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ABSTRAK

Emilia Slamat
Nmu Gizi, Kekhususan Omu Gizi Kiinik
PENGARUH SUPLEMENTASI ORAL VITAMIN C DAN E TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHIDA PLASMA PEROKOK KRETEK FILTER DI JAKARTA
Mcngetahui clck pemberian suplementasi vilamin C dan E térhadap kadar
malondialdehida plasina pada perokok kretek filter sclama empat minggu di Jakarta.
Penclitian ini merupakan uji klinis paralel, acak, tersamar tunggal anlara kelompok
yang mendapat suplementasi vitamin C dan E () dengan kelompok yang mendapat
plasebo (K). Sebanyak 40 orang perokok kretek filter di rumah makan, Jakarta Utara
memenuhi kriteria dan diikutkan dalam penelitian Dilakukan randomisasi blok untuk
menentukan kelompok perlakuan dan kontrol. Kelompok perlakuan mendapaikan
suplementasi vitamin C 500 mg dan E 400 IU/han peioral sclama empat minggu, dan
kelompok kontrol mendapat plasebo. Datla yang dikumpulkan melipuli data demografi
{usia, konsumsi tokok, indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa darah puasa,
kadar kolcsterol total), IMT, analisis asupan zat giz, kadar malondialdehida plasma.
Analisis data menggunakan uji ¢ dak berpasangan alau nji Mann Whitney dengan
batas kemaknaan p <0,05,
Karakteristik demoprafi subyek pada awal penclitian meliputi usia, konsumsi rokok,
indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa darah puasa, kadar kolesterol total,
IMT, analisis asupan zat gizd, kadar malondialdchida plasma amlara kelompok
perlakuan dan kontrol homogen, Rerata kadar MDA plasma awal pada kelompok
perlakuan dan pada kelompok kontrol 1,3940,19 vs 1,3420.09 nmol/mL. Pada akhir
perlakuan, rerata kadar MDA plasma sebesar 1,18+0,22 pada kelompok perlakuan dan
1,3120,13 nmol/mL kelompok kontrol, berbeda bermakna (p <0,037).
Setelah suplementasi vitamin C 500 mg dan E 400 IU/ hari selama empat minggu
terdapat perbédaan bermakna rerata kadar MDA plasma antara kedua kelompok.,
vitamin C, vitamin E, antioksidan, malopdialdehida plasma, rokok kretek filter

1. Prof. Dr. Walujo 5.8, MSc, SpGK, PhD

2. Prof.Dr. Lukman Hakim Makmun, SpPD, KKV, KGER, FINASIM
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ABSTRACT

Emilia Slamat

Nutrition, Clinical Nutrition

EFFECTS OF VITAMIN C AND E SUPLEMENTATION ON PLASMA
MALONDIALDEHYDE IN CLOVE CIGARETTES SMOKERS IN
JAKARTA

To investigate the effecis of vitamin C ard E suplementalion on plasma
malondialdehyde in clove cigarcties smokers during four weeks in Jakarta

This is a parallel randomized single-blind clinical study between interventionat
group with vitamin C and E supplementation (P) and control group with has
placebo (K). Fourty clove cigarettes smokers in Restaurant, Jakaria had fulfilled
the criteriz and recruited in the research. Subjects were allocated by block
randomizalion into inlervention ard control gmup. Intervention group Lreated
with vitamin C 500 mg and vitamin E 400 IU daily for 4 weeks, while control
group treated with placebo. Data collection includes demographic characteristic
(age, smoking habils, Brinkman index, blood pressure, blood glucose, total
cholesterol), body mass index (BMI), daily nutrient analysis, plasma MDA.
Siatistical analysis using unpaired t-test or Mann Whitney test with significant
level at p < 0,05.

Demographic characterisiic (age, smoking habits, Brinkman index, blood
pressure, blood glicose, total cholesterol), body mass index (BMI), daily
nutrient analysis, plasma MDA between bothi groups were homogen. Initial
plasma MDA in the mtervenlion group. and control weré 1,39+0,19 vs
1,34+0,09 nmol/mL. After intervention plasma MDA were 1,18+0,22 in the
intervention group and 1,31+0,13 nmol/mL in control group (p <0,037).

After supplementation of vilamin C 500 mg/day and vilamin E 400 IU/day
during 4 weeks, showed significantly differences average of plasma MDA
between two grbups.

Vitamin C, vitamin E, anlioxidant, plasma malondialdehyde, clove cigarettes
smokers.

L. Prof. Dr. Walujo S.S, MSc, SpGK, PhD |
2. Prof. Dr. Lukman Hzkim Makmun, SpPD, KKV, KGER, FINASIM
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penvakit kardiovaskular (P'KV) adalah penyebab kematian nomor satu di negara
maju, dan jumlah penderitanya meningkat dengan pesat di negara berkembang,
termasuk Indonesia Menurut data profil kesehatan Indonesia, tahun 1972 PKV
berada di peringkat kesebelas, tahun 1980 di peringkat ketiga dan tahun 2006
berada di urutan pertarna penyebab kematian di Indonesia.' Pada dasamya PKV
adalah manifestasi aterasklerosis di pembuluh darsh koroner yang dikenal sebagat
penyakit jantung koroner (PJK), disebut juga Atherosclerotic Heart Disease;
Coronary Artery Disease (CAD), Arteriosclerotic Coronary Artery Disease;
Ischemic Heart Disease (IHD).

Kebiasaan merokok merupakan salah satu fakior risiko penting PKV di
samping faktor risiko lain seperti hipertensi, dislipidemia, diabetes melitus, dan
obesitas.> Menurat laporan WHO 2002, di aritara negara-negara industri yang
menganggap merokok adalah hal umum, merokok diestimasikan 90%
menyebabkan kanker paru-paru pada pria, dan sekitar 70% menyebabkan kanker
pada wanila. Di negara-negara industri imi sekitar 56-80% adalah penyakit
pemapasan kronis dan sekitar 22% penyakit kardiovaskular.® Menurut data
smoking prevelance Lembaga Demografi Universitas Indonesia terjadi
peningkatan jumlah perokok aktif di Jakarta sekitar 1% per tahun terutama pada
laki-laki. Pada tahun 2001, jumiah perokok aktif di Jakarta mencapai 27,7%, tahun
2008 mencapai 35% dari 9,057 juta jiwa atau sekitar tiga juta jiwa.* Pada usia 15-
24 tahun jumlah perokok mencapai 24,6%, sedangkan usia 25-54 tahun mencapai
35-38%, dengan rata-rata konsumsi 12-14 batang/hari. Berat ringannya merokok
dapat diltung berdasarkan indeks Brinkman (lamanya merokok dalam tshun
dikali dengan jumlah batang rokok per hari).>¢ Perokok laki-laki di Jakarta lebih
banyak mengonsumsi jenis rokok kretek filter (69,7%) dibandingkan dengan
rokek putih (13,4%;). Kadar tar dan nikotin pada rokok kretek filter lebih tinggi
dibandingkan dengan jenis rokok putih filter.®

Pedingkatan konsumsi rokok akan meningkatkan jumlah radikal bebas dan

hal ini dapat meningkatkan aktivitas peroksidasi lipid pada membran sel
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endotel pembuluh darah dan kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) di
sub intima. Salah satu hasil peroksidasi lipid adalah malondialdehid {(MDA).
Akibat peroksidasi lipid, fraksi LDL mienjadi rentan untuk mengalami oksidas:
oleh radikal bebas dan terjadi penurunah jumlah antioksidan endogen sehingga
LDL lebih mudah ditangkap oleh makrofag. Oksidasi LDL merupakan awal
terbentuknya sel busa (foam cell) yang berubah menjadi alur lemiak (fatty streak),
kemudian berkembang membentuk plak aterosklerosis.’” Di samping itu,
peningkatan konsumsi rokok dapat menurunkan kadat antioksidan dalam tubuh,
Beberapa penelitian menunjukkan kadar vitamin C dan E dalam darah lebih
rendah pada perokok dibandingkan bukan perokok.®’ Menurut Riset Kesehatan
Dasar (RISKESDAS, 2007), sebanyak 94,5% penduduk di Indonesia asupan sayur
dan buah, yang merupakan sumber antioksidan, masih tergolong rendah.®

Proses peroksidasi lipid dapat dikurangi dengan antioksidan. Vitamin C
bekeja sebagai antioksidan larut air yang dapat menghambat radikal bebas
sebelum radikal tersebut mencapal membran seluler, sedangkan vitamin E
merupakin salah satu artioksidan lipofilik terbanyak di dalam LDL yang
berfungsi melindungi LDL dari peroksidasi lipid dengan berperan sebagai
pemutus ranfai peroksidasi lipid dan penangkap radikal bebas.'%'!"*?

Hyun dkk", meneliti pada subyek perokok dan bukan perokok yang
terbagi menjadi tiga kelompok, masing-masing mendapat suplementasi vitamin C
500 mg, vitamin E 400 IU dan kombinasi. Suplementasi diberikan selama empat
minggu. Hasil penelitian memperlihatkan penurunan MDA plasma lebih besar
pada kelompok perokok yang mendapat kombinasi vitamin C dan E, (dari 3,0+0,7
umol/. menjadi 2,3%0,6 pmol/L) dibandingkan kelompok perokok yang
mendapatkan suplementasi secara tunggal.

Penelitian Puchaiwatananon dkk'®, pada perokok menunjukkan bahwa pada
pemberian kombinasi vitamin C 500 mg dan vitamin E 500 mg selama empat
minggu, peningkatan kadar vitamin C (dari 0,57+0,05 mg/d| menjadi 0,89+0,03
mg/dl, p <0,05) dan vitamin E (dar 926+65ug/dl menjadi 1863+154 pg/dl, p
<0,05), serta penurunan MDA secara signifikan (dari 1,42+0,09 pmol/L. menjadi
0,91+0,05 pmol/L, p <0,05).
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Berdasarkan data perokok yang tinggi di Jakarta, lebih- banyak
mengonsumsi jenis rokok kretek filter yang mengandung kadar nikotin empat kali,
tar dua sampai tiga kali, karbonmonoksida dua kali lebih tinggi dibandingkan
dengan rokok putih, disertai konsumsi buah dan sayuran yang rendah, maka akan
dilakukan uji klints pada pekerja laki-laki perokok kretek filter, di rumah makan,
Jakarta Utara. Penelitian ini dilakukan untuk membandingkan rerata kadar MDA
pada dua kelompok yaitu antara kelompok periakuan (P) yang mendapat
kombinasi suplementasi vitamin C 500 mg dan vitamin E 400 IU dengan
kelompok kontro! (K} yang mendapat plasebo.
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12.
12.1.

1.2.2.

13.

Permasalahan

Identifkasi rmasalah

-  Terdapat peningkatan prevalensi PKV di Indonesia

= Jumlah perokok di Indonesia meningkat dari tahun ke tahun

- Rokok yang terbanyak dikonsumsi di Jakarta adalah rokok kretek,
terutama kretek filter, dimana kadar nikotin empat kali, tar dua sampai
tiga kali, karbonmonoksida dua kali lebih tinggi dibandingkan dengan
rokok putih

- Merokok meningkatkan aktivitas peroksidasi lipid sehingga akan
meningkatkan risiko tejadinya PKV

- Terdapat kadar vitamin C dan vitamin E yang rendah, serta kadar
MDA yang tinggi pada perokok

Rumusan masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, ditetapkan perumusan masalah sebagai
berikﬁt:

Apakah setelah pemberian suplementasi vitamin C 500 mg
dikombinasikan dengan vitamin E 400 IU per hari selama empat minggu
berlurut-turut pada perokok kretek filter di Jakarta, tel;dapat perbedaan
rerata kadar MDA plasma secara bermakna antara kelompok perlakuan

dengan kelompok kontrol?

Hipotesis

Setclah peémberian suplementasi vitamin C 500 mg dikombinasikan
dengan vitamin E 400 IU per hari selama empat minggu berturut-tumt
pada perokok kretek filter di Jakarta, terdapat perbedaan rerata kadar MDA
plasma secara bermakna antara kelompok perlakuan dengan kelompok
kontrol.
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1;4.
1 .4. 1.

1.4.2.

1.5,
1.5.1.

1 Isllz.

Tujuan

Tujuan umum

Mengetahui efek suplementasi vitamin C dan E, terhadap kadar MDA
plasma sebagail upaya untuk menurunkan risiko terjadinya aterosklerosis
pada perokok kretek filter.

Tujuan khusus

1. Diketahuinya karakteristik subyek peneliian berdasarkan usia,
konsumsi rokok, indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa puasa,
kadar kolesterol total pada kelompok perlakuan & kontrol.

2. Diketahuinya status gizi berdasarkan indeks massa tubuh (IMT) pada
delapan hari sebelum suplementasi (H-8) & han ke 29 (H29) masa
perlakuan pada kelompok perlakuan & kontrol.

3. Diketahuinya asupan energi dibandingkan kebutuhan; proporsi asupan
protein, lemak, karbohidrat, terhadap total energi, serta vitamin C, E
pada awal dan akhir perlakuan dengan metode food record (dua kali
per minggu).

4. Diketahuinya perbedaan rerata kadar MDA plasma kelomnpok perlakuan
& kontrol pada akhir perlakuan.

Manfaat

Untuk subyek penelitian

Subyek penelitian diharapkan dapat memperoleh manfaal dari pemberian
suplementasi vitamin C dan E dalam mengurangi peroksidasi lipid sebagai
upaya unfuk memurunkan risiko terjadinya aterosklerosis pada perokok
kretek filter, meskipun akan tetap lebih baik jika kebiasaan merokok
dihentikan.

Untuk institusi _
Hasil penelitian ini diharapkan dapat dipakai sebagai landasan atau bahan

rujukan bagi penelitian selanjumya.
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1.5.3. Untuk peneliti
Diharapkan peneliti dapat menerapkan pengetahuan yang didapat selama
kuliah dan melatih cara berpikir serta membuat penelitian dengan

metodologi penelitian yang baik dan benar.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Radikal bebas
Radikal bebas adalah gugusan atom atau molekul dengen satu atau lebih elekiron
yang tidak berpasangan di orbit luarnya. Elektron tidak berpasangan tersebut
menyebabkan instabilitas dan bersifat reaktif Hilang atau bertambahnya satu
elektron pada molekul lain menciptakan radikal bebas baru dan mengakibatkan
perubahan dramatis secara fisik dan kimiawi. Radikal bebas terbentuk sebagai
hasil metabolisme normal dalam sel atau sebagai respon terhadap pengaruh asap
rokok, radiasi dan polusi li'r‘lglcungan.15

Dalam keadaan normal di dalam tubuh terjadi keseimbangan antara
radikal bebas dan antioksidan. Keseimbangan tersebut menjadi terganggu
bila terjadi infeksi, radiasi, traume, aktifitas fisik yang berat atau keadaan lain
seperti perokok, diabetes melitus (DM), dan dislipidemia. Keadaan ini akan
menimbulkan terjadinya stres oksidatif dan selanjutnya akan
meningkatkan peroksidasi lipid.'®

Secara garis besar reaksi radikal bebas terjadi melalui 3 fase yaitu
fase inisiasi, dimana merupakan fase pembentukan radikal bebas, fase
propagasi yang merupakan reaksi rantai radikal dan fase terminasi yaitu
reaksi dengan radikal lain atau dengan scavenger radikal yang mempunyai
potensi rendah untuk propagasi selanjutnya.® _
Proses pembentukan radikal bebas biasanya melalui serangkaian reaksi :

Reduksi oksigen )

o O+e » O, (radikal superoksida)

¢ Radikal superoksida mengambil eilektron disekitarnya dan bereaksi dengan
2 proton

02"+ e- + 2H'— — H;0;

o Reaksi fenton

Fe*' + 0, » Fe** +0,

Fe *+ H;0, > Fe '+ OH + OH (radikal hidroksil)

Uni . do .
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Radikal bebas bekerja dengan cara bereaksi dengan radikal, di mana jika 2
radikal bebas bertemu, maka elektron yang tidak berpasangan dapat bergabung
déngan membuat ikatan kovalen. Misalnya pada reaksi anton superoksida dengan
nitric oxide (NO) yang akan menghasilkan peroksinitrit:

0, +NO : » ONOO

Pada pH fisiologis, peroksinitrit dapat merusak protein secara langsung

dan dapat bereaksi dengan karbondioksida membentuk transmitter yang tidak
stabil yang bertindak sebagai radikal bebas hidroksil. Sebagian besar molekul
dalam tubuh manusia bukan radikal, tetapi radikal bebas yang ada bersifat reaktif
dan bila bereaksi dengan senyawa non radikal akan membentuk radikal bebas
yang baru. Hal ini dapat terjadi pada reaksi radikal bebas terhadap membran atau
lipoprotein yang dimulai dengan reaksi yang disebut peroksidasi lipid.'*'®
2.1.1. Percksidasi lipid dan malondialdehid (MDA)
Radikal bebas yang terbentuk dari proses oksidasi maupun dari asap rokok dapat
bereaksi dengan Asam Lemak Tak Jenuh Ganda {(ALTJG) pada membran
sel maupun lipoprotein plasma seperti LDL. Proses ini' dikenal sebagai
peroksidasi lipid. Mekanisme peroksidasi lipid dimulai dari tahap inisiasi, seperti
radikal hidroksil yang menarik hydrogen dari poljunsaturated fipid (LH),
sehingga menghasilkan radikal lipid (L).
LH + OH » L+H,0

Pada tahap propagasi, reaksi rantai radikal bebas dipropagasi dengan

J

penambahan O, sehingga terbentuk radikal peroksil (LOO") dan lipid peroksida

(LOOH).
L'+ 0, » LOO (radikal peroksil)
LOO +LH » LOOH+L

Pada tahap terminasi radikal peroksil akan bereaksi dengan radikal
lipid lain dan membentuk peroksida lipid (I.LOOH).
LOv +L — » LOOH +LH
Selanjutnya akan terjadi degradasi lipid yang menghasilkan antara lain
MDA 1929

Universitas Indonesia
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inltiation
Unsaturated Hpid
Propauaﬂon
é/ §—< é
Lipid peroxide Lipdd peroxyl radical

Gambar 2.1. Peroksidasi lipid®'

Reaksi berantai dapat dihentikan oleh vitamin E, yang bertindak sebagai
donor elektron, Vitamin E akan memberikan elektron dalam dua tahap berurutan
dan akan menghasifkan senyawa teroksidasi yang stabil. Vitamin E radikal
(tokoferol radikal) akan diregenerasi oleh asam askorbat, sehingga menghasilkan
dehidroaskorbat. Dehidroaskorbat akan diregenerasi menjadi askorbat oleh
glutation melalui proses katalisis oleh dehidroaskorbat reduktase. Beberapa
faktor dapat mempengaruhi aktivitas peroksidasi lipid seperti merokok, DM,
dislipidemia, aktivitas fisik, kadar antioksidan eksogen seperti vitamin C,
EY

2.1.2. Malondialdehid (MDA)

Salah satu produk hasil oksidasi lipid adalah malondialdehid, dengan rumus

molekul C;H;0,.'""? Kadar MDA plasma dapat diperiksa dengan teknik
spektrofotometri. Belum ada nilat normal yang digunakan sebagai patokan untuk
menentukan kadar MDA plasma. Malondialdehid dalam jumlah tinggi dapat
dideteksi pada waktu terjadi degradasi sel atau bila sel-sel tubuh mengalami
trayma. Sebagai contoh, peningkatan. jumlah MDA ditemukan pada penderita

diabetes, aterasklerosis dan peradangan.?
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2.1.3. Rokok sebagai sumber radikal bebas
Rokok merupakan sumber radikal bebas bagi tubuh, peningkatan konsumsi rokok
dapat menurunkan kadar antioksidan plasma. Perokok memiliki kadar vitamin C
& E yang lebih rendah 15-20% dibanding bukan perokok. Pada orang sehat,
radikal bebas yang terbentuk dapat dinetralisir dengan mekanisme pertahanan
antioksidan, tetapi pada perokok, mekanisme untuk menetralisir radikal bebas
tergangpu, karena deplesi dan antioksidan dalam nutrien oleh rokok dan hat ini
menyebabkan ferjadinya stres oksidatif, 2*%*

Lebih dari 4.000 jenis zat kimia dijumpai dalam rokok. Dengan demikian,
komporien asap rokok yang dihisap oleh perokok terdiri dari bagian gas (85%)
dan bagian partikel.

Tabel 2.1. Daftar Bahan Kimia yang Terdapat dalam Asap Rokok yang Dihisap :

No. Bagiah Partikel Bagian Gas

1 Tar ' Karbonmonoksida
2 Indol Amonia

3 Nikotin Hidrogen sianida
4 Karbarzpl Nitrogen oksida

5 Kresol Formaldehid

Sumber : referensi no 26

¢ ¢ I /¢ tJ - !‘ ¢ L Fi / i'l '

Hydrogan Cy.anids
* {rxcun il hkuman fooxti)

Acdone 1 Tomkine
{penghapus col} et = Ammoala
C {permbarsh Lotadg
Naphth yamnfne 'xi
—-—* Lrethans

Mothanod [ |
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Pyrene '3{.
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Napliwlone .-
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Cadmium
(dipakal sccu mobll)
Carbofr ARom oulde
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L Taliene
- (petand nduwtri}
e ATRenic
{ramzan nemut pativ}
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Hut ane
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Vinyl Chloclda
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Gambar 2.2. Senyawa dan gugus kimia rokok”
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2.1.3.1. Mekanisme terbentuknya radikal bebas dalam rokek

Gas dari asap rokok mengandung radikal bebas oksigen dan karbon yang
cukup reaktif, serta mempunyai waktu paruh dalam hitungan menit.
Komponen gas pada rokok banyak mengandung NO yang akan bereaksi
dengan oksigen membentuk nitrogen dioksida (NO.), selanjutnya bereaksi
dengan hidrokarbon membentuk radikal peroksil. Nitrogen dioksida dan
nitrogen oksida dapat bereaksi dengan hidrogen peroksida (H:Oz)
menghasilkan radikal hidroksil (OH'). Selain itu NO beraksi gsangat cepat
dengan radikal superoksida (O;") untuk membentuk peroksinitrit (ONOO") dan
dengan radikal peroksil (dari asap rokok), membentuk alkil peroksinitrit
(ROONO").®

2.1.4. Rokok kretek

Kretek dikenal juga dengan nama cigarefies cengkeh, diproduksi terutama di
Indonesia. Perokok di Indonesia mengonsumsi rokok kretek lebih banyak
dibandingkan konsumsi rokok putih. Bahaya yang ditimbulkan rokok kretek
hampir sama dengan rokok putih yang biasa dikonsumst di negara lain, namun
demikian ada beberapa yang khas dimana cengkeh menimbulkan aroma yang

enak, sehingga menutup faktor bahaya tembakau. *

2.1.4.1. Kandungan rokok kretek

Rokok kretek berasal dari 60% tembakau dan 40% cengkeh, memiliki rasa manis
dan bau yang enak. Rata-rata rokok kretek mengandung nikotin sebesar 1,2-4,5
mg, tar 46,8 mg, karbonmonoksida 28,3 mg Kadar ini jduh lebih tinggi
dibandingkan dengan rokok putih yang biasa dikonsumsi di negara lain dimana

kadar nikotin 1,1 mg, tar 16,3 mg, karbonmonoksida 15,5°-mg. Ada pula zat aktif

tambahan yang terdapat dalam rokok kretek yaitu eugenol, dimana komponen i

dapat juga ditemukan pada minyak cengkeh alami.”*!
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Gambar 2.3. Struktur kimia Eugénol (4-allyI-2-methoxyphenol)*

Eugeno! dan derivatnya berefek pada sistem saraf pusat sebagai anti kejang. Efek
toksik pada saraf dapat menyebabkan mild enuphoria. Absorpsi tubuh ke paru,
distribusi eugenol dalam tubuh, serta efek jangka pendek dan jangka panjang
terhadap tubuh belum banyak diketahui hingga kini. Data acufe respiratory
disorder, penyakit paru, penyakit jantung pada perokok kretek masih jarang

didapatkan dan mekanismenya pun masih belum jelas. **

2.1.4.2. Nikotin
Komponen ini paling banyak dijumpai di dalam rokok*® Nikotin dapat
meningkatkan tekanan darah, menyebabkan ketagihan serta ketergantungan pada
pemakainya. Kadar nikotin 4-6 mg yang dihisap oleh orang dewasa setiap hari
sudah bisa membuat orang kecanduan.”

Nikotin menyebabkan perokok merasakan nikmat, lebih tenang, daya pikir
serasa lebih cemerlang, dan mampu menekan rasa lapar. Pada penelitian Malson
dkk didapatkan data perurunan nafsu makan pada kelompok yang mengonsymsi

rokok kretek dibandingkan dengan rokok putih (p <0,01).
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Gambar 2.4. Efek samping nikotin®*

2.1.4.3. Karbonmonoksida (CO)

Gas CO adalah sejenis gas yang tidak memiliki bau.‘Unsur ini dihasilkan oleh
pembakareh yang tidak sempurna dari unsur zat arang atau karbon. Gas
karbonmonoksida memiliki kecenderungan yang kuat untuk berikatan dengan
hemoglobin dalam sel-sel darah merah. Kadar gas CO bukan perokok kurang dari

1%. Sementara dalam darah perokok mencapai 4-15%. 2926

2,144, Tar

Tar adaldh suatu senyawa polinuklin hidrokarbon aromatika, bersifat lengket dan
menempel pada paru-paru yang bersifat karsinogenik dan dapat menyebabkan
penyakit pada saluran pernafasan. Kadar tar dalam rokok berkisar 24-45 mg.
Sedangkan bagi rokok yang menggunakan filter dapat mengalami penurunan 5-15

7
mg.’

2.1.5. Rokok dan aterosklerosis

Aterosklerosis adalah penyakit degeneratif endotel pembuluh darah yang ditandai
dengan penébalan dan penyempitan dinding arteri akibat proses inflamasi serta
akumulasi kolestero] teroksidasi, sel-sel otot polos dan fibroblas pada tunika
intima. Aterosklerosis merupakan- penyebab utama penyakit kardiovaskular
(PKV).®® Faktor risiko aterosklerosis ada yang tidak dapat diubah seperti usia,
jenis kelamin, etnis, genetik, serta yang dapdt diubah seperti hiperkolesterolémia,

. A3 Universitas indonesia
Pengaruh suplementasi..., Emilia Slamat, FKM Ul, 2010



MR ek el

hipertensi, diabetes melitus, aktifitas fisik kurang, obesitas, dan merokok.*’
Reaksi terbentuknya plak adalah peningkatan ambilan lemak di dinding
pembuluh darah serta adhesi monosit dan trombosit. Monosit akan masuk
ke intima dan dirubah menjadi makrofag. Proses ini menyebabkan
pelepasan radikal O, yang reaktif, terutama O;". Radikal ini memiliki efek
merusak sel endotel dari menginaktifkan NO yang dibentuk oleh endotel,
disepanjang perjalanannya ke endotel dan otot pémbuluh darah. Hambatan
pada vasodilatasi mendorong terjadinya spasme. Bahkan pada stadium
awal aterosklerosis, radikal O, diubah melalui oksidasi oléh LDL yang
telah memasuki endotel. Oksidasi juga akan menyebabkan perubahan
ikatan LDL. LDL tidak lagi dikenali oleh reseptor Apo B 100, namun
dikenali oleh reseptor scavenger yang sebagian besar terdapat dalam
makrofag. Akibatnya makrofag akan memfagosit LDL dan berubah
menjadi sel busa yang menetap. Secara bersamaan, faktor kemotaksis
monosit dan trombosit akan memicu perpindahan sel otot polos dari tunika
media ke dalam tunika intima. Di intima, sel tersebut akan dirangsang
untuk berproliferasi oleh plateler derived growth factor (PDGF) dan
berbagai faktor peningkat pertumbuhan lainnya (dari makrofag, trombosit,
endotel yang rusak, dan sel otot sendiri). Sel otot juga akan diubah
menjadi sel busa dengan mengambil LDL teroksidasi. Sel busa akan
membentuk matriks ekstrasel (kolagen, elastin, proteoglikan) yang juga
berperan dalam pembentukan ateroma. '74%4!

Pada pasien dengan aterosklerosis, disfungsi vasodilatasi endotel terjadi
pada aliran darah, tahanan pembuluh darah dan mikrosirkulasi. Inaktivast NO
yang berlebihan karena stres oksidatif terdapat pada perokok, pasten DM, dan
hiperkolesterolemia. NO menghambat proses yang menyebabkan kerusakan

endotel, seperti aktivasi Nuclear Factor-kappa B (NF-KB), kemotaksis dan
monosit, pembentukan sef busa, adhesi trombosit dan leukosit, hiperplasia intima,
proliferasi ddn migrasi sel otot polos, serta ekspresi molekul-molekul adhesi

vascular cell adhesion molecules (VCAM), intracellular adhesion
molecules (ICAM), dan selektin-E.”
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Rokok dapat menimbulkan masalah kesehatan seperti PKV dan hal ini
berkaitan dengan disfungsi endotel. Meskipun mekanisme bagaimana rokok
menyebabkan disfungsi endotel belum diketahui sécara pasti, tapi dari penelitian
eksperimental yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa hal ini terjadi
karena peranan radikal bebas. Peningkatan konsumsi rokok akan meningkatkan
jumlah radikal bebas dan hal tersebut dapat meningkatkan aktivitas
peroksidasi lipid pada membran sel endotel pembuluh darah dan
kolesterol Low Density Lipoprotein (LDL) di sub intima. Fraksi LDL
menjadi rentan untuk mengalami oksidasi oleh radikal bebas serta menurunkan
jumlah antioksidan endogen sehingga LDL akan lebih mudah ditangkap oleh
makrofag. Oksidast LDL merupakan awal terbentuknya sel busa (foam cell) yang
berubah menjadi alur lemak (fafty sfreak), kemudian berkembang membentuk

plak aterosklerosis.”'**

w C-Hipolesla Respon Terhadap Euku,

=

Gambar 2.5. Hipotesis respon terhadap luka pada pembentukan aterosklerosis """
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2.2, VITAMIN C
Vitamin C atau L-asam askorbat merupakan antioksidan yang larut dalam air
(aqueous antioxidant). Senyaws ini merupakan bagian dari sistem pertahanan

tubuh terhadap senyawa oksigen reaktif dalam plasma dan sel. ¥’

2.2.1. Sifat kimia dan fisik

Senyawa alamiah utama yang mempunyai aktivitas yitamin C adalah asam L-
askorbat (CsHgOs BM 176,13) Dalam keadaan mumi, vitamin C berbentuk kristal
padat putih yang tidak berbau, stabil, mudah larut dalam air, sedikit larut etanol,
dan tidak larut pada pelarut organik. Vitamin C dapat dioksidasi menjadi asam L-
dehidroaskorbat dan kehilangan dua atom hidrogen, terutama jika terpapar cahaya,

pemanasan, dan jika berada dalam suasana alkalis."***

HO

- Gambar 2.6. Struktur kimia vitamin C 7

2.2.2. Absorpsi dan metabolisme

Absorpsi vitamin C terjadi di usus halus bagian proksimal dengan sistem transpor
aktif. Absorpsi ini tergantung dari asupan dan kadar askorbat dalam usus. Untuk
mempermudah penyerapan, vitamin C 2kan mengalami perzbahan bentuk menjadi
dehidroascorbic acid (DHAA) (gambar 2.7), bentuk DHAA. ini akan lebih cepat
melewati membran sel dibandingkan dengan ascorbic acid (AA). DHAA akan
diabsorpsi melalui proses mekanisme pasif. Setelah mencapai epitel intestinal atau
bagian sel lainnya, DHAA akan diubah kembali menjadi AA. Asam
dehidroaskorbat yang terdapat dalam darah dapat masuk kembali kédalam sel
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melalui membran basolateral, dan dikembalikan lagi ke dalam darah dalam bentuk

asam askorbat,
0
! g
HO“‘C’C\O O*C’ o
Ly —— L4 H + 2H + 26
IC—HC‘ 3 /H ” ;C'\ };’H
HO™ f “e~CX O H /C\.H *OH
H™ \OH OH H  boH
Ascorbic acid

Dehydroascorbic acid

Gambar 2.7. Oksidasi vitamin C**

AA akan diserap sempurna apabila jumlah asupan di bawah 30 mg/hari,
rata-rata vitamin C yang berasal deri makanan sejumlah 30-180 mg/hari akan
diabsorpsi sebesar 70-90%. Apabiia jumlah vitamin C yang dikonsumsi
berlebihan (1-1,5 g/hari), efisiensi absorpsi akan turun menjadi 50%. Turunnya
efiesiensi absorpsi ini terjadi karena penyerapan vitamin C dengan dosis tinggi
dilakukan melalui mekanisme difusi yang sederhana dengan kecepatan difusi
sangat rendah.

Distribusi vitamin C dalam tubuh tidak merata, konsentrasi tertinggi
didapatkan pada adrenal dan hipofise, sedangkan di otak, lensa mata, hati, limpa,

pankreas dalam jumlah kecil.*

Tabel 2.2. Kadar vitamin C di jaringan dan cairan fubuh

Spesimen : ' Vitantin C (mg/100g basah)
Kelenjar pituitari ' 40-50
Kelenjar adrenal 30-40
Lensa mata 25-31
Otak 13-15
Hatd 10-16
Limpa dan pankreas 10-15
Ginjal 5-15
Pary-pary 7

Otot 34
Testis 3

Cairan serebrospinal ) 38
Tiroid 2

Plasma 0,4-1
Saliva 0,07-0,09

Sumber : referensi nomor 9
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Bila asupan vitamin C harian berada dalam batas yang normal, maka
hampir seténgah dari metabolit vitamin C dalam urin muncul sebagai asam oksalat
sedangkan sisanya dalam hentuk asam askorbat, asam dehidroaskorbat, 2 3-
diketoglutarat dan askorbat 2-sulfat. Pada saat asupan vitamin C harian sangat
berlebihan, ekskresi asam oksalat dalam urin hanya sedikit meningkat, sedangkan
sebagiari besar dari vitamin diekskresikan sebagai vitamin C utuh (tidak

dimetabolisme).”

2.2.3. Vitamin C sebagai antioksidan

Vitamin C bekerja sebagai antioksidan larut air utama dalam cairan tubuh, karena
sifat inilah maka askorbat dapat menghambat aktivitas radikal bebas sebelum
radikal tersebut mencapai membran seluler. Antioksidan ini dapat mengurangt
efek merugikan dari reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species
(RNS), atau keduanya agar fungsi fisiologis tubuh dapat berjalan secara normal.
(Tabel 2.3)

Tabel 2.3. Spesies oksigen reaktif dan nitrogen reaktif yang dapat diredam
oleh askorbat'®

Yents radtial yang dirodam oleh askorbal

Spesies oksigen rcakdtif

Radikal hidroksil (OH)

Radikal alkoksil (RO")

Radikal peroksil (RO,)

Anion supcroksida/ radikal hidroperoksil (02 "/HO;)

Asam hipoklorous (HOCL)

Ozon (Os)

Oksigen singlet (Oy)

‘Spesies nitrogen reakdif

Nitrogen dioksid (NO.)

Dinitrogen trioksida dinitrogen tetroksida (N,Oy/ N,0.) Nitroksida (NO)
Peroksinitrit/ asam peroksinitrat (ONOO-f ONOOH) Radikal u—lokoﬁ;rol {c-TO"
Radikal til/ sulfenit (RS! RSOD}

Vitamin C dapat mengurangi peroksidasi lipid dan memproteksi LDL
ekstrasel dari oksidasi. Vitamin C sebagai antioksidan larut air juga dapat
meregenerasi antioksidan larut lemak a-tokofero! (vitamin E) yang teroksidasi.
Oleh karena tokoferol juga mencegah oksidasi LDL, maka recyling tokoferol
teroksidasi oleh vitamin C memegang peranan penting dalam pencegahan

aterosklerosis. Peran vitamin C sebagai koantioksidan ini penting, karena

: 18 Universitas Indonesia
Pengaruh suplementasi..., Emilia Slamat, FKM Ul, 2010



penelitian secara in vifro menunjukkan bahwa bila tidak terdapat koantioksidan

seperti vitamin' C, maka d-tokoferol dapat bekerja sebagai prooksidan.

2.2.4, Kebutuhan, defisiensi, dan toksisitas

Sebagai usaha pencegahan, jumlah asupan vitamin C yang direkomendasikan di
Inggris (1991) adalah 40 mg per hari untuk pria dan wanita. Dietary
Recommended Intake (DRI) Amerika Serikat (2000) menyarankan sejumiah 90
mg bagi pria dan 75 mg bagi wanita. Dosis yang sama juga disarankan oleh
Angka Kecukupan Gizi (AKG) Indonesia (2005). Angka kecukupan vitamin C
bagi perokok masih sering diperdebatkan. Pada penelitian Schectman’', bagi para

perokok disaratikan untuk konsumsi vitamin C 100-200 mg/hari.

Tabel 2.4. Angka Kecukupan Gid (AKG) yang dianjurkan untuk vitamin C

Golongan umur AKG Golongan uvmur AKG
(mg/hari) {(mg/hari)

Anak Wanita
(-6 bulan 40 10-12 tghun 50
7-11 bulan 50 13-15 tahun 65
1-3 tahun 40 16-18 tahun 75
4-6 tzhun 45 19-29 tahiin 75
7-9 tahun 45 30-49 tahun 75
Laki-laki 50-64 tahun 75
10-12 tahun 50 >65 tahyn 75
13-15 tahun 75 Hamil
16-18 tahun 90 Trimester 1 10
19-29 tahun 90 Trimester 2 10
30-49 tahun 90 Trimester 3 10
50-64 1ahun 90 Menyusui
>65 tahun 90 6 bulan pertama 25

6 bulan keduz 25

Sﬁmbcr : relerensi no 52

Defisiensi vitamin C ringan dapat menimbulkan keluhan seperti rasa lelah,
anoreksia, nyeri otot sedangkan defisiensi berat menimbulkan penyakit skorbut.

Konsumsi melebihi batas teratas vitamin C (upper intake level/ UL =
2000 mg/hari), dapat memberikan efek samping berupa nausea, kram abdomen,

diare, dan perdarahan hidung.*®
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2.2.5. Penilaian status vitamin C

Untuk menilai kadar vitamin C digunakan pemeriksazn kadar vitamin C di
plasma, leukosit, sel mononuklear (limfosit dan monosit), eritrosit, urin atau sel
mukosa bukal dan saliva. Pemeriksaan yarlg paling sering digunakan adalah

pemeriksaan kadar vitamin C plasma/ serum.’

Tabel 2.5. Pedoman penilaian pengukuran status vitamin C secara biokirhia

Status vitamin C Plasma Leukosit campuran Leukosit mononuklear
(pumol/L) (nmol/10%sel) (nmol/10%sel)

Adekuat >23 >114 >142

Rendzh 11,4-23 57-114 114-142

Defisiensi <114 <57 <114

Sumber : referensi no 12

2.2.6. Bahan makanan sumber

Vitamin C dapat ditemukan dalam buah-buahan dan sayuran seperti jeruk, jambu,
tomat, bayam, dan brokoli. Proses pemanasan suhu tinggi dan penyimpanan dapat
merusak vitamin C, sehingga dianjurkan untuk mengonsumsi vitamin C dalam

keadaan segar.'*

Tabel 2.6 Nilai vitamin C dalam buah dan sayuran segar (mg/100 gram)

Buah dan sayuran ' Vitamin C(Mg)
Jambu 27
Strawberi 40-70
Anggur 30-70
Jeruk 30-50
Pepaya 39
Apel 3-30
Nanas 15-25
Manpga 10-15
Pisang g-16
Tomat 10-20
Brokoli 80-90
Kubis 30-70
Bayam , 35-40

Sumber : referensi no 53

2.3. VITAMIN E

Vitamin E merupakan golongan vitamin larut lemak. Awalnya vitamin ini
dianggap’ sebagai zat yang dapat mencegah keguguran dan sterilitas pada tikus.
Tokoferol ini berasal dari bahasa Yunani, fokos yang artinya kelainan dan phrein
yang berarti menyebabkan,
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2.3.1. Struktur dan sifat kimia

Vitamin E merupakan nama generik kelompok derivat tumbuhan yahg larut dalam

lemak-dan terdiri dari 2 kelompok isomer yaitu tokoferol dan tokotrienol. >
Terdapat 4 macam tokoferol yaitu a, B, v, & yang berbeda pada nomor dan

575839 Tokoferol terdiri dari

posisi gugus metil cincin kroman {(gambar 2.10).
cincin kroman dan rantai fitil jenuh yang panjang. Tokotrienol juga terdiri dari ¢,
B, v, 8, yang mempunyai cincin kroman yang sama dengan. tokoferol tetapi rantat
sampingnya tak jenuh dengan ikatan rangkap pada posisi 3', 7', dan 11'.5%¢
Secara alami i1somer a-tokoferol adaldh RRR-a-tokoferol (d-a-
tokoferol) yang memiliki aktivitas biologis dan bioavailabilitas tertinggi, dan
hanya disintesis oleh tumbuh-tumbuhan sedangkan vitamin E sintesis terdiri dari 8

stereoisomer dan dikenal dengan a/l-rac-a-tokoferol atau dl-g-tokoferol.”

R4 ghyty! chain

Tocopherol
R1 isoprenaid chain
HO
I CH, €H, Cl@
- o o
R2 O CH,
CH,
R3
Tocotrieno!

The four isoforms of tocapherols and tocotrienols:

a-. R1=SH; RFGH; RJ=GH]

ﬂ-: R|=CHJ RFH R:':CH_‘
b i) Ri=H R;’—‘CH; R;=CH;
5 R=H Ry=H R;=CH3

Gambar 2.8. Struktur vitamin E**
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Vitamin E merupakan vitamin larut lemak yang bersifat tahan terhadap
pemanasan dan asam, tidak tahan terhadap suasana alkali, sinar ultraviclet dan
oksigen. Vitamin E akan rusak bila lemak menjadi tengik dan bila terdapat

mineral plumbum dan besi.®?

2.3.2. Absorpsi, metabolisme dan ekskresi

Vitamin E masuk ke tubuh dalam bentuk bebas (tokofercl) dan ester (tokotrienol).
Bentuk bebas umumnya berasal dari makanan sedang bentuk ester berasal dari
suplemen vitamin E, Bentuk ester terlebih dahulu akan dihidrolisis menjadi
tokoferol oleh enzim esterase pankreas dan esterase intraseluler dalam sel-sel

063544 danya sekresi empedu kemudian akan mengemulsi

mukosa usus.
tokoferol, kolesterol, triasilgliserol dan asam lemak membentuk misel-lipid agar
dapat diabsorpsi. Absorpsi terjadi secara difusi pasif terutama di bagian atas dan
sepertiga terigah usus halus. Daya absorpst tokoferol dan tokotrienol dalam
makanan bervariasi sekitar 20%-80% dan akan menurun bila terjadi peningkatah
asupan vitamin E *Adanya medium chain trigliseride (MCT) akan meningkatkan
absorpsi sedangkan polyunsaturated fatty acid {(PUFA) menghambat
absorpsinya, yang diduga melalui interaksi kimiawi antara o-tokoferol dengan

PUF A atau produk peroksidasinya dalam lumen usus.**®

Di dalam enterosit tokoferol akan bergabung dengan lipid lain
membentuk kilomikron yang kemudian akan disekresi ke saluran limfe.
Kilomikron akan dikatabolisme oleh enzim lipoprotein lipase (LPL), sebagian
tokoferol akan dipindahkan ke lipoprotein lain atau dibawa ke jaringan perifer
seperti ofot, jaringan lemak dan otak. Sisanya berada dalam kilomiikron remnan
yangkemudian akan masuk ke hepar. ***¢* Di hepar, tokoferol dalam kilomikron
remnan akan dibentuk kembali dengan bantuan a-tokoferol transfer protein (0-TTP)
dalam very low density lipoproteins (VLDL). Protein ini memiliki afinitas tertinggi
terhadap bentuk RRR, akihatnya VLDL yang disekresi oleh hati banyak
mengandung RRR-a tokoferol. a-TTP mengatur kadar a-tokoferol dengan
memfasilitasi reinkorporasi a-tokoferol ke dalam VLDL dan mencegah
katabolismenya.’**® Di dalam sirkulasi darah, VLDL kemudian akan dihidrolisa

membentuk LDL yang akan membawa sejumlah besar tokoferol plasma dan
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sisanya dipertukarkan dengan HDL. Tokoferol dalam LDL kemudian akan diambil

secara langsung oleh reseptor LDL jaringan yang berada pada permukaan

membran sel (Gambar 2.9).%

Fx-phera lisanme

Gambar 2.9. Jalur metabolisme vitamin E.®®

Ekskrest vitamin E terutama melzlui feses yang berasal dari vitamin E yang
tidak diabsorpsi, sekresi vitamin yang dilepaskan oleh enterosit ke dalam lumen
usus, dan dari deskuamasi sel intestinal. i

Kandungan o-tokoferol dalam jaringan berbeda-beda (tabel 2.7). Tidak ada
jaringan tubuh yang berfungsi sébagai tempat penyimpanan o-tokoferol yang
kemudian dapat melepaskannya ketika kadar dalam darah rendah.*® Jaringan
lemak/ adiposit merupakan tempat yang memiliki kadar vitamin E tertinggi.
Dalam tubuh ada dua bentuk simpanan vitamin E, yaitu labile pool beruP'a
cadangan dengan furn over tinggi seperti di plasma dan hati, dan fixed pool
berupa cadangan dengan #wrn over lambat. Jaringan adiposa merupakan
merupakan fixed pool vitamin E, dimana mobilisasinya sangat lambat dan-
membutuhkan waktu yang panjang, sehingga walaupun gambaran klinis defisiensi

vitamin E telah tampak, kadatnya dalam jaringan adiposa dapat normat.®!
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Tabel 2.7. Kandungan vitamin E dalam jaringan

Jaringan Kandungan vitamin E (ug/g)
Lemak 150
Adrenal 132
Pituitary 40
Testis 40
Platelet 30
Jantung 20
Otot 19
Hati 13
Ovarium 11
Plasma 9,5
Utems 9
Ginjal 7

Sel darah merah 2.3

Sumber : referensi no 54

2.3.3. Fungsi dan mekanisme kerja
Vitamin E berperan dalam menjaga integritas membran sel dengan mencegah
peroksidasi lemak. Peran utama dari vitamin E adalah melindungi PUFA dan
komponen membran sel yang lain serta low density lipoprotein (LDL) dari
oksidasi radikal bebas serta menginaktivasi molekul oksigen tunggal.™ Tokoferol
dalam menghentikan reaksi pembentukan radikal bebas adalah dengan
memutuskan rantai reaksi propagasi proses peroksidasi lipid dengan mendonorkan
ion hidrogen dari cincin fenol ke radikal bebas pada tahap terminasi. Tokoferol
(TocH) terdapat pada membran sel dan dapat bereaksi dengan radikal peroksil
(LOO") sebelum radikal tersebut berinteraksi dengan asam lemak pada membran
sel atau komponen sel lainnya, menghasilkan fipid percksida yang tidak radikal
(LOOH) serta tokoferol tetoksidasi (Toc).

LOO + TocH - LOOH + Toc
Tokoferol teroksidasi harus diregenerasi agar dapat digunakan kembali.
Antiokstdan lain seperti vitamin C, glutation mempunyai kemampuan
meregenerasi antioksidan a-tokoferol.

Tokoferol memiliki kemampuan menginaktivasi singler oxygen, karena
struktur fisik tokoferol yang memiliki gugus hidroksil hehas pada posisi ke 6
cincin kromanol. Inaktivasi tersebut secara fisik dengan mengubah singlet oxygen

(*0,) menjadi friplet oxygen (O,) dengan cara transfer enef i 772
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2.3.4. Kebutuhan

Satuan suplementasi yang biasa digunakan adalah Infernational Unit (IU):
Suplemen vitamin E yang natural memiliki stereoisomer RRR-a-fokoferol yang
dikenal dengan d-a-fokoferol, selain itu terdapat suplemen vitamin E sintetik (a//-
rac-a-tokoferol) yang dikenal deiggan d ! -o-tokoferof. Setiap 1 IU a tokoferol
setara dengan 0,67 mg RRR-a-tokoferol atau 0,45 mg all-rac-a-tokoferol. 1 mg
RRR-a-tokoferol ekuivalen dengan 1,49 IU RRR-a-tokoferol atau 2,22 IU all-rac-
a-tokoferol. Jadi dalam sebuah suplemen vitamin E 400 I mengandung 268 mg

d- a-tokoferol atau mengandung 180 mg d./ - a-tokoferol ©7

Tabel 2.8, Angka kecukupan gizi yang dianjurkan watuk vitamin E

Golongan umur AKG (mg) Golongan umur AKG (mg)
Pria waniia
16 - 19 1ahun 15 16 - 19 tahun 15
20 -45 talem 15 20 -45 tamm 15
46 - 59 ;alvm 15 46 - 59 (alnm 15
60 talun 15 > 60 tahun 15
hamil menyusui 15
0 -6 bulan 19
7-12 bulan 19

Sumber : referensi no 74

2.3.5, Defisiensi dan toksisitas
Defisiensi vitamin E pada manusia dapat mengakibatkan neuropati
perifer, miopati skeletal, berkurangnya umur eritrosit,gangguan sistem

reproduksi dan kegagalan fungsi imun.”

Tingkat Upper Limit (UL) tokoferol untuk orang dewasa adalah 1000
mg/hari. Jika konsumsi vitamin-E sangat tinggi >3200 mg/hari dapat menimbulkan
gejala efek samping yang meliputi gangguan saluran cerha, kreatinuria dan

gangguan pembekuan darah.”

2.3.6. Bahan makanan sumhber

Sumber vitamin E terbanyak adalah minyak tumbuhan. Bentuk a-tokoferol
banyak terdapat pada minyak biji bunga matahari, kanola, zaitun, dan keécambah
gandum ; sedang bentuk y-tokoferpl banyak dijumpai pada minyak jagung, kedelai,
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kacang dan wijen. (tabel 2.9).

Tabel 2.9. Makanan yang mengandung vilamin E

58,76

Makanan Vitamin E Makanan Vitamin E
, {mg/1002) (mg/100g)
Lemak dap minyak Daging sapi 03
Minyak gandum 137,0 Daging domba 0,2
Minyak palm 33,1 Roti dan screal
Minyak kacang 16,3 Gandum 226
Margarin 14,9 Tepung gandum 2,0
Kacang Sercat 1,9
Almond {mentah) 24.0 Rolled oats 16
Kacang tanah 10,1 Tepung terigu 0,4
Sayuran dan buah Beras merah 0,3
Ubi jalar 4,6 Rot gandum 0,2
Bayam 1,7 Produk
Buah persik 1,3 Keju cheddar 0.9
Tomat 0,8 Keju cotlage 0,1
Selada 0.8 Kacang polodg
Apc! 0.4 Mung beans 0.9
Mclon 0,1 Leatil 0.4
Brokoli 0,1 Kacang merah 0.2
Daging unggas 0.8
Ikan 0.5

Sumber ; referensi no 12

2.3.7. Penilaian status vitamin E

Pengukuran vitamin E plasma merupakan metoda yang paling sering dan mudah

dilakukan untuk memeriksa status vitamin E. Kadar normal vitamin E berkisar
antara 12-30 pmol/L (5-13 mg/L) dan Iebih dari 90% terdiri dari a-tokoferol.”
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2.4. PENGARUH SUPLEMENTASI VITAMIN C DAN E TERHADAP
KADAR MDA PLASMA PEROKOK

Penyakit kardiovaskuler (PKV) merupakan suatu penyakit yang
prevalensinya makin meningkat dari tahun ke tahun. Salah satu faktor risiko
utamanya adalah merokok. Dalam rokok terkandung banyak sekali radikal
bebas dari fase gas dan tar, yang dapat mengakibatkan terjadinya stres
oksidatif yang berkepanjangan, meningkatkan peroksidasi lipid. Merokok
memicu terjadinya peningkatan MDA, Hal ini dapat mengakibatkan
kerusakan struktur dan fingsi LDL. LDL yang teroksidasi memegang
peranan penting dalam terjadinya aterosklerosis dan berbagai penyakit
lainnya.>*

Pada studi observasional untuk melihat efek dari level merokok terhadap
MDA, pada 130 pria dibagi menjadi 4 kelompok, kelompok I (n=30) mild smoker
(<10 cigarettes/day), kelompok Il (n=35) moderate smoker (11-20 cigarettes
/day), kelompok III (n=33) hkeavy smoker (>20 cigarettes’day), kelompok IV
(n=32) kontrol (healthy male). Hasil yang didapatkan adalah makin tinggi level

merokok berhubungan dengan peningkatan malondialdehid.

Tabel 2.10. Hubungan level merokok terhadap Malondialdehid (MDA)

MDA
(pmol/L)
Non smokers smokersll
e u m
0.7 LO% 2% ] 5ees

*p<(,05 **p<0,01 ***p<1),01
Sumber : referensi no 78

Penelitian Bloomér™, pada subyek usia 24-29 tahun, 13 bukan
perokok dan 15 perokok, dengan rata-rata merokok 11-20 batang/ hari,
didapatkan kadar MDA lebih rendah pada bukan perokok (0,647+0,16
umol/L vs 0,919£0,32 umol/L, p =0,05), Antioksidan seperti vitamin C dan
vitamin E baik dari sumber makanan maupun dari suplemen dapat

menahgkap radikal bebas yang ada dalam tubuh. Perokok kurang
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mengonsumsi antioksidan, hal ini diketahui dari penelitian Gulati dkk®,
pada 25 perokok laki-laki, usia 25-40 tahun diperiksa asupan makanan dan
konsumsi vitamin C dan E sehari-hari. Asupan serat pada perokok sangat
rendah, hal ini dikarenakan mereka kurang mengonsumsi buah-buahan dan
sayuran {p <0,05). Konsumsi vitamin C dan E juga tergolong rendah (p
<0,05). Setelah diberikan vitamin C 50 mg/hari selama 3 bulan didapatkan
peningkatan serat dan konsumsi dari vitamin C dan E.

Beberapa penelitian epidemiologi melaporkan adanya hubungan
antara asupan vitamin C depgar; risiko PKV, artinya bila asupan vitamin C
rendah maka risiko terkena PKV lebih tinggi dibandingkan dengan asupan
yang lebih tinggi. Demikian pula dengan kadar vitamin C plasma, bila kadar
vitamin C plasma rendah maka risiko terkena PKV lebih tinggi
dibandingkan dengan kadar vitamin C plasma yang lebih tinggi. Asupan
vitamin C 90-100 mg/hari dan kadar vitamin C plasma >0,4 mg/dl dapat
mencegah beberapa penyakit termasuk PKV. %:

Penelitian untuk mengetahui hubungan kadar vitamin C rendah <0,4
mg/dl, nommal 0,5-1,0 mg/dl, dengan kematian akibat PKV. Didapatkan hasil
kelompok dengan nilai serum askorbat yang tinggi, jumlah kematian akibat PKV

menurun sampai 21-25%.%'

Tabel 2.13.Hubungan kadar serum vitamin C dengan kematian akibat PKY

Rendah Normal Tinggi
(1=1,478) @=2,775) (n=4,220)
Karakteristik 0,3 0.8 1,4
Serum asam askorbat(mg/dL)

Renlang (0,1-0,4) 05,0 (112D
Asupan asam askorbat (mg/d) 50 76 129
Kebiasaan merokok 6l 38 26
Kematian karena PKV 8,2 6,0 6,0

Sumber : referensi no 81

Penelitian Munro dkk® mempérlihatkan kadar vitamin E plasma pada

perokok menurun signifikan di level 7,85 mg/dl, sedangkan bukan perokok
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di level 9,2 mg/dl. Penelitian Traber dkk® pada perokok usia 24-30 tahun
(n=6) dan bukan perokok {(n=5) diberikan 75 mg d3-RRR-a-tocophero! dan
d6-all rac-a-tochophery! asetate selama 7 hari. Hasilnya, kadar plasma
dalam darah perokok lebih rendah dibandingkan bukan perokok. Perokok
memiliki a-focopherol fractional disappearance rates, dimana hal ini
berkaitan dengan konsentrasi kadar asam askorbat (p <0,05). Perokck
dengan kadar asam askorbat yang rendah lebih cepat kehilangan a-tokoferol
dibandingkan perokok yang memiliki konsentrasi-kadar asam askorbat yang
tinggi dalam plasma. Merokok meningkatkan hilangnya o dan y tokoferol,
dikarenakan terjadinya stres oksidatif yang mengakibatkan tokoferol
teroksidasi. Asam askorbat langsung mengurangi « dan y-focopheroxyl
radicals menjadi bentuk tidak teroksidasi, sehingga proses kehilangan
vitamin E dapat berkurang. Untuk menurunkan peroksidasi lipid dibutuhkan
vitamin E dalam dosis yang besar. Dosis minimum vitamin E yang efektif
untuk menurunkan peroksidasi lipid telah diteliti oleh Jidlal dkk® dalam
suatu uji klinik terhadap 48 subyek laki-laki berusia rata-rata 30 tahun.
Subyek dibagi menjadi enam kelompok yang diberikan suplementasi vitamin
E dengan dosis yang berbeda-beda, yaitu 60 IU/hari, 200 IU/hari, 400
IU/hari, 800 IU/hari, 1200 IU/hari dan kelompok kontrol yang mendapat
plasebo; masing-masing kelompok diberikan vitamin E atau plasebo satu
kali per hari selama delapan minggu. Berdasarkan hasil penelitian tersebut
untuk menurunkan peroksidasi lipid dibutuhkan vitamin E dengan dosis
minimal 400 IU/hari. Dosis vitamin E tersebut jauh lebih besar dari anjuran
AKG, sehingga untuk memenuhi kebutuhan vijtamin E sebagai antioksidan
tidak cukup hanya ddri bahan makanan sumber, oleh karena ifu diperlukan

tambahan suplementasi vitamin E sintetik.®

Pada penelitian Hyun dkk'®, meneliti pada subyek perokok dan bukan
perokok yang terbagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok 1, 2, 3 yang masing-
masing mendapat suplementasi vitamin C 500 mg, vitamin E 400 IU dan
kombinasi. Suplementasi diberikan selame empat minggu. Hasil penelitian
memperlihatkan penurunan MDA plasma lebih besar pada kelompok perokok
yang mendapat kombinasi vitamin C dan E, {(dari 3,0+0,7 prhol/L menjadi 2,3+0,6
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umol/L) dibandingkan kelompok perokok yang mendapatkan suplementasi secara
tunggal, yaitu kelompok 1 dengan suplementasi vit C 500 mg, (dari 2,7+0,9
pmol/L menjadi 2,1+0,5 pmol/L) dan kelompok 2 dengan suplementasi vitamin E
400 IU, dari (2,7+0,7 pmol/L. menjadi 2,3+0,5 pmol/L).

Penelitian Puchaiwatananon dkk pada perokok menunjukkan bahwa pada
pemberian kombinasi vitaniin C 500 mg dan vitamin E 500 mg selama empat
minggu, peningkatan kadar vitamin C (dari 0,57+£0,05 mg/dl menjadi 0,89+0,03
mg/dl, p <0,05) dan vitamin E (dari 926+65ug/dl menjadi 1863::154 pgfdl, p
<0,05), serta penurunan MDA secara signifikan (dari 1,42 £ 0,09 pmol/L. menjadi
0,91:0,05 gmol/L, p <0,05).**

Tabel 2.15. Pemberian vitamin C dan E pada perokok

Parameter Smokers (n=20)

Week 0 Week 4
Vitamin C, mg/dL 0,57+0,05* 0,89+0,03**
Vitamin E, pg/dL 926465 1863+154%*
MDA, juhol/L, 1,42:40,09* 0,910, 05%*

Sumber : referensi no 14
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2.5. Kerangka Teori

Perokok kretek filter
£ l Usia
Konsumsi rokok
Radikal bebas 1 N Kadar anticksidan | Indeks Brinkman
vitamin C, E plasma] ¢ Tekanan darah
Glukosa puasa
T Kolesterol tolal
' i
.. Asupan ; .
Aktivitas kalori, karbohidrat * Hipertensi —
Fisik dan lc,mak t s DM Status Gizi |
¢ Dislipidemia
Asupan
antioksidan
. vitamin C, E |
» Stres oksidatif T 2
Peroksidasi lipid 1 Kadar MDA plasma 1
1 Kerusakan endoteiz
-Toksidasi LDL,

-Tproliferasi sel otot polos dan produksi kolagen,
~TAgregasi trombosit dan pembentukan trombus

v

Aterosklerosis 1

v

PKV 1
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2.6. Kerangka Konsep

Usia

Konsumsi Rokok
Indeks Brinkman
Tekanan darah

Pekerja laki-laki ,
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Glukosa puasa P »  perokok kretek filter
Kolestero! total ;
Status gizi [--""""- :
Asupan energi, é
protein, lemak, karbohidrat, 8
il m il S W y
Kelompok P Kelompok K
Suplementasi vitamin C > . 7
500 mg/hari & vitamit E Plasebo
400 [U/han
¥ : k 4
Kadar MDA plasma
— Diteliti
"""""" > Tidak diteliti
Diamati
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BAB3
METODE PENELITIAN

3.1. Ranicangan penelitian

Penelitian ini merupakan uji klinis, paralel, tersamar tunggal, alokasi acak
membandingkan kadar MDA plasma pada kelompok perlakuan yang mendapat
suplementasi vitamin C 500 mg dikombinasikan dengan vitamin E dosis tunggal
400 IU satu kali perhari selama empat minggu berturut-turut (P} dengan kelompok
kontrol yang mendapat plasebo (K)

3.2. Tempat dan waktu penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di rumah makan, Jakarta Utara Pengumpulan dala
dimulai dari bulan Juni sampai Juli 2010,

3.3. Bahan penelitian

3.3.1, Populasi dan sampel

Populasi target

Populasi target adalah seluruh pekega laki-laki perokok kretek filter usia 20-35
tahun di Jekarta,

Papulasi ferjangkau

Populasi terjangkau adalah seluruh pekera laki-laki perokok kretek flter usia 20-
35 tahun di rumah makan, Jakarta Utara, pada bulan Juni sampai Juli 2010,
Subyek penelitian

Subyek penelitian adalah bagian dari populasi terjangkau yang memenuhi kriteria
penelitian, dipilih secara convenient sampling dan secara tertulis menyatakan
bersedia ikut serta dalam penelitian, Alokasi subyek dilakukan dengan

randomisasi blok.

3.3.2, Kiiteria penelitian
Kriteria Penerimaan
» Berusia 20-35 tahun
« IMT 18,5-22,9 kg/m®
» Merokok <600 batang/tahun yang diketahui dengan anampesis’
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Jenis rokoK yang dikonsumsi adalah kretek filter
Secara tertulis bersedia mengikuti peneliian dan menandatangani

formulir persetujuan

Kriteria Penolakan

Subyek penelitian mengonsumsi suplemen antioksidan

Menderita penyakit darah tinggi yang ditentukan dengan anamnesis dan
pemeriksaan tekanan darah > 140/90 mmHg

Menmiliki kadar glukosa darah puasa (GDP) >126 mg/ dL 8

diketahui dan pemeriksaan laboratorium

Memiliki kadar kolestero! total 240 mg/ dL ¥

diketahui dari pemeriksaan laboratorium

Kriteria Pengeluaran

Tidak mengikuti prosedur penelitian secara fengkap

Konsumsi suplemen kurang dari 80% dari yang diharuskan

Selama penelitian menderita sakit yang menyebabkan subyek tidak
dapat mengonsumsi suplemen, meninggal dunia atau menolak

mengikuti penelitian.

3.3.3. Besar sampel
[}

Besar sampel yang diperlukan dihitung berdasarkan rumus dibawah ini :

ni=n;=2 ((Z,+Zg)s |’

d

n;=n : besar sampel minimal untuk masing-masing kelompok.

Zy . deviasi relatif yang menggambarkan derajat kepercayaan dalam
pengambilan kesimpulan statistik sebesar 1,96 untuk a = 0,05

Zp deviasi relatif yang mengganbarkan tingkat kekuatan uji Statistik
daldm menetapkan batas kemaknaan, ditetapkan 0,842 untuk B = 0,20

s simpang baku kadar MDA

d perbedaan kiinis yang diharapkan (ditetapkan oleh peneliti)

Maka besar sampel adalah :
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nl=p2=2 | (1,96 +0.84)x 0,09 = 18 orang

0,085

jumlah sampe] yang diperlukan masing- masing 18 dan perkiraan drop out 10%,

maka besar sampel minimal 20 orang/ kelompok.

34. Instrumen péngumpu‘lan data

3.4.1, Formulir

Lampiran 2
Formulir A
Formalir B1
Formulir B2
Formulir C
Lampiran 3
Formulir D
Lampiran 4
Formulir E
Lampiran 5
Formulir F
Lampiran 6
Formulir G
Lampiran 7
Lampiran 8
Lampiran 9

34.2, Peralatan

Formulir seleksi subyek penelitian

Lembar informasi untuk subyek penelitian
Lembar persetujuan tntuk subyek penelitian
Formulir karakteristik subyek penelitian

Formulir penilaian asupan harian dengan food record 2x24 jam
Formulir data antropometri, yaitu BB, TB dan IMT

Formulir data laboratorium kadar MDA plasma

Formulir data kepatuhan

Prosedur pemeriksaan laboratorium

Prosedur randomisasi biok

Tabel dummy

¢ Jarum suntik, tabung vacutainer berlapis EDTA dan pipet serta kapas

alkohol

» Tuorniquet

¢ Kotak pendingin untuk menyimpan spesimen
» Sentrifugator
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Tabung sentrifugator
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Alat timbangan berat badan digital Seca 804 dengan ketelitian 0,1 kg

» Alat ukur tinggi badan Microtoise Stature Meter 200 ci dengan ketelitian
0.1 cm
Food model

3.4.3 Spesimen
Darah vena kubiti 5 mL untuk menilai kadar MDA plasma pada awal dan akhir

masa periakuan.

3.4.4. Bahan suplementasi
Vitamin C yang digunakan untuk suplementasi pada penelitian ini merupakan
calcium ascorbat dengan dosis 500 mg. Kaplet vitamin C dimasukkan ke dalam
kapsul dan ditempatkan pada plastik obat yang berbeda wama dengan vitamin E,
Vitamin E yang digunakan merupakan suplemen vitamin E vyang
memiliki sterecisomer RRR-a-fokoferol yang dikenal dengan d-a-fokoferol dengan
dosis 400 IU yang setara dengan 268 mg. Vitamin E dimasukkan ke datam kapsul
dan ditempatkan pada plastik obat.
PlaSe!)o pada penelitian ini menggunakan pemanis buatan aspartam.
Plasebo dimasukkan ke dalam kapsul dan plasiik obat yang berwama sama

dengan vitamin C dan E.

3.5. Cara Kerja

3.5.1. Cara memperoleh subyek peneclitian

Sampel penelitiar didapalkan dani rumsh makan, Jakarta Utara. Pengambilan
subyek dilakukan setelah mendapat persetujuan dari Komite Etik FKUL Seleksi
tehadap populasi dengan menggunakan formulir seleksi (formulir A). Selanjutnya
subyek yang memehuhi kriteria penelitian diberikan lembar informasi (formulir
Bl) dan dijelaskan mengenai tujuan penelitian, manfaat penelitian serta
pemeriksaan yang akan dilakukan Subyek yang menyalakan bersedia ikut seria

dalam penelitian diminta untuk mengisi dan menandatangani lembar persetujuan
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(formulir B2) untuk dikembalikan kepada peneliti sebagai bukti bersedia turut
serta dalam penelitian., Selanjutnya dilakukan seleksi subyek dengan melakukan
anamnesis, pemteriksaan antropometri, pemeriksaan laboratorium. Subyek yang
memenuhi kriteria penelitian selanjuinya dibagi menjadi dua kelompok yaitu
kelompok perlakuan (P) dan kelompok kontrol (K) dengan cara randomisasi blok.

3.5.2. Pelaksanaan penelitian
Pelaksanaan penelitian dibagi dalam tiga periode yaitu penode sebelum
perlakuan, periode selama perlakuan, dan penode setelah perlakuan.

Periode pra perlakuan (H-8 sampai HO)
Pada H-8 dilakukan pembenan informasi dan penjelasan kepada subyek tentang
maksud dan manfaat penelitian serta tahapan-tahapan yang akan dilakukan,
termasuk periode run-in selama tujuh hari yang harus dilakukan. Setelah itu,
subyek penelitian diwaweancara untuk memperoleh data karakteristik subyek.
Selanjutnya dilakukan pemeriksaan antropometri (tinggi badan/TB dan berat
badan/BB). Subyek yang memenuhi kriteria penelitian berdasarkan wawancara
dan pemeriksaan antropometri dilakukan pemeriksaan laboratorium (kolesterol
total, dan glukosa darah puasa) untuk seleksi subyek Subyek telah diingatkan
untuk berpuasa 10-12 jam sebelumnya. .‘

Subyek yang memenuhi kriteria penelitiani tersebut dibagi menjadi dua

kelompok yaitu kelompok perlakvan dan kelorpok kontrol dengan cara

. randomisasi blok Kelompok perlakuan dan kelompok kentrol diberikan lembar

Jood record untuk inencatat makanan yang dikonsumsi selama masa run-in.

H-7 sampai H-1 adalah masa pericde run in. Pada H-7 subyek dar kedua
kelompok memasuki masa run-in, subyek tidak diperbolehkan mengonsumnsi
suplemen antioksidan.

HO pada subyek perelitian dilakukan pemeriksaan laboratorium kadar
MDA plasma dan pengumpulan dala food record selama masa rurn in.
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Periode perlakuan (HI sampai H28)
Kelompok P dan K
Pada han pertama perlakuan (H1), kelompok P diberikan kapsul vitamin C dan E,
sedangkan kelompok K diberikan plasebo. Kémudian dijelaskan bahwa setiap hari
subyek meminum dua butir kapsul setelah makan pagi. Setiap hari pada periode
perlakuan, peneliti datang ke rumah makan memberikan kapsul dan subyek
langsung meminuinnya di depan peneliti. Setiap subyek mendapat satu hari libur
dalam seminggu. Satu hari sebelum hari libur kerja, subyek diberikan suplemen
untuk dikonsumsi di rumah. Pada hari libur kerja, subyek diingatkan untuk
mengonsﬁmsi suplemen tersebul. Selain itu, dilakukan evaluasi terhadap
kepatuhan dan keluhan subyek selama mengonsumsi suplemen tersebut.

Pada minggu ke 4, subyek penelitian diminta untuk mencatat jenis dan
jumlah makanan serta minuman yang dikonsumsi selama dua hari (satu hari kega
dan satu hari libur), Catatan tersebut diberikan pada saat peneliti datang untuk

memberkan suplementasi.

Periode setelah perfakuan (H29)
Satu hari setelah perlakuan selesal (H29), dilakukan pemeriksaan antropometri

yaitu IMT, dan kadar MDA plasma.

3.5.3. Prosedur Pengumpulan Data
Pada saat seleksi, wawancara dilakukan dengan menggunakan kuesioner untuk
mendapatkan data karakteristik subyek.

Pemeriksaan asupan makanan

s Data asupan makanan
Data asupan makanan diperoleh melalui metode food record. Pada penelitian
ini, metode food record bertyjuan Gntuk menilai asupan harian energi,
profein, lemak, karbohidrat, vitamin C dan E. Dalam metode ini, subyek
dirminta mencatat jems dan jumlah makanan yang dikonsumsi selama 2x24
jam. Jumlah makanan diukwr menggunakan ukuran rumah tangsa seperti
sendok, gelas, dan lain-lain. Metode ini dilakukan di mulai dad awal dan
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akhir perlakuan. Hasilnya dicatat dalam formulir catatan asupan makanan
{formulir D).”
=  Evaluasi konsumsi kapsul vitamin € dan E

Setiap minggu dilakukan evaluasi untuk mengetahui berapa jumlah kapsul

vitamin C dan E yang telah dikonsumsi dan berapa yang tersisa. Hasilhya
dicatat pada formulir G.

Pengukuran antropometri

Pengukuran antropometri subyek penelitian dilakukan pada sebelum masa

perlakuan Pengukuran antropometri meliputi BB dan TB. Setiap pengukuran
dilakukan sebanyak dua kali dan diambil rerata dari hasil pengukuran tersebut.
Hasil yang didapatkan digunakan untuk menentukan IMT.

¢ Pengukuran BB

Menggunakan timbangan Seca 804 dengan ketelitian 0,1 kg yang
diletakkan pada permukaan lantai yang rata dan keras. Alat timbangan
terlebih dahulu dikalibrasi. Sebglum penimbangan dilakukan, subyek
diminta melepas alas kaki, perhiasan, ataupun benda yang dapat
menambah berat. Pada saat akan ditimbang, pastikan skala harus dalam
keadaan seimbang dan menunjukkan nilai nol, dan subyek diminta berdin
tegak di tengah-tengah timbangan tanpa bantuan Penimbangan dilakukan
dua kali lalu hasil reratanya dicatat di formulir E.”’

Prosedur pengukuran TB

Mengpgunakan microtoise stature yang digantungkan pada dinding
setinggi dua nieter dari lantai. Pada waktu pengukuran, subyek berdin
tegak di tengah-tengah microtoise tanpa menggunakan alas kaki atan
kaus kaki pada permukaan datar, kedua kaki Iurus, lutut dan tumit
merapat. Pandangan lurus ke depan dengan bagian belakang kepala,
bokong dan tumit menempel pada dinding. Bahu relaks, kedua lengan
terganitung bebas di sisi tubuh. Kemudian pita microtoise ditank perlahan
ke bawah sampai menyentuh puncak kepala dan rambut tertekan. Skala
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dibaca saat subyek inspirasi maksimum. Pengukuran dilakukan dua kali
lalu hasil reratanya dicatat di formulir E.”

Pemeriksaan laboratorium

Pemeriksaan kadar MDA plasma dilakukan pada subyek yang telah memenuhi
kriteria penelitian. Sempel darah diambil pada pagi hari dari darah vena kubit
sebanyak 3 mL. Pemeriksaan kadar MDA plasma dilakukan dengan metode
spektrofotometri (lampiran 7). Hasil pemerniksaan dicatat dalam formulir F. Kadar
MDA pilasma diperiksa awal dan akhir perlakuan '

3.6. Identifilcasi variabel
Variabel bebas
- Suplementasi vitamin E

- Suplementasi vitamin C

Variabel tergantung
- Kadar MDA plasma
Tabel 3.1. Matriks identifikasi variabel
No Variabel Metodn Skala ' Kepustakaan
1.  Karekieristik dempgrafi
A umur Wawancara Rasio BPS, 2009*
b. Konsamsi rokok
¢. Indeks Wawancara Rasio PDPL 2001°
Brinkman Wawancara Rasio PDPIL 2001
d, Tekanandarah  Pengukuran Rasio NG 7™
- Sistolik
- Diastolik
e. Kadarglukosn  Laboratorium Rasio PERKENI®®
darah puasn
f  Kadar kolesterol  Laboratorium Rasio PERKENF®
total
2 Indeks Massa Tubuh Pengukuran Rasio, ordinal ' WHO-WPRO 2000%
{IMT) antropomeiri
3 Asupan zat gizi i
a Energi Food record Rasio, ordinal ~ Gibson, 20057
b. Protein Food record Rasio, ordina! ~ Gibson, 2005
¢. Lemak Foaod racord Rasio, ordinat  Gibsom, 2005
d. Karbohidrat Food record Rasio, ordinal ~ Gibson, 2005
€. Vitemin C Food record Rasio, ordinal  WNPG, 2004%
f Vitamin E Food record Resio, ordinal ~ WNPG, 2004
4. Kadar MDA plasma Spektrofotometri  Rasio/ordinal ~ Puchaiwatanon, 2004
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3.7. Pengolahan, Analisis, Interpretasi, dan Penyajian Data

3.7.1. Pengolahan data

Data yang diperoleh dan seluruh pémeriksaan (wawancara, antropometri, serta
kadar MDA plasma) dikumpulkan, kemudian dilakukan pengolahan data meliputi
editing, coding, enfry dan cleaning data menggunakan mesin hitung dan

komputer.

3.7.2. Analisis dan interpretasi data
Data akan dianalisis dengan menggunakan program Statistical Package for Social

Science (SPSS versi 11.5). Analisis data asupan energi, protein, lemak,

karbohidrat, vitamin C dan E menggunakan program nutrisurvey 2007.
Uji statistik yang akan digunakan adalah

Untuk mengetahui data mempunyai karakteristik normal atau tidak secara
analitik digunakan uji Kolmogorov-Smimov. Bila didapat nilai p <0,05,
maka karakteristik distribusi tdak normal.

Bila distribusi normal digungkan rerata dan simpang baku; atan bila
distribusi tidak normal digunakan nilai median dan reniangan (minimum-
maksimum).

Untuk menganalisis data perbedaan hasil perlakuan kedua kelompok maka
bila kedua data berdistribusi normal digunakan uji t tidak berpasangan;
atau bila salah satu atau kedua data berdistribusi tidak normal digunakan
uji Mann-Whitney.

. Batas kemaknaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebesar 5%

dengan ketentuan :
Bermakna - bila p <0,05
Tidak bermakna : bila p 20,05

3.7.3. Penyajian data
Data disajikan dalam bentuk tekstular, tabular, dan prafik, serta disajikan dalam
bentuk tesis dan diuji di hadapan para penguji.
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3.8. BataSarn operasional

1. Subyek penelitian
Subyek penelitian adalah seluruh pekerja laki-laki yang merokok kretek filter
yang berusia 20-35 tahun di rumph makan, Jakarta Utara dan memenuhi
kriteria penelitian. Kelompok perlakuan adalah kelompok yang memperoleh
suplemen vitamin C dan E, sedangkan kelompok kontrol adalahi subyek yang

memperoleh plasebo.

2. Usia
Usia yang digunakan berdasarkan tanggal lahir yang tertera di Kartu Tanda
Penduduk (KTP) dan ditentukan berdasarkan hari ulang tahun terakhir usia
subyek.

3. Kebiasaan merokok
Kebiasaan merokok ditentukan menunit modifikasi Indeks Brinkman, yaitu
berat ringannya merokok dihitung dengan mengalikan lamanya merokok dalam
tahun dengan jumlah konsumsi batang rokok per hari, sedangkan tidak
merokok dihitung not.?

Indeks Brinkman :
-1-200 : ringan
-201 - 600 : sedang
-> 600 : berat

4. Tekanan darah
Tekanan darah adalah nilai rerata hasil pengukuran tekanan darah sistolik dan
diastolik subyek menggunakan stetoskop dan sfigmomanometer air raksa.
Klasifikasi tekanan darah mengacu pada kiasifikasi menurut JNC 7.5
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5. Kadar glukosa darah puasa

Memiliki kadar glukosa darah puasa (GDP) =126 mg/dL diketahui dari
pemeriksaan laboratorium Klasifikasi kadar gula darah puasa mengacu pada
kiasifikasi menurut PERKENL® Sebelum waktu pengambilan sampel darah,
subyek penelitian diwajibkan melakukan puasa selama 12 jam.

. Kadar kolesterl total

Memiliki kadar kolesterol total =240 mg/dL diketahui dari pemeriksaan
laboratorium. Klasifikasi kadar kolesterol total mengacu pada klasifikasi
menurut PERKENL¥® Sebelum wakiu pengambilan sampel darah, subyek

penelitian diwajibkan melakukan puasa selama 12 jam.

. Status gizi

Status giz ditentukan dengan perhitungan IMT, vang didapat dengan cara
membagi BB dalam kilogram dengan TB dalam meter kuadrat Klasifikasi
status gizi berdasarkan IMT:

Tabel 3.2, Klasifikasi siatus gizi

Klasifikasi IMT (kg/m®)
Berat badan kurang <18,5
Berat badan normal 18,5-22,9
Berat badan lebih =23
Berisiko 23-249
Obes 1 25-29.9
Obes H >30

Sumber.: dafiar referensi no 83

43 Universitas Indonesia

Pengaruh suplementasi..., Emilia Slamat, FKM Ul, 2010



5. Asupan zat gizi

Asupan 2at gizi yang dinilai pada penelitian ini adalgh pola asupan dan asupan
hartan energi, protein, lemak, karbohidrat, vitamin C dan vitamin E. Data
asupan harian diperoleh dengan metoda food record 2x24 jam pada awal dan
akhir, Data asupan zat gizi dianalisis dengan menggunakan program
nutrisurvey 2007.

Asupan energi
Asupan energi adalah besarnya jumlah kalon yang dikonsumsi per orang per
han dibandingkan dengan kebufuhan energi total (KET) per individu. KET
adalah jumlah kebutuhan energi basal (KEB), aktivitas fisik (AF) dan efek
termik makanan (ETM).

KET = KEB + AF + ETM

KEB dihitung dengan menggunakan rumus Harris-Benedict.

KEB laki-laki (kkal/hari) = 66+ (13,7 x BB) + (5 x TB) - (6,3 x U)

Keterangan ;

BB = berat badan (kg), TB = tinggi badan (c¢m), U = usia (tghun)

Akitivas fisik sehari-hari pekerja homogen (berdasarkan indeks aktivitas fisik
(IAF), yaitu termasuk Bngkat sedang), kemudian ditentukan penambshan
kalori dengan menambahkan 20% dari KEB. Penilaian asupan energi dapat
dilihat pada tabel 3.3. '

Tabel 3.3. Interpretasi Asupan Energi

Asupan Hasil Penilaian Interpretasi
Enagi <80% dari KET ‘Kurang
(kkal/har) 80-120% danl KET Cukup

>120% dari KET Lebih
Sumber : daflar referensi no 90 '

6. Asupan protein
Asupan protein adalah jumlah rata-rata protein yang dikonsumsi per orang per
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hari. Data asupan diperoleh dalam satuan gram dan persentase asupan protein
terhadap asupan energi total. Asupan protein yang memenuhi kecukupan
mencapai rentang 15- 20% dari total asupan energi.™

7. Asupan lemak

Asupan lemak adalah jumlah rata-rata lemak yang dikonsumsi per orang per har,
Data asupan diperoleh dalam satuan gram dan persentase asupan lemak terhadap
asupan energi total Asupan lemak yang memenuhi kecukupan mencapai rentang
20- 25% dari total asupan energi.”

8. Asupan karhohidrat
Asupan karbohidrat adalah jumlah rata-rata karbohidrat yang dikonsumsi per
orang per hari. Data asupan diperoleh dalam satuan gram dan persentase
asupan karbohidrat terhadap asupan energi lotal. Asupan karbohidrat yang

memenuhi kecukupan mencapai rentang 45- 65% dari total asupan energi.®

9. Asupan vitamin C
Asupan vitamin C adalah banyaknya vitamin C yang dikonsumsi dalam
makanan pér hari. Kebutuhan ssupan vitamin C adalgh >90 mg/hari.*

10. Asupan vitamin E
Asupan vitamin E adalah banyaknya vitamin E yang dikonsumsi dalam
makanan per hari. Kebutuhan asupan vitamin E adalah >15 mg/hari.™

11.Kadar MDA plasma
Kadar MDA plasma- subyek penclitian diperoleh dari pemeriksaan plasma
subyek penelitian yang diambil pada saat awal dan akhir minggu empat masa
perlakuan.

12.Bahan suplementasi
Bahan suplementasi yang diberikan pada subyek pen.litian untuk kelompok P
adalah vitamin C 500 mg dan vitamin E 400 [U dan uhtuk kelompok K: adalah
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plasebo yang bentuknya mirip dengan vitamin C dan vitamin E. Bahan

suplementasi dimifiam sekali sehan selamz empat minggu.

3.9. Organisasi Penelitian

Peneliti utama - dr. Emilia. Slamat

Pembimbing I : Prof. Dr. Walujo S.§, MSc, SpGK, PhD

Pembimbing II : Prof. Dr. Lukman Hakim Makmun, SpPD, KKV, KGER,
FINASIM
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3.10. Alur penelitian

Persetujuan komtisi etik FK Ul
R T

Pekerja laki-laki perokok kretek filter
K ) —

Periode pra perlakuan

» Pemberian informasi

; » Wawancara data karakteristik subyek

H-8 o Diberikan formulir food record uftuk mencatat data asupan zat gizi
o Pemeriksaan antropometri: BB, TB, IMT

¢ Pemeriksaan tckanan darah, glukosa darah puasa dan kolesterol total)

¥
Kriteria penelitian
v
Randomisasi blok

/ ,
Kelompok P Kelompok K

¥ . ) Y
Periode run in
H-7-HO » Subyek dilakukan pemeriksaan antropometri dan
dibernikan lembar formulir food record
: —3 o ,
HO ¢ Pemeriksaan [aboratorium MDA plasma dan

pencatatan data food record

Kelompok P | Kelompok K

Pemberian suplementasi Pemberian plasebo 1x/hari
vitamin € 1 x 500 mg dan

vitamin E T x 400 IU/hari

. ——— .
Minggu ke A Food record 2 x 24 jam Food record2 x 24 jam
Periode pasca perlakuan

e Peimeriksaan antropometri : IMT
s Pemeriksaan laboratorjum : MDA plasma

Hasil
v
Analisis
v

Kesimpulan
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

4.1. Seleksi subyek penelitian

Subyek penelitian adalah pekerja laki-laki perokok kretek filter yang bekerja di
rumah makan, Jakarta Utara. Jumlah pekerja tersebut adalah 60 orang. Setelah
diberikan informasi mengenai penelitian dan dilakukan wawancara, seluruh
pekerja yapg bersedia mengikuti dan memenuhi kriteria penelitian serta bersedia
diambil darahnya sebanyak 60 orang. Setelah itu, dilakukan pengukuran tekanan
darah (<140/90 mmHg), pemeriksaan darah untuk mengetahui kadar GDP (<126
mg/dL) dan kolesterol total (<240 mg/dL )dan subyek penelitian yang didapat
sesuai dengan kriteria, berjumiah 40 orang. Setelah didapatkan subyek penelitian
kemudian dibagi menjadi dua kelompok dengan menggunakan randomisasi blok.
Masing-masing kelompok terdiri dari 20 orang, yaitu untuk kelompok yang
mendapatkan kombinasi vitamin C dan E, serta kelompok yang mendapatkan
plasebo. Pada masa perlakuan terdapat satu orang drop-out dari kelompok vitamin
C dan E, sedangkan dari kelompok plasebo, dua orang drop-our. Hal ini terjadi
karena subyek berhenti bekerja dengan alasan pribadi. Jumlah subyek yang
memenuhi kriteria penelitian baik dari kelompok vitamin C dan E 19 orang, dari

kelompok plasebo berjumlahl8 orang.

4.2, Karakteristik demografi subyek penelitian

Tabel 4.1 memperlihatkan tidak ada perbedaan bermakna pada karakteristik
subyek penelitian antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol berdasarkan
usia, konsumsi rokok, indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa puasa,
kadar kolesterol total, indeks massa tubuh (IMT), asupan nutrisi selama
perlakuan, dan kadar MDA sebelum perlakuan. Hal ini menggambarkan kedug

kelompok pada awal penelitian dalam keéadaan homogen.
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Tabel 4.1. Karakteristik subyek penelitian berdasarkan usia, konsumsi rokok,
indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa puasa, kadar kolesterol
total, IMT, asupan nutrisi selama periakuan dan kadair MDA sebelum
perlakuan antara kélompok perlakuan dan kelompok kontrol.

Variabel Kelompok perlakuan Kelompok kontrol (o=18) P
_ (n=19)

Rerata usia (tahun) 26 (2335 31,5 (20-35) 0,784%™
Konsumsi rokok: (batang/haki) 12 (10-18)" 12 (9-18)° 0,962+
Indeks Brinkinan 184,05 + 51,06" 205,33£45,95* 0271
Tekman darah sistolik(mmHg) 120(110-120)° 120(110-120)° 0,899+
Tekanan dareh diastolik(mmHg) 80(70-80)" 80(70-80)° 0,26*™
Glukosa darah puasa (mg/ dL) 100,5(94-106)° 100,5(94-110)° 0,848*™
Kolesterol total (mg/ dL) 147,25+ 5,03 149,54 4,06° 0,187%"
TMT (kg/m?) 20,43+ 0,83 20,13+ 1,09° 0,346%"
KET (kkal) 1924,11% 120,90 1885,94= 85,24* 0,273+
Asupan cnergi (kkal) 2064,87+ 172,31° 2089,71+ 146,31° 0,639"
% asupan energi terhadap KET 107,402 729" 110,78+ 5,40 0,118*"
Asupan prolein (g) 76,82+£ 920" 77,79+ 7,86 ° 0,073*"
% asupan protein terhadap energi 15 (13-17)° 1512-17D" 0,866%™
Asupan lema (g) 88,39+ 11,80 95,34+ 15,04° 0,129*"
% asupan lemek terhadap energi 37,37+ 502" 39,50+ 5,45° 0,225*"
Asupan karbohidrat (g) 247,23+ 37,63° 239,06k 33,98° 0,492+
% asupan Kkarbohidrat terhadep 47 (39-57) 44 (36-535)° 0,475*
eneIgl
Asupan vilamin C (mg) 12,67 1,27* 13,02+ 1,17 0,39%"
Asupan vilamin E (mg) 57(,1-T" 5,3 (4,1-6,8)° 0,644+
MDA plasma sebelum periakuan 1,39 0,19" 1,34+ 0,09 0,342
{nmol/mL}

Keterangan:

p = balas kemaknaan (p <0,05), * = tidak bermakna, ** = bermakna

* = yji t tidak berpasangan, ™ = uji mann whitney;

* = data terdistribusi normal disajikan dalam beatuk mean + SD, ° = data terdistribusi
tidak normal disajikan dalam bentuk median (minimun—maksimum)

4.3. Status Gizi

Pada penelitian ini status gizi ditentukan dengan menghitung IMT subyek pada H-
8 dan H 29. Padatabel 4.2 terlihat IMT sebelum perlakuan pada kedua kelompok
tidak berbeda bermakna (p >0,05). Pasca perlakuan bari ke 29, IMT subyek
penelitian pada kedua kelompok tidak berbeda bermiakna (p >0,05). Pada uji
statistik IMT H-8 dan H 29 kelompok perlakuan dan kontrol, fidak terdapat
peningkatan yang bermakna (p >0,05).
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Tabel 4.2. Status gizi berdasarkan indeks massa tubuh (IMT) pada H-8 dan
H 29 masa perlakuan pada kelompok perlakuan & kontrol.

Variabel Kelompok perlakuan Kclompok Xontrol p
=19 . {n=18)
IMT (kg/m’)
H-8 20,43+ 0,83 20,13% 1,09 0,346
H 29 20,4340,84 20,13+ 1,03 0,344
p# . 0,497* 0, 963*
Keterangan: ' '

p™: uji t lidak berpasgngan H 29 antaia kelompok perlalalan dengan kelompok kontrol
P¥ : uji t berpasangan aniara H-8 dengan H29 pada kelompok perlakuen atau kelompok kontrol
p = balas kemaknaan (p <0,05), * = tidak bermakna, ** = bermakna

4.4. Asupan zat gizi
Asupan zat gizi pada penelitian ini meliputi asupan energi, protein, lemak,
karbohidrat, vitamin C dah E, subyek peneliian yang diperoleh dengan
menggunakan metode food record 2x24 jam. Pada tabel 4.3 memperlihatkan
rerata seluruh agupan zat gizi subyek penelitian pada akhir perlakuan tidak
berbeda bermakna antara kedua kelompok (p >0,05). Rerata persentase asupan
energi, protein dan karbohidrat terhadap KET kedua kelompok pada awal dan
akhir perlakuan masing-masing tergolong cukup. Rerata persentase asupan lemak
terhadap KET masing-masing tergolong lebih Sedangkan rerata persentase
asupan vitamin C dan E kurang dibandingkan kebutuhan
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Tabel 4.3. Kebutuhan, asupan energi dibandingkan kebutuhan; persentase
asupan profein, lemak, karbohidrat terhadap total energi, vitamin C,

dan E pada awal dan akhir, food record (dua kali perminggu).

Variabel

Kelompok Perlakuan

Kelompok Kontrol

Awal

Akhir

Awal

Akhir

KET
(kkal/hari)

1937,10
(1693,90-2128,49)°

1926,42
{1693,9-2128,49)

1867,79
(1715,74- 2005,90)°

1869,57
(1715,74-1988,09)°

0,33*™

Asipan energi
(kKkal/hari)

2064,87£ 172,317

2048,25+£112 97

2089,71+146,31°

2073+ 118,13*

0,52*"

% asupan
energi Lhd
kebutuhan
energi total

107,40+ 729"

106,867,127

110,78+ 5,40"

1104599

0,15+

Asupan
protein yang
terpenuhi
(g/hari)

76,82+ 9,20°

70,482 6,38°

77,79+ 7,86 °

68,91 4,95

0,414

% asupan
protein thd
asupan cnergi

(%)

15 (13-17)°

14 (12-16)°

15(12-17)°

13 (12-15)°

0,18%™

Asupan lemak
(g/hari)

88,39+ 11,80°

76,08+ 10,81

95,34+ 15,04

21,69+ 14,88°

0,20%"

% asupan
lemak thd
asupan energi

(%)

37,37+ 5,02%

32,16 4,51°

39,50+ 5,45°

34,22+ 5,68°

0,23*°

Asupan
karbohidrat

| (g/hari)

2413
(173,60-313,20)°

281,1
{202,6-325,9)°

2372
(173,60- 309,2)°

279,15
202,6- 311,7

0,54%™

% osupan

karbohidral
thd asupan
energi (%)

47 (39-57)°

53 (45-53)°

44 (36-55)°

52,5(42-61)

0,48%™

Asupan
vitamin C

(g/hart)

12,674 1,27°

12,07+ 1,28°

13,005 1,17

12,38+ 1.35°

0,48*"

% asupan
vitamin C thd
kebutuban
(%)

14,08%1,41°

13,41+ 1,42°

14,47 1,29

13,75£1,49"

0,48¢"

Asupan
vitamino E
(mg/hari)

53,7 (4,1-7)°

5,5 (4,6-64)

53 (4,168

5,6 (4,6-7.6)

0,99%™

% asupan
vilamin E thd
kebutuhan

(%

38,1x6,34"

37.6123.74°

36,37+5,49"

38+6,1°

0,79+

Keterangan:

Uji statistik dilakukan pada data asupan akhir perlakuan
p = batns kemaknaan (p <0,05), * = tidek bermakna, ** = bermakna

= yjj t tidak berpasangan, ™ = uji manm whitney;

* = data terdistribusi nérmal disajikan dalam bentuk mean + SD,® = data terdistribusi tidak normal
disajikan dalam bentuk median (minimun—maksimum)
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4.5, Kadar MDA plasma

Tabel 4.4 memperlihatkan hasil pemeriksaan MDA plasma pada saat awal, akhir
perlakuan dan perbedaan MDA pada kedua kelompok. Tidak terdapat perbedaan
bermakna rerata kadar MDA plasma pada awal perlakuan antara kelompok
perlakuan dan kontrol (p =0,342). Didapatkan perbedaan yang benmakna antara
kadar MDA plasma semua subyek pada akhir perlakuan pada kelompok perlakuan
dan kontrol (p <0,037).

Tabel 4.4. Rerata dan uji statistik kadar MDA plasma subyek pada kelompok

perlakuan dan kontrol.
Variabel ' Kelompok pérlakua.n Kelompok konirol P
_ (n=19) (n=18)
MDA plasma (nmol/mL} '
Awal 1,39+ 0,19 1,34= 0,09 0,342%"
Akhir 1,18+ 0,22 1,3120,13 <0,037**"
Keterangan:

p = batas kemaknaan (p <0,05), * = tidak bermakna, ** = bermakna,
* = yji t tidak berpasangan; ™ = uji mann whitney
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Gambar 4.1 Diagram rerata kadar MDA plasma subycek pada awal dan akhir perlakian.
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BAB 5
PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan uji kiinis paralel, tersamar tunggal, alokasi acak, pada
pekerja laki-laki perokok kretek filter di mmah makan Jakarta Utara Penelitian
ini membandingkan antara kelompok perlakuan yang mendapat suplementasi
vitamin C 500 mg dikombinasi dengan vitamin E 400 IU dengan kelompok
plasebo, masing-masing.dikonsumsi sekali sehari selama empat minggu untuk
mengetahui pengaruh suplementasi vitamin C dan E terhadap kadar MDA plasma
Penelitian mengenai pengarth suplementasi vitamiin C yang dikombinasikan
dengan vitamin E untuk mengurangi peroksidasi lipid pada pekerja laki-laki
perokok kretek filter belum pernah dilakukan di Indonesia. Dosis vitamin C 500
mg serta jangka waktu penelitian selama empat minggu sesuai dengan penelitian
Puchaiwatananon dkk', dosis suplementasi vitamin E sebesar 400 IU sesuai
dengan kesimpulan dari penelitian Jiala] dkk® tentang dosis optimal vitamin E
untuk menunmkan peroksidasi lipid.

5.1. Keterbatasan penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa keierbatasan Salah satu keterbatasan adalah
rancangan penelitian wji klinis tertutup tunggal Pada rancangan ini
memungkinkan peneliti dapat mempengaruhi perlakuan terhadap subyek
penelitian sehingga mempeéngaruhi hasil penelitian. Kemungkinan ini telah
diusahakan diperkecil dengan memberikan perlakuan sama kepada kedua
kelompok dan pemeriksaan darah dilakukan oleh petugas laboratorium yang tidak
mengenal subyek penelitian.

Pengumpulan daja asupan zat gizi dilakukan dengan metode food record
2x24 jam yang dilakukan selama dua kali yaitu pada awal dan akhir perlakuan.
Metode food record imi merupakan metode yang relatif lebih baik digunakan
untuk pengumpulan data asupan. Walaupun demikian, metode ini memiliki
keterbatasan di mana mungkin dapat terjadi kesalahan pencatatan asupan, karena
subvek sulit memperkirakan jumlah makanan dan minumannya dengan tepat.
Oleh karena itu kepada setiap subyek penelitian dibawakan catatan keterangan
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berbagai ukuran rumah tangpga (URT) agar subyek dapat mencatat dengan tepat
asupan yang dikonsumsi. Keterbatasan lain dalam metode ini adalah dapat terjadi
ftat slope syndrome, yaitu orang dengan asupan nutrisi yang berlebihan cenderung
melaporkan asupan yang kurang, sedangkan orang dengan asupan nutrist yang
kurang cenderung melaporkan asupan yang lebih tinggi dari sebenarnya.”” Untuk
mengantisipasi hal tersebut sebelum pengambilan data asupan, telah diberikan
penjelasan tentang pentingnya kebenaran laporan asupan untuk menilai kondisi
kesehatan subyek.

Kegerbatasan lainnya adalah dalam hal pemeriksaan laboratorium, yaitu
tidak diperiksanya kadar vitamin C dan vitamin E darah subyek penelitian pada
saat awal dan akhir masa perlakuan, sehingga tidak dapat dibuktikan apakah ada
peningkatan kadar vitamin C dan E di dalam darah setelah suplementasi. Namun
demikian, pada penelitian ini dilakukan penilaian asupan vitamin C dan vitamin E
sehingga mungkin dapat memperkirakan - jumlah vitamin C dan E yang di

konsumsi.

5.2. Seleksi subyek penelitian

Subyek penelitian adalah pekerja laki-laki perokok kretek filter yang bekerja di
rumah makan, Jakerta Utara. Jumlah pekerja tersebut adalah 60 orang. Setelah
diberikan informasi mengenai penelitian dan dilakukan wawancara, pekerja yang
bersedia mengikuti dan memenuhi kriteria penelitian serta bersedia diambil
darahnya sebanyak 60 orang. Setelah dilakukan pengukuran tekanan darah,
pemeriksaan darah untuk mengetahui kadar GDP dan kadar kolesterol total,
subyek penelitian yang memenuhi kriteria berjumlah 40 orang. Setelah didapatkan
subyek penelitian kemudian dibagi menjadi dua kelompok dengan menggunakan
randomisasi blok untuk mendapatkan sebaran yang merata. Masing-masing
kelompok terdiri dari 20 orang, yaitu untuk kelompok yang mendapatkan
kombinasi vitamin C dan E, serta kelompok yang mendapatkan plasebo. Pada
masa perlakuan terddpat satu orang drop-out dan kelompok vitamtin C dan E,
sedangkan dari kelompok plasebo, dua orang drop-out. Hal ini terjadi karena
subyek berhenti bekerja dengan alasan pribadi. Jumlah subyek yang memenuhr

kriteria penelitian baik dari kelompok vitamin C dan E 19 orang, dari kelompok
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plasebo berjumlahl8 orang. Jumlah total subyék yang mengikuti penelitian ini
lengkap sampai akhir adalah sebanyak 37 orang. Tidak didapatkan gejala dan

tanda efek samping pemberian suplemen pada seluruh subyek.

5.3. Karakteristik demografi subyek penelitian

5.3.1. Usia

Rerata usia subyek penelitian pada kelompok vitamin C+E serta plasebo masing-
masing adalah 26 (23-35) dan 31,5 (20-35) tshun. Data ini sesuai dengan
penelitian-penelitian sebelumnya yang menyebutkan perokok banyak didapat
pada rerata usia 22-35 tahun,’>*® Rerata usia perokok pada penelitian ini lebih
muda apabila dibandingkan laporan penelitian oleh Toohey yang mendapatkan
rerata usia perokok sekitar 48 tahun.” Menurut RISKESDAS 2007, prevalensi
perokok terdapat pada usia 15-54 tahun.’ Berdasarkan penelitian-penelitian yang
telah dilakukan sebelumnya, Kalangan perokok terdiri dari berbagai usia, terutama
usia produktif.

5.3.2. Konsumsi rokok dan indeks Brinkman

Konsumsi rokck pada kelompok perlakuan dan kontrol yaitu 12 (10-18) dan 12
(9-18), hal ini sesuai dengan data RISKESDAS 2007 dimana rata-rata konisumsi
rokok 12-14 batang/hari. Data dari Lykkesfeldt” didapatkan rata-rata konsumsi
rokok lebih banyak dibandingkan subyek penelitian vaitu 23+15 batang/hari.
Solak dkk™melihat adanya hubungan antara level merokok dengan kadar MDA,
dimana makin tinggi level merokok maka akdn meningkatkan kadar MDA. Level
merokok pada subyek penelitian ini diniai dengar indeks Brinkman. Pada subyek
penelitian ini-indeks Brinkman termasuk kategori ringan sampai sedang. Indeks
Brinkman pada kelompok pérlakyan dan kontrol yaitu 184,05+51,06 dan
205,33+45,95, dimana tidak terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya (p
=0,271).
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5.3.3. Tekanan darah, kadar glukosa darah puasa, kadar kolesterol total
Pada penelitian ini tekanan darah pada kelompok perlakuan dan kontro}
mempunyai median yang sama yaitu tekanan darah sistolik 120 (110-120)mmHg
dengan p =0,899 dan tekanan darah diastolik 80 (70-80) mmHg dengan p =0,26,
dimana tidak terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya.

Kadar glukosa darah puasa pada kelompok perlakuan 100,5 (96-106)
mg/dl dan kontrol adalah 100,5 (94-110) mg/dl dengan p =0,848, dimana tidak
terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya. Hal ini berbéda dengan
penelitian Gulati®®, dimana kadar glukosa darah puasa pada perokok yaitu
91,13£2,01 mg/dl.

Kadar kolesterol total pada kelompok perlakuan 147 254503 mg/dl dan
kontrol 149,5+4,06 mg/dl dengan p =0,187, dimana tidak terdapat perbedaan
bermakna diantara keduanya. Pada penelitian Gulati®, kadar kolesterol total pada
perokok lebih tinggi dibandingkan pada subyek ini yaitu 233,152=12,01 mg/dl.

5.3.4. Status gizi (IMT)

Rerata IMT H-8 subyek penelitian pada kelompok perlakuan dan kontrol adalah
20,43+0,83 dan 20,13+1,09 keg/m’, tidak terdapat perbedaan bermakna {p =0,346).
Demikian pula rerala IMT H29 subyek penelitian pada kelompok perlakuan dan
kontrol adalah 2043+0,84 dan 20,13£1,03 kg/m’, tidak terdapat perbedaan
bermakma {p =0,344). Disamping itu tidak terdapat peningkatan IMT antara H-8
dan H29 baik pada kelompok perlakuan {p =0,497) maupun kelompok kontrol {p
=0,963). Pada penelitian ini IMT subyek penelitian termasuk kategori berat badan
normal. Pada penelitian Marangon®” didapatkan IMT 24,336 kg/mz, sedangkan
penelitian Toohey® didapatkan rerata TMT yang lebih tinggi yaitu 25,7%0,6
kg/mz. Coudray dkk® menyatakan adanya korelasi positif antara IMT dan MDA.
Peningkatan IMT akan berhubungan dengan peningkatan MDA. Pada penelitian
int status gizi Hdak mengalami perubahan dan masily tergolong normal, hal mni
dapat mengurangi pengaruh bias status gizi terhadap kadar MDA.
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5.3.5. Asupan zat gizi

Datéd asupan energi, protein, lemak, karbohidrat, vitamin C dan E subyek
penelitian diperoleh dari food record 2x24 jam Penilaian asupan dilakukan
selama dua hari berturut-turut dengan satu hari kerja dan satu hari libur pada awal
dan akhir perfakuan.

Rerata asupan energi awal pada kelompok perlakuan adalah 2064,87+
172,31 kkal dan kelompok kontrol adalah 2089,71+146,31 kkal. Berdasarkan
persentase asupan energi terhadap KET, pada kelompok perlakuan sebesar
107,4+7,29% atau tergolong cukup dan kelompok kontrol sebesar 110,78+5,4%,
juga tergolong cukup. Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai
asupan energl awal perlakuan pada kedua kelompok. Demikian pula asupan energi
akhir perlakuan tidak terdapat perbedaan yang bemmakna (p =0,52) antara
kelompok perlakuan (2048,25+112,97 kkal) dan kelompok kontrol (2073+118,13
kkal). Berdasarkan perseniase asupan energi terhadap kebutuhan energi total
(KET), pada kelompok perlaknan sebesar 106,86+7,12% atau tergolong cukup
dan kelompok kontiol sebesar 110+£5,99%, juga tergolong cukup. Tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai persentase asupan energi akhir
perlakuan pada kedua kelompok Hasil ini tidek jauh berbeda dengan penelitian
Bloomer dkk™ yang melihat asupan energi padd perokek (1850+666 kkal/ hari).

Rerata asupan protein awal pada kelompok perlakuan adalah 76,82+9,2
g/hari dan kelompok konfrol adalah 77,79+7,86 g/hari. Berdasarkan persentase
asupan protein terhadap asupan energi, pada kelompok perlakuan sebesar 15 (13-
17) % atau tergolong cukup dan kelompok kontrol sebesar 15 (12-17)%, juga
tergolong cukup. Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai asupan
protein awal pérlakuan pada kedua kelompok (p =0,866). Demikian pula asupan
protein akhir perlakuan tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p =0,41) antard
kelompok perlakuan (70,48+6,38 g/hari) dan kelompok kontrol (68,91+4,95
g/hari). Berdasarkan persentase asupan protein terhadap asupan energi, pada
kelompok perlakuan sebesar 14 (12-16)% atau tergolong cukup dan kelompok
kontrol sebesar 13 (12-15)%, juga tergolong cukup. Tidak didapatkan perbedaan
yang bermakna mengenai persentase asupan protein akhir perlakuan pada kedua
kelompok Hasil ini tidak jauh berbeda dengan penelitian Puchaiwatananon™ dan
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Bloomer™yang melihat asupan protein pada perokok (60+7,5 p/hari atau
1520,9%) dan (65£20 g/ari atau 18+8%)

Rerata asupan lemak awal pada kelompok perlakuan adalah 88394118
g/hari dan kelompok konirol adalah 95,34+15,04 g/har. Berdasarkan persentase
asupani lemak terhadap asupan energi, pada kelompok perlakuan sebesar
37,374£5,02% atau tergolong lebih dan kelompok kontrol sebesar 39,50+5,45%,
juga tergolong lebih Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai
asupan lemak awal perlakuan pada kedua kelompok (p =0,225). Demikian pula
asupan lemak akhir perlakuan tidak terdapat perbedaan yang berrnakna {p =0,20)
antara kelompok perlakuan (70,48+6,38 p/hari) dan kelompok kontrol (68,91+
4,95 g/han). Berdasarkan persentase asupan lemak terhadap asupan energi, pada
kelompok perlakuan sebesar 32,16+4,51% alau tergolong. lebih dan kelompok
kontrol sebesar 34,22+5,68%, juga tergolong lebih. Tidak didapatkan perbedaan
yang bermakna mengenal persentase asupan lemak akhir perlakuan pada kedua
kelompok. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan penelitian Bloomer dkk™ yang
melihat asupan lemak pada perokok (66+28 p/hari atau 31+4%). Pada penelitian
Marangon®® didapatkan hasil yang juga meningkat yaitu sebesar 111429,9 atau
36,3+4,6%.

Rerata asupan karbohidrat awal pada kelompok perlakuan adalah 2413
(173,6-131,2) p/hari dan kelompok konfro! adalah 237,2 (173,60-309,2) g/hari.
Berdasarkan persentase asupan karbohidrat terhadap asupan energi, pada
kelompok perldkuan sebesar 47 (39-57)% atau tergolong cukup dan kelompok
kontrol sebesar 44 (36-55)%, juga tergolong cukup. Tidak didapatkan perbedasn
yang bermakna mengenai asupan karbohidrat awal perlakuan pada kedua
kelompok {p =0,492). Demikian pula asupan karbohidraf akhir perlakuan tidak
terdapat perbedaan yang bermakna (p =0,54) antara kelompok perlakuan (281,1
(202,6-325,9) ghari) dan kelompok kontrol (279,15 (202,6-31],7) ghan).
Berdasarkan .persentase asupan karbohidrat terhadap asupan energi, pada
kelompok perlakuan sebesar 53 (45-63)% aiau tergolong cukup dan kelompok
kontrol sebesar 52,5 (42-61)%, juga tergolong cukup. Tidak didﬁpalkan perbedaan
yang -bermakna mengenai persentase asupan karbohidrat akhir perlakuan pada
kedua kelompok. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan penelitian Bloomer dkk’®
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dan Marangon®® yang melihat asupan karbohidrat pada perokok (242+85 g/han
atau 51+8%) dan (310,2£96,2 g/hari atau 45 8+5,6%)

Pérsentase rerata asupan karbohidrat dan protein kedua kelompok terhadap
asupan energi pada awal dan akhir perlakvan tidak berbeda berrnakna dan
tergolong cukup, Hal tersebut menunjukkan bahwa asupan makanan subyek tidak
{erlalu banyak berubah dari minggu ke minggu, karena pihak rumah makan sudsh
menyiapkan makanan untuk dikonsumsi para pekefja sehingga tidak
memungkinkan untuk adanya variasi asupan makanan.

Persentase asupan lemak terhadap asupan energi pada subyek penelitian
tergolong tinggi, karena selama penelitian, subyek tidak diberi konseling gizi
tentang pembatasan asupan makanan terutama yang banyak mengandung lemak.
Konseling gizi secara tidak langsung dapat menjadi faktor perancu (confounding
Jactor) dalam penelitian ini, karena bila dilakukan konseling gizi, maka penurunan
peroksidasi lipid menjadi tidak jelas apakah disebabkan karena pembenan
suplementasi atan konseling gizi. Tetapi, pada akhir penelitian telah dilakukan
konseling pada subyek penelitian mengenai makanan dengan gizi seilbang,

Asupan vitamin C pada penelitian ini meliputi asupan vitamin C yang
berasal dari bahan makanan. Rerata asupan vitamin C awal perlakuan pada
kelompok perlakuan dan kontrol 12,67+1,27 mg/hari dan 13,02+1,17 mg/han.
Berdasarkan pefsentase asupan vitamin C terhadap kebutuhan, pada kelompok
perlakuan sebesar 14,08+1,41% atau tergolong kurang dan kelompok kontrol
sebesar 14,47+1,29%, juga tergolong kurang. Tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna mengenai asupan vitamin C awal perlakvan pada kedua kelompok {p
=0,39). Demikian pula asupan vitamin C akhir perlakuan tidak terdapat perbedaan
yang bermakna (p =0,48) antara kelompok perlaknan (12,07+1,28 ng/hari) dan
kelompok kontrol (12,38+1,35 mg/hari), Berdasarkan persentase asupan vitamin
C terhadap kebutuhan, pada kelompok perlakuan sebesar 13,41+1,42% atau
tergolong ikurang dan kelompok kontrol sebesar 13,75+1,49%, juga tergolong
kurang. Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna mengenai persentase asupan
vitamin C akhir perlakuan pada kedua kelompok Hasil ini Iebih rendah
dibandingkan dengan penelitian Bloomer dkk™ dan Lykkesfeldt™ yéng melihat
asupan vitamin C pada perokok (37+20 mg/hari) dan (76,9436,1 mg/hari).
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Rerata asupan vitamin C tergolong pada penelitian ini tergolong kurang.
Vitamin C umumnya banyak terdepat pada sayur dan buah Hal tersebut sesuai
dengan RISKESDAS 2007, dimana sebagian besar penduduk Indonesia (94,5 %)
kurang mengonsumsi sayur dan bush® Pada penelitian sebelumnya juge
didapatkan data yang menunjiukkan bahwa perokok kurang mengonsumsi sayur
dan buah, dimana merupakan antioksidan yang dapat melindungi dan stres
oksidatif >

Asupan vitamin E pada penelitian ini meliputi asupan vitamin E yang
berasal dari bahan makanan. Rerata asupan vitamin E awal perlakuan pada
kelomipok perlakuan dan kontrol 5,7 (4,1-7) mg/hani dan 5,3 (4,1-6,8) mg/had.
Berdasarkan %tase asupan vitamin E terhadap kebutuhan, pada kelompok
perlakuan sebesar 38,1+6,34% atau tergolong kurang dan kelompok kontrol
sebesar 36,37+5,49%, juga tergolong kurang. Tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna mengenai asupan vitamin E awal perlakuan pada kedua kelompok (p
=0,644). Demikian pula asupan vitamin E akhir perlakuan tidak terdapat
perbedaan yang bermakna (p =0,94) antara kelompok perlakuan 5,5 (4,6-6,4)
mg/hari dan kelompok kontrol 5,6 (4,6-7,6) mg/hari. Berdasarkan persentase
dsupan vitamin E terhadap kebutuhan, pada kelompok perlakuan sebesar
37,61£3,74% atau tergolong kurang dan kelompok kontrol sebesar 38+6,1%, juga
tergolong kurang. Tidak didapatkan perbedaan yang bermakma mengenat
persentase asupan vitamin E akhir perlakuan pada kedua kelompok. Hasil ini
sesuai dengan penelitian Bloomer dkk™ yang melihat asupan vitamin E pada
perokok (4+2 mpg/hari). Kurangnya asupan vitamin E pada subyek penelitian
dimungkinkan karena bahan makanan sumber vitamin E yang baik seperti minyak
kecambah gandum, biji bunga matahari, dan kanola harganya fergolong mahal dan
hanya didapatkan di supermarket besar. Sedangkan kacang-kacangan, biji-bijian,
sayuran dan buah-buzhan sebagai bahan makanan sumber vitamin E yang baik,
dari analisis asupan hanya dikonsumsi dalam jumiah sedikit.

Secara umum hasil penelitian ini memperithatkan bahwa asupan vitamin C
dan vitamin E yang berasal dari bahan makanan sumber pada subyek penelitian
masih tergolong kurang, sehingga untuk mencukupi kebutuhannya diperiukan
suplementasi. Tidak ada perbedaan bermakna asupan vitamin C dan E pada kedua
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kelompok, sehingga dapat dikatakan perubahan kadar MDA pada kelompok
perlakuan dan kontrol semata karena pemberian suplementasi vitamin C dan E.
Data asupan energi, protein, lemak, karbohidrat, vitamin C dan E pada dua
kelompok tidak menunjukkan perbeddan yang bermakna.

5.4. Kadar dan perubahan MDA plasma
Pada penelitian ini didapatkan rerata kadar MDA plasma sebelum intervensi
1,3920,19 nmol/ml. pada kelompok perlakuan dan 1,34+0,09 nmol/ml pada
kelompok kontrol. Tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar MDA plasma
pada awal perlakuan antara dua kelompok. Hasil ini lebih tinggi dibandingkan
penelitian Bloomer dkk’® yaitu 0,919+0,32 nmol/mL. Penelitian Marangon®™
untuk mengetahui kadar MDA plasma pada perokok dan bukan perokok
didapatkan hasil kadar MDA plasma pada bukan perokok sebesar
3,15+0,88 nmol/mL, pada perokok dengan konsumsi <20 batang/hari sebesar
3.3140,99 nmol/mL dan pada perokok dengan >20 batang/hari sebesar
3,39+0,94 nmol/mL {p =0,117). Walaupun hasil tersebut secara statistik tidak
bermakna namun terlihat kadar MDA plasma lebih tinggi pada perokok
dibandingkan bukan perokok. Penelilian Lykkesfeldt” membandingkan kadar
MDA bukan perokok dan perokok, yaitu 0,82+0,18 pmol/L dan 1,06+0,35
umol/L. Didapatkan hasil MDA yang lebih meningkat pada perokok (p =0,0003).
Kadar MDA plasma yang berbeda-beda dapat disebabkan perbedaan
karakteristik demografi subyek penelitian. Selain peaelitian ini, belum ada data
kadar MDA plasma pada perokok kretek filter di Indonesia

Pada akhir perlakuan, rerata kadar MDA plasma sebesar 1,18£0,22
nmol/mL pada kelompok perlakuan dan 1,31%0,13 nmol/mL pada kelompok
kontrol. Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan bermakna rerata kadar MDA
plasma akhir perlakuan (p <0,037). MDA plasma merupakan marker peroksidasi
lipid yang dapat menggambarkan tingkat stres oksidatif, termasuk pada perokok.
Efek sinergis dari vitamin C dan vitamin E dapat berperan menurunkan
peroksidasi lipid.

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Puchaiwatananon dkk pada

perokok yang menunjukkan bahwa pada pembérian kombinasi vitamin C 500 mg
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dan E 500 mg selama empat minggu, menurunkan MDA secara signifikan (dari
1,42+0,09 pmol/L. menjadi 0,91+0,05 nmol/L). Demikian pula dengan penelitian
Hyun dkk", dimana setelah suplementasi vitamin C dan E selama empat minggu
terdapat penurunan kadar MDA plasma lebih besar pada kelompok perokok yang
mendapat kombinasi vitamin C dan E, (dan 3,040,7 pmol/L. menjadi 2,3+0,6
umol/L) dibandingkan kelompok perokok yang mendapatkan suplementasi secara
tunggal.

Beberapa faktor lain yang dapat mempengaruhi kadar MDA plasma adalah
usia, IMT; DM, hiperkolesterolemia, hipertensi, aktivitas fisik. 2 Namun demikian
pada penelitian ini, faktor confounding tersebut telah disingkirkan.
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BAB 6
RINGKASAN, KESIMPULAN, DAN SARAN

6.1. Ringkasan
Penyakit kardiovaskular (PKV) adalah penyebab kematian nomor satu di negara
maju, dan jumlah penderitanya meningkat dengan pesat di negara berkembang,
termasuk Indonesia. Kebiasaan merokok merupakan salah satu faktor risiko
penting PKV. Peningkatan konsumsi rokok akan meningkatkan jumlah radikal
bebas dan hal ini dapat dapat memicu peningkatan percksidasi lipid yang akan
menghasilkan berbagai macam produk, salah satunya adalah malondialdehid
(MDA). Akibat peroksidasi lipid, fraksi LDL menjadi rentan untuk mengalami
oksidasi oleh radikal bebas dan terjadi penurunan jumlah antioksidan endogen
sehinggca LDL lebih mudah ditangkap oleh makrofag. Oksidasi LDL
merupakan awal terbentuknya sel busa (foam cell) yang berubah menjadi alur
lemak {fafty streak), kemudian berkembang membentuk plak aterosklerosis.
Proses peroksidasi lipid dapat dikurangi dengan antioksidan, seperti vitamin
C dan E. Vitamin C bekerja sebagai antioksidan larut air yang dapat menghambat
radikal bebas sebelum radikal tersebut mencapai membran selulet, sedangkan
vitamin E merupakan salah satu antioksidan lipofilik terbanyak di dalam LDL
yang berfungsi melindungi LDL dan peroksidasi lipid dengan berperan sebagai
pemutus rantai percksidasi lipid dan penangkap radikal bebas. Dan suatun
penelitian dibuktikan bahwa dengan pemberian kombinasi suplementasi vitamin C
dan vitamin E pada perokok, temnyata dapat menurunkan kadar MDA plasma.
Penelitian ini merupakan uji klinis paralél, tertutup tunggal dan alokasi acak.
Tujuan. penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian: kombinasi
suplementasi vitamin C dan vitamin E terhadap percksidasi lipid yang dinilai
dengan mengukur kadar MDA plasma sebagai biomarker peroksidasi lipid.
Pengamatan dilakukan pada awal perlakuan dan akhir perlakuan pada dua
kelompok yaitu kelompok yang mendapatkan vitamin C 500 mg dan vitamin E
400 IU serta kelompok yang mendapatkan plasebo selama empat minggu.
Penelitian ini dilakukan mulai bulan Juni 2010 sampai dengan Juli 2010. Subyek
penelitian adalah pekerja laki-laki perokok kretek filter yang bekerja di rumah
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makan, Jakarta Uta':a. Berdasarkan kritéria penelitian, didapatkan sejumlah 40
orang yang rhémenuhi kriteria sebagai subyek penelilian. Setelah didapatkan
subyek penelitian kemudian dibagi menjadi dua kelompok dengan menggunakan
randomisasi blok. Masing-masing kelompok terdiri dari 20 orang, yaitu untuk
kelompok yang rmendapatkan kombinasi vitamin C dan E, serta keiompok yang
mendapatkan plasebo. Pada masa perlakuan terdapat satu orang drop-out dari
kelompok vitamin C dan E, sedangkan dari kelompok plasebo, dua orang drop-
out, hal ini terjadi karena subyek berhenti bekerja dengan alasan pribadi. Jumlah
subyek yang memenuhi kriteria penelitian dan yang mengikuti penelitian secara
lengkap dari kelompok vitamin C dan E 19 orang, dan kelompok plasebo
berjurnlah 18 orang. '

Data penelitian diperoleh melalui wawancara, perneriksaan antropometri
serta pemeriksaan faboratorium MDA plasma Pengumpulan data asupan makanan

menggunakan metode food record 2x24 jam.

Penelitian ini memperoleh hasil sehagai herikut :

1. Hasil data demografi penelitian ini berdasarkan hasil uji statistik, karakteristik
subyek penelitian sebelum perlakuan yang meliputi usia, konsurhsi rokok,
indeks Brinkman, tekanan darah, kadar glukosa puasa, kadar kolesterol total,
tidak berbeda bermakma antara kedua kelompok. Hal tersebut menunjukkan
sebaran subyek pada penelitian ini adalah homogen Rerata usia. subyek
penelitian pada kelompok perlakvan dan kontrol masing-masing adalah 26
(23-35) dan 31,5 (20-35) tehun. Konsumsi rokok pada kelompok perlakuan
dan kontrol yaitu 12 (10-18) dan 12 (9-18) batang/hari, pada subyek penelilian
ini indeks Brinkman termasuk kategori ringan sampai sedang. Indeks
Brinkman pada kelompok perlakuan dan kontrol yaitu 184,05+51,06 dan
205,33+45,95, dimana tidak terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya
(p =0,271). Tekanan darah pada kedia kelompok sama, dimana tekanan darah
sistolik 120 (110-120) mmHg dengan p =0,899 dan tekanan darah diastolik 80
(70-80) mmHg dengan p =0,26, dimana tidak terdapat perbedaan bermakna
diantara keduanya Kadar glukosa darah puasa pada kelompok perlakuan
100,5 (96-106) mg/dl dan kontrol adalah 100,5 (94-110) mg/di dengan p
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=(,848, dimana tidak terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya. Kadar
kolesterol total pada kelompok perlakuan 147,25+503 mg/dl dan kontrol
149,524,06'mg/dl dengan p =0,187.

2. IMT sebelum perlakuan pada kedua kelompok tidak berbeda bermakma (p
>0,05). Pesca perlakuan Hari ke 29, IMT subyek penelitian pada kedua
kelompok tidak berbeda bermakna (p >0,05). Pada uji statistik IMT H-8 dan H
29 kelompok perlakuan dan kontrol, tidak terdapat peningkatan yang
bermakna (p >0,05).

3. Berdasarkan persentase asupan energi terhadap kebutuhan energi total (KET),
pada kelompok perlakuan sebesar 106,86+7,12% dan kelompok kontrol
sebesar 110+5,99%. Persentase asupan protein terhadap asupan energi, pada
kelompok perlakuan sebesar 14 (12-16)% kelompok kontrol sebesar 13 (12-
[5)%. Persentase asupan karbohidrat terhadap asupan energi, pada kelompok
perlakuan sebesar 53 (45-63)% atau dan kelompok kontrol sebesar 52,5 (42-
61)%. Persentase asupan energi, protein, karbohidrat pada kedua kelompok
tergolong cukup. Rerata persentase asupan lemak terhadap asupan energi
kedua kelompok masing-masing tergolong lebih. Persentase asupan lemak
terhadap asupan energi, pada kelompok perlakuan sebesar 32,1644.51% dan
kelompok kontrol sebesar 34,22+568%. Asupan vitamin C dan E kedua
kelompok pada awal dan akhir perlakuan tergolong kurang. Berdasarkan
persentase asupan vitamin 'C terhadap kebutuhan, pada kelompok perlakuan
sebesar 13,41+1,42% dan kelompok kontrol sebesar 13,75%1,49%, sedangkan
vitamini E pada kelompok perlakuan sebesar 37,61%3,74% dan kelompok
kontrol sebesar 38+6,1%. Tidak terdapat perbedaan bermakna antara rerata
asupan energi, protein, lemak, karbohidrat, vitamin C -dan E antara kedua
kelompok.

4. Kadar MDA plasma kelompok perlakuan dan kelompok kontrol sebelum
periakuan masing-masing adalah 1,3940,19 nmol/mL dan 1,3430,09
nmol/mL. Tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar MDA plasma pada
awal perlakuan antara dua kelompok. Pada akhir perlakuan, rerata kadar MDA
plasma sebesar 1,18+0,22 umol/mL pada kelompok perlakuan dan 1,31+0,13
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nmol/mL pada kelompok konirol. Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan
bermakna rerata kadar MDA plasma akhir perlakuan (p <0,037).

6.2. Kesimpulan
Pada penelitian pengaruh suplementasi vitamin C dan E terhadap kadar MDA

plasma pada perokok kretek filter, dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut :

1.

Rerata usia subyek penelitian pada kelompok perlakuan dan kontrol masing-
masing adalah 26 (23-35) dan 31,5 (20-35) tahun Semua subyek befems
kelamin laki-laki, dengan rata-rata konsumsi rokok 9-18 batang/hari, dimana
indeks Brinkman pada subyek ini termasuk kategori ringan-sedang. Tekanan
darah, kadar glukosa puasa dan kadar kolesterol total dalam batas normal.

IMT sebelum dan sesudah perlakuan pada kedua kelompok tidak berbeda
bermakna (p >0,05).

Selama perlakuan, asupan energi, protein, karbohidrat subyek penelitian
tergolong cukup, asupan lemak tergoiong lebih, asupan vitamin C dan E
tergolong kurang pada kedua kelompok. Tidak terdapat perbedaan bermakna
antara rerata asupan energi, protein, lemak, Karbohidrat, vitamin C dan E
antara kedua kelompok.

Pada akhir perlakuan, terdapat perbedaan bermakna rerata kadar MDA plasma
antara kelompok perlakuan (1,18+0,22 nmol/mL}) dan pada kelompok kontrol
(1,31+0,13 nmol/rL) dengan p <0,037.

63, Saran

1. Perlu dilakukan penelitian serupa dengan pemeriksaan kadar vitamin C dan
vitamin E plasma supaya efektivitas suplementasi vitamin C dan vitamin E
yang diberikan secara oral dapat diketahui

2. Pada subyek penelitian ini, perlu diberikan konseling gizi pada perokok
tentang makanan dengan gizi seimbang dan perlunya meningkatkan
konsumsi sayuran dan buah-buahan untuk mendapatkan manfaat vitamin C
dan vitamin E dari bahan makanan sumber.
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3. Suplementasi oral vitamin C 500 mg/han dan E 400 IU/hari dapat
direkomendasikan bagi para perokok kretek filter, dalam rangka
menurunkan stres oksidatif sehingga diharapkan ristko PKV menurun
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SUMMARY, CONCLUSIONS AND SUGGESTIONS
Summary

Cardiovascular disease is major causes of death in developed countries and the
number of patient keep increasing from year {o year, including in Indonesia.
Cigarettes smoke is one of the avoidable causes for diseases such as
cardiovascular disease. Long term smoking will increase the free radical and it
lead td lipid peroxidation, such as malondialdehyde (MDA). Because of the
lipid peroxidation, LDL fraction will oxidized by free radicals and
decreasing endogenous antioxidant, once LDL modified it can easily
taken up by macrophages. LDL which is modified will activates the foam
cells, fatty strezk present and leads to plaque of atherosclerosis. The lipid
peroxadation can be inhibited by antioxidant, such as vitamin C and E. Ascorbic
acid is the most abundant and effective water soluble antioxidant in human
plasma, which can scavenge frec radicals, while vitamin E is a lipophilic chain
breaking antioxidant in LDL that protecting LDL from oxidation by prevents lipid
peroxidation and scavenge free radicals. In vivo investigations have consistently
demonstrated that combination of vitamin C and E in smokers can decrease
malondialdehyde plasma.

This study was a parallel clinical, closed, single and random allocdtion
trial. This study was to investigate the effect of vitamin C and E on lipid
peroxidation, by measuring the MDA plasma as a biomarker of lipid peroxidation.
Observations was made before and after study, comparing the inteﬁmﬁon group
with vitamin C 500 mg and vitamin E 400 IU (P), and control group with placebo
only (K) during 4 weeks. This research was conducted from June 2010 until July
2010. Subjects were male, whom smoke clove cigarettes and work in restaurant,
in North Jakarta Based on research criterias fullfillmerit, 40 patients are available
and agreed in the research informed consent. Subjects then allocated by block
randomizations, and divided into 20 subjects as the intervention group while 20
others as control group. Duning the study, one person from the intervention group
and two persori from the control group were dropped out. During 4 weeks

evaluation, 19 person from the intervention group and 18 person from control
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group have succeed the research procedure completely. Data collected by
interviews, anthropometric examination, measured blood pressure, laboratory
examination, plasma MDA. The dietary habits of egch participants using 2x24
hours food record.

Results :

1. Demographic data results based on statistics; characteristics subjects before
intervention were age, cigarettes consumption, Brinkman index, blood pressure,
blood glucose, total cholesterol, nutritional status and consumption have no
significant differences. This describes same proportions between two groups. The
median age of research subjects were 26 (23-35) years old in the intervention
group and 31,5 (20-35) years old in control group. Cigarettes consumption in the
intervention and control group were 12 (10-18) and 12 (9-18) cigarettes/day,
while Brinkman index is mild to moderate. Brinkman indeks in the intervention
and control group were 184,05+51,06 and 205,33+45,95, there were no significant
differences in both groups (p =0,271). Blood pressure in both groups were same,
systolic blood pressure were 120 (110-120) mmHg, p =(),899 and diastolic blood
pressure were 80 (70-80) mmHg, p =0,26, there were no significant differences-in
both groups. Blood glucose in the intervention group were 100,5 (96-106) mg/dL
and control group were 100,5 (94-110) mg/dL, p =0,848. Total cholesterol in the
intervention group were 147,25:5,03 mg/dL and contral group were 149,514,06
mg/dL, p =0,187.

2. IMT before and after intervention in both groups showed no significant
differences (p >0,05). In statistics, IMT on H-8 and H29 also showed no
significant differences (p >0,05).

3. During intervention, intake percentage energy, proteins, and carbohydrate
intake were adequate in both groups. The percentage intake of fat in both groups
were tends to be excess. Before and after intervention, vitamin C and E in those
two groups were tends to be inadequate.

4, Initiai, MDA plasma in the intervention and control group were 1,390,19
rnmol/mL and 1,34:0,09 nmol/mL. There were no significant differences. After
intervention, the average plasma MDA and control group were 1,18%0,22
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nmol/mL in the intervention and 1,31+0,13 amol/mL in contro} group, p <0,037,
which is signlficant.

6.2. Conclusions

1. The median age of research subjects were 26 (23-35) years old in the
intervention group and 31,5 (20-35) years old in control group. All of the subjects
were male, the average cigarettes consumption in both group were 9-18
cigarettes/day, while Brinkman index was mild to moderate. Blood pressure,
blood glucose and total cholesterol were normal.

2. IMT before and after intervention in both groups showed no significant
differences (p >0,05).

3. Durnng intervention, intake percentage energy, proteins, and carbohydrate
intake were adequate in-both groups. The percentage intake of fat in both groups
were tends to be excess. Before and after intervention, vitamin C and E in those
two groups were tends to be inadequate. Thére were no significant -different
between intake of energy, proteins, fat, carbohydrate, vitamin C and E in both
group.

4, After intervention, the average MDA plasma in the intervention and control
group were 1,18+0,22 nmol/mL and 1,31£0,13 nmol/mL, p <0,037, which is

significant,

6.3. Recommendations

1. Similar studies were needed to obtain vitamin C and E plasma level to directly
evaluate both-supplementation effectiveness which administered orally.

2. Provide nuritional eounselling to this subjects (smokers), explanation about
balanced nutritional foods and consume foods rich in vitamin C and E.

3. Vitamin C 500 mg and E 400 IU/day supplementation which administered
orally can be recommended for clove cigarettes smokers, in order to decreasing

the risk of cardiovascular diseases.
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MANUSCRIPT

EFFECTS OF VITAI\I]N C AND E SUPPLEMENTATION ON PLASMA
MALONDIALDEHYDE IN CLOVE CIGARETTES SMOKERS

Slamat E, Soerjodibroto W, Hakim L

ABSTRACT

Objective. To investigate the effects of vitamin C and E suplementation on
plasmd malondialdehyde in clove cigarettes smokers during four weeks in Jakarta.
Methods. This is a parallel randomized single-blind clinical study between
interventional group with vitamin C and E supplementation (P) and control group
with has placebo (K). Fourty clove cigarettes smokers in Restaurant, Jakarta had
fulfilled the criteria and recruited in the research. Subjects were allocated by block
randomization into intervention and control group. Intervention group treated with
vitamin C 500 mg and vitamin E 400 IU daily for 4 weeks, while control group
treated with placebo. Data collection includes demographic characteristic (age,
smoking habits, Brinkman index, blood pressure, blood glucose, total cholesterol),
body mass index (BMI), daily nutrient analysis, plasma malondialdehyde.
Statistical analysis using unpaired t-test or Mdann Whitney test with significant
level at p <0,05. Results. Demographic characteristic (age, smoking habits,
Brinkman index, blood pressure, blood glucose, total cholesterol), body mass
index (BMI), daily nutrient analysis, plasma malondialdehyde between both
groups were homogen. Initial, plasma MDA in the intervention group and control
group were 1,3940,19 vs 1,34+0,09 nmol/mL. At the end, plasma MDA were
1,18+0,22 in the intervention group and 1,31+0,13 nmol/mL in control group (p
<0,037).Conclusion. After supplementation of vitamin C 500 mg/day and vitamin
E 400 IU/day during 4 weeks, showed significantly differences average of MDA
plasma level between two groups. Key Words. Vitamin C, vitamin E, antioxidant,
malondialdehyde plasma, clove cigarettes smokers.

INTRODUCTION

Smoking has been long associated with an mcreased risk of developing
cardiovascular disease including atherosclerosis,’ Cigarettes 'smoke contains
numerous compounds emitted as gases and condensed tar particles, many of them
betng oxidants and pro-pxidants, capable of producing free radicals, thus
enchancirig lipid peroxidation and the generation of malondialdehyde (MDA).? In
normal healttly humarn, the free radicals formed are queriched and removed by
antioxidant defence mechanisms, but in smokers this removal of free radical is
disturbed bécause of depletion of antioxidant nutriens by smoké and this, results
in oxidative stress.>® Lipid peroxidation is autocatalytic process which is a
common consequence of cell death, Polyunsaturated fatty acids of the membrane
are peroxidized by free radical mediated reactions. MDA is one of the end-
products in the lipid peroxidation process.’

Smokers have 15-20% lower concentrations of ascorbate than do ron
smokers and possibly tocopherols have a high turnover in smokers. Antioxidants
like vitamin C and E prevent free radicals from c¢ausing peroxidation of
unsaturated fatty acids by reacting with free radicals. As a consequence, they take
important roles in protecting the human body from the oxidative stress and
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recovering the damaged cells and tissues. Ascorbic acid is the most abundant and
effective water soluble antioxidant in human piasma, which can scdvénges free
radicals, while vitamin E is a lipophilic chain breaking antioxidant in LDL that
protecting I.DL from oxidation by prevents lipid peroxidase and scavenge free
radicals. In vivo investigations have consistently demonstrated that combination
of vitamin C and E in smokers can decrease malondialdehyde.®

This study was a parallel clinical, closed, single and random allocation
trial. This study was to investigate the effect of vitamin C ard E on lipid
peroxidation, by measuring the MDA plasma as a biomarker of lipid peroxidation.

METHODS

Subjects

This research designed as parallel clinical study that compares the experimental
group with vitamin C 500 mg/day and vitamin E 400 IU/day with control group
with placebo during four weeks. Subjects were healthy male, 20-35 years old,
normal body mass index, whom smoke clove cigarettes and work in restaurant, in
North Jakarta, consume clove cigarettes <600 cigarettes (based on index
Brinkman). Patients with hypertension, hypercholesterolemia, diabetes mellitus
and who consume antioxidant are not included in this research .

Based on research criterias fullfillmént, 40 patients are available and
agreed in the research informed consent. Subjects then allocated by block
randomizations, and divided into 20 subjects as the intervention group while 20
others as control group. During the study, one person form the intervention group
and two person from the control group were dropped out. Dugng four weeks
evaluation, 19 person from the intervention group and 18 person from control
group have succeed the research procedure completely. This research has been
approved by ethical committee in Faculty of Medicine University of Indonesia.

Study measurcments
Data was obtained from interview consists-of age, cigarettes consumption, index
Brinkman, blood pressure measurement, laboratory examination (blood glucose,
total cholesterol). Moreover, antropometric measurement has been done to gbtain
body weight, body height, and body mass index. Documenting intakes of energy,
protein, fat, carbohydrate, antioxidant (consists of vitamin C and vitamin E) has
also been done during intervention by using 2x24 hours food record and analyzed
by Nutrisurvey 2007.

Laboratory examinations were using venous bldod (3 mL) to examine
MDA plasma level as oxidative stress parameter. Blood has been collected in the
morning before and after interventions. MDA plasma examinations were using
Spectrophotometer in Prodia laboratory.

Statistical Analyses

Data was analyzed by Statistical Package for Social Science (SPSS) version 11.5
program. Data normality was analyzed by using Shapiro Wilk test. Comparisoh
analyses between two groups results by usirg unpaired t-test or Mann-Whitney
test with significance limit at p <0,05. Correlation test was using Pearson test.
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RESULTS

The mean age of research subjects were 26 (23-35) years old in the intervention
group and 31,5 (20-35) years old in control group. Cigarettes consumption in the
intervention and control group were 12 (10-18) and 12 (9-18) cigerettes/day,
while Brinkman iridex was mild to moderate. Brinkman indeks in the intervention
and control group were 184,05t51,06 and 205,33245,95. Blood pressure in both
groups were same, systolic blood pressure were 120 (110-120) mmHg, p =0,899
and diastolic blood pressure were 80 (70-80) mmHg, p =0,26, there were no
significant differences in both groups. Blood glucose in the intervention group
were 100,5 (96-106) mg/dL and control group were 100,5 (94-110) mg/dL, p
=0,848. Total cholesterol in the intervention group were 147,25+5,03 mg/dL and
control group were 149,5£4,06 mg/dL, p =0,187. All subjects consumed energy
achieved the recommended diet with an average of 107,40+7,29% in the
intervention group and 110,78%5,40% in control group. The average intake of -
protein was adequate between two groups with intake percentage are 15 (13-17)%
in the intervention group and 15 (12-17)% in control group. While the average fat
consumption was terids to be éxcess with 37,7:5,02% in the intervention group
and 39,50+£5,45% in control group. The average intake of carbohydrate was
adequate between two groups with intake percentage are 47 (39-57)% in the
intervention group and 52,5 (42-61)% in control group, There were no significant
differences in energy, protein, fat, carbohydrate, vitdimin C and E intake during
interventions between two groups. Pre-intervention database showed no
significant characteristic differences between two groups. That may concluded
these two groups were similar. (Table 1)

Table 1. Baseline characteristic betwveen intervenlion and control group consists of ape, cigarettes
consumption, Brinkman index, blood pressure, blood glucose, total cholesterol, body
mass index, nutritional intake during intervention, pre-intervention MDA level.

Variable Intervention group (n=19)  Controlgroup (n=18) P
Age (years) 26 (23-35)" 31,5 (20-35)° 0,784%™
Cigarettes consumplion 12 (10-18)° 12 (9-18)° 0,962%™
(cigarettes/day)
Brinkman index 184,05 + 51,06° 205,33+45,95° 0,271%"
Systolic blood pressure (mmHg) 120 (110-120)° 120 (110-120)° 0,899+
Diastolic blood pressure (mmHg) 80 (70-80)° 80 (70-80)° 0,26%™
Blood glucose (mg/dL) 100,5-(94-106)" 100,5 (94-110)° 0,848%™
Total cholésterol (mg/dL) 147,25+5,03° 149,5+4,06° 0,187
Body Mass Index (kg/m°) 20,43+ 0,83 20,13+ 1,09° 0,346%
KET (kkal) 192411+ 120,90" 1885,94+ 85,24° 0,273*"
Energy Intake (kkal) 2064,87+ 172,31° 2089,71+ 146,31° 0,639%
% intake towards KET 107,40 +7,29° 110,78+ 5,40" 0,118+
Protein intake (g) 76,82+ 9,20 77,79+ 7,86 " 0,073%"
% inlake towards necds 15 (13-17)®° 15(12-17)° 0,866*™
Fat intake (g) 88,39+ 11,80° 95,34+ 15,04 0,129%"
% inlake towards necds 37,37+ 5,02° 39,50+ 5,45° 0,225
Carbohydrate intake (g) 247,23+ 37,63 239,06+ 33,98° 0,492+
% intake towards needs 47(39-57)" 44 (36-55)° 0,475
Vitamin C intake (mg) 12,67 1,27 13,02+ 1,17 0,39*"
Vilamin E intake (mg) 57@,1-0° 53 (4,1-6,8)° 0,644%™
Pre-intervention plasma MDA 1,39+ 0,19° 1,34+ 0,09 0,342%
(nmol/mL)

* = n (%),* = not significanl, ** = significant
" = unpaired t test, ™ = Mann Whitney test; * = mean + SD, ® = median (minimum-maximum)
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IMT before and after intervention in both groups showed no significant
differences (p >0,05). In statistics, IMT on H-8 and H29 also showed no
significant differences (p >0,05).

Table 2. Nutritional status based on body mass index H-8 and H 29 during intervention in in

intervention and control group.

Variable Intervention group Control group s
(n=19) ‘ {n=18)
Body mass index
(kg/m’)
H-8 20,43+ 0,83 20,13+ 1,09 0,346*
H29 20,4310,84 20,13+ 1,03 0,344
pf 0,497+ 0, 963*

p~ : unpaired t test H 29 between intervention and control gropp
p# : paired t test H-8 and H29 between intervemion and c¢ontrol group
p = significant (p <0,05), * = not significant, ** = significant

During intervention, intake percentage energy, proteins, and carbohydrate
intake were adequate in both groups. The percentage intake of fat in both groups
were tends to be excess. Before and after intervention, vitamin C and E in those
two groups were tends to be inadequate.

Table 3. Energy, protein, fal, cartbohydrates, vitamin C and E inldkes during intervention in
intervention and control group.

Intervention group (n=19) Control group  (n=18)

pre post Pre post P
Variable
KET 1937,10 1926.42 1867,79 11869,57 0,33%™
(Kkal/day) (1693,90-2123.49)° | (1693,9-2128,49)° | (1715,74-2005,90)° | (1715,74-1988,09)°
Encrgy intake | 2064,87+ 172,31 2048,25+112,97 2089,71+ 146,31 2073+ 118,13 0,52*¢
(Kkal)
%iniake 107,40 +7,29" 106,8627,12" 110,78+ 5,40° 110£5.99"° 0,15*"
towards KET )
Protein intake | 76,82+ 9,20" 70,484 6,38 77,79%7,86° 68,91+ 495" 0,41%"
(g) :
"/%int_akc 15 (1317 14 (12-16)° 15(12-17)° 13(12- 15)° 0,18%™
towards needs
Fat intake (g) | 88,39+ 11,80° 76,08+ 10,81° 95 34+ 15,04 | 81,69+ 14,88" 0,20%"
% intake 37,37+ 5,020 32,16+ 4,51° 39,50+ 5,45 34,22+ 5,68° 0,23*"
towards needs : |
Carbohydrate [ 241,3 281,1 2372 279,15 0,54%™
intake (g). (173,60-313,20)° {202,6-325,9)" (173,60- 309,2)° (202,6- 311,7)°
%intake 47 (39-57)° 53 (45-53)° 44 (36-35)° 52,5(42-61)° 0,48%™
towards needs
Vitamin C 12,67+ 1,27 12,074 1,28 13,02+ 1,17 12,38+ 1,35° 0,48%"
intake (mg)
%intake 14,081,41° 13,41 1,42° 14,47+ 1,29° 13,751 49" 0,48%"
towards needs
Vitamin E 57(@,1-7° 3,5 (4,6-6,4)° 5,3 (4,1-6,8)° 5,6 (4,6-7.6)° 0,94%™
intake (mg)
Y%intake 38,146,34" 37,61+£3,74° 36,3745 49" 38 16,1° 0,79*"
towards needs

* = not significant, ** = significant, * = unpaired f test, ™" = Mann Whitney test;

4

® = mean + SD, ® = median (minimum-maximum)
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Initial, plasma MDA in the intervention and control group were 1,39+0,19
nmol/mL and 1,34+0,09 nmol/mL. There were no significant differences. After 4
weeks intervention, the average MDA plasma were 1,18+0,22 nmol/mL in the
intervention and 1,31%0,13 nmol/mL in contro! group, p <0,037, which is
sighificant. (Table 4.)

Table 4. Mean and statistic test of MDA plasma level of subjects in the intervention and control

group.
Variable Inlervention Placcbo P
_ (n=19) (n=18)
MDA plasma (nmol/mL)
Pre-intervention 1,39+ 0,19 1,34+ 0,09 0,342+
Post-intervention 1,18£0,22 1,31+0,13 <0,037**"

* = ot significant, ** = significant, * = unpaired t test, ™ = Mann Whitney test;

DISCUSSION

This research has limits in not examining the vitamin C and E plasma levels. Both
examinations may be requiréd to evaluate if vitamin C and E administration are
followed by its increasing level in plasma. Nutrition intake evaluation with food
record in this study doesn’t followed by weighing food substances. This was
because the field situation is impossible to accomplish this weighing. So the
evaluation of intake has done by counting food quantities which has been
provided detracted with remaining food observed.

Variables which may be confounding factors in this research were
hypertension, hypercholesterolemia, diabetes mellitus, history og antioxidant
supplementation during intervention. So those variables limited by research
criteria. Other factors which may be considered as confounding, were cumulative
of risk factors, nutritional state, and nutritional intake (consists of energy, protein,
fat, carbohydrate and antioxidant) during intervention. But after statistical
analyzes, there were no significant differences between two groups regarding on
those factors. So then we might say the two groups were similar and the results
which obtained were purely because of the intervention.

Subjects has niedian age 26 (23-35) years old in the intervention group
and 31,5 (20-35) years old in control group. This median of age was closed to
Marangon’ and Lykkesfeldt®, average aged of smokers were between 22-35 years
old. RISKESDAS 2007°, where as the prevalency of smokers around 15-54 yéars
old. All of the subjects were male. This could he related by smoking habits which
has the most prominent in male. Blood pressure, blood glucose and total
c¢holestero! were normal.

Based on intakes of energy, protein, fat, carbohydrate percentage towards
needs, we conclude energy, protein, carbohydrate intake was adequate, and fat
was excessive in bothi infervention and control group. This results closed to
Bloomer'® that reported the smokers have adequate intake of energy, protein,
carbohydrate, and high fat intake. In both groups vitamin C and E consumption
were below the recommended intake. This mean of vitamin C consumption was
lower than previous reports Bloomer', vitamin C intake was 37+20 mg/day and
vitamin E 442 mg/day. In RISKESDAS 2007, 94,5 % Indonesian citizen have a
low dietary intake of fruit and vegetables, and it has been associated with an
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increased risk of developing chronic diseases such as cancer and
atherosclerosis.”! 12

Initial, plasma MDA in the intervention and control group were 1,39+0,19
nmol/mL and 1,34+0,09 nmol/mL. There were no significant differences. After
intervention, the average MDA plasma were 1,1840,22 nmol/mL in the
intervention and 1,31+0,13 nmol/mL in contro] group , p <0,037, which is
significant. Lykkesfeldt'> showed comparison of MDA plasma between smokers
and non smokers are 0,82+0,18 umol/L and 1,06+0,35 pmol/L. This
comparison shows that smokers have higher oxidative stress level than non
smokers (p =0,0003).

There were no previous MDA plasma levél data in clove cigarettes
smokers in Indonesia. MDA plasma was marker of lipid peroxidase which may
describe oxidative stress level in smokers.” This study evidénced of vitamin C and
E administration was significantly causing decrease of lipid peroxidation which
marked by MDA plasma level. Puchaiwatananon'® showed combination vitamin
C 500 mg and E 500 mg during four weeks can decrease MDA significantly from
1,4220,09 pmol/L to 0,914+0,05 pmobL. Hyun' reported that combination of
vitamin C 500 mg and- E 400 IU in smokers gives better results, than
supplementation either vitamin C or vitamin E alone. The supplementation of
vitamin C and E might decreaseé the oxidative stress and various risk factors of
smoking related diseases.

As conclusions, combination of vitamin C 500 mg and vitamin E 400 IU
compared with placebo on plasma malondialdehyde in clove cigarettes smokers
during 4 weeks showed significant differences averages of plasma
malondialdehyde. So, smokers are advised to cbnsume supplementation of
vitamin C 500 mg and vitamin E 400 IU, in order to decrease the oxidative stress
and risk of cardiovascular disease.
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Panitia Tetap Penilai Etik Penelitian, Fakuitas Kedolderan Universitas indonesia datam
upaya melindungi hak esasi dan kesajphtersan subyek perelitian kedokteran, iebh
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Lampiran 2

Formulir A kode subyek : ..........
Formulir Seleksi
Nama : No.telepon

Tgl.lahir : Alamat

Kriteria penerimaan

Ya

" Tidak

1. Usia 20-35 tahun

2. TMT 18,5-22,9 kg/m?

3. Merckok <600 batang/tahun

4, Jenis rokok yang dikonsumsi adalah kretek filter

5. Bersedia mengikuti penelitian dan menandatangani

formulir persetyjuan

Kriteria penolakan

1. Mengonsumsi obat yang mempengaruhi metabolisme
lipid

2. Menderita penyakit darah tinggi yang ditentukan dengan
anamnesis dan pemeriksaan tekanan darah >140/90
mmhg;

3. Memiliki kadar GDP >126 mg/ dL

4. Memiliki kadar kolesterol total >240 mg/ dL

Késimpulén  terpilih / tidak terpilih sebagai subyek penelitian

Pengaruh suplementasi..., Emilia Slamat, FKM Ul, 2010
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Formulir Bl
Lembar Informasi Penelitian
Y'th. Bapak/Saudara
Dengan ini kami jelaskan bahwa akan diadakan penelitian pada Bapak/Saudara untuk mengetahui
pengaruh pemberian suplementasi oral vitamin C dan E terhadap radikal bebas pada perokok kretek
filter. Apabila Bapak/ Saudara bersedia mengikuti penelitian ini. Maka akan dilakukan :
1. Wawancara mengenai usia, dan riwayat penyakit yang pernah dan sedang diderita oleh
subyek penelitian.
2. Pencatatdn jenis dan jumlah makanan serta minuman yang terakhir dikonsumsi selama dua
hari berturut-turut (satu hari kerja dan satu hari libur) pada awal dan akhir perlakuan.
3. Pengukuran tinggi badan dan berat badan pada awal dan akhir penelitian.
4. Diberikan kapsul vitamin C dan E masing-masing diminum sebutir sehari selama empat
minggu
5. Pengambilan darah sebanyak +5 ml atau satu sendok teh untuk mengetahui kadar MDA
yang merupakan salah satu petunjuk jumlah radikal bebas pada satu hari sebelum penelitian
dan akhir penelitian.

Akibat pengambilan darah, mungkin Bapak/Saudara akan merasakan sedikit
ketidaknyamanan atau $akit, namun hal ini akan diminimalkan dengan pengambilan darah oleh
tenaga terlatih dan menggunakan jarum suntik yang kecil.

Keuntungan bagi Bapak/Saudara apabila mengikuti penelitian ini adalah dapat mengetahui
status gizi, kadar malondialdehida dalam tubuh dan pengaruh pemberian vitamin C dan E terhadap
radikal bebas.

Keikutsertaan Bapak/Saudara dalam penelitian ini bersifat sukarela dan Bapak/Saudara dapat
menolak atau mengundurkan diri selama proses penelitian berlangsung. Semua data dalam
penelitian ini bersifat rahasia

Apabila Bapak/Saudara bersedia ikut dalam penelitian ini, maka kami akan memohon
kesediaanya untuk dapat menandatangani surat pesetujuan menjadi peserta penelitian:

PENGARUH SUPLEMENTASI ORAL VITAMIN C DAN E TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHIDA PLASMA PEROKOK KRETEK FILTER DI JAKARTA

Universitas Indonesia
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Hal-hal yang belum jelas dalam penelitian ini dapat ditanyakan secara Jangsung atau melalui
telepon pada penanggung jawab penelitian yaitu dr. Emilia. Siamat (0818 799 348).
Atas kesediaan Bapak/Saudara, kami ucapkan terima kasih.

Universitas indonesia
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Formulir B2
LEMBAR PERSETUJUAN
(Informed Consent)

PROGRAM STUDI ILMU GIZI KLINIK
PROGRAM PENDIDIKAN PASCASARJANA
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS INDONESIA

SURAT PERSETUJUAN MENJADI PESERTA PENELITIAN
Saya yang bertanda tangan di bawah ini :
Nama lengkap
Usia
Alamat lengkap
Setelah mendengar dan membaca penjelasan mengenai tujuan dan manfaat penelitian tersebut
dengan judul
PENGARUH SUPLEMENTASI ORAL VITAMIN C DAN E TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHIDA PLASMA PADA PEROKOK KRETEK FILTER DI JAKARTA

Menyatakan dengan siikarela menyetujui diikutseriakan dalam penelitian tersebut dengan catatan

bila sewaktu-waktu dirugikan dalam bentuk apapun berhak membatalkan persetujuan ini.

Jakarta, ... ...l 2010
Mengetahui Menyetujui
Penanggung jawab Peserta penelitian
(dr. Emilia. Slamat) AWy, EETT )
Saksi
(... )

Universitas Indonesia
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Fommulir C
IDENTITAS SUBYEK

Tanggal pemeriksaan :

No. Kode Subyek

BIODATA

1. Nama lengkap

2. Tempat tanggal lahir

3. Usia

- Berat badan

. Tinggi badan

. Alamat lengkap

. No. telepon

. Kebiasaan merokok sejak umur

D 00 -] v

. Rokok yang dikonsumsi {merk)

10. Jumlah rokok yang dikonsumsi per hari : (batang)

11. Apakah saudara mengkonsumsi suplemen vitamin C dan E y (ya/ tidak)

12. Jika iya, sudah berapa lama meminumya : (berapa kali dalam seminggu)

Pemeriksaan :
1. Tekanan darah
2. Kolestrol total
3: Gula Darah Puasa

Universitas Indonesia
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Lampiran 3
Formulir D
LEMBAR CATATAN ASUPAN MAKANAN

Tanggal pemeriksaan :
Nama subyek
No. kode subyek

| Waktu Nama makanan | Bahan makanan URT Keterangan
(jam) : : URT: ukuran

rumah tangga

Universitas Indonesia
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Lampiran 4
Formulir E

Nama
Usia
Kode subyek :

PEMERIKSAAN ANTROPOMETRI

H-8

[}

Pengukuran Ke 1

Ke2

Mean

Kel

- Ke2

Mean

Berat badan (cm)
Tinggi badan (kg)
IMT (kg/m®)

Pemeriksa

Tanggal periksa
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Lampiran 5
Formulir F
HASIL PEMERIKSAAN LABORATORIUM

Nama

Usia
Kode subyek

Kadar MDA plasma

Jenis pemeﬁksaan | ‘ H-1 H29

MDA (nmol/ml)

Universitas Indonesia
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Lampiran 6

Fomulir G

Nama
Usia

Kocie subyek

DATA KEPATUHAN

Minggu

Tablet 1

Tablet 2

Diberikan

Sisa

Dikonsumsi

Diberikan

Sisa

Dikonsumsi

£l W Mo
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Lampiran 7

Malondialdehida
BIOXYTECH ® MDA-586™
Metode : Spektrofotometri MDA-586

Prinsip:

Metode MDA-586 didasarkan pada reaksi reagen N-metil-2-phenylindole (R1, NMPI), dengan
MDA pada temperatur 45°C. Satu molekul MDA bereaksi dengan 2 molekul NMPI untuk
menghasilkan pewarna carbocyanine stabil.

Reagen dan alat:
* Pereaksi R1 [N-metil-2-phenylindole, dalam asetonitril}
» Pereaksi R2 [Konsentrat] asam klorida
« BHT [(hydroxytoluene butylated) dalam asetonitril
+ MDA Standar [1.1.3.3-tetramethoxypropane (TMOP) dalam Tris-HCl}
Probucol dalam metanot
Methano!
Spektrofotometer
Spektrofotometri cuvettes dengan panjang lintasan 1 cm optik (kaca, kuarsa, atau polistiren)
»  Water bath atay set panas biok untuk mengontrol suhu di 45 & 1°C
¢ Tabung sekali pakai dan sumbat (kaca atau polypropylene)
» Migrocentrifuge

»
»
-
L d

Prosedur:;

Persiapan reagen

Pengenceran larutan RI untuk digunakan dalam uji tersebut. Tambahkan satu volume (6 mL})
metanol 100% untuk tiga volume (18 mL) reagen R1.

TMOP (MPDA) Standar _
Suatu set MDA Standar disediakan sebagai tetramethoxypropane (TMOP) karena MDA tidak stabil.
TMOP adalah hidrolisat selama langkah asam inkubasi pada 45°C, yang akan menghasilkan MDA,

Cara Kerja

Tambahkan 10 mL probucol untuk setiap-tabung uji.

Tambahkan 200 pL sampel atau standar untuk masing-masing tabung uji.
Tambahkan 640 pl. dari reagen R1 terdilusi menjadi masing-masing tabung,
Masing-masing tabung campur dengan vortex.

Tambahkan 150 uL. R2. _

Sumbat masing-masing tabung dan campur dengan baik dengan vortex.
Inkubasi pada temperature 45°C selama 60 menit.

Sentrifugasi -sampel keruh (misalnya, 10.000 g X selama 10 menit) untuk mendapatkan
supernatan yang jernih.

9. Pindah supernatan yang jelas ke dalam cuvette.

10. Ukur absorbansi pada 586 nm.

R e

Universitas Indonesia
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Perhitungan:
1. Menggunakan data standar, melakukan regresi linier A586 pada [MDA]:

Asgs = a[MDA’] +b

2. Hitung konsentrasi analit dalam sampel:

[MDA]
Asss

a

b

df

[thA] =A§ﬁ—b o df

a
= Konsentrasi MDA dalam sampel
= Absorbansi pada 586 nm sampel
= koefisien régresi (kemiringan)
= Intercept [penangkap/ penahan]
= Contoh faktor pengenceran

Contoh kurva standar

0.5 - MDA Standard Curve
0.4 4
0.3 -
0.2 -
0.1 - y = 0.1200x + 0.0038
R’ = 0.9994
o . N .
0 1 2 3 4
[MDA] uM
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Lampiran 8

PROSEDUR RANDOMISASI BLOK

Kelompok perlakuan : A
Kelompok kontrol :B
Besar blok 14

1.

W

“oa

Jumlah kemungkinan kombinasi daftar blok

4 = 4x3x2x1 = 6
(4/21) (4/21) 2xD2x1)
AABB 00-16 BBAA 51-67
ABAB 17-33 BABA 68-84
ABBA 34-50 BAAB 85-99

Dengan mata tertutup secara acak ditunjuk satu titik pada tabel angka random.

Didapatkan angka 38 sebagai nomor perfama, kemudian dicatat nomor bilangan mujai dan
tempat yang ditunjuk diteruskan ke bilangan berikut di bagian bawahnya.

Diperlukan 10 blok untuk keperluan 40 orang.

Kemudian ganti nomor bilangan tersebut sesuai letak nomor tersebut di dalam kombinasi
daftar blok seperti di bawah ini.

(38) (39) (25) (33) (32)
ABBA BBAA ABAB ABAB  ABAB
(10) (36) (82) (55) (36)
AABB ABBA BABA BBAA ABBA

Nama subyek penelitian dimasukkan ke dalam amplop yang telah diberi nomor, kemudian
disusun sekuens tersebut sesuai dengan nomor amplop. Selanjutnya ditentukan kelompok
masing-masing dengan membuka amplop.

No. Amplop No. Amplop No. Amplop
1. A 16 B 31 B
2, B 17. A 32. A
3. B iR 'B 33. B
4, A 19, A 34 B
Sl B 20 "nEaligeed,, A
6. B 21. A 36. A
7. A 278 P A
8. A 23. B 3. B
9. A 24. B 39. B
10. B 25. A 40. A
11. A 26. B
12. B 27. B
13. A 28. A
i4. B 2. B
15. A 30. A

Universitas Indomesia
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Lampiran 9
TABEL DUMMY

1. Karakteristik Subyek Penelitian
Tabel 1. Karakteristik subyek penelitian menurnt usia, kebiasaan therokok, indeks

Brinkman,tekanan darah, kadar glukosa puasa, kadar kolesterol total, indeks massa tubuh
(IMT)

Variabel ) Kelgmpok perlakuan Keloinpok kontrol p
(Vitamin C+E) (Plasebo)

Usia (tahun)

Kebiasaan merokok
(batang/hari)

Indeks Brinkman
Tekanan darah (mmHg)
Glukosa puasa {(mg/dL})
Kolesterol total (md/dL)
IMT (kg/m®)

p : uji statistik IMT antara H-8 dan H29 masa perlakuan

Universitas Indonesia
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2. Asupan zat gizi

Tabel 2. Rerata asupan zat gizi subyek penelitian

Variabel

Kelorhpok perlakuan
(Vitamin C+E)

Kelompok kontrol
~,(Plasebo)

Awal Akhir

Awal Akhir

Energi (kalor, %)
Kurang
Cikup
Lebib

Karbohidrit (g, %)
Kurang
Cukup
Lebih

Protein (g, %)
Kurang
Cukup
Lebih

Lemak (g, %)
Kurang
Cukup
Lebih

Vitamin C {mg, %)
Kurang
Cukup

Vitamin E (mg, %)
Kurang
Cukup
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3. Parameter penelitian

Tabel 3. Kadar MDA plasma
Kadar MDA Kelompok perlakuan Kelompok kontrol P
___(nmol/ml) _ (Vitamin C+E) (Plasebo)
Awal ' ’
Akhir

Universitas Indonesia
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