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MOTO

Apabila apa yang di depan membuatmu takut, dan apa yang di belakang
membuatmu luka, lihatlah ke atas. Allah tidak pernah gagal menolongmu. *)

Going the extra miles. Tidak menyerah dengan rata-rata. Kalau orang belajar 1
jam, dia akan belajar 5 jam, kalau orang berlari 2 kilo, dia akan berlari 3 kilo.
Kalau orang menyerah di detik ke 10, dia tidak akan menyerah sampai detik
20. Lebihkan usaha, waktu, upaya, tekad, dan sebagainya dari orang lain.
Yang memberi lebih akan diberi lebih. **)

*) Aisyah, D. 2018. Awe-Inspiring Me. Jakarta: Serambi.
**) Fuadi, A. 2009. Negeri Lima Menara. Jakarta: PT. Gramedia Pusat Utama.
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RINGKASAN
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Peningkatan Kadar SGOT dan SGPT Tikus Wistar yang Diinduksi
Diazinon; Toyibatul Hidayati, 152010101135; 2019; 93 halaman; Fakultas

Kedokteran Universitas Jember.

Keracunan pestisida merupakan salah satu dampak penggunaan pestisida
di bidang pertanian yang beriringan dengan keuntungan yang didapatkannya. Pada
tahun 2016 tercatat jumlah keracunan pestisida di Indonesia sebanyak 771 kasus
dan sekitar 31,7% keracunan pestisida di Indonesia diakibatkan oleh pekerjaan.
Golongan pestisida yang banyak digunakan digunakan oleh petani ialah golongan
organofosfat, salah satunya ialah diazinon. Diazinon akan mengalami bioaktivasi
di jaringan hepar membentuk diazoxon. Diazoxon merupakan senyawa prooksidan
dan memiliki mekanisme penghambatan AChE yang lebih kuat dibandingkan
senyawa induknya. Senyawa ini akan menyebabkan akumulasi ROS yang
mengarah pada stres oksidatif dan apoptosis. Hal ini dapat menyebabkan
kerusakan hepatoselular sehingga terjadi pelepasan enzim Serum Glutamat
Oksaloasetat Trasnaminase (SGOT) dan Serum Glutamat Piruvat Transaminase
(SGPT).

Minimnya pengetahuan petani dalam pemanfaatan diazinon dapat
menyebabkan hepatotoksisitas, sehingga dibutuhkan senyawa hepatoprotektor
sebagai antioksidan dan antiapoptosis seperti isoflavon dan beta karoten. Senyawa
ini bekerja menghambat pembentukan senyawa radikal bebas dan pelepasan
sitokrom c ke sitoplasma pada mekanisme apoptosis. Kedua senyawa tersebut
terkandung dalam kacang kedelai, kandungan senyawa antioksidan dan
antiapoptosis kedelai yang tertinggi terdapat dalam sediaan tepung kedelai
dibandingkan olahan kedelai lainnya. Penelitian ini bertujuan untuk menguji
aktivitas hepatoprotektor tepung kedelai terhadap kadar SGOT dan SGPT tikus

wistar yang diinduksi diazinon.
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Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental semu dengan
post test only randomized control group design. Sampel yang digunakan yaitu 30
ekor Rattus norvegicus galur wistar jantan, berusia 12-16 minggu dengan berat
badan 150-300 gram. Sampel dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu kontrol normal
(Kn) dengan pemberian normal salin selama 33 hari, kontrol negatif (K,) dengan
pemberian normal salin selama 28 hari dan diazinon 5 hari, dan 3 kelompok
pemberian tepung kedelai K;, K, dan K3 yang masing masing diberikan dosis
10%, 15%, dan 20% selama 28 hari dilanjutkan dengan diazinon selama 5 hari.
Nilai SGOT dan SGPT diperiksa menggunakan DIALAB kit dengan metode
pemeriksaan Kkinetik IFCC menggunakan panjang gelombang 340 nm. Analisis
homogenitas dan normalitas data dilakukan dengan uji Levene dan uji Shapiro
Wilk. Data selanjutnya diuji beda dengan menggunakan uji One Way Anova dan
uji Post Hoc LSD.

Hasil penelitian ini menunjukkan proses penepungan sebanyak 2 kg
kacang kedelai menghasilkan rendemen tepung sejumlah 1 kg. Jumlah kebutuhan
tepung kedelai untuk diberikan kepada hewan coba ialah 756 gram. Hasil
pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT didapatkan dalam satuan U/L. Hasil
pengukuran kadar SGOT didapatkan rerata sebagai berikut: K, 81,763 + 4,994;
K 126,274 + 9,159; K; 106,114 + 5,133; K, 92,275 + 4,559; Kj 82,853 + 2,957,
dan hasil pengukuran kadar SGPT didapatkan rerata sebagai berikut: Kn 41,586 +
1,524; K(-) 55,4 + 2,008; K1 50,524 + 2,253; K2 45,716 + 1,834; K3 43,864 +
2,054. Hasil uji statistik pada kadar SGOT dan SGPT menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan antara kelompok yang diberikan tepung kedelai
dengan kontrol negatif. Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
pemberian tepung kedelai (Glycine max (L.) Merr.) memiliki aktivitas
hepatoprotektor melalui pencegahan peningkatan kadar SGOT dan SGPT tikus

wistar yang diinduksi diazinon.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara agraris yang sebagian besar penduduknya
bermata pencaharian sebagai petani. Produktivitas hasil pertanian di Indonesia
mengalami peningkatan sejak tahun 1970 melalui program Revolusi Hijau.
Program ini diterapkan melalui empat pilar, yaitu pemilihan dan penggunaan
varietas unggul, pemakaian pupuk kimia, pengairan, dan penggunaan pestisida
(Irawan dan Ariningsih, 2015). Pestisida memiliki efektivitas dalam pengendalian
hama sehingga diharapkan dapat meningkatkan kualitas dan kuantitas hasil
pertanian (Prijanto et al., 2009). Keuntungan tersebut tidak terlepas dari efek
buruknya seperti risiko keracunan akibat residu pestisida dalam lingkungan
(Rusdita, 2016). Jumlah keracunan pestisida di Indonesia pada tahun 2016 tercatat
sebanyak 771 kasus, dan diperkirakan 31,7% keracunan pestisida di Indonesia
diakibatkan oleh pekerjaan (WHO, 2001; Sentra Informasi Keracunan Nasional,
2016).

Organofosfat merupakan golongan pestisida yang banyak digunakan
karena toksisitasnya yang tinggi dalam membasmi hama tanaman. Golongan ini
memiliki toksisitas yang tinggi dengan persistensi di lingkungan yang rendah
(Azis, 2011). Efek toksik akibat paparan organofosfat terjadi pada organisme
target maupun non-target. Toksisitas tersebut terjadi akibat penghambatan enzim
asetilkolinesterase (AChE) yang menyebabkan peningkatan aktivitas kolinergik
sentral dan perifer (Terry, 2012). Gejala keracunan pada petani yang
menggunakan organofosfat dalam pekerjaannya dilaporkan dalam beberapa studi,
Aribowo et al., (2016) menyatakan bahwa 32,9% petani pengguna organofosfat di
Kabupaten Jember mengalami gejala keracunan (Prijanto et al., 2009; Aribowo et
al., 2016).

Salah satu jenis insektisida golongan organofosfat yang banyak digunakan
oleh petani adalah diazinon. Diazinon termasuk dalam kelas fosforotionat dari
organofosfat, senyawa penghambat AChE lemah yang akan meningkat

toksisitasnya setelah teraktivasi menjadi senyawa oxon-nya (Wu et al., 1996;
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Moshiri et al., 2013). Toksikokinetik diazinon akan menyebabkan kerusakan di
berbagai jaringan terutama pada jaringan hepar, organ yang berfungsi sebagai
detoksifikan dan merupakan lokasi bioaktivasi diazinon membentuk diazoxon
(ATSDR, 2008; Lari et al., 2013).

Diazoxon memiliki peranan utama dalam menyebabkan hepatotoksisitas
melalui penghambatan enzim AChE, peningkatan agen radikal bebas yang
menginduksi stres oksidatif, dan apoptosis (Lari et al., 2013; Martin-Reina et al.,
2017). Hal ini menyebabkan kerusakan hepatosit sehingga terjadi pelepasan enzim
transaminase ke peredaran darah dan meningkatkan kadar Serum Glutamat
Oksaloasetat Transaminase (SGOT) dan Serum Glutamat Piruvat Transaminase
(SGPT) (Kalender et al., 2005; Nugraha et al., 2008; Lari et al., 2013). Kerusakan
jaringan oleh diazoxon juga dapat bermanifestasi pada peningkatan kadar alkali
fosfatase (ALP), malondialdehid (MDA), serta penurunan kadar glutation (GSH),
aktivitas superoxide dismutase (SOD), dan katalase (Galli et al., 2002; Zhao et al.,
2015; Okafor dan Ebuehi, 2016).

Minimnya pengetahuan petani dalam penggunaan diazinon yang tepat
dosis dan cara penggunaan memungkinkan timbulnya efek hepatotoksisitas
terhadap pekerja pertanian, sehingga dibutuhkan senyawa hepatoprotektor.
Senyawa hepatoprotektor yang dapat diberikan ialah senyawa dengan aktivitas
antioksidan dan antiapoptosis seperti isoflavon dan beta karoten. Keduanya
bekerja menghambat produksi agen radikal bebas dan pelepasan sitokrom c ke
sitoplasma pada mekanisme apoptosis (Sarada et al., 2002; Foti et al., 2005; Song
et al., 2015). Senyawa tersebut terkandung dalam kacang kedelai (Kandlakunta et
al., 2008; Al-Ashaal et al., 2012). Berbagai olahan kedelai banyak dijumpai dalam
kehidupan sehari-hari seperti tempe, tahu, kecap, dan tepung kedelai. Kandungan
senyawa antioksidan dan antiapoptosis kedelai tertinggi terdapat dalam sediaan
tepung kedelai dibandingkan sediaan olahan lainnya (Bhagwat et al., 2008).

Sampai saat ini, penelitian mengenai efektivitas tepung kedelai sebagai
hepatoprotektor pada organisme yang terinduksi diazinon masih terbatas. Oleh

karena itu, peneliti akan menguji aktivitas hepatoprotektor tepung kedelai dalam
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mencegah peningkatan kadar SGOT dan SGPT tikus wistar yang diinduksi

diazinon.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini antara lain sebagai berikut.

a.

Apakah aktivitas hepatoprotektor tepung kedelai dapat mencegah
peningkatan kadar SGOT tikus wistar yang diinduksi diazinon?
Apakah aktivitas hepatoprotektor tepung kedelai dapat mencegah

peningkatan kadar SGPT tikus wistar yang diinduksi diazinon?

1.3 Tujuan

Tujuan

a.

dari penelitian ini ialah sebagai berikut.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas hepatoprotektor tepung
kedelai dalam mencegah peningkatan kadar SGOT tikus wistar yang
diinduksi diazinon.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas hepatoprotektor tepung
kedelai dalam mencegah peningkatan kadar SGPT tikus wistar yang

diinduksi diazinon.

1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat Keilmuan

a.

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai wawasan
pengetahuan dan dapat digunakan sebagai referensi dalam
pengembangan bidang ilmu toksikologi kedokteran.

Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan pertimbangan bagi para
peneliti  untuk mengembangkan penelitian lebih lanjut terkait
kandungan antioksidan dan antiapoptosis dalam tepung kedelai
(Glycine max (L.) Merr.) sebagai hepatoprotektor pada organisme yang

terinduksi diazinon.
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1.4.2 Manfaat Aplikatif

a.

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat dijadikan pertimbangan untuk
regulasi distribusi diazinon di lingkup pertanian oleh para pemegang
kebijakan.

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi pertimbangan dilakukannya
penerapan subtitusi tepung kedelai sebagai pilihan bahan pangan di
lingkup masyarakat luas terutama kelompok petani yang menggunakan

diazinon sebagai pilihan pestisida di lingkungan pekerjaannya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pestisida
2.1.1 Definisi Pestisida

Pestisida adalah substansi kimia yang digunakan pada wilayah pertanian
sebagai upaya untuk mengendalikan hama perusak tanaman. Organisme sasaran
penggunaan pestisida antara lain serangga, organisme penyebab penyakit tanaman
dan gulma, serta organisme lain seperti golongan nematoda, artropoda selain
serangga, dan vertebrata yang dapat mengganggu proses pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Penggunaan pestisida bertujuan untuk melindungi petani
dari kehilangan hasil produksi pertanian dan pengurangan kualitas produk
tanaman. Penggunaan pestisida memiliki peranan yang penting baik dari segi
kuantitas maupun kualitas hasil produksi pertanian, sehingga penggunaannya

dianggap menguntungkan bagi para petani (Damalas, 2009).

2.1.2 Penggolongan Pestisida
Balai Penelitian Tanaman Sayuran (Balitsa) Bandung mengelompokkan
pestisida menjadi empat golongan besar berdasarkan mekanisme kerjanya, antara
lain golongan organoklorin, karbamat, piretroid, dan organofosfat (Hudayya dan
Jayanti, 2012).
a. Golongan organoklorin
Organoklorin merupakan senyawa pestisida sintetik. Senyawa ini
mudah diabsorpsi melalui oral, inhalasi, maupun transdermal dan akan
dimetabolisme pada sistem enzim mikrosomal hepatik melalui
deklorinasi, oksidasi, dan konjugasi. Organoklorin bersifat stabil dan
persisten di lingkungan, residunya sangat sulit terurai sehingga dilarang
penggunaannya oleh Kementerian Pertanian (Isnawati dan Mutiatikum,
2005; Hudayya dan Jayanti, 2012; Setiati et al., 2014).
b. Golongan karbamat
Golongan karbamat merupakan insektisida spektrum luas, senyawa

ini bekerja seperti organofosfat melalui penghambatan enzim AChE
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pada sistem saraf. Perbedaannya dengan organofosfat yakni strukturnya
yang tidak mudah mencapai sistem saraf pusat (SSP) dan ikatannya
dengan AChE yang bersifat reversibel (Hudayya dan Jayanti, 2012;
Setiati et al., 2014).
. Golongan piretroid

Pestisida golongan piretroid bersifat lipofilik sehingga cepat
terdistribusi sampai ke SSP. Senyawa ini terikat pada suatu protein
dalam saraf yang disebut voltage-gated sodium channel. Ikatan
piretroid dengan protein tersebut menyebabkan rangsangan saraf
berkelanjutan yang mengakibatkan tremor dan gerakan inkoordinasi
pada serangga (Hudayya dan Jayanti, 2012; Setiati et al., 2014).
. Golongan organofosfat

Golongan organofosfat merupakan insektisida yang bekerja
melalui penghambatan enzim AChE. Secara normal enzim tersebut
akan menghidrolisis neurotransmitter asetilkolin (ACh) membentuk
asetat dan kolin. Penghambatan kerja enzim tersebut menyebabkan
penumpukan ACh yang akan berikatan dengan reseptor muskarinik dan
nikotinik pada sistem saraf dan mengganggu sistem penghantaran
impuls saraf ke sel-sel otot. Keadaan ini menyebabkan impuls tidak
dapat diteruskan, otot menjadi kejang, dan terjadi kelumpuhan
(paralisis) hingga kematian pada serangga (Hudayya dan Jayanti, 2012).
Senyawa golongan ini diabsorbsi melalui paru-paru, saluran cerna,
kulit, membran mukosa, dan konjungtiva melalui kontak inhalasi, oral,
maupun transdermal. Konsentrasi tertinggi organofosfat pada manusia
dapat dideteksi pada 6 jam sampai dengan 48 hari pada intoksikasi
secara per oral (Setiati et al., 2014). Persistensi insektisida organofosfat
di dalam tanah lebih rendah dibandingkan golongan organoklorin,
namun daya toksisitasnya lebih tinggi sehingga golongan ini digunakan
sebagai alternatif penggantian insektisida golongan organoklorin
(Amine et al., 2006; Rustia et al., 2010; Azis, 2011).
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2.2 Diazinon
2.2.1 Definisi Diazinon

Diazinon merupakan senyawa kimia yang tidak terdapat secara alami di
alam. Senyawa ini merupakan salah satu jenis insektisida golongan organofosfat
yang digunakan untuk mengendalikan serangga hama tanaman. Diazinon beredar
di pasaran dengan nama dagang Alfatox, Basudin, AG 500, Dazzel, Gardentox,
dan Knoxout (ATSDR, 2008). Senyawa ini digunakan sebagai insektisida tidak
hanya di lingkup pertanian, tetapi juga di area pemukiman warga seperti area
bermain, fasilitas hewan, dan tempat lainnya yang memungkinkan adanya
penumpukan sampah yang mengundang insekta (Al-Attar, 2015). Penggunaan
diazinon di Amerika Serikat dalam bidang pertanian mencapai 680 ton, sedangkan
penggunaannya dalam kebutuhan industri dan rumah tangga mencapai 34.000 ton
setiap tahunnya (Cox, 2000). Mekanisme kerja diazinon diperankan terutama oleh
diazoxon, senyawa metabolit aktif dari diazinon yang bekerja dengan
menghambat enzim AChE (Martin-Reina et al., 2017).

2.2.2 Batas Maksimum Residu (BMR) Diazinon

Batas maksimum residu (BMR) pestisida menggambarkan tingkat bahaya
residu pestisida pada suatu bahan. BMR ditunjukkan dalam bentuk nominal yang
menunjukkan konsentrasi maksimum residu pestisida yang secara hukum
diizinkan atau diketahui sebagai konsentrasi yang dapat diterima pada hasil
pertanian yang dinyatakan dalam miligram residu pestisida per kilogram hasil
pertanian (BSN, 2008). Menteri Kesehatan dan Menteri Pertanian Indonesia
(1996) menetapkan batas maksimum residu (BMR) pestisida yang diperbolehkan
untuk setiap jenis pestisida dan komoditas pertanian. Hal ini dilakukan sebagai
upaya pencegahan terhadap meningkatnya jumlah keracunan akibat pestisida, dan
sebagai upaya pengawasan terhadap penggunaan pestisida oleh petani di
Indonesia.

Beberapa studi mengenai residu diazinon di lingkungan maupun hasil
pertanian telah banyak dilakukan. Harsojo dan Chairul (2011) mengamati

beberapa titik pasar di Jakarta dan menemukan bahwa terdapat residu diazinon
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pada sayuran kacang panjang sebesar 4,32 mg/kg (Harsojo dan Chairul, 2011).
Jumlah tersebut melebihi BMR diazinon yang ditetapkan (0,2 mg/kg). Hasil
penelitian lainnya menunjukkan jumlah residu diazinon tidak melampaui BMR,
namun tertinggalnya residu dalam bahan makanan tetap dapat menyebabkan
keracunan akibat ingesti makanan tersebut (Tuhumury et al., 2012). Pengamatan
oleh Ardiwinata dan Nursyamsi (2012) di beberapa titik sentra pertanian di Jawa
Tengah menunjukkan adanya residu diazinon pada sampel tanah dan tanaman
padi, sedangkan Kementerian Pertanian telah menetapkan larangan penggunaan
diazinon pada tanaman padi (Ardiwinata dan Nursyamsi, 2012). Studi lain
menunjukkan bahwa terdapat residu diazinon di tanah yang ditanami sayuran di
wilayah Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Sumatera Utara, dan Sumatera
Selatan dengan kadar melebihi BMR (Soekardi dalam Harsanti et al., 2003).
Tabel 2.1 menunjukkan BMR diazinon pada berbagai komoditas hasil pertanian
(Menteri Kesehatan dan Menteri Pertanian, 1996; BSN, 2008).

Tabel 2.1 Batas maksimum residu (BMR) diazinon

; BMR . BMR
Komoditas (mafko) Komoditas (mg/kg)

almon 0,05 kacang-kacangan (polong dan/atau biji muda) 0,2
barley 0,1 kemiri 0,1
beras 0,1 kenari 0,01
buah-buahan 0,5 kubis 0,5
daging ayam 0,02 minyak zaitun, mentah 2
daging sapi, babi, dan kambing 2 persik 0,7
gandum 0,1 sayuran 0,5
jagung manis 0,02  susu 0,02
jeruk 0,7 telur ayam 0,02
kacang tanah 0,1 zaitun 2

Sumber: BSN, 2008; Kementerian Pertanian RI, 2016

2.2.3 Sifat Fisik dan Kimia Diazinon

Diazinon memiliki nama senyawa O,O-dietil-O-(2-isopropil-4-metil-6-
pirimidil) fosforotioat. Struktur kimia diazinon adalah C;,H,;N,O3PS. Struktur
kimia senyawa diazinon dapat dilihat pada Gambar 2.1 (ATSDR, 2008).
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Gambar 2.1 Struktur kimia diazinon (ATSDR, 2008)

Diazinon merupakan senyawa berbentuk cair, tidak berwarna, berbau
samar seperti ester, dan memiliki berat molekul 304,35 g/mol. Titik didih senyawa
ini adalah 83-84°C dengan tingkat kelarutan dalam air 40 mg/L pada suhu 20°C.
Diazinon memiliki tekanan uap 9,01x10° mmHg pada suhu 20°C dan 1,1x107
mmHg pada suhu 40°C, serta titik nyala 82,2°C (ATSDR, 2008).

2.2.4 Metabolisme Diazinon

Diazinon merupakan salah satu senyawa insektisida golongan organofosfat
yang bekerja melalui potensinya dalam menghambat enzim AChE. Penghambatan
enzim tersebut menyebabkan penumpukan neurotransmitter ACh pada serat saraf
simpatis dan parasimpatis, sehingga terjadi peningkatan aktivitas kolinergik pada
sistem saraf pusat dan perifer. Mekanisme penghambatan enzim AChE lebih
banyak diperankan oleh senyawa metabolit aktif dari diazinon, yakni diazoxon
(Bonilla et al., 2008; Terry, 2012; Martin-Reina et al., 2017).

Diazinon  akan  teroksidasi menjadi ~ senyawa  intermediate
phosphooxythiran oleh sitokrom P450 yang berada di jaringan hepar dan
intestinum tenue. Senyawa ini selanjutnya akan mengalami desulfurasi spontan
membentuk diazoxon. Poet et al., (2003) menyatakan bahwa sitokrom P450
memiliki mekanisme kerja yang sama dalam metabolisme diazinon di jaringan
hepar dan intestinum tenue. Hasil studinya menunjukkan bahwa desulfurasi
pembentukan diazoxon pada jaringan hepar memiliki kecepatan sepuluh Kkali lipat
lebih tinggi dibandingkan intestinum tenue (Poet et al., 2003). Skema
biotransformasi diazinon oleh sitokrom P450 ditunjukkan pada Gambar 2.2.

Selain terjadi desulfurasi spontan membentuk diazoxon, senyawa

phosphooxythiran dapat mengalami inaktivasi akibat hidrolisis, desulfurasi, dan
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deoksigenasi membentuk metabolit  2-isopropil-4-metil-6-hidroksipirimidin
(IMHP), dietiltiofosfat (DETP), dan dietilfosfat (DEP) yang akan diekskresikan
ke sistem urinaria. Diazoxon yang terbentuk akan didetoksifikasi oleh A-esterase
dan B-esterase hepatik dan ekstrahepatik. A-esterase (PON1) tidak terpengaruh
oleh ikatan dengan organofosfat, enzim ini akan tetap berfungsi untuk
menghidrolisis senyawa diazoxon membentuk IMHP dan DEP. B-esterase
(butilkolinesterase dan asetilkolinesterase) akan mengalami inhibisi akibat
ikatannya dengan diazoxon. Inhibisi B-esterase selanjutnya menyebabkan
hambatan detoksifikasi diazoxon sehingga metabolit ini tetap berada di jaringan
hepar dan terus bekerja menghambat enzim AChE (Wilson, 2001; Poet et al.,
2003; Poet et al., 2004; ATSDR, 2008; Bonilla et al., 2008).

CH.CH;—0
32N 0 _N_CH(CHy),

P
CH,CH;—0" Il H
2 7S _N

CH,
Diazinon
,CH,CH,
1 CYP450 0, CH.CH Cl)
3 2%
D—ﬁ—O\
+ S H
CH,CH;—0
e \p’o 'N%YCH(CH% HO [O]IS] 4-© N»:\\]/CH(CHa)z Diethylthiophosphate
CH,CH—07/ \ N \[/ (DETP)
3 2 S'_---O\[/;N | =N
Spontaneous
CH, . CH, ,CH,CH,
CH,CH,., T
Phosphooxythiran 2-Isopropyl-4-methyl-6- 0—P—0
hydroxypyrimidine (IMHP) + |C|) \H
2 /l P Diethylphosphate
(S] (DEP)
CH,CH;—0
:P/O N\YCH(CHsb H,0 _0._N___CH(CH,), ,CH,CH,
CH30H2—0|C|) | P : H U S cHeH, O
N 0-P—0Q
CH A- + B-esterases \I// + ICI) \H
Diazoxon ? 4 CH,
IMHP DEP

Gambar 2.2 Biotransformasi diazinon oleh sitokrom P450 (ATSDR, 2008)

2.2.5 Toksisitas Diazinon
Intoksikasi diazinon pada makhluk hidup dapat terjadi secara transdermal,
per inhalasi, dan per oral. Sebagaimana golongan induknya (organofosfat),
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diazinon dapat menyebabkan toksisitas terhadap organisme target maupun non-
target. Secara umum, toksisitas oleh diazinon terjadi akibat penghambatan enzim
AChE yang diperankan oleh diazoxon. Mekanisme tersebut tidak secara spesifik
terjadi hanya pada tubuh serangga sasaran penggunaan jenis insektisida ini.
Toksikokinetik yang sama dapat terjadi di dalam tubuh manusia yang mengalami
kontak melalui ingesti makanan, kontak dengan permukaan kulit, maupun kontak
secara inhalasi (ATSDR, 2008; Kretschmann et al., 2012).

Insektisida organofosfat terbagi menjadi tiga kelas utama, yakni
fosforotionat, fosforoditioat, dan fosforoamidotiolat. Diazinon termasuk dalam
kelas fosforotionat yang akan mengalami aktivasi metabolik (desulfatasi) menjadi
analog oksigennya (oxon). Produk oxon dari diazinon, diazoxon, memiliki afinitas
dan potensi yang tinggi untuk memfosforilasi gugus hidroksil serin di dalam situs
aktif AChE (Moshiri et al., 2013). Diazinon sendiri merupakan senyawa
penghambat AChE yang lemah, sehingga untuk menyebabkan toksisitas terlebih
dahulu harus teraktivasi menjadi senyawa oxon-nya (Wu et al., 1996; Moshiri et
al., 2013). Wu et al., (1996) menyatakan bahwa diazinon dalam tubuh tikus wistar
secara cepat dimetabolisme menjadi diazoxon. Aktivasi ini sebagian besar terjadi
di jaringan hepar dengan kapasitasnya yang tinggi dalam menghidrolisis diazinon.
Aktivasi diazinon juga dapat terjadi di jaringan ekstrahepatik, sehingga turut
berperan dalam toksisitasnya yang mengarah pada kerusakan di jaringan yang lain
(Wu et al., 1996; Poet et al., 2003).

Toksikokinetik diazinon sebelum termetabolisme menjadi diazoxon secara
intrahepatik dilaporkan dapat menyebabkan kerusakan pada beberapa jaringan
yang dilaluinya, bergantung pada dosis dan lamanya paparan. Intoksikasi akut (<
14 hari) diazinon secara per oral pada tikus Rat dilaporkan dapat menyebabkan
kerusakan secara sistemik (sistem hematologi, hepatik, okular, perubahan berat
badan), sistem saraf, reproduksi, dan gangguan perkembangan. Intoksikasi akut
diazinon melalui inhalasi dilaporkan dapat menyebabkan kerusakan secara
sistemik (sistem respirasi, renal, dan perubahan berat badan) dan sistem saraf.
Intoksikasi akut diazinon secara transdermal dilaporkan dapat menyebabkan
kerusakan pada sistem saraf ( ATSDR, 2008).
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Toksisitas utama diazinon terjadi akibat penghambatan AChE yang
menghasilkan akumulasi asetilkolin pada reseptornya yang mengarah pada
respons kolinergik perifer (muskarinik dan nikotinik) serta sistem saraf pusat dan
persimpangan neuromuskuler. Paparan akut diazinon tingkat tinggi menyebabkan
penghambatan AChE parah yang sering mengarah pada tanda dan gejala
kolinergik dan bermanifestasi sebagai disfungsi neuromuskuler. Manifestasi yang
dapat terjadi antara lain efek muskarinik (bronkokonstriksi, peningkatan
bronkosekresi, mual dan muntah, diare, bradikardia, hipotensi, miosis,
inkontinensia urin), efek nikotinik (takikardia, hipertensi, kejang otot dan
kelemahan, fasikulasi, kram), dan efek sistem saraf pusat (kecemasan, apatis,
depresi, pusing, kantuk, susah tidur, mimpi buruk, sakit kepala, kebingungan,
ataksia, refleks depresi, kejang, depresi pernafasan, koma). Paparan diazinon
dengan dosis yang tinggi dapat menyebabkan iritasi kulit, sesak hingga gagal
napas, dan gagal jantung serta kematian. Manifestasi kolinergik dari paparan akut
diazinon yang tinggi juga telah dilaporkan pada hewan seperti anoreksia, ataksia,
epistaksis, tremor, lesu, terengah-engah, kejang, takipnea, dispnea, fasikulasi,
berkedut, eksoftalmus, diare, hipersalivasi, hiperlakrimasi, refleks ekor Straub,
dan hipotermia. Tanda-tanda klinis neurotoksisitas diazinon setelah paparan oral
berulang pada hewan telah dilaporkan pada dosis mulai dari 30 hingga 300
mg/kg/hari (ATSDR, 2008; Budiyono, 2012).

Intoksikasi diazinon secara per oral dalam menyebabkan hepatotoksisitas
telah banyak dilaporkan. Hasil studi Ngabekti dan Isnaeni (2000) dan Wulandari
(2006) menunjukkan bahwa pemberian diazinon secara per oral dengan dosis 40
mg/kgBB selama lima hari berturut-turut menunjukkan perubahan pada struktur
histologi maupun pemeriksaan biokimiawi hepar. Perubahan histologi yang
dilaporkan akibat intoksikasi diazinon meliputi kongesti pembuluh darah,
infiltrasi leukosit di parenkim hepar, vakuola sitoplasmik, degenerasi lemak,
terbentuknya inti piknotik pada hepatosit, dan apoptosis serta nekrosis (Ngabekiti
dan Isnaeni, 2000; Wulandari, 2006; Sarhan dan Al-Sahhaf, 2016). Perubahan
biokimiawi hepar yang dilaporkan akibat intoksikasi diazinon secara per oral

meliputi peningkatan kadar enzim SGOT, SGPT, dan ALP serta peningkatan
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trigliserid dan kolesterol total (Kalender et al., 2005; Wulandari, 2006; Sarhan dan
Al-Sahhaf, 2016).

2.2.6 Patomekanisme Hepatotoksisitas Diazinon

Kerusakan hepar yang diinduksi diazinon diawali dengan destruksi sistem
sitokrom P450, suatu monooksigenase pada jaringan hepar yang mengkatalis
oksidasi dengan memasukkan satu atom molekul oksigen pada substratnya
melalui jalur transpor elektron, reaksi ini menghasilkan Reactive Oxygen Species
(ROS). Apabila antioksidan dalam tubuh tidak dapat memenuhi kebutuhan dalam
mengeliminasi ROS yang terus-menerus dihasilkan dari metabolisme diazinon,
maka akan terjadi deplesi antioksidan yang berakibat pada perubahan homeostasis
antioksidan dan memicu stres oksidatif (Gokcimen et al., 2007; Lukaszewicz-
Hussain, 2010; Colovic et al., 2013).

Mekanisme kerja utama diazinon yang merupakan senyawa golongan
organofosfat diperankan oleh senyawa metabolit aktifnya, diazoxon dengan
melakukan penghambatan enzim AChE sehingga menyebabkan penumpukan
ACh. ACh merupakan neurotransmitter yang secara normal berikatan dengan
reseptornya, ikatan ini akan menyebabkan peningkatan konsentrasi ion Ca?
intraselular. lon Ca®* akan berikatan dengan calmoduline (CaM) menyebabkan
aktivasi calmoduline-binding domain membentuk Nitric Oxide (NO), senyawa
Reactive Nitrogen Species (RNS) yang secara alami terbentuk di dalam tubuh
terutama pada sel endotel pembuluh darah. Skema pembentukan nitric oxide
ditunjukkan dalam Gambar 2.3. Nitric oxide (NO) dan senyawa ROS dan RNS
lainnya akan mengalami ikatan dengan antioksidan alami dalam tubuh seperti
Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione Reductase (GR), dan catalase. Apabila
terjadi penumpukan ACh, maka akan terjadi pembentukan NO berlebih yang akan
terus-menerus  diikat oleh GSH membentuk senyawa stabilnya, S-
nitrosoglutathione (GSNO). Apabila kadar GSH dalam tubuh tidak mencukupi
kebutuhan untuk mengikat NO membentuk senyawa stabilnya, maka akan terjadi

akumulasi ROS yang selanjutnya akan mengoksidasi Poliunsaturated Fatty Acid
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(PUFA) membentuk peroksidasi lemak dan menyebabkan stres oksidatif (Galli et
al., 2002; Lari et al., 2013; Zhao et al., 2015).
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bradykinin,
Growth factor, histamine
hormones l
l ./ Endothelial cell

cal+

Shear stress
PKA- or Akt- @t
phosphorylatlon

501635 Th,ags /_. @ /
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Gambar 2.3 Skema pembentukan Nitric Oxide (NO) (Zhao et al., 2015)

Diazinon menyebabkan efek hepatotoksisitas melalui dua jalur, yakni stres
oksidatif bersamaan dengan mekanisme apoptosis yang diperankan langsung oleh
diazoxon (Colovic et al.,, 2013; Lari et al.,, 2013). Diazoxon menyebabkan
gangguan sistem transport elektron, sekitar 1-5% jumlah elektron tersesat dari
rantai repirasi yang menyebabkan hambatan jalur respirasi mitokondria, sehingga
pembentukan Adenosine Triphosphate (ATP) terhambat dan terjadi deplesi ATP.
Hal ini memicu terbentuknya ROS, produksi ROS yang berlebihan
mengakibatkan kerusakan ~membran mitokondria melalui pembentukan
permeability transition (PT) pore yang menyebabkan sitokrom c terlepas ke
dalam sitoplasma sehingga terjadi penghambatan transpor elektron mitokondria
dan peningkatan aktivasi ROS di sitosol. Peningkatan jumlah ROS yang tidak
diimbangi dengan eliminasi ROS menyebabkan perubahan pada homeostasis
antioksidan normal dan mengakibatkan penipisan antioksidan. (Lari et al., 2013;
Setiati et al., 2014; Martin-Reina et al., 2017).

Lari (2013) dalam penelitiannya menemukan bahwa induksi diazinon
menyebabkan apoptosis terhadap sel-sel hepatosit melalui aktivasi kaspase-3 dan

kaspase 9 (Lari et al., 2013). Apoptosis yang terjadi melibatkan jalur ekstrinsik
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dan intrinsik, pada awalnya terjadi ikatan ligan-reseptor pada membran sel yang
menginduksi beberapa proenzim seperti kaspase-8 dan kaspase 10 pada domain
intraselular untuk membentuk death inducing signalling complex (DISC) serta
protein pro-apoptosis seperti Bax dan Bad. Sinyal yang dihasilkan oleh DISC akan
memicu kematian sel bergantung pada pajanan mitokndria dengan sinyal ekstra-
intraselular berikutnya. Pajanan mitokondria dengan oksigen reaktif seperti yang
telah dijelaskan sebelumnya menyebabkan disfungsi mitokondria yang mengubah
arsitektur organel dan permeabilitas membran mitokondria dengan membentuk
permeability transition (PT) pore, hal ini juga dipicu oleh protein Bax pada
membran mitokondria. Sitokrom c¢ dengan stimulasi oleh protein Bax dan
senyawa oksidan akan terlepas ke sitoplasma melalui pori tersebut, selanjutnya
akan beinteraksi dengan APAF-1, prokaspase-9, dan ATP membentuk suatu
kompleks multiprotein yang disebut apoptosom sehingga terjadi aktivasi kaspase-
9. Kaspase-9 bekerja dengan mengaktivasi prokaspase-3 menjadi bentuk aktifnya,
yaitu kaspase-3 yang bekerja dengan mencerna protein struktural seperti lamin,
protein sitoskeleton, dan enzim-enzim yang berperan dalam perbaikan DNA;
menginaktivasi enzim untuk replikasi sel, memecah protein penyusun inti sel, dan
memecah struktur DNA kromosom menjadi inti-inti nukleosom sehingga
menyebabkan kematian sel terprogram (apoptosis) (Murray et al., 2012; Setiati et
al., 2014). Gambaran skematik proses terjadinya kematian sel (apoptosis)

ditunjukkan dalam Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Skema apoptosis (Murray et al., 2012)
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2.3 Hepar
2.3.1 Anatomi Hepar

Hepar adalah organ utama dalam tubuh makhluk hidup yang berfungsi
sebagai tempat terjadinya metabolisme utama nutrien yang masuk dalam tubuh.
Hal ini menjadikan hepar sebagai organ detoksifikan bagi senyawa-senyawa kimia
yang masuk ke dalam tubuh terutama secara per oral yang secara tidak langsung
memberikan potensi kerusakan pada sel-sel hepar yang terlibat dalam
metabolisme tersebut. Organ ini juga berfungsi sebagai kelenjar yang memiliki
ukuran terbesar dibandingkan struktur kelenjar lainnya di dalam tubuh (Snell,
2012; Sulaiman et al., 2012).

Hepar memiliki tekstur yang lunak dan lentur, terletak di bagian atas
cavitas abdominalis tepat di bawah diafragma. Beratnya pada pria dewasa berkisar
antara 1,4-1,6 kg (1/36 dari berat badan), sedangkan pada wanita dewasa antara
1,2-1,4 kg. Ukuran normal hepar pada orang dewasa yakni panjang kanan-kiri 15
cm, tinggi bagian hepar paling kanan (ukuran superior-inferior) 15-17 cm, dan
tebal (ukuran antero-posterior) setinggi renal 12-15 cm. Sebagian besar bagian
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organ ini terletak di bawah arcus costalis dextra, dan setengah bagian diafragma
bagian kanan memisahkan hepar dari struktur pleura dan paru, perikardium, serta
jantung (Snell, 2012; Sulaiman et al., 2012).

Hepar terbentang ke kiri untuk mencapai setengah bagian diafragma
sebelah kiri, permukaan atasnya cembung melengkung di bawah kubah diafragma.
Pada permukaan posteroinferior hepar terdapat cetakan dari visera yang letaknya
berdekatan, sehingga membentuk hepar menjadi bentuk yang tidak beraturan.
Permukaan ini berhubungan dengan pars abdominalis esofagus, gaster,
duodenum, fleksura coli dextra, ren dextra dan glandula suprarenalis dextra, serta
vesika biliaris (Snell, 2012). Struktur anatomi hepar dalam viscera abdominalis

ditunjukkan dalam Gambar 2.5.

Struktur hepar tersusun atas hepatosit (sel-sel hepar) yang berkelompok
membentuk lempengan-lempengan yang saling berhubungan. Hepatosit tersusun
berupa ribuan lobulus hepar yang merupak unit struktural dan fungsional dari
organ hepar itu sendiri. Setiap lobulus terdiri dari 3-6 area portal di bagian perifer
dan sebuah venule di bagian sentral (vena sentral). Zona portal yang terdapat di
sudut lobulus terdiri atas jaringan ikat dengan suatu venule, arteriol, dan duktus
epitel kuboid (trias porta). Hepatosit membentuk suatu lempeng yang saling

berhubungan dan tersusun radial di sekeliling vena sentralnya. Lempeng hepatosit
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bercabang dan beranastomosis secara bebas membentuk struktur menyerupai
spons. Celah di antara lempengan tersebut mengandung komponen mikrovaskular
yang disebut sinusoid (Mescher, 2012). Struktur hepatosit dan struktur yang
dibentuknya ditunjukkan pada Gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Lobulus, hepatosit dan sinusoid, trias porta pada hepar (Mescher, 2012)

2.3.2 Fisiologi Hepar

Hepar secara strategis terletak diantara saluran pencernaan dan sirkulasi
umum, memainkan peran sentral dalam metabolisme dan distribusi nutrisi, serta
detoksifikasi metabolit beracun dan xenobiotik. Hepar memiliki fungsi ekskretori
dengan mensekresikan empedu yang berperan penting dalam pencernaan dan
absorpsi lemak. Empedu disekresikan dari sel hepar secara langsung ke dalam
kanalikuli empedu yang terletak di antara sel-sel hepar yang berdekatan. Empedu
diproduksi di hepar yang selanjutnya dikonsentrasikan dalam kandung empedu,
kemudian disimpan atau ditransporkan ke duodenum (Hall, 2011; Sulaiman et al.,
2012; Chiang, 2013).

Pencernaan lemak terjadi melalui mekanisme emulsi pada partikel lemak
dalam makanan. Mekanisme tersebut akan mengurangi tegangan permukaan
partikel dan memungkinkan agitasi dalam duodenum untuk memecah gumpalan
lemak menjadi partikel-partikel berukuran kecil. Selain itu, garam empedu dalam

duodenum akan membantu penyerapan asam lemak, monogliserida, kolesterol,
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dan struktur lipid lain dari saluran usus dengan membentuk micelles. Micelles
garam empedu akan mengangkut asam lemak bebas dan monogliserida menuju
brush border pada sel epitel usus untuk selanjutnya diserap dan disalurkan ke
peredaran darah (Hall, 2011).

Hepar memiliki fungsi metabolisme terhadap karbohidrat, lemak, dan
protein. Perannya dalam metabolisme karbohidrat antara lain 1) sebagai tempat
penyimpanan sejumlah besar glikogen, 2) mengkonversi galaktosa dan fruktosa
menjadi glukosa, serta 3) melakukan glukoneogenesis untuk mempertahankan
kadar glukosa darah saat terjadi penurunan konsentrasi di bawah batas normal.
Fungsi metabolisme lemak oleh hepar antara lain dengan 1) mengoksidasi asam
lemak sebagai suplai energi untuk fungsi fisiologis tubuh lainnya, 2) mensintesis
sejumlah besar kolesterol, fosfolipid, dan lipoprotein, serta 3) mensintesis lemak
dari protein dan karbohidrat. Peranan hepar dalam metabolisme protein antara lain
1) deaminasi asam amino, 2) membentuk urea untuk menghilangkan amonia dari
cairan tubuh, 3) pembentukan protein plasma, dan 4) interkonversi berbagai asam
amino dan sintesis senyawa lainnya dari asam amino. Selain itu, hepar juga
memiliki beberapa fungsi metabolisme selain karbohidrat, lemak, dan protein,
meliputi 1) sebagai situs penyimpanan vitamin, 2) menyimpan Fe (zat besi)
sebagai feritin, dan 3) membentuk substansi dalam darah yang berfungsi dalam
sistem koagulasi (Hall, 2011).

Kerusakan pada struktur maupun fungsional pada hepar dapat memiliki
dampak yang besar dalam sistem metabolisme dan detoksifikan tubuh, karena
tidak ada organ lain dalam tubuh yang memiliki kemampuan untuk
mengkompensasi fungsi hepar ketika mengalami kerusakan. Paparan dengan
alkohol, kadar obat-obatan yang berlebih, xenobiotik, dan metabolit lainnya dapat
merusak struktur dan sel-sel hepar yang selanjutnya menyebabkan pelepasan
enzim hepar seperti SGOT, SGPT, ALP, GGT, dan 5NT ke sirkulasi darah. Selain
enzim-enzim tersebut, terdapat penanda biokimiawi lain sebagai akibat dari
perubahan fungsional hepar bergantung pada fungsi hepar yang mengalami

gangguan, seperti albumin, globulin, prothrombin time (PT), alfa fetoprotein
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(AFP), dan penanda biokimiawi fungsi hati lainnya (Hall, 2011; Sulaiman et al.,
2012).

2.3.3 Pemeriksaan Laboratorium Hepar
Pemeriksaan laboratorium hepar berfungsi sebagai pemeriksaan penunjang
untuk membantu penegakan diagnosis penyakit hepar. Penyakit pada sistem
hepatik yang terjadi dapat berupa kelainan fungsi metabolisme (fungsi sintesis dan
fungsi penyimpanan), kelainan fungsi pertahanan tubuh (fungsi detoksifikasi dan
fungsi ekskresi), atau kerusakan sel hepar. Pada dasarnya, pemeriksaan
laboratorium digunakan untuk mendapatkan informasi tambahan mengenai fungsi,
keutuhan sel, dan etiologi penyakit pada hepar dengan melakukan interpretasi
hasil pemeriksaan yang dikaitkan dengan hasil anamnesis dan pemeriksaan fisik
serta pemeriksaan penunjang lainnya (Sulaiman et al., 2012).
a. Pemeriksaan fungsi hepar
Fungsi hepar pada umumnya dapat dibagi menjadi fungsi sintesis, fungsi
ekskresi, fungsi penyimpanan, dan fungsi detoksifikasi. Beberapa pemeriksaan
yang dapat membantu evaluasi fungsi sintesis hepar antara lain dengan
pemeriksaan protein (termasuk albumin, globulin, elektroforesis protein),
prothrombin time (PT), dan kolinesterase. Fungsi ekskresi hepar dapat
dievaluasi dengan pemeriksaan bilirubin, kolesterol, asam empedu, dan kadar
trigliserida. Apabila dicurigai adanya kelainan fungsi penyimpanan (storage)
pada hepar, dilakukan pemeriksaan glukosa dan glikogen, asam amino, dan
protein. Fungsi hepar sebagai detoksifikan dapat dievaluasi dengan
pemeriksaan amonia (Sulaiman et al., 2012).
b. Pemeriksaan keutuhan sel hepar
Keutuhan sel hepar akibat cedera dapat dievaluasi melalui pemeriksaan
enzim hepar. Enzim-enzim yang secara langsung disintesis oleh sel-sel hepar
antara lain SGOT, SGPT, Alkaline Phosphatase (ALP), y-Glutamyltransferase
(GGT), dan 5-Nucleotidase (5°NT). Peningkatan kadar enzim tersebut dapat
terjadi melalui berbagai mekanisme, salah satunya akibat cedera sel hepar yang

menyebabkan kerusakan irreversibel diikuti dengan kebocoran enzim
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sitoplasma. Berdasarkan lokasinya, peningkatan enzim tersebut dapat
membantu menginterpretasikan tingkat kerusakan sel hepar (Sulaiman et al.,
2012).

Enzim aminotransferase (SGOT dan SGPT) terdapat di dalam sitoplasma
sel hepar, selain itu enzim SGOT juga ditemukan dalam mitokondria.
Kerusakan sel hepar di area tersebut dapat menyebabkan peningkatan enzim
aminotransferase. Kerusakan sel hepar tanpa disertai gangguan sintesis enzim
akan menunjukkan peningkatan kadar enzim aminotransferase. Apabila
kerusakan sel hepar tersebut berlanjut menjadi nekrosis dan sel kehilangan
kemampuan untuk mensintesis enzim, maka pada pemeriksaan biokimiawi
tidak ditemukan peningkatan enzim tersebut. Peningkatan kadar SGOT
berhubungan langsung dengan jumlah kerusakan sel. Kerusakan sel akan
diikuti dengan peningkatan kadar SGOT dalam 12 jam dan tetap meningkat
selama 5 hari. Enzim SGPT memiliki sensitivitas yang lebih tinggi
dibandingkan SGOT, hal ini berhubungan dengan lokasi sintesis enzim yang
terutama terjadi di jaringan hepar dalam jumlah yang tinggi dibandingkan
jaringan lainnya (Sulaiman et al., 2012).

Enzim ALP dan GGT terdapat dalam kanalikuli bilier, yang kadarnya akan
meningkat akibat kerusakan pada area tersebut atau terdapat kolestasis. Enzim
ALP disintesis di jaringan hepar, tulang, dan plasenta. Pemeriksaan biokimiawi
ALP biasa digunakan untuk mengklasifikan kelainan tertentu berasal dari
jaringan hepar atau tulang menggunakan isoenzim spesifik untuk masing-
masing jaringan. Pemeriksaan ALP secara tunggal cenderung memberikan
interpretasi yang tidak tepat, sehingga enzim ini tidak dapat digunakan sebagai
satu-satunya enzim penanda kerusakan sel hepar. Enzim GGT memiliki
sensitivitas yang tinggi terhadap alkohol, enzim ini digunakan untuk
menentukan disfungsi sel hepar akibat konsumsi alkohol. Enzim GGT akan
meningkat pada semua bentuk kelainan hepar, sehingga tidak dapat menjadi
penanda utama adanya kerusakan sel hepar. Pemeriksaan enzim ini dapat

memiliki sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan ketiga enzim lainnya
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dalam mendeteksi ikterus obstruktif, kolangitis, dan kolesistisis karena lokasi
sintesisnya yang berada di kanalikuli (Sulaiman et al., 2012).

2.4 Enzim Aminotransferase
2.4.1 Definisi

Enzim aminotransferase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi
transaminasi yang terjadi di mitokondria maupun sitoplasma. Enzim ini
mengkatalisis transfer gugus a-amino dari aspartat dan alanin secara berturut-turut
menjadi gugus a-keto dari ketoglutarat, sehingga membentuk asam oksaloasetat
dan asam piruvat (Engelking, 2011; Isselbacher et al., 2015). Proses transaminasi
terjadi pada katabolisme beberapa asam amino seperti alanin, asam aspartat, dan
sistein, dengan pemindahan gugus amino dari satu asam amino ke asam amino
yang lain (Sumardjo, 2008). Terdapat dua jenis enzim serum transaminase yang
berperan penting dalam metabolisme makhluk hidup yaitu serum glutamat
oksaloasetat transaminase (SGOT) dan serum glutamat piruvat transaminase
(SGPT) (Engelking, 2011). Reaksi transaminasi SGOT dan SGPT ditunjukkan

pada Gambar 2.7.
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amino group of Asp to a-KG~, thus form-
ing Glu and OAA, while ALT catalyzes
reversible transfer of the amino group of
Ala to a-KGT, thus forming Glu and pyru-
vate. Hepatic oxidative deamination of
Glu, catalyzed by GLDH, results in a-
KG= and NH4* formation, but in other
tissues the equilibrium for this reaction
favors Glu formation, thus preventing
ammonia toxicity.

Gambar 2.7 Reaksi transaminasi oleh SGOT dan SGPT (Engelking, 2011)
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2.4.2 Enzim Aminotransferase sebagai Penanda Kerusakan Hepar

Penilaian aktivitas enzim hepar seperti SGOT dan SGPT banyak
digunakan sebagai kriteria diagnosis dan penilaian penyakit hepar (Kim et al.,
2008). Kadar SGOT dipengaruhi oleh usia, ras, obesitas, dan penggunaan obat-
obatan, serta kondisi hepar, sistem bilier, otot, dan jantung. Kadar SGPT
dipengaruhi oleh usia, ras, obesitas, dan penggunaan obat-obatan (Conigrave et
al., 2003). Aktivitas abnormal dari enzim hepatik dapat menjadi kriteria
diagnostik apabila terdapat riwayat gejala pada penderita disertai dengan
peningkatan kadar enzim yang signifikan. Nilai normal kadar SGOT pada tikus
Rat percobaan berada pada rentang 74-143 U/L, sedangkan nilai normal kadar
SGPT pada tikus Rat berada pada rentang 18-45 U/L (River, 2008). Peningkatan
ringan kadar enzim ini dapat berdampak pada kondisi kesehatan hepar dalam
jangka panjang, seperti penyakit-penyakit hepar stadium akhir dan kematian (Kim
et al., 2008).

Kerusakan  hepatosit akan  menyebabkan  pengeluaran  enzim
aminotransferase ke ruang ekstraselular yang selanjutnya akan memasuki
peredaran darah sehingga terjadi peningkatan kadar kedua enzim tersebut. Dalam
kondisi normal, enzim yang dihasilkan oleh sel hepar tersebut dapat berada di
ruang ekstraselular dengan konsentrasi rendah, hal ini dapat terjadi sebagai upaya
homeostasis tubuh seperti mekanisme apoptosis yang secara fisiologis dapat
terjadi pada sel-sel yang tidak dibutuhkan lagi dalam tubuh. Enzim SGOT dan
SGPT mencerminkan keutuhan atau integrasi sel-sel hepar, sehingga apabila
terdapat peningkatan kadar enzim tersebut maka dapat dijadikan sebagai indikator
kerusakan pada sel-sel hepar. Semakin tinggi peningkatan kadar enzim SGOT dan
SGPT, maka semakin tinggi pula tingkat kerusakan pada sel-sel hepar. Beberapa
studi menunjukkan bahwa peningkatan kadar enzim SGOT dan SGPT terbukti
tepat berhubungan dengan tingkat kerusakan sel hepar serta progresifitas suatu
kondisi patologis seperti fibrosis dan sirosis hepatis (Islam et al., 2005; Nyblom et
al., 2006; Zhu et al., 2011). Pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT merupakan

pemeriksaan biokimiawi yang direkomendasikan oleh American Gastroenterology
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College (AGC) sebagai panduan evaluasi kerusakan pada sel hepar (Ozer et al.,
2008; Kwo et al., 2016).

Enzim SGPT merupakan enzim yang memiliki aktivitas tertinggi pada
sitosol dan mitokondria hepatosit. Enzim ini disintesis terutama di jaringan hepar,
dan pada konsentrasi yang rendah ditemukan pada otot rangka dan sel jantung.
Kadar SGPT akan mengalami peningkatan pada kelainan yang menyebabkan
cedera hepatoseluler, sehingga penilaiannya dapat secara efektif mengidentifikasi
proses penyakit pada hepar yang sedang berlangsung. Pemeriksaan kadar SGPT
telah dianggap sebagai penanda kelainan hepar dan hepatotoksisitas yang sensitif
dibandingkan dengan pemeriksaan kadar SGOT (Kim et al., 2008; Engelking,
2011). Enzim SGOT ditemukan pada sitosol hepatosit, dan dalam jumlah yang
besar terdapat di jaringan selain hepar seperti jantung, otot rangka, ginjal, dan
otak. Pemeriksaan kadar SGOT bersifat tidak spesifik pada kerusakan sel-sel hati,
namun enzim ini dapat menjadi penanda biokimiawi yang baik untuk menentukan
proses nekrosis yang terjadi pada sel hepar. Peningkatan kadar SGOT dapat
bertahan di sirkulasi antara 2 sampai 5 hari (Engelking, 2011; Sulaiman et al.,
2012).

2.4.3 Pemeriksaan Kadar SGOT dan SGPT

Metode pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT yang umum digunakan yaitu
metode kinetik enzimatik sesuai International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC). Metode ini digunakan karena terbukti
menunjukkan hasil dengan nilai relevansi yang tinggi, tanpa dipengaruhi etnis
maupun faktor populasi lainnya (Ceriotti et al., 2010). Metode IFCC mengukur
aktivitas enzim melalui absorbansi cahaya dengan panjang gelombang 340 nm.
Reagen yang digunakan dalam pengukuran SGOT dan SGPT masing-masing
terdiri dari dua reagen. Reagen satu untuk pemeriksaan SGOT terdiri dari terdiri
dari Tris 110 mmol/L dengan pH 7,8; L-aspartate 340 mmol/L; MDH (Malate
Dehydrogenase) 0,5 kU/L; dan LDH (Lactate Dehydrogenate) 1,1 kU/L
sedangkan reagen dua untuk pemeriksaan ini terdiri dari 2-Oxoglutarate 85

mmol/L dan NADH > 1 mmol/L. Reagen satu yang digunakan untuk pemeriksaan
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kadar SGPT terdiri dari Tris 138 mmol/L dengan pH 7,5; L-alanine 709 mmol/L;
dan dan LDH (Lactate Dehydrogenase) 1500 U/L), sedangkan reagen 2 untuk
pemeriksaan ini terdiri dari 2-Oxoglutarate 85 mmol/L dan NADH > 1 mmol/L
(Schumann et al., 2002; Wagner, 2016a; Wagner, 2016b). Pemeriksaan SGOT
dan SGPT pada tikus percobaan dapat menggunakan kit komersial untuk reaksi
enzim aminotransferase yang sesuai (SGOT dan SGPT) (Gomez-zorita et al.,
2012).

2.5 Hepatoprotektor
2.5.1 Definisi Hepatoprotektor

Senyawa hepatoprotektor didefinisikan sebagai obat-obatan atau senyawa
yang memiliki efektivitas dalam melindungi jaringan hepar dari faktor patologis
ekstrahepatik maupun intrahepatik melalui penghambatan terhadap inflamasi dan
progresivitas suatu penyakit (Herlianto et al., 2014). Penelitian mengenai obat-
obatan yang dapat berfungsi sebagai hepatoprotektor masih terbatas, namun
terdapat beberapa bahan alami yang telah diakui aktivitas hepatoprotektornya.
Bahan-bahan alami yang dimanfaatkan sebagai hepatoprotektor dapat berasal dari
bagian-bagian tanaman seperti daun, batang, buah, akar, bunga, dan biji
(Kusharyanti et al., 2012). Beberapa studi mengenai bahan alami dan aktivitasnya
sebagai hepatoprotektor telah banyak dilakukan, diantaranya ialah srikaya, bunga
matahari, kumis kucing, buah tin, rumput laut coklat, kunyit, biji anggur, tanaman
gingko, dan tepung kedelai (Shenoy et al., 2001; Saleem et al., 2010; Khan, 2012;
Al-Attar, 2015; Okafor dan Ebuehi, 2016). Kemampuan bahan alami tersebut
sebagai hepatoprotektor dapat berlangsung melalui beberapa mekanisme,
diantaranya adalah dengan adanya potensi antiinflamasi, kemampuan sebagai
antioksidan, efek koleretik dan kolekinetik, meningkatkan regenerasi sel-sel hati
dengan meningkatkan sintesis protein, dan menjaga integritas membran sel
(Kusharyanti et al., 2012). Pemanfaatan senyawa hepatoprotektor biasa digunakan
sebagai terapi profilaksis, namun belum dapat dijadikan sebagai terapi pengobatan
karena terdapat kelemahan dari segi standarisasi pengobatan dan identifikasi

kandungan aktif di dalamnya (Saleem et al., 2010).
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2.5.2 Pengaruh Hepatoprotektor terhadap Kadar SGOT dan SGPT

Menurut Kusharyanti et al., (2012), pengujian aktivitas hepatoprotektor
dapat dilakukan baik secara in vitro maupun in vivo. Parameter yang dapat
digunakan ialah kadar SGOT dan SGPT, enzim aminotransferase yang akan
dilepaskan ke sirkulasi akibat perubahan permeabilitas membran sel hepar apabila
terdapat intoksikasi terhadap jaringan hepar, infeksi oleh suatu mikroorganisme,
dan mekanisme patologis lainnya. Enzim SGOT dan SGPT merupakan enzim
intraselular pada jaringan hepar yang secara normal berfungsi untuk mengkatalis
transfer gugus a-amino dari aspartat dan alanin secara berturut-turut menjadi
gugus a-keto membentuk asam oksaloasetat dan asam piruvat (Engelking, 2011;
Isselbacher et al., 2015). Oleh karena itu, peningkatan kadar SGOT dan SGPT
dapat menjadi indikator adanya kerusakan sel hepar, dalam hal ini peranan
senyawa hepatoprotektor diharapkan dapat melindungi permeabilitas membran sel
hepar sehingga tidak terjadi pelepasan enzim SGOT dan SGPT secara berlebihan
(Kusharyanti et al., 2012; Kwo et al., 2016). Berkurangnya peningkatan kadar
enzim tersebut menunjukkan bahwa terdapat mekanisme proteksi dari senyawa
hepatoprotektor terhadap jaringan hepar, karena peningkatan kadar enzim tersebut
berhubungan dengan progresivitas kerusakan hepatoselular (Nyblom et al., 2006;
Kusharyanti et al., 2012).

2.6 Kacang Kedelai (Glycine max (L.)Merr.)
2.6.1 Definisi Kacang Kedelai

Kacang kedelai (Glycine max (L.) Merr.) merupakan salah satu tanaman
palawija yang digolongkan ke dalam famili Leguminoceae, sub famili
Papilionoidae dengan karakter tanaman berbentuk semak pendek setinggi kurang
lebih 30-100 cm (Hamzah, 2014). Klasifikasi tanaman kedelai adalah sebagai
berikut (Gozalli, 2015):
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Divisio : Spermatophyta
Classis : Dicotyledonae
Ordo : Rosales
Familia : Papilionaceae
Genus : Glycine

Species : Glycine max (L.) Merr.

2.6.2 Olahan Kacang Kedelali

Kacang kedelai banyak dimanfaatkan untuk menjadi bahan pangan melalui
tahap pengolahan. Pengolahan kacang kedelai menjadi produk siap pangan
diklasifikasikan menjadi dua kelompok, yakni produk olahan terfermentasi dan
non fermentasi. Kandungan utama pada kedelai yang bersifat antioksidan seperti
genistein, daidzein, dan glisitein terkandung dalam olahan pangan kedelai yang
tidak terfermentasi, seperti olahan pangan berupa susu kedelai, tahu, minyak
kedelai dan hasil olahannya, tepung kedelai, serta konsentrat dan isolat protein
kedelai. Produk olahan kedelai yang terfermentasi seperti miso, tempe, kecap, dan
tauco lebih dominan mengandung isoflavon dalam bentuk bebas (Coward et al.,
1998; Koswara, 2009).

2.6.3 Kandungan Kacang Kedelai

Kedelai merupakan salah satu golongan kacang-kacangan dengan
kandungan utamanya isoflavon. Isoflavon yang terkandung dalam kacang kedelai
memiliki efektivitas sebagai senyawa antioksidan utama dan sebagai anti-
apoptosis. Sekitar dua belas isomer isoflavon terkandung dalam kacang kedelai
yang secara struktural terbagi menjadi empat kelompok, antara lain dalam bentuk
aglikon (daidzein, genistein, dan glisitein), glikosida terkonjugasi (daidzin,
genistin, dan glisitin), malonil glukosida (6”-O-malonil daidzin, 6”-O-malonil
genistin, dan 6”-O-asetil glisitin), dan asetil glukosida (6”-O-asetil daidzin, 6”-O-
asetil genistin, dan 6”-O-asetil glisitin). Kedelai merupakan sumber pangan yang
kaya akan kandungan isoflavon, mengandung sekitar 0,2-4,2 mg/g berat biji

kedelai kering namun dapat bervariasi bergantung pada genotip, lokasi tumbuh,
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dan usia tanaman. Isomer isoflavon dalam kacang kedelai yang terbanyak adalah
isomer genistein sebanyak 18,76 mg/100 g kacang kedelai dan isomer daidzein
sebanyak 12,86 mg/100 g kacang kedelai, sedangkan isomer glisitein terdapat
dalam kacang kedelai hanya sebanyak 2,87 mg/100 g (Medic et al., 2014; USDA,
2018). Kacang kedelai mengandung senyawa nutrien lain yang belum banyak
dibahas, beta karoten yang merupakan salah satu kandungan dalam kacang kedelai
yang juga memiliki efektivitas sebagai antioksidan selain isoflavon dengan
bertindak sebagai scavenger terhadap agen radikal bebas. Beta karoten terkandung
sebanyak 8,2 g/100 g kacang kedelai basah (Kandlakunta et al., 2008; Kusbandari
dan Susanti, 2017).

Kacang kedelai memiliki beberapa kandungan nutrien seperti bahan
pangan yang lain yang turut menunjang efektivitasnya dalam menghambat stres
oksidatif. Kacang kedelai mengandung protein kurang lebih 40-41% dari seluruh
berat biji keringnya. Protein pada kacang kedelai dapat diklasifikasikan dalam
empat kelompok berdasarkan peranannya, yaitu sebagai enzim metabolik,
struktural ~(termasuk ribosom dan kromosom), membran, dan protein
penyimpanan. Protein penyimpanan terhitung sebanyak 65-80% dari total protein
pada kacang kedelai. Dua protein penyimpanan utama pada kacang kedelai adalah
glisinin dan B-konglisinin. Peran utama kedua protein ini adalah sebagai sumber
nitrogen amino untuk pertumbuhan biji. Selain protein, kacang kedelai
mengandung lemak sebanyak 8,1-24,0% dari keseluruhan berat kering bijinya.
Kandungan lemak pada kacang kedelai berfungsi sebagai penyimpanan energi
untuk tanaman, konstituen membran, molekul sinyal, serta pertahanan terhadap
patogen. Penyimpanan lemak disimpan terutama dalam bentuk triasilgliserol
dalam badan lemak. Nutrien lainnya, karbohidrat terkandung dalam kacang
kedelai sebanyak 35% dari keseluruhan berat kering bijinya. Sekitar setengah dari
total karbohidrat dalam kedelai merupakan karbohidrat struktural seperti selulosa,
hemiselulosa, dan pektin; sedangkan sebagian lainnya merupakan karbohidrat
nonstruktural seperti pati, monosakarida, disakarida, dan oligosakarida (Medic et
al., 2014). Kandungan nutrien dalam kacang kedelai ditunjukkan dalam Tabel 2.2.
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Tabel 2.2 Kandungan nutrien dalam kacang kedelai

Nutrien Kandungan / 100g
protein 13,09 ¢
lemak total 6,79
karbohidrat 9,57 ¢
serat 119
daidzein 12,86 mg
genistein 18,76 mg
glisitein 2,87 mg
isoflavon total 34,39 mg

Sumber: USDA, 2018

lokal

memiliki varian yang berbeda-beda dengan

kandungan nutrien yang berbeda-beda pula. Pemilihan dan penggunaan kacang

kedelai yang tepat dapat mendukung hasil penelitian yang sesuai berdasarkan

pada kandungan nutrien yang diteliti dengan efek pemberian yang diharapkan.

Nutrien utama yang diharapkan dapat menjadi proteksi dini terhadap sel-sel hepar

dalam penelitian ini adalah isoflavon. Kacang kedelai lokal varian Baluran

memiliki kandungan isoflavon yang lebih tinggi dibandingkan dengan kacang

kedelai lokal varian lainnya. Kandungan nutrien dalam beberapa kacang kedelai
lokal ditunjukkan dalam Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Perbandingan kandungan gizi kedelai lokal per setengah gelas (80 gram) bahan

matang
iacang Kﬁgg':' Kedel_ai
\ edelai % (Edamame) % Kuning %
Komposisi 3, Gelas Kebutuhan F e N Kebutuhan 1, Gelas Kebutuhan
2 LS Harian 2775 Harian a9 Harian
Sudah Sudah Sudah
Dimasak Dimasak Dimasak
kalori 194 127 148
lemak total 9¢g 14 % 69 9% 8¢ 12%
lemak jenuh 1lg 5% 059 3% 0g 0%
total
karbohidrat 14 g 5% 10g 3% 8¢ 2%
protein 179 34 % 119 22 % 14 ¢ 28 %
kolesterol 0mg 0% 0 mg 0% 0mg 0%
natrium 1 mg 0% 13 mg 1% 0mg 0%
serat pangan 49 16 % 49 16 % 69 16 %
kalsium 60 mg 6 % 130 mg 13% 88 mg 6 %
kalium 587 mg 17% 485 mg 14 % 442 mg 17%
fosfor 279 mg 28 % 142 mg 14 % 210 mg 28 %
folat 88 mcg 22% 100 mcg 25% 46 mcg 22%
rerata total 55 mg 49 mg 24 mg
isoflavon

Sumber : Soyfoods Association of North America, 2005
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2.6.4 Senyawa Antioksidan dan Antiapoptosis dalam Kacang Kedelai

Kacang kedelai mengandung nutrien yang berfungsi utama sebagai
antioksidan seperti isoflavon dan beta karoten (Kandlakunta et al., 2008; Al-
Ashaal et al., 2012). Stres oksidatif terjadi akibat penumpukan senyawa ROS
maupun RNS dalam tubuh yang tidak mampu distabilkan oleh senyawa
antioksidan alami dalam tubuh. Agen radikal bebas ini cenderung mencari
elektron berpasangan dengan mendegradasi nutrien-nutrien dalam tubuh terutama
asam lemak. Asam lemak tak jenuh, yang selanjutnya disebut polyunsaturated
fatty acid (PUFA) memiliki banyak ikatan rangkap sehingga lebih mudah untuk
didegradasi oleh radikal bebas dan akan menyebabkan peroksidasi lemak yang
menginduksi stres oksidatif (Lari et al., 2013). Hal ini dapat dicegah dengan
menambahkan senyawa antioksidan dari luar yang dapat berasal dari suplai
makanan. Beta karoten merupakan salah satu kandungan antioksidan dalam
kacang kedelai yang berperan dalam menangkal radikal bebas dengan bertindak
sebagai scavenger terhadap agen radikal bebas secara langsung. Beta karoten
memiliki reaktivitas yang tinggi terhadap radikal peroksil, hal ini akan kembali
menstabilkan agen prooksidan dan antioksidan dalam tubuh untuk kembali dalam
keadaan homeostasis sehingga stres oksidatif dapat tercegah (Desai et al., 1997;
Smith, 1998; Kusbandari dan Susanti, 2017). Sarada et al., (2002) dalam
penelitiannya menemukan bahwa pemberian beta karoten pada organisme yang
diinduksi stres oksidatif menunjukkan penurunan kadar malondialdehid (MDA)
dan peningkatan kadar glutathione (GSH). Malondialdehid (MDA) merupakan
produk samping dari degradasi PUFA oleh radikal bebas yang menyebabkan
peroksidasi lemak, dalam hal ini efek scavenging beta karoten menyebabkan
inhibisi peroksidasi lemak sehingga tidak terjadi stres oksidatif (Sarada et al.,
2002).

Kandungan utama kacang kedelai, isoflavon memiliki efektivitas sebagai
antioksidan dan anti-apoptosis. Mekanisme kerja ini terutama diperankan oleh
genistein dan daidzein. Foti et al., (2005) menyebutkan bahwa mekanisme
antioksidan yang diperankan oleh genistein dan daidzein adalah dengan bertindak

sebagai scavenger bagi agen radikal bebas, genistein memiliki efek scavenging
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yang lebih kuat dibandingkan daidzein. Senyawa ini terutama bekerja sebagai
scavenger pada agen radikal H,O,, namun reaktivitasnya kurang baik pada agen
peroksidasi lainnya. Daidzein memiliki kecenderungan untuk berperan sebagai
scavenger dengan menginhibisi oksidasi lipoprotein (Foti et al., 2005). Efek
antioksidan oleh isoflavon yang merupakan senyawa flavonoid dalam kacang
kedelai selain berperan melalui scavenging yakni melalui reaksi donor ion
hidrogen. Donor ion hidrogen akan mengubah radikal peroksil dan radikal
hidroksil sehingga terbentuk senyawa radikal flavonoid yang relatif lebih stabil
(Lee et al., 2004; Astuti, 2008). Reaksi donor ion hidrogen oleh flavonoid pada

senyawa radikal hidroksil dan radikal peroksil ditunjukkan dalam Gambar 2.8.

ROO +Flavonoid-OH—ROOH+Flavonoid-O"
HO +Flavonoid-OH — H,O+Flavonoid-O"
Gambar 2.8 Donor ion hidrogen oleh senyawa flavonoid (Astuti, 2008)

Isoflavon genistein dan daidzen bekerja sebagai anti-apoptosis dengan
menurunkan aktivitas protein Bax pada membran mitokondria yang merupakan
protein pro-apoptosis melalui pore-forming dan stimulasi pengeluaran sitokrom c
ke sitoplasma. Selain itu, kedua senyawa isoflavon ini bekerja dengan
menurunkan aktivitas kaspase-3 yang menyebabkan kerusakan DNA dengan
mendegradasinya menjadi unit-unit nukleosom. senyawa isoflavon ini turut
meregulasi kelangsungan hidup sel yang terpapar agen pro-apoptosis. Song (2015)
dalam penelitiannya menemukan bahwa pemberian isoflavon genistein dan
daidzein dapat menurunkan efek apoptosis dengan mencegah kerusakan DNA

yang diakibatkan oleh aktivasi kaspase-3 (Adams et al., 2012; Song et al., 2015).

2.7 Tepung Kedelai
2.7.1 Definisi Tepung Kedelai

Tepung kedelai atau soy flour adalah tepung yang dibuat dari kacang
kedelai melalui tahapan pengolahan yang diawali dengan pengeringan, kemudian
dihaluskan dan diayak hingga diperoleh sediaan tepung kedelai yang halus.

Pengolahan bahan makanan menjadi sediaan produk setengah jadi seperti tepung
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merupakan salah satu cara pengawetan hasil pangan, terutama untuk komoditas
yang berkadar air tinggi, seperti aneka umbi dan buah. Keuntungan lain dari
pengolahan produk pangan menjadi tepung yaitu sebagai bahan baku yang
fleksibel untuk industri pengolahan lanjutan, aman dalam distribusi, serta
menghemat ruangan dan biaya penyimpanan (Widowati, 2007; Warisno dan
Dahana, 2010; Cahyani et al., 2012).

2.7.2 Kandungan dalam Tepung Kedelai

Tepung kedelai mengandung sekitar 40-50% protein, dengan kandungan
utamanya yakni isoflavon (Warisno dan Dahana, 2010). Bhagwat et al., (2008)
dalam jurnalnya menyebutkan bahwa kacang kedelai yang diolah menjadi tepung
memiliki kandungan isoflavon yang lebih tinggi dibandingkan dengan kedelai
mentah maupun olahan kacang kedelai yang sudah diolah menjadi produk olahan
lainnya (Bhagwat et al., 2008). Kandungan isoflavon dalam tepung kedelai dan

olahan kedelai lainnya ditunjukkan dalam Tabel 2.4.

Tabel 2.4 Kandungan isoflavon pada tepung kedelai dan kedelai

No Olahan kedelai Daidzein Genistein  Glycitein  Total isoflavon
1 soy flour (textured) 67,69 69,42 20,02 172,55
2 soy flour (defatted) 64,55 87,31 15,08 150,94
3 soy flour (full-fat, raw) 72,92 98,77 16,12 178,10
4  soybean (curd, 12,18 21,12 2,30 34,68
fermented)
5 soybean (flakes, defatted) 37,47 91,22 14,23 131,53
6. soybean (flakes, full-fat) 21,75 39,57 1,12 62,31

Sumber: Bhagwat et al., (2008)

Senyawa antioksidan dan antiapoptosis dalam kacang kedelai sebagai
hepatoprotektor telah diteliti. Hasil penelitian Okafor dan Ebuehi (2016)
menunjukkan bahwa pemberian tepung kedelai dalam sediaan roti dengan dosis
10%, 20%, 30%, dan 40% selama 28 hari memiliki aktivitas antioksidan dan
hepatoprotektor yang ditunjukkan dengan penurunan kadar MDA, SGOT, SGPT,
ALP, serta penurunan aktivitas SOD dan katalase (Okafor dan Ebuehi, 2016).
Dalam studi yang lain, hasil penelitian Khan (2012) menunjukkan bahwa diet

tepung kedelai sebagai terapi preventif selama 7 hari dengan dosis 10% dan 15%
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mampu menghambat peningkatan lipid peroxidation (LPO), xanthine oxidase
(X0O), MDA, dan enzim penanda hepatotoksisitas seperti SGOT, SGPT, dan LDH
(Khan, 2012).

2.7.3 Metode Penepungan

Kacang kedelai dikenal sebagai salah satu sumber pangan dengan tahap
pengolahan yang berbeda-beda bergantung pada jenis produk olahannya. Tepung
kedelai merupakan salah satu alternatif produk setengah jadi dari kedelai yang
melalui tahap pengolahan secara praktis namun menghasilkan produk yang tahan
lama melalui proses penghalusan menjadi butiran tepung yang didahului proses
pengeringan (Adiandri et al., 2014).

Metode penepungan yang digunakan dalam industri pembuatan tepung
terdapat dua jenis, yakni metode penepungan basah dan kering. Kedua metode ini
berbeda dalam tahap perendaman bahan, pada metode penepungan basah sediaan
bahan direndam terlebih dahulu sebelum ditepungkan, sedangkan pada metode
kering tidak dilakukan perendaman. Metode penepungan basah merupakan
metode yang lebih aplikatif digunakan oleh masyarakat dan industri kecil maupun
menegah, sedangkan metode kering cenderung digunakan dalam pembuatan
tepung skala besar. Pembuatan tepung kedelai dengan metode penepungan basah
dapat menghasilkan sekitar 750 gram tepung kedelai dari 1000 gram kacang
kedelai kering (Warisno dan Dahana, 2010; Hariadi et al., 2012).
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2.8 Kerangka Teori
Kerangka teori penelitian ini ditunjukkan dalam Gambar 2.9 sebagai berikut.

Diazinon
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Gambar 2.9 Kerangka teori
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Diazinon akan mengalami metabolisme menjadi diazoxon yang dimediasi
oleh sitokrom P450 di hepar. Diazoxon akan bekerja menghambat AChE sehingga
terjadi penumpukan neurotransmitter ACh. Hal ini akan menyebabkan influks
Ca®* yang selanjutnya akan berikatan dengan CaM untuk melakukan pembentukan
nitric oxide (NO). Nitric oxide (NO) merupakan senyawa pro-oksidan yang secara
alami terbentuk di dalam tubuh, namun apabila jumlahnya meningkat tidak
diimbangi dengan peningkatan antioksidan dalam tubuh, dapat menyebabkan
penipisan antioksidan dan peningkatan agen radikal bebas. Hasil metabolisme
diazinon, diazoxon akan mengganggu sistem redoks sehingga terjadi hambatan
pada jalur repirasi mitokondria yang menyebabkan hambatan pembentukan ATP
dan deplesi ATP. Hal ini akan menyebabkan disfungsi mitokondria yang
menginduksi pembentukan agen radikal bebas.

Peningkatan agen radikal bebas akan menyebabkan penurunan kadar
antioksidan dalam tubuh, sehingga agen radikal tersebut akan mendegradasi
PUFA menyebabkan peroksidasi lemak yang menginduksi stres oksidatif.
Interaksi antara agen radikal bebas dengan membran mitokondria akan
menyebabkan pembetukan PT pore dan aktivasi protein pro-apoptosis Bax, hal ini
akan menyebabkan pelepasan sitokrom ¢ ke sitoplasma. Sitokrom c¢ akan
berikatan dengan APAF-1, prokaspase-9, dan ATP membentuk kompleks
apoptosom. Apoptosom bekeja dengan mengaktivasi kaspase-9 yang selanjutnya
akan terjadi aktivasi kaspase-3. Kaspase-3 bekerja dengan mendegradasi struktur
DNA sehingga terjadi kematian sel (apoptosis). Kedua hal ini (apoptosis dan stres
oksidatif) akan menyebabkan kerusakan hepatoselular, yang dapat bermanifestasi
pada peningkatan kadar SGOT dan SGPT.

Senyawa beta karoten dan isoflavon genistein dan daidzein dalam tepung
kedelai memiliki aktivitas scavenging terhadap agen radikal bebas, sedangkan
isoflavon genistein dan daidzein sendiri memiliki efektivitas dalam menghambat
kerusakan jaringan akibat apoptosis dengan menghambat pelepasan sitokrom c ke
sitoplasma dan menghambat kerusakan DNA akibat aktivasi kaspase 3. Kedua
mekanisme tersebut mencegah kerusakan hepatoseluler sehingga tidak terjadi
peningkatan kadar SGOT dan SGPT.
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2.9 Kerangka Konsep
Kerangka konsep penelitian ditunjukkan dalam Gambar 2.10 sebagai berikut.
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Gambar 2.10 Kerangka konsep

Diazinon adalah senyawa insektisida golongan organofosfat yang akan
menjadi lebih reaktif ketika termetabolisme menjadi diazoxon oleh sitokrom P450
di jaringan hepar. Diazoxon merupakan senyawa metabolit aktif dari diazinon
yang memiliki toksisitas tinggi terhadap struktur sel dan jaringan hepar melalui
stres oksidatif dan mekanisme apoptosis, hal ini dapat bermanifestasi pada
peningkatan kadar SGOT dan SGPT. Tepung kedelai merupakan salah satu
produk olahan bahan pangan yang diketahui memiliki kandungan beta karoten dan
isoflavon terutama genistein dan daidzein yang dapat bertindak sebagai
antioksidan dan anti-apoptosis. Tepung kedelai yang dinduksikan kepada hewan
coba akan bertindak sebagai hepatoprotektor sehingga stres oksidatif dan
apoptosis dapat tercegah dan tidak terjadi kerusakan hepatoselular yang
menyebabkan peningkatan kadar SGOT dan SGPT.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

37

2.10 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah dan landasan teori yang telah disampaikan

di atas, maka hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1.

Tepung kedelai memiliki aktivitas hepatoprotektor terhadap pencegahan
peningkatan kadar SGOT tikus wistar yang diinduksi diazinon.
Tepung kedelai memiliki aktivitas hepatoprotektor terhadap pencegahan

peningkatan kadar SGPT tikus wistar yang diinduksi diazinon.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental semu
(quasi experimental laboratories) dengan rancangan post test only randomized
control group design. Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian
eksperimental semu karena terdapat variabel pengganggu dalam penelitian yang
tidak dapat dikondisikan sepenuhnya oleh peneliti. Peneliti memilih rancangan
post test only karena dalam pembagian kelompok penelitian terdapat kelompok
kontrol yang dapat digunakan sebagai standar bagi kelompok lainnya. (Sugiyono,
2011).

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah penelitian post test only
control group design. Penilaian hanya dilakukan secara post test, yakni setelah
pemberian tepung kedelai dan induksi diazinon. Hasil penelitian selanjutnya
dibandingkan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan. Secara

sistematis rancangan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

— | Kn — | Dn

—> | K(O) | — | b0

S|—A|—™|R|IF—>|K, |— | D
> | K > | Dy
> | K3 —* | D3
Keterangan :
S :Sampel Ks : Kelompok tepung kedelai 20% dan diazinon
A Adaptasi (7 hari) Dn : Kadar SGOT dan SGPT Kn
R :Randomisasi D, : Kadar SGOT dan SGPT K(-)
Kn : Kelompok (kel.) kontrol normal D, : Kadar SGOT dan SGPT K;
K : Kel. kontrol negatif (diazinon) D, : Kadar SGOT dan SGPT K,

K; :Kel tepung kedelai 10% dan diazinon  D; : Kadar SGOT dan SGPT K3
K, :Kel. tepung kedelai 15% dan diazinon

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

39

3.3 Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian adalah tikus spesies wistar
jantan (Rattus norvegicus). Dalam menentukan sampel hewan coba yang
digunakan dalam penelitian, peneliti menentukan kriteria inklusi dan eksklusi
untuk menentukan kelayakan sampel digunakan dalam penelitian serta
menghindari adanya bias. Kriteria inklusi dalam penelitian ini meliputi spesies
wistar (Rattus norvegicus) yang berjenis kelamin jantan, tikus sehat, dan usia 12-
16 minggu dengan berat badan 150-300 gram; sedangkan Kriteria eksklusi dalam
penelitian ini adalah tikus yang menunjukan perilaku tidak normal atau tidak
bergerak aktif. Sampel hewan coba dirandomisasi untuk dibagi menjadi lima
kelompok perlakuan. Jumlah pengulangan hewan coba di setiap kelompok
ditentukan berdasarkan rumus Federer, yaitu:

(t-1) (-1) > 15
(5-1) (r-1) > 15
4(r-1) =15
r >4,75~5

[I%4]
r

Simbol “t” menunjukkan jumlah perlakuan dan simbol menunjukkan
banyaknya replikasi (pengulangan) pada setiap kelompok perlakuan. Hasil
perhitungan menurut rumus Federer menunjukkan jumlah hewan coba yang
digunakan sebanyak lima ekor tikus untuk masing-masing kelompok. Sebagai
upaya antisipasi adanya hewan coba yang drop out karena mati atau menghilang
dalam masa perlakuan, maka dilakukan penghitungan besar sampel koreksi

dengan rumus sebagai berikut.

N = n/(1-f)

N = 5/(1-10%)
N = 5/(1-0,1)
N =5/0,9

N = 5,56
N=~6

Simbol “N” menunjukan jumlah sampel koreksi, simbol “n” menunjukkan
jumlah sampel awal berdasarkan rumus Federer sebelumnya, dan simbol “f”
menunjukkan perkiraan proporsi drop out sebesar 10%. Hasil perhitungan jumlah

sampel setiap kelompok sebanyak 6 ekor, dengan jumlah kelompok perlakuan
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sebanyak 5 kelompok. Oleh karena itu, jumlah keseluruhan hewan coba yang

digunakan dalam penelitian sebanyak 30 ekor tikus.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di empat lokasi, meliputi Lab. Teknologi Benih dan
Produksi Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Jember untuk determinasi
kacang kedelai, Lab. Rekayasa Proses Hasil Pertanian (RPHP) Fakultas Teknologi
Pertanian Universitas Jember untuk pembuatan tepung, Lab. Fisiologi dan
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeliharaan dan
perlakuan tikus, serta Lab. Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember
untuk pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT. Penelitian dilaksanakan selama lebih
kurang 70 hari yang terdiri dari 21 hari persiapan perlakuan, 40 hari perawatan
dan perlakuan hewan coba, dan 9 hari pengambilan dan analisis data. Pembagian
waktu pelaksanaan penelitian ditunjukkan dalam Tabel 3.1, Tabel 3.2, dan Tabel

3.3 sebagai berikut.
Tabel 3.1 Time table persiapan perlakuan hewan coba

Determinasi Kacang Kedelai Pembuatan Tepung Kedelai

Waktu Pelaksanaan 14 hari 7 hari

Tabel 3.2 Time table perawatan dan perlakuan hewan coba

Adaptasi Hewan Coba Induksi Tepung Kedelai Induksi Diazinon

Waktu

Pelaksanaan 7 hari 28 hari 5 hari

Tabel 3.3 Time table pengambilan dan analisis data

Terminasi dan Persiapan Pemeriksaan Biokimia Analisis
Pemeriksaan SGOT dan SGPT SGOT dan SGPT Data
Wakig 1 hari 1 hari 7 hari

Pelaksanaan

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian dosis tepung kedelai

(Glycine max (L.) Merr.) pada tikus wistar jantan sebesar 10%, 15%, dan 20%.
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3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar SGOT dan SGPT tikus

wistar jantan (Rattus norvegicus).

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini antara lain:
a. Usia hewan coba.
Usia merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kadar
SGOT dan SGPT. Usia hewan coba dalam penelitian ini ialah 12-16
minggu. Perubahan usia tikus wistar dapat menyebabkan peningkatan
kadar SGOT dan SGPT. Perubahan kadar SGOT dan SGPT yang
signifikan didapatkan pada tikus wistar jantan setelah usia 30 minggu
(Conigrave et al., 2003; Fukuda et al., 2004).
b. Jenis kelamin hewan coba
Jenis kelamin tikus yang digunakan dalam penelitian ini ialah jenis
kelamin jantan. Terdapat perbedaan kadar SGOT dan SGPT antara jenis
kelamin jantan dan betina dengan perbedaan yang tidak signifikan pada
kelompok umur yang sama (Boehm et al.,, 2007; Sihombing dan
Tuminah, 2011). Perbedaan kadar enzim dapat terjadi akibat perbedaan
hormonal antara tikus jantan dan betina. Sener et al., (2005)
menyebutkan bahwa estrogen memiliki aktivitas protektif terhadap hepar,
sehingga penggunaan jenis kelamin betina dapat menyebabkan bias
dalam penelitian ini.
c. Berat badan hewan coba
Indeks massa tubuh memiliki pengaruh terhadap kadar enzim
hepar. Obesitas merupakan salah satu faktor penting yang dapat
menyebabkan peningkatan kadar enzim SGOT dan SGPT (Lee et al.,
2001; Conigrave et al., 2003). Berat badan hewan coba dalam penelitian
ini ialah 150-300 gram, berat badan ideal tikus wistar dewasa yang biasa
digunakan dalam penelitian enzim hepatik (Khan et al., 2011; Ugbor et
al., 2013; Uzzi dan Grillo, 2013).
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d. Pemeliharaan dan perlakuan pada hewan coba
e. Waktu dan lama perlakuan hewan coba

f. Dosis, frekuensi, dan rute pemberian diazinon

3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Tepung Kedelai

Tepung kedelai diperoleh dari kacang kedelai yang telah dikeringkan dan
dihaluskan hingga terbentuk sediaan tepung. Metode yang digunakan untuk
pengolahan tepung adalah metode penepungan basah. Jenis kedelai yang
digunakan adalah spesies Glycine max (L.) Merr., merupakan kedelai lokal varian

Baluran yang diperoleh dari Pasar Tanjung Jember.

3.6.2 Kadar SGOT dan SGPT

Pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT hepar tikus Rattus norvegicus
dilakukan dengan mengambil sampel darah secara intrakardiak dilanjutkan
dengan pemeriksaan menggunakan reagen SGOT dan SGPT dengan nama merk
kit DIALAB. Kadar SGOT dan SGPT didapatkan dengan mengetahui kadar
absorbansi sampel menggunakan alat bioanalyzer pada panjang gelombang 340
nm. Data yang didapatkan merupakan data numerik dalam skala rasio dengan
satuan U/L.

3.6.3 Induksi Diazinon

Diazinon diberikan kepada hewan coba secara per oral dengan dosis
40mg/kgBB satu kali sehari selama 5 hari. Diazinon yang digunakan merupakan
sediaan cair dengan dosis 600g/L yang dilarutkan menggunakan corn oil dengan
perbandingan 1 mL diazinon dan 15 mL untuk mendapatkan sediaan dosis
40mg/kgBB. Corn oil yang digunakan diperoleh dari Pasar Tanjung Jember
dengan nama merk Mazola. Diazinon yang digunakan diperoleh dari Toko
Pertanian Pasar Tanjung Jember dengan nama merk Diazinon 600 EC yang
diproduksi oleh PT Petrokimia Kayaku Gresik.
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3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah:

SA/ 2

a.

Alat untuk pemeliharaan tikus adalah bak plastik, penutup kawat,
tempat makan, botol minum, dan label tikus.

Alat untuk pembuatan tepung kedelai adalah ayakan 80 mesh, alat-alat
gelas, oven, termometer, Colour Reader, Minolta Cr-10, sohxlet,
tanur, dan neraca analitik.

Alat untuk pemberian tepung kedelai adalah beaker glass, pengaduk,
spuit sonde, dan handscoon.

Alat untuk pemberian diazinon adalah beaker glass, pengaduk, spuit
sonde, dan handscoon.

Alat untuk terminasi tikus adalah papan fiksasi, jarum fiksasi, tabung
eter, dan pisau bedah.

Alat untuk mengambil darah dari jantung tikus adalah spuit 5 cc dan
tabung sentrifuge.

Alat untuk melakukan pemeriksaan kadar SGOT dan SGPT adalah
tabung sentrifuge, alat sentrifuge, mikropipet, tip, vortex, tabung

cuvet, dan spektrofotometer.

Bahan Penelitian

