yang disuntikkan di 

salah satu kaki belakang/paha tikus. Tikus kemudian 

dibiarkan selama ± 5-10 menit agar efek obat bius (anestesi) 

bekerja, baru kemudian dilanjutkan pengambilan darah 

dengan cara menusukkan tabung mikrohematokrit pada 

daerah sinus orbitalis (kantus medial) hingga menembus 

kulit luar sampai terdengar bunyi klik, kemudian tikus 
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dimiringkan sehingga darah mulai menetes dari tabung 

mikrohematokrit dan darah ditampung dalam ependorf. 

Darah yang ditampung dalam ependorf sebanyak 2cc. 

Tabung mikrohematokrit selanjutnya dicabut setelah darah 

yang diperlukan mencukupi. Sisa darah pada daerah sinus 

orbitalis kemudian dibersihkan dengan kapas steril 

(B2P2VRP, 2015). 

3.5.7.2 Sampel darah ditempatkan dalam tabung venojeck yang 

telah diisi EDTA kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 

3000 rpm selama 10 menit sehingga didapat dua lapisan 

yaitu bagian atas adalah plasma sedangkan bagian bawah 

yaitu eritrosit. Pemeriksaan TNF-α dilakukan pada bagian 

plasma. 

 

3.5.8. Cara pemeriksaan kadar TNF-α 

 

Tahap-tahap pemeriksaan kadar TNF-α dilakukan menurut 

penelitian sebelumnya (Yuliyanik, 2013), yaitu: 

1) Menyiapkan reagen, sampel plasma, dan standard dilution serta 

sumuran/microplate. 

2) Melakukan preparasi standard pada mouse TNF-α kit dengan cara 

menambahkan 1 ml air yang telah dideionisasi, dilanjutkan 

dengan melakukan sentrifugasi selama 5 menit. 

3) Preparasi serupa juga dilakukan pada larutan kontrol mouse TNF- 

α kit. 
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4) Membuat berbagai larutan standar dan memasukkan 50 µl larutan 

uji ke semua sumuran, ditambahkan dengan 50 µl standard, 

kontrol dan sampel pada tiap sumuran dan menginkubasi selama 

2 jam dalam temperatur ruangan. 

5) Menyiapkan wash buffer sebanyak satu kali 

 

6) Melakukan pembilasan sebanyak 5 kali pasca proses inkubasi 

 

7) Menambahkan 100 µl mouse TNF-α conjugate ke tiap sumuran, 

dan kembali diinkubasi selama 2 jam dalam temperatur ruangan. 

Lanjut dilakukan pembilasan selama 5 kali. 

8) Menambahkan   100   µl    substrat,    diinkubasi    30    menit. 

 

Ditambahkan stop solution sebanyak 100 µl dan diaduk. 

 

9) Selanjutnya dilakukan pembacaan nilai absorban menggunakan 

ELISA Reader pada panjang gelombang 450 nm selama 30 

menit. 
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3.6 Alur Penelitian 
 

 
 

 
 
 

 

 
 

Gambar 3.1. Alur penelitian 

 

3.7 Tempat dan Waktu Penelitian 

 

Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium PAU Universitas Gadjah 

Mada Yogyakarta pada bulan Maret 2022. 

Analisis hasil 

Hari ke-15 pengambilan sampel 

darah 

Tikus Putih Jantan Galur Wistar 24 ekor 

Randomisasi dan dibagi menjadi 4 kelompok 

K4 

Pakan Standar + 

Paparan asap dari 

3 batang rokok 

kretek per hari + 

vitamin E 1,8 

IU/200 grBB/hari 

selama 14 hari 

K3 

Pakan Standar + 

Paparan asap dari 

3 batang rokok 

kretek per hari + 

air kelapa muda 8 

mL/200 grBB/hari 

selama 14 hari 

 

K2 

Pakan standar + 

Paparan asap 3 

batang rokok 

kretek/hari 

selama 14 hari 

 
K1 

Pakan standar + 

tanpa paparan 

asap rokok 

selama 14 hari 

Adaptasi selama 7 hari 

Pengukuran kadar TNF-α 
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3.8 Analisis Hasil 

 

Data kadar TNF-α merupakan data dengan skala variable rasio. Analisis 

yang pertama kali dilakukan adalah uji normalitas dengan uji Shapiro wilks 

dan homogenitas dengan levene test. Hasil analisis didapatkan distribusi data 

normal dan homogen sehingga kadar TNF-α antar kelompok dianalisis lebih 

lanjut dengan uji One Way Anova dan uji Post Hoc LSD dengan keputusan 

menerima signifikansi perbedaan pada α ≤ 5%. Pengolahan analisis data 

dilakukan dengan software SPSS for Windows versi 22.0. 
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BAB IV 

 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Hasil Penelitian 

 

Penelitian ini telah dilakukan pada 24 ekor tikus putih (Rattus 

norvegicus) jantan galur Wistar yang dipapar asap rokok. Paparan asap rokok 

diberikan selama 14 hari dari pembakaran 3 batang rokok terbagi dalam 2 

(dua) kali pemaparan. Dua jam setelah paparan asap rokok tikus diberi air 

kelapa muda dalam dosis 4 mL/200 grBB atau vitamin E dalam dosis 0,9 

IU/200 grBB per satu kali pemberian. Hasil akhir yang didapatkan adalah 

kadar TNF-α dari 4 (empat) kelompok uji: K1 adalah kelompok tikus normal, 

K2-K4 kelompok tikus yang dipapar asap rokok. K3 adalah kelompok tikus 

yang diberi air kelapa muda, sedangkan K4 adalah kelompok tikus yang 

diberi vitamin E. Kadar TNF-α diperiksa dengan ELISA reader dan 

didapatkan rerata kadar TNF-α per kelompok sebagai berikut: 

20 
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5 
 

 

0 

K1 K2 K3 K4 
Kelompok Uji 

 

Gambar 4.1. Rerata kadar TNF-α antar kelompok 
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Tampak pada Gambar 4.1 bahwa kelompok K2 memiliki rerata kadar 

TNF-α tertinggi (17,9 ± 0,26 pg/ml), sedangkan kelompok K1 memiliki 

rerata kadar TNF-α terendah (6,1 ± 0,30 pg/ml). Rerata kadar TNF-α di 

kelompok K3 (8,8 ± 0,43 pg/ml) dan K4 (7,3 ± 0,32 pg/ml) lebih rendah 

daripada di K2, namun lebih tinggi daripada di kelompok K1. 

Kadar TNF-α tersebut berikutnya dianalisis sebaran data serta 

homogenitas variannya untuk menentukan jenis alat analisis yang dapat 

digunakan untuk menguji ada tidaknya perbedaan kadar TNF-α antar 

kelompok. Normalitas sebaran data dianalisis dengan uji Shapiro Wilk 

sedangkan homogenitas varian data dianalisis dengan uji Levene. Hasil 

analisis tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

 

Tabel 4.1. Hasil analisis normalitas sebaran data dan homogenitas varian 
 

Kelompok 
p-value

 

 

 

 

Hasil uji Shapiro Wilk didapatkan nilai p di atas 0,05 untuk tiap-tiap 

kelompok, artinya sebaran data kadar TNF-α di kelompok K1 sampai dengan 

K4 semuanya normal. Hasil uji Levene juga didapatkan nilai p di atas 0,05 

yang artinya homogenitas varian kadar TNF-α di keempat kelompok adalah 

homogen. Sebaran data yang normal dan varian data yang homogen menjadi 

syarat uji beda parametrik, sehingga perbedaan kadar TNF-α antar keempat 

kelompok diuji dengan one way anova dan didapatkan nilai p sebesar 0,000 

 Shapiro Wilk Levene One way anova 

K1 0,737 

K2 
0,853 

0,903 0,000 

K3 0,825 

K4 0,987 
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(p<0,05) yang artinya terdapat perbedaan kadar TNF-α diantara keempat 

kelompok. Hasil uji one way anova dilakukan analisis lebih lanjut dengan uji 

post hoc LSD untuk melihat perbedaan kadar TNF-α antar dua kelompok. 

Hasil uji post hoc tampak pada Tabel 4.2 berikut: 

 

Tabel 4.2. Hasil analisis perbedaan kadar TNF-α antar dua kelompok 
 

Kelompok Rerata perbedaan P 
K1 >< K2 -11,8 0,000 

K1 >< K3 -2,8 0,000 

K1 >< K4 -1,3 0,000 

K2 >< K3 9,1 0,000 

K2 >< K4 10,6 0,000 

K3 >< K4 1,5 0,000 

 
 

Perbedaan kadar TNF-α antar dua kelompok semuanya bermakna 

(p<0,05). Kadar TNF-α kelompok K2, K3, dan K4 secara bermakna lebih 

tinggi daripada K1 dengan selisih masing-masing sebesar 11,8 pg/ml; 2,8 

pg/ml; dan 1,3 pg/ml. Kadar TNF-α pada K3 dan K4 secara bermakna lebih 

rendah daripada di K2 dengan selisih masing-masing sebesar 9,1 pg/ml dan 

10,6 pg/ml. Kadar TNF-α di kelompok K4 secara bermakna lebih rendah 

daripada di K3 dengan selisih sebesar 1,5 pg/ml. 

 

4.2. Pembahasan 

 

Kadar TNF-α pada kelompok tikus yang dipapar asap rokok lebih tinggi 

dibandingkan dengan kadar TNF-α pada kelompok tikus yang tidak dipapar 

asap rokok. Kadar TNF-α yang lebih tinggi tersebut disebabkan karena 

kandungan NO dari asap rokok yang menjadi penyebab terjadinya inflamasi 

(Ardiana, 2021). Penyebab peningkatan kadar TNF-α juga dapat disebabkan 
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radikal bebas dari asap rokok mengakibatkan teraktivasinya makrofag di 

saluran pernapasan dan menginduksi sekresi sitokin proinflamasi TNF-α 

melalui jalur ERK1/2 (Puspita, 2020; Kusumastuty et al., 2015). 

Pemberian air kelapa muda berpotensi menurunkan tingkat inflamasi 

akibat paparan asap rokok. Hal tersebut terlihat dari kadar TNF-α pada 

kelompok K3 yang secara bermakna lebih rendah daripada kadar TNF-α di 

kelompok K2. Penurunan kadar TNF-α disebabkan oleh kandungan zat-zat 

antioksidan dalam air kelapa muda seperti vitamin C, asam amino esensial 

dan non esensial, fenolik, flavonoid, dan mineral. Aktivitas antioksidan dari 

air kelapa muda sudah ditunjukkan dalam penelitian (Santos et al., 2013) 

dengan IC50 pada dosis 73 µL dan dapat menurunkan produksi NO dan kadar 

MDA. Penurunan kadar TNF-α pada kelompok K3, dapat terjadi karena 

mekanisme tersebut. Air kelapa muda dengan aktivitas antioksidan yang 

dimiliki menurunkan kadar TNF-α melalui penurunan kadar NO dan MDA. 

Nitrit oksida merupakan radikal bebas yang dihasilkan oleh makrofag 

yang diaktivasi oleh asap rokok. Pembentukan NO dimediasi oleh proses 

inflamasi melalui pelepasan sitokin proinflamasi salah satunya TNF-α, 

sehingga kadar NO yang tinggi dapat merepresentasi kadar TNF-α yang juga 

tinggi. Pada sebuah penelitian disebutkan bahwa perokok memiliki kadar NO 

lebih tinggi daripada bukan perokok (Karolina et al., 2019). NO menurunkan 

kadar antioksidan endogen dan berperan besar dalam menghasilkan ROS, 

sehingga penurunan produksi NO akan menurunkan produksi ROS dan 

menghambat proses stres oksidatif yang dapat berlanjut pada peroksidasi 
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lipid yang salah satu markernya yaitu MDA (Febrina et al., 2016). Pemberian 

antioksidan eksogen dari air kelapa muda dapat menggantikan antioksidan 

endogen yang berkurang sehingga produksi ROS dan peroksidasi lipid dapat 

dihambat (Sudiyono et al., 2021; Zulaikhah et al., 2021c). Peroksidasi lipid 

merepresentasi tingginya produksi radikal bebas dalam tubuh yang dapat 

memediasi proses inflamasi diantaranya melalui pelepasan TNF-α 

(Suryadinata, 2018). 

Penurunan kadar TNF-α juga ditunjukkan oleh kelompok tikus yang 

dipapar asap rokok dan diberi vitamin E dosis 1,8 IU/200grBB. Vitamin E 

pada kelompok tikus ini juga bertindak sebagai antioksidan. Vitamin E 

merupakan antioksidan nonenzimatik yang memiliki aksi memblok reaksi 

berantai dari radikal bebas melalui pendonoran atom H pada radikal peroksil 

(LOO*) menjadi radikal tokoferoksil (α-tokoferol-O*) yang relatif stabil dan 

inreaktif untuk menginisiasi peroksidasi lipid sehingga reaksi-reaksi radikal 

berikutnya terhenti (Nimse & Pal, 2015). Produksi radikal bebas yang 

terhambat dengan demikian akan menghambat proses inflamasi sehingga 

kadar TNF-α menurun. Pada penelitian sebelumnya juga disebutkan bahwa 

vitamin E merupakan antioksidan poten yang efikasinya sudah teruji dalam 

menurunkan kadar TNF-α pada tikus yang diapar asap rokok (Puspita, 2020). 

Perbandingan efektifitas penurunan kadar TNF-α   antara   air   kelapa 

muda dan vitamin E memperlihatkan bahwa aktivitas antioksidan vitamin E 

lebih superior daripada air kelapa muda (kadar TNF-α di kelompok K4 lebih 

rendah daripada di K3). Hasil tersebut disebabkan karena perbedaan daya 
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antioksidan antara vitamin E dan air kelapa muda. Vitamin E adalah 

antioksidan kuat dengan aktivitas antioksidan pada IC50 dalam dosis 21,8 

µg/mL (Lung & Destiani, 2018), sedangkan aktivitas antioksidan air kelapa 

muda pada IC50 terdapat pada dosis 73 µL (Santos et al., 2013). Pada 

penelitian terdahulu juga didapatkan hasil bahwa efek pemberian air kelapa 

dalam menurunkan kadar TNF-α lebih rendah daripada efek pemberian 

vitamin E pada tikus Wistar yang dipapar asap rokok (Zulaikhah et al., 

2021a). 

Kadar TNF-α pada kelompok tikus yang dipapar asap rokok dan diberi 

air kelapa muda ataupun vitamin E secara bermakna masih lebih tinggi 

daripada kadar TNF-α di kelompok tikus normal, menandakan bahwa dosis 

air kelapa muda dan vitamin E yang digunakan untuk menurunkan kadar 

TNF-α pada tikus yang dipapar asap rokok masih belum optimal. 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat diambil makna bahwa 

paparan asap rokok dapat memicu proses inflamasi, dan proses tersebut dapat 

diredam melalui konsumsi air kelapa muda atau vitamin E. 

Penelitian ini telah dilakukan dan diusahakan sesuai dengan standar 

ilmiah, namun masih terdapat keterbatasan diantaranya: dosis air kelapa 

ataupun vitamin E yang digunakan tidak bervariasi sehingga tidak diketahui 

dosis berapa yang optimal dalam meredam proses inflamasi akibat paparan 

asap rokok. Keterbatasan lainnya hanya menggunakan air kelapa muda dari 

salah satu jenis saja, sehingga tidak diketahui jenis kelapa mana yang paling 

bagus aktivitas antioksidannya. 



 

 

 

BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

 

5.1.1. Terdapat pengaruh pemberian air kelapa muda terhadap kadar TNF- 

α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang dipapar asap rokok. 

5.1.2. Rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang tidak 

dipapar asap rokok adalah sebesar 6,1 ± 0,30 pg/ml. 

5.1.3. Rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

dipapar asap rokok adalah sebesar 17,9 ± 0,26 pg/ml. 

5.1.4. Rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

dipapar asap rokok dan diberi air kelapa muda dengan dosis 8 

mL/200 grBB/hari adalah sebesar 8,8 ± 0,43 pg/ml. 

5.1.5. Rerata kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

dipapar asap rokok dan diberi vitamin E dosis 1,8IU/200 grBB/hari 

adalah sebesar 7,3 ± 0,32 pg/ml. 

5.1.6. Rerata kadar TNF-α antara kelompok tikus yang tidak dipapar asap 

rokok dengan kelompok tikus yang dipapar asap rokok, ataupun 

antara tikus yang dipapar asap rokok dan diberi air kelapa muda atau 

vitamin E semuanya bermakna. 



 

 

 

5.2. Saran 

 

5.2.1 Meneliti pengaruh berbagai dosis pemberian air kelapa muda 

terhadap kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

dipapar asap rokok. 

5.2.2 Meneliti pengaruh pemberian air kelapa muda dari berbagai jenis 

terhadap kadar TNF-α pada Tikus Putih Jantan Galur Wistar yang 

dipapar asap rokok 
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