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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN NATRIUM NITRIT TERHADAP FUNGSI
ENZIMATIS KADAR ALANINE TRANSAMINASE (ALT) dan
ASPARTATE TRANSAMINASE (AST) SERTA GAMBARAN
HISTOPATOLOGIS ORGAN HATI TIKUS PUTIH
(Rattus norvegicus)

Natrium nitrit (NaNOz) merupakan bentuk garam dari ikatan antara natrium (Na)
dan nitrit (NO2"). Natrium nitrit biasanya digunakan sebagai bahan curing atau
bahan pengawet makanan olahan. Penggunaan natrium nitrit berpotensi
menyebabkan kerusakan organ hepar. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui bagaimana pengaruh natrium nitrit terhadap kadar enzim ALT
dan AST serta gambaran histopatologis organ hepar pada tikus putih. Penelitian ini
bersifat eksperimental dengan metode RAL (Rancangan Acak Lengkap),
menggunakan 24 ekor tikus putih dan pemberian perlakuan dilakukan secara per
oral sebanyak 1 ml selama 30 hari. Terdapat 6 kelompok perlakuan yaitu kontrol;
NaNO2 5% (0,46 mg/ml); NaNO2 10% (0,925 mg/ml); NaNO2 15% (1,38 mg/ml);
NaNO2 20% (1,85 mg/ml) dan NaNO> Standar (9,25 mg/ml). Sampel serum darah
dan organ hepar diambil setelah masa pemberian perlakuan selama 30 hari.
Kemudian data hasil penelitian di analisis secara statistik dan dilakukan
pengamatan terhadap gambaran histopatologis organ hepar. Hasil penelitian
menunjukkan terdapat pengaruh yang signifikan pemberian natrium nitrit terhadap
kadar enzim ALT dengan rata-rata tertinggi 99,25 U/liter dan nilai signifikansi
0,014. Sedangkan, kadar enzim AST terdapat pengaruh meskipun tidak signifikan
dengan rata-rata tertinggi 174,33 U/liter. Pada gambaran histopatologis organ hepar
tikus putih, kelompok P2 NaNO; 10% (0,925 mg/ml) menunjukan perubahan
histopatologis paling signifikan dengan total skoring kerusakan tertinggi, juga
ditemukan inflamasi di daerah periportal dan centrilobuller.

Kata Kunci: natrium nitrit, alanine transaminase, aspartate transaminase,
histopatologis, organ hepar.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF SODIUM NITRITE TOWARD ENZYMATIC
FUNCTION OF ALANINE TRANSAMINASE (ALT) AND ASPARTATE
TRANSAMINASE (AST) ALSO THE HISTOPATOLOGIC CHANGES IN
WHITE RAT (Rattus norvegicus)

Sodium nitrite (NaNO2) is a salt form of the bond between sodium (Na) and nitrite
(NO2"). Usually, sodium nitrite is used as a curing or preservative of processed
food. Liver organ demage causes sodium nitrite. Therefore, this study aims to
determine how the effects of sodium nitrite toward ALT and AST enzyme levels,
also the histopathological changes of the liver in white rats. This study is
experimental with the RAL method (Completely Randomized Design), used 24
white rats and the treatment was administered orally as much as 1 ml for 30 days.
There are 6 treatment groups namely control; NaNO2 5% (0,46 mg/ml); NaNO2
10% (0,925 mg/ml); NaNO2 15% (1,38 mg/ml); NaNO2 20% (1,85 mg/ml) and
NaNO:z Standard (9,25 mg/ml). Blood serum and liver organ samples are taken after
the treatment for 30 days. Then the the results of this research were analyzed
statistically and observations were made of the histopathological picture of the
liver. The results of this study showed that there was a significant effect on the
administration of sodium nitrite to ALT levels with the highest average of 99,25
Ulliter and a significance value of 0,014. Meanwhile, the AST levels have effects
although not significant with the highest average of 174,33 Ulliter. In the
histopathological picture of the white rat liver organ, P2 NaNO> 10% group (0,925
mg/ml) showed the most significant histopathological changes with the highest total
damage score, also found inflammation in the periportal and centrilobuller area.
Keywords: sodium nitrite, alanine transaminase, aspartate transaminase,
histopathological, liver organ.
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BABI
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Nitrit adalah senyawa yang terbentuk secara alamiah dari siklus
nitrogen di lingkungan. Senyawa nitrit dapat terbentuk dari pelapukan
tanaman, pupuk kandang, reduksi nitrat, dan residu organik lainnya. Natrium
nitrit (NaNQOy) ialah bentuk garam dari ikatan antara natrium (Na) dan nitrit
(NO2") (Lundberg, et al., 2008). Nitrit (NO>") dapat berikatan dengan oksigen
(teroksidasi) menjadi nitrat (NO3") dan nitrat (NO3") dapat direduksi menjadi
nitrit (NO2") melalui berbagai proses biologis dengan bantuan mikroba di
dalam tanah, tanaman dan lain-lain (NTP, 2000).

Nitrat dan nitrit merupakan senyawa toksik yang ada di lingkungan dan
berpotensi menimbulkan masalah kesehatan jika keberadaannya di dalam
tubuh melebihi ambang batas yang ditentukan. Senyawa nitrit juga dijumpai
dalam makanan, udara, tanah, air, dan sayuran serta terdapat senyawa nitrit
endogen di dalam tubuh manusia (Ogur et al., 2005). Natrium nitrit biasanya
digunakan sebagai bahan curing atau bahan pengawet makanan olahan
terutama daging dan ikan, dikarenakan kemampuan menghambat
pembusukan yang disebabkan oleh bakteri Clostridium botullinum serta dapat
menjaga aroma dan memberikan warna merah pada daging (Honikel, 2008).
Batas total asupan nitrit dan nitrat cukup rendah dalam konsumsi sehari-hari
untuk manusia yaitu, total asupan harian nitrat dan nitrit untuk seseorang
adalah sekitar masing-masing 50-120 mg dan 2-5 mg. Jumlah total asupan
nitrit harian juga disebut 8-16 mg untuk 60 kg orang (Tan, 2003).

Sebagaimana yang telah ditetapkan oleh JECFA (The Joint FAO (Food and



Agriculture Organization of the United Nations)/WHO (World Health
Organization) Expert Committee on Food Additives) bahwa nilai asupan
harian atau Acceptable Daily Intake (ADI) untuk nitrit adalah 0-0,07 mg/kg
bb per hari (FAO/WHO, 2002).

Senyawa N-nitroso yang terbentuk ketika nitrit berikatan dengan
senyawa amin bersifat racun dan dapat menyebabkan gangguan kesehatan
pada manusia dan hewan. Dampak berbahaya dari NaNO; dikarenakan pada
saat pemaparan senyawa natrium nitrit, nitrit yang masuk ke dalam tubuh
dikonversi menjadi kation nitrosonium (NO"), kemudian akan bereaksi
dengan amina dan amida untuk membentuk nitrosamine dan nitrosamida.
Salah satu bentuk nitrosamine yaitu senyawa N-nitroso, seperti N-
nitrosodimethylamine (NDMA), N-nitrosodiethylamine (NDEA), dan N-
nitrosomorpholine (NMOR), yang kemungkinan bersifat karsinogenik bagi
manusia, NDMA bersifat hepatotoksik serta menyebabkan fibrosis dan tumor
(Erkekoglu & Baydar, 2010). NDEA telah terbukti mampu menginduksi
produksi radikal bebas pada jaringan hati tikus secara in vivo dikarenakan
termasuk senyawa N-nitrosamin yang memiliki kemampuan untuk
menginduksi stres oksidatif dan memicu terbentuknya ROS (Reactive Oxygen
Spesies) (Yamada, et al., 2006). Dalam darah, NO; dapat berikatan dengan
hemoglobin dan mengoksidasi zat besi di situs heme membentuk
methemoglobin yang tidak dapat mentransport oksigen, dengan demikian
menghasilkan methemoglobinemia (Belcastro et al., 2017). Selain itu, nitrit

yang berikatan dengan hemoglobin juga akan menginduksi produksi ROS



yang menyebabkan stress oksidatif pada membran sel eritrosit sehingga
terjadi hemolisis (Ambarwati, 2012).

Hati (hepar) termasuk salah satu organ penting di dalam tubuh karena
berfungsi sebagai agen detoksifikasi dan regulator dari semua sistem
metabolisme yaitu karbohidrat, protein serta lemak. Kerusakan hati dapat
diakibatkan oleh infeksi atau paparan zat kimia melalui inhalasi, pemberian
per oral, atau parenteral (Guyton & Hall, 2009). Li et al., (2015) berpendapat
bahwa stress oksidatif yang terbentuk akibat pembentukan ROS oleh
mitokondria, mikrosom, serta peroksisom yang ada pada sel parenkim di hati
dapat menimbulkan kerusakan hati seperti penyakit kronis pada organ hati
seperti sirosis hepatik, hepatitis kronis, serta karsinoma hepatoseluler.
Menurut Kumar, et al., (2014), mekanisme kerusakan sel hati yang
disebabkan oleh radikal bebas yaitu dengan cara merusak lapisan fosfolipid
yang menyusun membran sel hati, sehingga mengganggu permeabilitas
membran sel lalu terjadi peningkatan influks kalsium dari ektrasel maupun
pelepasan kalsium dari retikulum endoplasma dan mitokondria. Peningkatan
influks kalsium memicu pengaktifan sejumlah enzim perusak seperti enzim
protease yang dapat merusak DNA, ketika DNA rusak maka poliribosom
meningkat dan terjadi pengosongan NAD yang mengakibatkan terhambatnya
sintesis ATP. Sintesis ATP yang terhambat menyebabkan kerusakan pada sel
hati atau nekrosis, kemudian diikuti oleh meningkatnya kadar enzim alanine
transaminase (ALT) dalam serum akibat lisisnya lisosom dalam membrane

plasma.



Tubuh memiliki enzim yang berfungsi sebagai indikator terjadinya
gangguan kesehatan yaitu enzim transaminase, dengan cara mengkatalisis
pemindahan gugus amino secara reversible antara asam amino dan alfa-
ketoglutarate untuk menghasilkan glutamate dan ketoacid. Terdapat 2 jenis
enzim transaminase yang sering dikaitkan dengan kerusakan sel pada organ
hati yaitu alanine transaminase (ALT) dan aspartate transaminase (AST)
dikarenakan konsentrasi ALT tertinggi pada tubuh terdapat di hati, maka
aktivitas ALT memiliki spesifitas yang relatif tinggi sebagai indikator
kerusakan pada hati. ALT terletak di dalam sitoplasma, sedangkan AST
terletak di dalam sitoplasma dan mitokondria (Thapa & Walia, 2007). Jika
terjadi gangguan kesehatan pada organ hati akibat senyawa toksik atau radikal
bebas, maka berbagai enzim yang berada di sitosol akan masuk ke peredaran
darah dan menyebabkan adanya perbedaan permeabilitas pada membrane sel
sehingga kadar enzim transaminase dalam darah akan meningkat. Kadar
normal pada hewan percobaan tikus putih yaitu ALT 17.5-30.2 U/liter dan
AST 45.7-80.8 U/liter (Smith & Mangkoewidjojo, 1988)

Studi mengenai air minum dengan kadar natrium nitrit mulai dari 90-
1230 mg/kg bb (sesuai dengan 60-824 mg/kg bb per hari untuk nitrit) yang
dilakukan pada mencit selama 14 minggu, secara keseluruhan menunjukkan
penurunan berat badan, berat limpa dan jumlah sperma pada mencit jantan
dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Pada mencit bentina menunjukkan
pengaruh terhadap berat organ (jantung, ginjal, hati dan limpa) dan siklus
estrus. Air minum dengan dua kadar nitrit tertinggi menyebabkan

terbentuknya hyperplasia pada sel squamosa di lambung dan hematopoiesis



ekstramedular. NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) pada studi ini
yaitu 190 mg/kg bb justru menyebabkan degenerasi testis pada mencit jantan.
Penelitian lain yang dilakukan oleh Hassan et al., (2009) yaitu pemberian
natirum nitrit pada tikus putih jantan (Ratfus rattus) dengan konsentrasi 80
mg/kg bb selama tiga bulan menunjukkan peningkatan yang signifikan
terhadap kadar glukosa, bilirubin, urea, kreatinin dan aktivitas enzim AST,
ALT serta ALP.

Studi lain mengenai air minum dengan kadar natrium nitrit yang lebih
rendah yaitu pada tingkat dosis 30-340 mg/kg bb per hari natrium nitrit (sesuai
dengan 20-228 mg/kg bb per hari untuk nitrit) menunjukkan terjadinya
methemoglobin. Motilitas sperma digunakan sebagai titik akhir untuk
menentukan NOEL (No Observed Effect Level) yaitu 55 mg/kg bb per hari
untuk natrium nitrit setara dengan 37 mg/kg bb per hari untuk nitrit (NTP,
2001). Kemudian, Ozen et al., (2014) melakukan penelitian terkait toksisitas
kronis natrium nitrit pada mencit dengan konsentrasi 10 mg/kg BB dan 20
mg/kg BB selama 8 bulan diperoleh hasil bahwa terjadi perubahan
histopatologis pada organ hati dan ginjal. Degenerasi jaringan dan peroksidasi
lipid terjadi di kedua organ, meskipun kerusakan lebih menonjol terdapat di
organ hati, apoptosis (kematian sel) terjadi pada kelompok mencit yang diberi
natrium nitrit dengan konsentrasi 20 mg/kg. Selain itu, nitrit menyebabkan
perubahan kromosom yang signifikan sehingga dapat mengindikasikan
potensi genotoksik NaNO; jika dikonsumsi dalam jangka panjang.

Beberapa penelitian telah melaporkan dampak keracunan nitrat atau

nitrit pada hewan yang menyebabkan perubahan dalam beberapa parameter



biokimia, seperti persentase methemoglobin yang tinggi, kadar glukosa, urea,

kreatinin, alkaline phosphatase (ALP), aspartate transaminase (AST) dan

alanine transaminase (ALT) yang mengarah pada beberapa perubahan

histopatologis (Azeez, et al., 2011).

Seperti yang telah dijelaskan oleh Allah SWT pada Q.S. Thaha (20)

Ayat 81, sebagai berikut:

JIag g Game il (o 48 15385 V5 K55 L i 0 15K
G5 W mt 4l
A)

Artinya:
81. Makanlah di antara rezeki yang baik yang telah Kami berikan kepadamu

dan janganlah melampaui batas padanya, yang menyebabkan kemurkaan-Ku
menimpamu. Dan barangsiapa ditimpa oleh kemurkaan-Ku, maka
sesungguhnya binasalah ia.

Menurut Tafsir Al Wajiz dari Az Zuhaili (1996) tafsir dari ayat tersebut
yaitu makanlah dari rizki Kami yang baik-baik dan janganlah kalian
melampaui batas dengan cara, sebagian kalian menzhalimi sebagian yang
lain, akibatnya kemurkaan Allah akan menimpa kalian dan siapa saja yang
ditimpa kemurkaan Allah, sungguh dia akan binasa dan merugi.

Pada ayat ini Allah menegaskan supaya mereka memakan di antara
rezeki yang baik, yang lezat cita rasanya dan rezeki yang telah Allah
karuniakan kepada mereka. Jangan sekali-kali mereka menyalahgunakannya,
seperti menafkahkannya dengan boros, tidak mensyukurinya, mendermakan
kepada kemaksiatan, dan lain-lain sebagainya. Dalam hal ini, penggunaan

senyawa natrium nitrit yang ditujukan untuk hal kebaikan bagi seluruh umat

manusia terdapat batas yang penting untuk diperhatikan. Ditetapkannya batas
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adalah untuk melindungi manusia dari segala bahaya yang ditimbulkan karena
berlebih-lebihan. Jika demikian, maka mereka telah mengundang kemurkaan
Allah dengan cara akan ditimpakan siksa. Celaka dan binasalah orang-orang
yang telah ditimpa kemurkaan Allah. Sehingga, apabila melampaui batas
yang telah ditetapkan, terdapat bahaya berupa ditimpanya suatu penyakit atas
kelalaiannya sendiri (Kementerian Agama, 2019).

Meskipun beberapa penelitian terdahulu telah mempelajari pengaruh
senyawa nitrat dan nitrit terhadap kesehatan, sebagian besar merupakan studi
toksisitas akut dengan penggunaan dosis yang tinggi. Sedangkan, senyawa
nitrit itu tingkat toksisitasnya lebih tinggi dibandingkan dengan nitrat.
Sebagai aturan praktis, senyawa nitrit 10 kali lebih beracun daripada senyawa
nitrat (Azeez et al., 2011). Sehingga, perlu dilakukan penelitian mengenai
pengaruh pemberian natrium nitrit dengan konsentrasi rendah terhadap fungsi
dan gambaran histopatologis organ hati pada tikus. Diharapkan hasil dari
penelitian ini dapat menambah pengetahuan tentang penggunaan dosis
natrium nitrit dalam konsentrasi rendah dan dapat digunakan sebagai dasar
penelitian lanjutan untuk mengevaluasi ambang batas normal penggunaan
natrium nitrit, sehingga mampu mencegah terjadinya dampak negatif pada

manusia.

Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh natrium nitrit terhadap fungsi enzimatis kadar
ALT dan AST serta gambaran histopatologis organ hati pada tikus putih

(Rattus norvegicus)?
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Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui pengaruh natrium nitrit terhadap fungsi enzimatis
kadar ALT dan AST serta gambaran histopatologis organ hati pada tikus putih

(Rattus norvegicus).

Manfaat Penelitian
a. Manfaat Umum
1) Dapat digunakan sebagai sarana untuk menambah wawasan dan
pengetahuan khususnya tentang natrium nitrit
2) Memberi informasi tentang pengaruh pemberian natrium nitrit
terhadap fungsi dan gambaran histopatologis organ hati pada tikus
putih (Rattus norvegicus)
b. Manfaat Khusus
1) Bagi pemerintah diharapkan dapat digunakan sebagai acuan untuk
mengevaluasi ambang batas normal penggunaan natrium nitrit dalam
kehidupan sehari-hari
2) Bagi masyarakat diharapkan dapat menambah pengetahuan tentang
dosis aman konsumsi natrium nitrit sehingga lebih berhati-hati dalam

memilih jenis makanan



1.5. Batasan Penelitian
Berdasarkan uji pendahuluan, perlakuan yang diberikan yaitu berbagai
konsentrasi natrium nitrit yang dibatasi mulai dari standar konsentrasi
minimum yang dapat menyebabkan toksik pada manusia dan merujuk pada
NOEL (No Observed Effect Level) yang ditentukan oleh NTP (2001) yaitu 37
mg/kg kemudian dikonversi ke tikus menjadi 9,25 mg/ml, selanjutnya 5%
yaitu 0,46 mg/ml, 10% yaitu 0,925 mg/ml, 15% sebesar 1,38 mg/ml dan 20%

sebesar 1,85 mg/ml dari standar atau NOEL.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Natrium Nitrit (NaNQO2)

Natrium nitrit (NaNO;) adalah senyawa kimia berbentuk kristal
berwarna putih, memiliki sifat larut dalam air, ammonia, methanol, etanol,
piridin dan ester, serta mempunya berat molekul (BM) sebesar 69
(Ambarwati, 2012). Natrium nitrit (NaNOz) merupakan bentuk garam dari
ikatan antara natrium (Na) dan nitrit (NO2"). Nitrit adalah senyawa yang
terbentuk secara alamiah dari siklus nitrogen di lingkungan. Senyawa nitrit
dapat terbentuk dari pelapukan tanaman, pupuk kandang, reduksi nitrat, dan
residu organik lainnya (Lundberg, et al., 2008). Senyawa nitrit juga dijumpai
dalam makanan, udara, tanah, air dan sayuran serta terdapat senyawa nitrit
endogen di dalam tubuh manusia (Ogur et al., 2005). Nitrit (NO2") dapat
berikatan dengan oksigen (teroksidasi) menjadi nitrat (NO3") dan nitrat dapat
direduksi menjadi nitrit (NO2") melalui berbagai proses biologis dengan

bantuan mikroba di dalam tanah, tanaman dan lain-lain (NTP, 2000).

NL: ¢ _N-.

i -
*: ~

"07 Yo

Gambar 2.1 Rumus Struktur Kimia Natrium Nitrit
Sumber: NCBI PubChem Database, (2019)

Berdasarkan jenisnya, nitrit diklasifikan menjadi dua yaitu nitrit
anorganik dan nitrit organik. Nitrit anorganik dapat terbentuk secara eksogen
dan endogen. Secara eksogen, nitrit ditemukan dalam bentuk yang larut dalam
air melalui proses siklus nitrogen di lingkungan. Secara endogen, nitrit
anorganik terbentuk melalui beberapa mekanisme yaitu nitrit oksida (NO)

yang teroksidasi dengan perantara L-Arginin dan reduksi nitrat dengan

10
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bantuan ezim xantin oksidoreduktase. Sedangkan nitrit organik bersifat
lipofilik dan umumnya ditemukan dalam produk kesehatan (Lundberg et al.,
2008).

Natrium nitrit biasanya digunakan sebagai bahan curing atau bahan
pengawet makanan olahan terutama daging dan ikan, dikarenakan
kemampuan menghambat pembusukan yang disebabkan oleh bakteri
Clostridium botullinum dengan cara menghambat pertumbuhannya yang
dapat mengakibatkan botulisme serta dapat menjaga aroma, rasa dan
memberikan warna merah pada daging dengan cara menghambat oksidasi
lemak. Pemanfaatan NaNO; di bidang lain yaitu sebagai reagen laboratorium,
pencegah korosi, serta di bidang kedokteran hewan digunakan sebagai
vasodilator, antidotum sianida, bronkodilator, relaksan intestinal dan lain-
lain. Pemaparan oleh senyawa natrium nitrit yang paling utama terjadi melalui
sistem pencernaan, dikarenakan mengkonsumsi makanan mengandung
NaNO; baik yang secara alami seperti buah-buahan dan sayur-sayuran
ataupun makanan olahan seperti kornet, sosis, burger dan lain-lain. Selain itu,
sumber air minum yang terkontaminasi oleh NaNO; juga menyebabkan
pemaparan NaNO> di dalam tubuh meningkat (Ansari, et al., 2017).

Nitrat dan nitrit merupakan senyawa toksik yang ada di lingkungan dan
berpotensi menimbulkan masalah kesehatan jika keberadaannya di dalam
tubuh melebihi ambang batas yang ditentukan. Senyawa N-nitroso yang
terbentuk ketika nitrit berikatan dengan senyawa amin bersifat racun dan
dapat menyebabkan gangguan kesehatan pada manusia dan hewan. Dampak

berbahaya dari NaNO: dikarenakan pada saat pemaparan senyawa natrium
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nitrit, nitrit yang masuk ke dalam tubuh dikonversi menjadi kation
nitrosonium (NO™), kemudian akan bereaksi dengan amina dan amida untuk
membentuk nitrosamine dan nitrosamida yang bersifat karsinogenik
(Erkekoglu & Baydar, 2010).

Nitrit (NO2") di dalam tubuh dapat terbentuk melalui reduksi nitrat
(NO3") atau oksidasi dari nitrogen monoksida (NO). Reaksi oksidasi non-
enzimatik NO dengan oksigen dalam jaringan terjadi relatif lambat,
sedangkan oksidasi oleh ceruloplasmin di dalam plasma terjadi lebih cepat.
Reduksi nitrat menjadi nitrit di mulut oleh bakteri anaerob fakultatif
komensalisme dengan bantuan nitrat enzim reduktase, yang juga ada dalam
usus mamalia. Saat terjadi respirasi, bakteri tersebut menggunakan nitrat
sebagai alternatif aseptor elektron dari oksigen. Di mulut, terbentuk sekitar
25% nitrit hasil reduksi dari nitrat oleh bakteri dengan nitrat enzim reduktase
lalu ketika di lambung, pH asam mendukung pembentukan asam nitrat
(HNO:,) dari nitrit yang terprotonasi kemudian terurai menjadi nitrogen oksida
jenis lain, seperti nitrogen dioksida dan dinitrogen trioksida (N20s) (Pereira,
etal., 2013).

Berikut merupakan reaksi kimia dari pembentukan senyawa nitrit di
dalam tubuh, merujuk pada Lundberg et al., (2008):

Reaksi oksidasi non-enzimatik = 4NO + Oz + 2H20 — 4NO; + 4H*

Ceruloplasmin =NO +Cu* —NO" +Cu"
NO" + H,O — HNO>+H"
HNO: — H" +NO2”

Bakteri nitrat reduktase =NOs3+e+H" —NOy +H0
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Dalam darah, NO: dapat berikatan dengan hemoglobin dan
mengoksidasi zat besi di situs heme membentuk methemoglobin yang tidak
dapat  mentransport  oksigen, dengan demikian  menghasilkan
methemoglobinemia. Reactive Nitrogen Species (RNS) lainnya juga
terbentuk, seperti nitrogen oksida (NO) dan peroxynitrite (ONOO-), senyawa-
senyawa tersebut dapat bereaksi dengan protein membentuk nitrotyrosine
(Belcastro et al., 2017). Nitrosamin yang terbentuk oleh reaksi kimia nitrit
dengan amina atau amida membentuk senyawa N-nitroso, seperti N-
nitrosodimethylamine (NDMA), N-nitrosodiethylamine (NDEA), dan N-
nitrosomorpholine (NMOR), yang berpotensi bersifat karsinogenik bagi
manusia, NDMA bersifat hepatotoksik serta menyebabkan fibrosis dan tumor
(Erkekoglu & Baydar, 2010).

Menurut (Honikel, 2008) berikut merupakan reaksi kimia dari
pembentukan nitrosamine:

NaNO; + H* — HNO; + Na*
HNO; +H' - NO" +H0
2HNO> — N203 +HO
N20s —NO +NO;
primary amine RNH; + NO" — RNH-N=0 + H" — ROH + N,
secondary amine R;NH + NO™ — RoN-N=0 +H"
(nitrosamine)

Studi mengenai air minum dengan kadar natrium nitrit mulai dari 90-

1230 mg/kg bb (sesuai dengan 60-824 mg/kg bb per hari untuk nitrit) yang

dilakukan pada mencit selama 14 minggu, secara keseluruhan menunjukkan
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penurunan berat badan, berat limpa dan jumlah sperma pada mencit jantan
dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Pada mencit bentina menunjukkan
pengaruh terhadap berat organ (jantung, ginjal, hati dan limpa) dan siklus
estrus. Air minum dengan dua kadar nitrit tertinggi menyebabkan
terbentuknya hyperplasia pada sel squamosa di lambung dan hematopoiesis
ekstramedular. NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) pada studi ini
yaitu 190 mg/kg bb justru menyebabkan degenerasi testis pada mencit jantan
(NTP, 2001).

Penelitian lain yang dilakukan oleh Hassan et al., (2009) yaitu
pemberian natirum nitrit pada tikus putih jantan (Ratfus rattus) dengan
konsentrasi 80 mg/kg bb selama tiga bulan menunjukkan peningkatan yang
signifikan terhadap kadar glukosa, bilirubin, urea, kreatinin dan aktivitas
enzim AST, ALT serta ALP. Studi lain oleh NTP (2001) mengenai air minum
dengan kadar natrium nitrit yang lebih rendah yaitu pada tingkat dosis 30-340
mg/kg bb per hari natrium nitrit (sesuai dengan 20-228 mg/kg bb per hari
untuk nitrit) menunjukkan terjadinya methemoglobin. Motilitas sperma
digunakan sebagai titik akhir untuk menentukan NOEL (No Observed Effect
Level) yaitu 55 mg/kg bb per hari untuk natrium nitrit setara dengan 37 mg/kg
bb per hari untuk nitrit.

Akan tetapi batas total asupan nitrit dan nitrat cukup rendah dalam
konsumsi sehari-hari untuk manusia yaitu sebagaimana yang telah ditetapkan
oleh JECFA (The Joint FAO (Food and Agriculture Organization of the

United Nations)/WHO (World Health Organization) Expert Committee on
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Food Additives) bahwa nilai asupan harian atau Acceptable Daily Intake

(ADI) untuk nitrit adalah 0-0,07 mg/kg bb per hari (FAO/WHO, 2002).

Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Tikus Putih (Rattus norvegicus) dikategorikan ke dalam hewan
pengerat (Ordo: Rodentia, rodere = mengerat). Oleh karena itu, tikus hanya
mempunyai dua gigi seri yang besar untuk menunjang kemampuannya dalam
mengerat dan tidak mempunyai gigi taring (canina) serta geraham depan
(premolar). Sehingga memiliki celah antara gigi seri dan geraham belakang
(molar) yang disebut diastema. Diastema berguna untuk menyaring kotoran
yang terbawa bersamaan dengan makanan. Gigi seri tikus akan terus menerus
tumbuh dan kemampuannya dalam mengerat benda apapun adalah cara untuk
menekan pertumbuhan gigi seri agar tidak membahayakan tikus itu sendiri
(Sigit, 2006).

Karakteristik morfologi tikus putih adalah kepala dan badan lebih
pendek daripada ekor, telinga berukuran relatif kecil yaitu 20-23 mm,
memiliki berat 150-600 gram, bertubuh besar dengan panjang berkisar 18-25
cm, mata berwarna merah, berhindung tumpul, bentuk badan silindris
cenderung membesar di bagian belakang (Sholichah, 2007). Sebagaimana

ditampilkan pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Rattus norvegicus
Sumber: (Hickman, et al., 2016)

Menurut (Hedrich, 2006) klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus)

ialah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Subordo : Myomorpha
Famili : Muridae
Subfamili : Murinae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Tikus Putih (Rattus norvegicus) termasuk hewan rodensia yang paling
sering digunakan dalam percobaan laboratorium dikarenakan fisiologis
hewan tersebut menyerupai fisiologis manusia. Selain itu, tikus merupakan

hewan percobaan yang mudah untuk ditangani, mudah dalam hal
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perawatannya, mudah didapatkan, siklus hidup relatif cepat, serta keuntungan
lainnya yaitu tikus tidak bisa muntah disebabkan oleh adanya kendala anatomi
yaitu katup yang kuat antara esophagus dan perut, tidak terjadi aktivitas
kontraksi 2 otot pada difragma dan tidak terjadi aktivitas koordinasi otot
karena tidak memiliki interaksi saraf kompleks antara organ visceral dan
batang otak. Terdapat mekanisme lain yang dilakukan oleh tikus sebagai
representatif penolakan (muntah) yaitu regurgitasi. Regurgitasi adalah
naiknya makanan dari lambung melalui kerongkongan tanpa disertai
kontraksi otot perut yang kuat maupun rasa mual (Horn et al., 2013)

Hati (Hepar)

Hepar termasuk salah satu organ yang berukuran besar, berat hepar
pada tikus sekitar 6% dari total berat badan, sedangkan pada manusia sekitar
2% dari total berat badan. Sehingga berat hepar pada tikus secara signifikan
lebih menonjol daripada berat hepar pada manusia, perbedaan tersebut terlihat
pada rongga abdomen yang membesar pada tikus. Jika letak hepar pada
manusia berada pada rongga atas abdomen sebelah kanan, berbeda dengan
letak hepar pada tikus yang terletak membentang di seluruh wilayah
subdiafragmatik (Rogers & Dintzis, 2012). Letak hepar pada tikus

ditunjukkan oleh Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Anatomi Regional Hepar Tikus
Sumber: (Rogers & Dintzis, 2012)

Hepar tikus hanya terdiri dari lobus dextra, lobus sinistra, lobus medial
dan lobus caudatus. Lobus dextra memiliki sekat melintang yang hampir
membagi menjadi dua bagian yaitu memisahkan lobus kranial dengan lobus
caudatus. Lobus medial berada paling atas dan menonjol, memiliki dua sayap
pyriform yang dihubungkan oleh kantung empedu (Gall-blader). Sedangkan
lobus kiri merupakan lobus terbesar dan biasanya digunakan untuk
pengambilan sampel histologi. Lobus caudatus berukuran kecil dan memiliki
dua segmen yang terlihat seperti berbentuk telinga (Rogers & Dintzis, 2012).

Sebagaimana yang ditunjukkan oleh Gambar 2.4.

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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Gambar 2.4 Anatomi Hepar
Sumber: (Rogers & Dintzis, 2012)

Organ hati (hepar) memiliki komponen struktural yaitu parenkim
(tersusun dari lempengan sel-sel hepar/hepatosit), sinusoid (rongga antara
lempengan sel-sel hepar), celah perikapiler (celah Disse) yaitu celah antara
hepatosit dan epitel sinusoid, terdapat mikrovili yang menonjol ke dalam
celah tersebut dan berfungsi sebagai pertukaran sel-sel hepar dengan plasma,
stroma yang bersambungan dengan kapsula Glisson (jaringan ikat tipis yang
tersusun dari kolagen dan bersifat elastis) lalu diselubungi oleh peritoneum
visceral (Ross & Pawlina, 2011).

Secara histologis, sebagian besar hepar tersusun atas sel-sel hati yang
disebut hepatosit. Susunan hepatosit radial dan mengarah dari area portal
menuju ke vena sentral membentuk lempengan-lempengan yang menyerupai
struktur polygonal, dengan beberapa saluran portal di bagian perifer (arteriol,
venul, empedu dan limfatik) dan vena sentral berada di pusatnya disebut
lobulus klasik hati. Lobulus-lobulus hepar terbagi menjadi tiga area atau
bagian yaitu area centrilobular (perivenular) disebut zona 3 adalah area di
sekitar vena sentral; area midzonal disebut zona 2 adalah area pertengahan;
dan area periportal disebut zona 1 adalah area di sekitar saluran portal

(Kietzmann, 2017). Seperti yang ditunjukkan oleh Gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Histologi lobulus hepar
Sumber: (Mohan, 2010)

Terdapat ruang atau celah diantara lempengan hepatosit yang berisi
mikrovaskular disebut sinusoid/kapiler hepar. Dinding sinusoid terdiri dari
sel-sel endothelial yang berfenestrasi (berperforasi) dan tersusun secara
diskontinyu. Pada lumen sinusoid terdapat sel stellata khusus yang berperan
sebagai makrofag, yaitu sel Kupffer yang berfungsi menyaring partikel atau
bakteri asing, merombak sel darah merah (eritrosit) lama, membebaskan
heme untuk dapat digunakan lagi dan sebagai antigen sistem imunitas. Selain
itu, terdapat sel stellata khusus yaitu Sel Ito (penimbun lemak) yang fungsi
utamanya untuk menyimpan vitamin A dan pembentuk komponen matriks
ekstraseluler. Di antara sinusoid dan hepatosit terdapat celah kecil yang

menyebabkan plasma darah kontak langsung dengan hepatosit sehingga
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terjadi pertukaran makromolekul secara bebas, disebut celah perikapiler Disse

(Rogers & Dintzis, 2012). Seperti yang ditampilkan pada Gambar 2.6.

Hepatic artery  Hepatic portalvein Porialtriad  Bile ductules
Gambear 2.6 Struktur mikroskopis hepar
Sumber: (Borley, et al., 2008)

Aliran darah dan cairan empedu bergerak secara berlawanan yaitu
darah dari arteriol dan venul sama-sama bergerak dari area portal menuju vena
sentral melalui sinusoid, sedangkan cairan empedu yang dilepaskan ke
kanalikuli kemudian diarahkan ke area portal oleh hepatoseluler khusus yaitu
mikrovili (Rogers & Dintzis, 2012). Seperti yang ditunjukkan oleh Gambar

2.7.

Gambar 2.7 Panah hitam menunjukkan arah ahran darah panah hl_] au menunjukkan arah
cairan empedu
Sumber: (Rogers & Dintzis, 2012)

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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Hati (hepar) termasuk salah satu organ penting di dalam tubuh karena
berfungsi sebagai agen detoksifikasi dan regulator dari semua sistem
metabolisme yaitu karbohidrat, protein serta lemak serta homeostasis (Rogers
& Dintzis, 2012). Seluruh nutrisi hasil metabolisme yang terserap dari saluran
pencernaan akan terkumpul di darah melalui vena porta hepatica, kecuali
kilomikron yang diangkut oleh pembuluh limfe, kemudian didistribusikan ke
seluruh tubuh melalui sirkulasi darah. Hepar juga berfungsi sebagai organ
perantara antara saluran pencernaan dengan darah, 70-80% darah yang ada di
hepar merupakan supply dari vena porta hepatica (sedikit oksigen karena
sebelumnya telah digunakan oleh usus dan limfe), darah tersebut berasal dari
usus, lambung dan limpa. 20-30% sisanya adalah supply dari arteri hepatica
(banyak oksigen). Darah dari vena porta hepatika dan cabang-cabang arteri
hepatika akan mengalir dari bagian perifer yaitu daerah portal menuju
sinusoid lalu ke vena portal. Seluruh vena sentral dari lobulus-lobulus hepar
mengalirkan darah ke vena hepatika kemudian aliran darah meninggalkan
posterior hepar menuju vena cava inferior (Snell, 2012).

Hepatosit adalah target utama jika terjadi kerusakan pada hepar
dikarenakan perannya sebagai agen detoksifikasi dan regulator dari seluruh
sistem metabolisme. Kerusakan hepar dapat diakibatkan oleh infeksi atau
paparan zat kimia melalui inhalasi, pemberian per oral, atau parenteral.
Intoksikasi bahan kimia dapat memicu produksi ROS (Reactive Oxygen
Species) (Guyton & Hall, 2009). Li et al., (2015) berpendapat bahwa stress
oksidatif yang terbentuk akibat pembentukan ROS oleh mitokondria,

mikrosom, serta peroksisom yang ada pada sel parenkim di hati dapat
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menimbulkan kerusakan hati seperti penyakit kronis pada organ hati seperti
sirosis hepatik, hepatitis kronis, serta karsinoma hepatoseluler.

Menurut Kumar, et al., (2014), mekanisme kerusakan sel hati yang
disebabkan oleh radikal bebas yaitu dengan cara merusak lapisan fosfolipid
yang menyusun membran sel hati, sehingga mengganggu permeabilitas
membrane sel lalu terjadi peningkatan influks kalsium dari ektrasel maupun
pelepasan kalsium dari retikulum endoplasma dan mitokondria. Peningkatan
influks kalsium memicu pengaktifan sejumlah enzim perusak seperti enzim
protease yang dapat merusak DNA, ketika DNA rusak maka poliribosom
meningkat dan terjadi pengosongan NAD yang mengakibatkan terhambatnya
sintesis ATP. Sintesis ATP yang terhambat menyebabkan kerusakan pada sel
hati atau nekrosis, kemudian diikuti oleh meningkatnya kadar enzim alanine
transaminase (ALT) dalam serum akibat lisisnya lisosom dalam membrane

plasma. Mekanisme kerusakan hati yang disebabkan oleh ROS dapat dilihat

pada Gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Produksi, eliminasi dan mekanisme ROS merusak sel hepar
Sumber: (Kumar, et al., 2014)

Menurut (Mohan, 2010) berikut merupakan beberapa perubahan

struktur hepar ketika bereaksi dengan senyawa kimia:
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a. Peradangan/Inflamasi
Merupakan suatu respon fisiologis atau reaksi perlawanan tubuh terhadap
berbagai jejas dan benda asing. Sel Kupffer sebagai makrofag akan
dengan cepat memfagosit sel-sel yang rusak akibat paparan senyawa
kimia tersebut, tubuh juga akan meningkatkan pergerakan leukosit dan
plasma, terutama sel granulosit serta polimorfonukleus seperti eosinophil,
neutrophil, basophil secara kemotaksis, leukosit jenis lain yaitu monosit
dan limfosit juga berfungsi dalam merespon jejas
b. Fibrosis
Merupakan kerusakan sel yang terjadi tanpa disertai regenerasi sel yang
cukup. Sehingga, apabila dilihat secara makroskopis dapat berupa atrofi
(penurunan aktivitas metabolisme dan ukuran sel), hipertrofi (peningkatan
ukuran dan aktivitas fungsi sel), hyperplasia (peningkatan jumlah sel),
atau metaplasia (perubahan fenotip sel)
c. Degenerasi Sel
Terbagi menjadi dua jenis yaitu degenerasi parenkimatosa dan degenerasi
hidropik.
1) Degenerasi parenkimatosa
Merupakan degenerasi yang bersifat reversible (dapat kembali) dan
paling ringan. Disebut juga dengan degenerasi albuminosa, degenerasi
keruh atau cloudly swelling. Terjadi apabila terdapat pembengkakan
sitoplasma yang keruh disebabkan oleh protein yang mengendap,

sehingga mengakibatkan oksidasi sel terganggu begitu pun dengan
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proses eliminasi air yang terkendala maka terjadi penimbunan air di
dalam sel

2) Degenerasi hidropik
Merupakan degenerasi yang bersifat reversible (dapat kembali) dan
tingkat kerusakannya di atas degenerasi parenkimatosa, disebut juga
dengan balooming degeneration. Terjadi apabila hepatosit mengalami
pembengkakan hingga 2x lipat dari bentuk normal dan terlihat
vakuola-vakuola dari kecil sampai yang berukuran besar berisi air
serta tidak mengandung lemak

3) Degenerasi lemak
Merupakan kondisi hepatosit mengandung lipid dalam jumlah banyak
disebabkan adanya peningkatan terbentuknya asam lipid dan
berkurangnya oksidasi lipid, sehingga terjadi ketidakseimbangan
antara lipid yang diserap oleh darah dengan sekresi lipoprotein dari
hepatosit.

d. Nekrosis

Merupakan kematian sel atau jaringan yang ditandai dengan berubahnya

morfologi sel, ukuran inti sel yang mengecil atau terlihat piknotik,

penambahan kromatin dan serabut retikuler.

Berdasarkan letak dan perluasan, nekrosis dikategorikan menjadi tiga:

1) Nekrosis fokal

Nekrosis yang terjadi pada sekelompok kecil sel dalam satu lobulus
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2) Nekrosis zonal
Nekrosis yang terjadi pada hepatosit bergantung pada zona
(centrilobular, midzonal dan periportal) dalam satu lobulus.

3) Nekrosis massif
Terjadinya nekrosis pada daerah yang luas

Sedangkan berdasarkan bentuk, nekrosis digolongkan menjadi tiga:

1) Nekrosis koagulativa
Terjadi karena fungsi sel berhenti secara mendadak disebabkan kerja
sebagian enzim terhambat

2) Nekrosis likuefaktif
Terjadi karena pelunakan jaringan disertai pencairan yang disebabkan
oleh digesti enzimatik enzim hidrolitik

3) Nekrosis kaseosa

Bentuk gabungan dari nekrosis koagulativa dan nekrosis likuefaktif

2.4. ALT dan AST

Tubuh memiliki enzim yang berfungsi sebagai indikator terjadinya
gangguan kesehatan yaitu enzim transaminase, dengan cara mengkatalisis
pemindahan gugus amino secara reversible antara asam amino dan
alfaketoglutarate untuk menghasilkan glutamate dan ketoacid. Terdapat 2
jenis enzim transaminase yang sering dikaitkan dengan kerusakan sel pada
organ hati yaitu alanine transaminase (ALT) dan aspartate transaminase
(AST) dikarenakan konsentrasi ALT tertinggi pada tubuh terdapat di hati,

maka aktivitas ALT memiliki spesifitas yang relatif tinggi sebagai indikator



27

kerusakan pada hati. ALT terletak di dalam sitoplasma, sedangkan AST
terletak di dalam sitoplasma dan mitokondria (Thapa & Walia, 2007).

Hepar merupakan satu-satunya organ dengan konsentrasi ALT yang
tinggi, sedangkan ginjal, otot rangka, dan otot jantung mengandung kadar
ALT sedang. ALT dalam jumlah yang lebih sedikit ditemukan di paru,
pankreas, limpa dan eritrosit. Sedangkan enzim AST tersebar ke seluruh
jaringan tubuh termasuk otot dan jantung. Total AST lebih banyak
dibandingkan ALT, dengan tingkat sel AST 7000 kali dibanding dalam
plasma dan tingkat sel ALT hanya 3000x dibanding dalam plasma. Meskipun
tingkat sel AST lebih banyak daripada ALT, namun kadar enzim ALT lebih
spesifik dalam mengindikasikan adanya kerusakan pada sel hepar
dikarenakan AST tersebar menyeluruh ke jaringan tubuh sedangkan ALT
konsentrasi tertinggi terletak pada hepar (Thapa & Walia, 2007).

Kadar normal pada hewan percobaan tikus putih yaitu ALT 17.5-30.2
Ulliter dan AST 45.7-80.8 U/liter. Jika terjadi gangguan kesehatan pada organ
hati akibat senyawa toksik atau radikal bebas, maka berbagai enzim yang
berada di sitosol akan masuk ke peredaran darah dan menyebabkan adanya
perbedaan permeabilitas pada membrane sel schingga kadar enzim
transaminase dalam darah akan meningkat. Meningkatnya kadar enzim ALT
dan AST dalam serum disebabkan oleh rusaknya sel-sel yang mengandung
enzim transaminase, sehingga enzim transaminase tersebut masuk ke dalam
sirkulasi darah. Kadar ALT dan AST mampu mencapai 20-100 kali lipat dari

batas normal (Smith & Mangkoewidjojo, 1988).
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Menurut Thapa & Walia (2007), berikut merupakan kondisi yang

mampu meningkatkan kadar enzim aminotransferase:

a. Parah (meningkat 20x dari batas normal, 1000 U/liter):
Kadar ALT dan AST meningkat hingga kadar tertentu di hampir semua
kerusakan hepar. Peningkatan tertinggi terjadi dikarenakan terjadinya
virus hepatitis yang parah, obat atau senyawa toksik yang dapat memicu
nekrosis hati dan syok kardiogenik (jantung mengalami gangguan secara
mendadak)

b. Sedang (meningkat 3-20x dari batas normal):
Peningkatan kadar ALT dan AST dalam kategori sedang dikarenakan
terjadinya hepatitis akut, hepatitis neonatal, hepatitis kronis, hepatitis
autoimun, obat-obatan yang menginduksi hepatitis dan penghambatan
saluran empedu yang akut. Kadar ALT lebih sering meningkat daripada
kadar AST, kecuali pada kasus penyakit hati kronis.

c. Ringan (meningkat 1-3x dari batas normal):
Peningkatan kadar ALT dan AST kategori rendah dapat terjadi
dikarenakan pelemakan hati, pankreatitis, sirosis biliaris, intoksikasi
senyawa kimia, distrofi otot, bahkan terkadang terjadi disebakan olahraga

berat.

Berkaitan dengan hal tersebut, penggunaan senyawa natrium nitrit yang
ditujukan untuk hal kebaikan bagi seluruh umat manusia terdapat batas yang
penting untuk diperhatikan. Seperti yang dijelaskan oleh firman Alah SWT, pada

Q.S. Al-Qomar (54) Ayat 49, sebagai berikut:
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Artinya:
49. Sungguh, Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.

Allah juga berfirman mengenai ketetapan pada ayat lain yaitu Q.S. Al-

Furqon (25) Ayat 2, sebagaimana firmannya:

T TR A S P SR P DI - SR SO L SRR 8401 o 0%
B S s Al G55 a1 185 % 2l (= V15 < pald) Sl A cadl)
i 20 ?.,:. _ @ e ch A LYo e e
‘)gQSJZJJS&%@dedLJM\
Artinya:

2. Yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak ada
sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(-Nya), dan Dia menciptakan segala

sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.
Menurut Tafsir Ibnu Katsir (2004), tafsir dari ayat tersebut yaitu Allah SWT telah
menetapkan suatu ukuran dan memberikan petunjuk terhadap semua makhluk
kepada ketetapan tersebut. Ditetapkannya batas atau ukuran adalah untuk

melindungi manusia dari segala bahaya yang ditimbulkan karena melampaui batas

atau ukuran yang telah ditetapkan.



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian

3.2

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan

metode Rancangan Acak Lengkap (RAL), dilakukan dengan 6 perlakuan yaitu

pemberian natrium nitrit (NaNO3) secara per oral sebanyak 1 ml pada tikus

putih selama 30 hari. Setiap perlakuan terdiri dari empat kali ulangan.

Tabel 3.1 Dosis Perlakuan

No. Label Keterangan
1 P1 Kontrol NaNO, 0 mg/ml
2 P2U1-U4 NaNO2 5% 0,46 mg/ml
3  P3UI-U4 NaNO2 10% 0,925 mg/ml
4 P4UI-U4 NaNO2 15% 1,38 mg/ml
5 P5U1-U4 NaNO;20% 1,85 mg/ml
6 Po6UI-U4 NaNO; Standar 9,25 mg/ml

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2019)

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Integrasi UIN Sunan Ampel

Surabaya meliputi pembuatan larutan perlakuan, perawatan tikus penelitian

dan pembedahan tikus perlakuan. Pengujian kadar ALT dan AST pada sampel

serum darah tikus dilakukan di Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK

Surabaya). Pembuatan sayatan histologis organ hati dilakukan di Laboratorium

Histopatologi FKH Universitas Airlangga Surabaya. Penelitian berlangsung

mulai bulan November 2019 sampai Februari 2020.

Tabel 3.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

No. Kegiatan

Bulan ke-

1 Aklimatisasi Hewan

Percobaan

Pembedahan
Pengujian Samp
Pembuatan
histologis

6 Pengamatan

(S I SN US I\

Setting Penelitian

el
sayatan

1 2 3 4

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2019)
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3.3. Alat dan Bahan Penelitian
a. Alat
Alat yang digunakan adalah timbangan analitik, spatula, botol
larutan, gelas ukur, pipet volume, sonde, kandang tikus, peralatan bedah,
paraffin block, jarum syringe, botol urin, alat uji ALT dan AST
menggunakan automatic analyzer Prestige 24i, alat pembuat sayatan
histologis menggunakan mikrotom, object glass, cover glasss, lateks dan
masker.
b. Bahan
Penelitian ini menggunakan hewan percobaan yaitu tikus putih
(Rattus norvegicus) betina sebanyak 24 ekor dengan berat badan £+ 250
gram yang diambil serum darah dan organ heparnya.
Bahan lain yang digunakan yaitu natrium nitrit (NaNO,), aquades,

pellet (pakan tikus), sekam, kloroform, formalin 10%, tisu, alkohol 70%.

3.4. Variabel Penelitian
Variabel pada penelitian ini meliputi:
a. Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini yaitu konsentrasi natrium nitrit
(NaNO») yang dibatasi mulai dari standar konsentrasi minimum yang dapat
menyebabkan toksik pada manusia dan merujuk pada NOEL (No Observed
Effect Level) yang ditentukan oleh NTP (2001) yaitu ditetapkan
konsentrasi sandar 37 mg/kg kemudian dikonversi ke tikus menjadi 9,25

mg/ml, selanjutnya 5%, 10%, 15% dan 20% dari standar.
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b. Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini yaitu kadar ALT dan AST pada
serum darah dan gambaran histopatologis organ hepar tikus (Rattus
norvegicus) betina.
c. Variabel Kontrol
Variabel control pada penelitian ini yaitu hewan percobaan tikus putih
(Rattus norvegicus), jenis kelamin betina, berat badan, suhu, pakan dan

kendang hewan coba.

3.5. Prosedur Penelitian
a. Pembuatan Larutan Natrium Nitrit (NaNO2)
1) Penghitungan Konsentrasi
Merujuk pada NOEL (No Observed Effect Level) yang ditentukan
oleh NTP (2001) yaitu 37 mg/kg BB kemudian dikonversikan ke tikus.
Menurut Thompson (1985), volume pemberian zat uji 1% dari berat
badan hewan dengan menggunakan rumus:

Berat Badan (kg) x Dosis (%BB)
Volume Administrasi Obat (VAO) (ml) = £

Konsentrasi (%)
Maka, untuk mencari konsentrasi (mg/ml) digunakan rumus:

Berat Badan (kg) x Dosis (rlr:—ggBB)
VAO (ml)

Konsentrasi (mg/mL) =

0,25x 37

Konsentrasi (mg/mL) = 1

Konsentrasi (mg/mL) = 9,25 (Larutan Standar: P5)
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Selanjutnya, dihitung konsentrasi untuk setiap perlakuan:
a) P1 Kontrol =0 mg/mL
b) P2 5% dari Larutan Standar =5%x 9,25 =0,46 mg/mL
c) P3 10% dari Larutan Standar = 10% x 9,25 = 0,925 mg/mL
d) P4 15% dari Larutan Standar = 15% x 9,25 =1,38 mg/mL
e) P520% dari Larutan Standar =20% x 9,25 =1,85 mg/mL
f) P6 Larutan Standar =925 mg/mL
b. Identifikasi Hewan Percobaan
1) Populasi

Populasi yang digunakan adalah 24 ekor tikus putih (Rattus
norvegicus) betina galur Wistar dengan berat badan + 250 gram yang
diperoleh dari Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga
Surabaya

2) Penentuan Jumlah Sampel

Penentuan jumlah sampel yang dibutuhkan menggunakan rumus

Federer (1955), yaitu sebagai berikut:
p—-1Dn-1) =15

Keterangan:
p : jumlah kelompok kontrol dan perlakuan
n : jumlah sampel
Jika jumlah kelompok kontrol dan perlakuan (p) = 6, maka:
p—1)(n-1) =15
6-1)n-1) =15

(5)(n—1) = 15
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(5n—-5) =15
(5n) = 20
n =4
Berdasarkan pada hasil perhitungan maka dalam penelitian jumlah
sampel yang digunakan adalah empat ekor tikus di tiap perlakuan,
sehingga total terdapat 24 tikus pada 6 perlakuan dengan 4 kali ulangan.
Aklimatisasi Hewan Percobaan
Tikus diaklimatisasi selama dua minggu dengan suhu ruang 27° C.
Perawatan dilaksanakan dengan cara tikus diberi pakan pellet, minum air
kran, dikondisikan di dalam kandang buatan dari plastik berukuran
58x38x16 cm yang ditutupi bagian atasnya menggunakan kawat dan
didalamnya diisi sekam serta sekam diganti setiap 4 hari sekali.
Pemberian Perlakuan
Setelah diaklimatisasi selama dua minggu, tikus-tikus hewan coba
diberikan perlakuan natrium nitrit sesuai konsentrasi masing-masing
perlakuan secara per oral menggunakan sonde, setiap hari selama 30 hari
sebanyak 1 mL/ekor per hari.
Pengambilan dan Pengamatan Sampel
1) Pengujian Kadar ALT dan AST
Pengambilan sample serum darah untuk dilakukan uji kadar
ALT dan AST dilakukan setelah pembedahan hewan coba, diambil
sebanyak-banyaknya menggunakan jarum syringe kemudian dibiarkan
hingga sample serum darah membeku. Kemudian disentrifus dengan

kecepatan 3000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan serum dari
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plasma darah, selanjutnya diambil + 300 pl serum lalu diuji kadar ALT

dan AST menggunakan alat automatic analyzer Prestige 24i.

Pembuatan Sayatan Histologis Organ Hati

Pembuatan preparat sayatan histologi dilakukan setelah
pembedahan dengan diambil sample organ hepar dari tikus. Tahap-
tahap pembuatan preparat sayatan histologi menurut Harijati, et al.,

(2017) yaitu:

a) Sampling: setelah diberikan perlakuan selama 30 hari, selanjutnya
tikus dianastesi dengan klorofoam kemudian dilakukan
pembedahan lalu diambil organ hepar. Sampel yang digunakan
sebanyak enam organ hepar tikus (Rattus norvegicus) yang
mewakili setiap kelompok perlakuan.

b) Fiksasi: organ hepar yang telah diambil kemudian dimasukkan ke
dalam larutan buffer formalin 10%, berfungsi untuk mengawetkan
morfologi dan sampel sehingga tidak rusak atau tidak berubah
keadaannya

c) Aspirasi: sampel dicuci menggunakan air mengalir kurang lebih
selama minimal 2 jam atau overnight agar bersih dari larutan
fiksatif kemudian dilanjutkan aspirasi menggunakan alat desikator
yang berfungsi untuk mengeluarkan udara atau gas yang
terkandung dalam jaringan. Kemudian dipindahkan sampel ke
dalam kaset jaringan

d) Dehidrasi: selanjutnya dilakukan perendaman menggunakan seri

alkohol bertingkat dari kadar rendah ke absolut selama durasi
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waktu tertentu yaitu masing-masing selama 30 menit yang
berfungsi  sebagai  dehydrating agent yaitu  berfungsi
menghilangkan kadar air yang terkandung dalam sel atau jaringan
secara bertahap

Clearing: Penambahan xylol setelah dilakukan perendaman alkohol
bertingkat bertujuan untuk menghilangkan kadar alkohol
(dealkoholization) serta fungsi lain dari xylol yaitu sebagai clearing
agent yaitu penjernih preparat schingga dapat dengan mudah
diamati

Infiltrasi: Lalu dilakukan infiltrasi dengan paraffin yang bertujuan
untuk menjadi penyokong bahan tumbuhan ketika diiris
menggunakan alat mikrotom

Embedding: sampel dimasukkan ke dalam campuran xylol :
paraffin = 1:1 selama 30 menit lalu dimasukkan ke dalam tiga tahap
paraffin cair masing-masing selama 1 jam, sehingga parafin
terpenetrasi ke dalam jaringan.

Sectioning: proses memotong sampel yang terpenetrasi paraffin
dengan ketebalan tertentu menggunakan alat mikrotom

Affixing: hasil potongan dari mikrotom kemudian dimasukkan ke
dalam waterbath yang berisi air panas bersuhu 40-45°C yang
bertujuan untuk melekatkan pita paraffin yang sudah berisi sayatan
pada gelas objek yang terlebih dahulu dioles Mayer’s albumin

(putih telur ayam kampung) : gliserin yaitu 1:1 dan melelehkan
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paraffin sehingga sayatan terlepas dari parafin. Kemudian
ditiriskan dan dimasukkan ke dalam oven 50°C selama = 5 jam
j) Deparaffinisasi: deparafinisasi menggunakan xylol selama 2x10
menit yang berfungsi untuk menghilangkan sisa-sisa paraffin yang
masih menempel pada gelas obyek dan sayatan.
k) Rehidrasi: rehidrasi menggunakan alkohol bertingkat dari kadar
absolut ke rendah selama masing-masing 5 menit
1) Staining: dilakukan  pewarnaan menggunakan pewarna
Hematoxylin-Eosin  selama 10 menit, kemudian dicuci
menggunakan air mengalir, kemudian direndam ke dalam etanol
untuk membersihkan dari sisa-sia pewarna hematoxylin dan dibilas
dengan aquades. Lalu dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol
bertingkat dari kadar rendah ke absolut selama masing-masing 5
menit untuk menghilangkan zat warna yang larut dalam alkohol.
Tahap terakhir yaitu preparat sayatan direndam ke dalam xylol
selama 15 menit yang berfungsi untuk menjernihkan gelas objek
m) Mounting: menambahkan entellan diatas cover glass supaya
melekat dan tidak berubah posisi nya.
3) Pengamatan Sayatan Histologi Organ Hepar
Pengamatan sayatan histologi berfungsi untuk mengetahui
perbedaan derajat kerusakan yang terjadi pada organ hepar yang diberi
perlakuan natrium nitrit dengan perlakuan kontrol. Pengamatan sayatan

histologi dilakukan dengan memberikan penilaian derajat kerusakan
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menggunakan metode skoring Manja Roenigk yang telah dimodifikasi,

seperti berikut:

Tabel 3.3 Skoring Derajat Kerusakan Organ Hepar
SKOR  KETERANGAN

0 TIDAK TERDAPAT LESI

1 LESI <30% DARI SELURUH LAPANG PANDANG

2 LESI 30%-50% DARI SELURUH LAPANG PANDANG

3 LESI >50% DARI SELURUH LAPANG PANDANG
Sumber: (Arsad, et al., 2014)

3.6. Analisis Data

Data primer yang didapatkan berupa data kualitatif dan kuantitatif, data
kuantitatif yang didapatkan termasuk skala data ordinal kemudian dilakukan
analisis secara statistik menggunakan SPSS. Dilakukan wuji normalitas
menggunakan Uji Kolmogorov-Smirnov dan homogenitas data terlebih dahulu
guna mengetahui data bersifat terdistribusi normal dan homogen atau tidak,
kemudian pengolahan data dilanjutkan menggunakan uji statistik parametrik
yaitu Uji One Way Anova, Kruskal-Wallis serta Mann-Whitney untuk melihat

ada atau tidaknya perbedaan rata-rata di seluruh konsentrasi perlakuan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan pengamatan yang telah dilakukan terhadap beberapa variabel
terikat yaitu kadar enzim alanin transaminase (ALT) dan aspartate transaminase
(AST) pada serum darah dan gambaran histopatologis organ hepar tikus (Rattus
norvegicus) betina menunjukkan hasil yang bervariasi. Variasi tersebut diduga
akibat pengaruh konsentrasi natrium nitrit (NaNO>) yang diberikan berbeda-beda
yaitu dimulai dari standar konsentrasi minimum yang dapat menyebabkan toksik
pada manusia. Merujuk pada NOEL (No Observed Effect Level) yang ditentukan
oleh NTP (2001) yaitu 37 mg/kg kemudian dikonversi ke tikus menjadi 9,25 mg/ml,
selanjutnya 5% yaitu 0,46 mg/ml, 10% yaitu 0,925 mg/ml, 15% sebesar 1,38 mg/ml
dan 20% sebesar 1,85 mg/ml dari standar atau NOEL.

Data kuantitatif yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah kadar enzim
alanin transaminase dan aspartate transaminase, sedangkan skoring derajat
kerusakan organ hepar adalah data kuantitatif yang didapatkan dari pengambilan
gambar lapang pandang terhadap pengamatan histopatologis organ hepar tikus.
Data kuantitatif diuji normalitas terlebih dahulu menggunakan uji Kolmogorov-
smirnov untuk mengetahui data berdistribusi normal atau tidak, apabila data hasil

uji normalitas menunjukkan nilai p > 0,05 maka data tersebut terdistribusi normal.

4.1. Pengukuran Kadar ALT

ALT merupakan salah satu jenis enzim transaminase yang sering
dikaitkan dengan kerusakan sel pada organ hati. Jika terjadi gangguan
kesehatan pada organ hati akibat senyawa toksik atau radikal bebas, maka
berbagai enzim yang berada di sitosol akan masuk ke peredaran darah dan

menyebabkan adanya perbedaan permeabilitas pada membrane sel sehingga

39
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kadar enzim transaminase dalam darah akan meningkat. Kadar normal pada
hewan percobaan tikus putih yaitu ALT 17,5-30,2 Ulliter (Smith &
Mangkoewidjojo, 1988). Setelah dilakukan penelitian diperoleh rata-rata hasil

pengukuran kadar enzim ALT dari seluruh perlakuan ditunjukkan oleh Gambar

4.1.
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Gambar 4.1 Rata-rata Kadar ALT
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Gambar 4.1 menunjukkan bahwa rata-rata kadar ALT dikeseluruhan
perlakuan mengalami peningkatan dari ambang batas normal. Meningkatnya
kadar enzim ALT dalam serum disebabkan oleh rusaknya sel-sel yang
mengandung enzim transaminase, sehingga enzim transaminase tersebut
masuk ke dalam sirkulasi darah. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan
Erkekoglu & Baydar (2010), bahwa peningkatan kadar ALT di dalam tubuh
dikarenakan senyawa N-nitroso yang terbentuk ketika nitrit berikatan dengan
senyawa amin bersifat racun dan dapat menyebabkan gangguan kesehatan,
sehingga berbagai enzim yang berada di sitosol akan masuk ke peredaran darah
dan menyebabkan adanya perbedaan permeabilitas pada membrane sel

sehingga kadar enzim transaminase dalam darah akan meningkat.
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Peningkatan kadar enzim ALT dapat mengindikasikan kerusakan yang
terjadi pada sel hepar, dikarenakan konsentrasi ALT tertinggi pada tubuh
terdapat di hepar, maka aktivitas ALT memiliki spesifitas yang relatif tinggi
sebagai indikator kerusakan pada hepar. Hasil rata-rata kadar enzim ALT pada
penelitian ini meningkat sebesar 2-3x lipat dari ambang batas normal. Menurut
Thapa & Walia (2007), peningkatan kadar enzim ALT sebesar 2-3x lipat
dikategorikan sebagai kerusakan hepar ringan yang diduga akibat adanya
pelemakan hati, pankreatitis, sirosis biliaris, intoksikasi senyawa kimia dan
distrofi otot.

Perlakuan dengan pemberian NaNO2 15% (1,38 mg/ml) menunjukkan
rata-rata kadar ALT tertinggi yaitu sebesar 99,25 Ulliter, mengalami
peningkatan sekitar 3x lipat dari ambang batas normal yaitu 17,5-30,2 U/liter.
Selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Fouad, et al., (2017), mengenai
toksisitas natrium nitrit dengan konsentrasi 1,5 mg/ml yang diberikan secara
per oral pada tikus selama enam bulan, menyatakan terdapat peningkatan kadar
enzim ALT sebesar 2x lipat dari ambang batas normal yaitu sebesar 61,33
Ulliter. Hal tersebut dikarenakan intoksikasi senyawa kimia natrium nitrit yang
diberikan selama masa pemberian perlakuan. Selaras dengan pendapat Guyton
& Hall (2009) bahwa intoksikasi bahan kimia dapat memicu produksi ROS
(Reactive Oxygen Species) dan menginduksi stress oksidatif.

Menurut Kumar, et al., (2014), mekanisme kerusakan sel hepar yang
disebabkan oleh radikal bebas yaitu dengan cara merusak lapisan fosfolipid
yang menyusun membran sel hati, sehingga mengganggu permeabilitas

membrane sel lalu terjadi peningkatan influks kalsium dari ektrasel maupun
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pelepasan kalsium dari retikulum endoplasma dan mitokondria. Peningkatan
influks kalsium memicu pengaktifan sejumlah enzim perusak seperti enzim
protease yang dapat merusak DNA, ketika DNA rusak maka poliribosom
meningkat dan terjadi pengosongan NAD yang mengakibatkan terhambatnya
sintesis ATP. Sintesis ATP yang terhambat menyebabkan kerusakan pada sel
hati atau nekrosis, kemudian diikuti oleh meningkatnya kadar enzim alanine
transaminase (ALT) dalam serum akibat lisisnya lisosom dalam membrane
plasma.

Sedangkan rata-rata kadar ALT terendah ditunjukkan oleh perlakuan
dengan pemberian NaNO> 5% (0,46 mg/ml) yaitu 63,5 U/liter, mengalami
peningkatan sekitar 2x lipat dari ambang batas normal. Hal tersebut dimediasi
oleh beberapa faktor, yaitu salah satunya pemberian natrium nitrit selama masa
perlakuan diduga sebagai indikator proses inflamasi. Sehingga respon otomatis
tubuh yaitu meningkatkan sel darah putih untuk mengatasi inflamasi dan
mempertahankan homeostasis darah. Selain itu, karena dosis natrium nitrit
yang rendah dan antioksidan endogen pada tubuh tikus pada kelompok
perlakuan NaNO; 5% diduga memiliki peran protektif lebih besar, sehingga
mampu meminimalisasi kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas di
bagian hati dengan cara mengaktivasi respons antioksidan melalui peningkatan
aktivitas enzim enzim superoxide dismutase (SOD) di mitokondria dan di
sitoplasma serta kadar glutathione (GSH) total.

Tubuh memiliki mekanisme pertahanan dari radikal bebas yaitu
antioksidan endogen di tingkat intra sel, membran dan ekstra sel. Antioksidan

endogen berupa enzim yaitu salah satunya SOD dan antioksidan non-enzimatis
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yaitu GSH. Fungsi keduanya yaitu untuk mengontrol level radikal bebas dan

menghancurkan radikal bebas (Delgado et al., 2018).

Tabel 4.1 Hasil rata-rata dan uji statistik kadar ALT

Rata-rata Nilai p Nilai p
No. Perlakuan (Ulliter)  (Kruskal-Wallis)  (Mann-Whitney)
1 P1 Kontrol (0 mg/ml) 47
2 P2 NaNO;5% (0,46 mg/ml) 67,5 0,014*
3 P3 NaNO:10% (0,925 mg/ml) 74 0.016 0,014
4 P4 NaNO:15% (1,38 mg/ml) 99,25 ’ 0,014*  0,021°
5  P5NaNO0:20% (1,85 mg/ml) 82,3 0,014
6 P6 Standar (9,25 mg/ml) 89 0,014
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)
Keterangan:

a : diujikan dengan perlakuan Kontrol
b : diujikan dengan perlakuan P1 NaNO; 5% (0,46 mg/ml)

Berdasarkan pada Tabel 4.1 bahwa data hasil pengukuran kadar enzim
ALT setelah di uji normalitas memiliki nilai p 0,567, maka data kadar ALT
terdistribusi normal karena nilai p > 0,05. Kemudian data dilakukan analisis
lanjut menggunakan Uji Kruskal-Wallis, karena data bersifat tidak homogen.
Hasil uji statistik menunjukkan terdapat pengaruh pada pemberian natrium
nitrit terhadap kadar ALT (Lampiran 1) karena nilai p < 0,05 yaitu 0,016. Lalu,
hasil uji statistik menggunakan Uji Mann-Whitney menunjukkan perbedaan
yang signifikan antar beberapa kelompok perlakuan karena nilai p < 0,05.
Perlakuan P1 Kontrol dengan P4 NaNO> 15% (1,38 mg/ml) memperoleh nilai
signifikansi 0,014, sedangkan perlakuan P2 NaNO> 5% (0,46 mg/ml) dengan
P3 NaNOz 15% (1,38 mg/ml) mendapat nilai signifikasi 0,021. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa terdapat pengaruh yang signifikan pada pemberian natrium
nitrit terhadap kadar ALT.

Pengaruh pemberian natrium nitrit yang tidak signifikan disebabkan
konsentrasi natrium nitrit yang sangat rendah dan masa pemberian perlakuan

yang singkat. Sehingga jika masa pemberian perlakuan lebih lama, diharapkan
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hasil penelitian yang didapatkan terdapat pengaruh yang signifikan. Merujuk
pada NOEL (No Observed Effect Level) yang ditentukan oleh NTP, (2001)
yaitu 55 mg/kg bb per hari untuk natrium nitrit setara dengan 37 mg/kg bb per
hari untuk nitrit, merupakan konsentrasi yang teramati tidak terdapat pengaruh
pada manusia. Didukung oleh penelitian Fouad et al., (2017), yang menyatakan
konsentrasi minimum natrium nitrit yang dapat memberikan pengaruh yaitu 10
mg/kg dan masa pemberian perlakuan seharusnya berlangsung selama + 3
bulan dikarenakan tubuh memerlukan waktu untuk menjalankan metabolisme
natrium nitrit. Sehingga konsentrasi natrium nitrit yang digunakan dalam
penelitian ini tergolong sangat rendah.
Pengukuran Kadar AST

Terdapat 2 jenis enzim transaminase yang sering dikaitkan dengan
kerusakan sel pada organ hati yaitu alanine transaminase (ALT) dan aspartate
transaminase (AST). Total AST lebih banyak dibandingkan ALT, dengan
tingkat sel AST 7000 kali dibanding dalam plasma dan tingkat sel ALT hanya
3000x dibanding dalam plasma. Meskipun tingkat sel AST lebih banyak
daripada ALT, namun kadar enzim ALT lebih spesifik dalam mengindikasikan
adanya kerusakan pada sel hepar dikarenakan AST tersebar menyeluruh ke
jaringan tubuh sedangkan ALT terkonsentrasi di hepar (Thapa & Walia, 2007).

Kadar enzim AST meningkat selaras dengan peningkatan kadar enzim
ALT dalam serum darah disebabkan oleh rusaknya sel-sel yang mengandung
enzim transaminase, sehingga enzim transaminase tersebut masuk ke dalam
sirkulasi darah. Peningkatan kadar ALT dan AST mampu mencapai 20-100

kali lipat dari batas normal. Kadar normal enzim AST pada hewan percobaan
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tikus putih yaitu AST 45,7-80,8 U/liter (Smith & Mangkoewidjojo, 1988).
Setelah dilakukan penelitian diperoleh rata-rata hasil pengukuran kadar enzim

AST dari seluruh perlakuan ditunjukkan oleh Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Rata-rata Kadar AST
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Gambar 4.2 menunjukkan bahwa rata-rata kadar AST di keseluruhan
perlakuan mengalami peningkatan dari ambang batas normal. Perlakuan
dengan pemberian NaNO> 10% (0,925 mg/ml) menunjukkan rata-rata kadar
AST tertinggi yaitu sebesar 174,33 U/liter, mengalami peningkatan sekitar 2x
lipat dari ambang batas normal yaitu 45,7-80,8 U/liter. Rata-rata kadar AST
tertinggi selanjutnya yaitu ditunjukkan oleh kelompok perlakuan P4 NaNO»
15% (1,38 mg/ml) yang mengalami peningkatan sebesar 170 U/liter, hal
tersebut semakin mendukung dugaan kerusakan organ hepar dikarenakan pada
pengukuran kadar enzim ALT, kelompok perlakuan NaNO; 15% juga
menunjukkan hasil tertinggi.

Pada kelompok perlakuan dengan pemberian NaNO220% (1,85 mg/ml)

dan NaNO: Standar (9,25 mg/ml) didapatkan hasil kadar ALT lebih rendah,
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hal tersebut diduga adanya NO (nitrit oksida) endogen yang berperan sebagai
hepatoprotektor. Efek dari NO endogen berhubungan terhadap kemampuannya
berinteraksi dengan anion superoksida dan senyawa radikal lainnya untuk
menghasilkan lebih sedikit spesies radikal bebas yang toksik. Reaksi NO
dengan anion superoksida dapat menghasilkan anion peroxynitrite, yang dapat
terurai untuk menghasilkan oksidan kuat dengan reaktivitas mirip radikal
hidroksil (Kanner, et al., 1991). Arizono, et al., (1995) telah menunjukkan
bahwa NO berperan dalam menginduksi metallothionein. Metallothionein
memiliki kemampuan menangkap radikal hidroksil pada tingkat sel dan
jaringan sehingga mencegah inflamasi dan kerusakan jaringan yang dimediasi
oleh stres oksidatif.

Metallothionein dipicu oleh beberapa stimulus, salah satunya sitokin.
Dalam sejumlah penelitian, sintesis metallothionein meningkat beberapa kali
lipat selama stres oksidatif untuk melindungi sel terhadap sitotoksisitas, radiasi
dan kerusakan DNA. Beberapa penelitian telah menunjukkan peningkatan
metallothionein di berbagai tumor manusia yaitu pada payudara, usus besar,
ginjal, hati, paru-paru, nasofaring, ovarium, prostat, kelenjar ludah, testis,

tiroid, dan kandung kemih (Ruttkay-Nedecky et al., 2013).

Tabel 4.2 Hasil rata-rata dan uji statistik kadar AST

No  Perlakuan Rata-rata (U/liter) Nilai p
1 PI1 Kontrol o mg/ml) 149
2 P2NaNO;5% (0,46 mg/ml) 153,75
3 P3NaNO;10% (0,925 mg/ml) 174,33 0.947
4 P4 NaNO;15% (1,38 mg/ml) 170 ’
5 P5NaNO;20% (1,85 mg/ml) 153,67
6  P6 Standar (9,25 mg/ml) 156,5

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Berdasarkan pada Tabel 4.2 bahwa data hasil pengukuran kadar enzim

AST setelah di uji normalitas memiliki nilai p 0,968, maka data kadar AST
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terdistribusi normal karena nilai p > 0,05. Kemudian data dilakukan analisis
lanjut menggunakan Uji One Way Anova. Hasil uji statistik menunjukkan
tidak terdapat perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan (Lampiran )
karena nilai p > 0.05 yaitu 0.977.

Hasil rata-rata kadar enzim AST pada penelitian ini meningkat sebesar
dua kali lipat dari ambang batas normal. Meskipun terdapat pengaruh
pemberian natrium yaitu meningkatnya kadar enzim AST, akan tetapi
pengaruhnya tidak signifikan. Pengaruh pemberian natrium nitrit yang tidak
signifikan disebabkan konsentrasi natrium nitrit yang digunakan tergolong
dalam rentang rendah dan masa pemberian perlakuan yang singkat. Sehingga
jika masa pemberian perlakuan lebih lama, diharapkan hasil penelitian yang
didapatkan terdapat pengaruh yang signifikan.

Merujuk pada NOEL (No Observed Effect Level) yang ditentukan oleh
NTP, (2001) yaitu 55 mg/kg bb per hari untuk natrium nitrit setara dengan 37
mg/kg bb per hari untuk nitrit, merupakan konsentrasi yang teramati tidak
terdapat pengaruh pada manusia. Didukung oleh penelitian Helal, et al, (2008)
yang menyatakan konsentrasi minimum natrium nitrit yang dapat memberikan
pengaruh yaitu > 30 mg/ml. Sehingga konsentrasi natrium nitrit yang
digunakan dalam penelitian ini tergolong sangat rendah. Selain itu, menurut
Ateya, et al, (2016) masa pemberian perlakuan seharusnya berlangsung selama
+ 2-3 bulan dikarenakan tubuh memerlukan waktu untuk menjalankan

metabolisme natrium nitrit.
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4.3. Pengamatan Histopatologi

Pengamatan histopatologi organ hepar dilakukan menggunakan metode
skoring derajat kerusakan merujuk pada metode penelitian yang dilakukan
oleh Arsad et al., (2014) yaitu derajat kerusakan setiap sampel ditentukan
dengan cara pengamatan lesi organ hepar meliputi beberapa parameter yaitu
aktifasi sel Kupffer, dilatasi sinusoid, vacuolisasi sitoplasma, hepatosit
karyolisis atau karyorhexis pada seluruh lapang pandang.

Berikut merupakan hasil pengamatan skoring derajat kerusakan pada

organ hepar yang telah dilakukan:

Tabel 4.3 Hasil Pengamatan Skoring Derajat Kerusakan Organ Hepar

Aktifasi Dilatasi S\Ijaociolisasi Hepatosit . CAN
KODE - . Do TOTAL | (PARAMETER
Sel Sinusoid | Sitoplasma/ Karyolisis/ TAMBAHAN)
Kupffer Degenerasi Karyorhexis
P1 Kontrol
(0 mg/ml) 0 1 2 1 4 -
P2 NaNO: 5% 5 1 1 0 4 Mikroabses,
(0,46 mg/ml) hemoragi +
Inflamasi
P3 NaNO2 10% 3 2 3 1 9 periportal +,
(0,925 mg/ml) inflamasi
centrolobuller +
P4 NaNO2 15% .
(1,38 mg/ml) 3 2 1 1 7 Mikroabses
PS5 NaNO220%
(1,85 mg/ml) z = z i ul ]
P6 NaNO, Hemoragi
Standar 1 2 3 2 8 . . .
(9,25 mg/ml) intrasinusoid +++

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Keterangan:

0 : Tidak Terdapat Lesi

1 : Lesi <30% Dari Seluruh Lapang Pandang

2 : Lesi 30%-50% Dari Seluruh Lapang Pandang
3 : Lesi >50% Dari Seluruh Lapang Pandang

+ : Ringan

+++ : Berat

Berdasarkan pengamatan yang telah dilakukan, perlakuan P1 Kontrol
menunjukkan derajat kerusakan yang minimum dikarenakan pada perlakuan
kontrol tidak diberikan natrium nitrit. Gambar 4.3 menunjukkan terdapat lesi pada

kelompok perlakuan kontrol, lesi degenerasi hidropik mendominasi derajat
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kerusakan hepar yaitu berkisar di antara 30%-50% dan dilatasi sinusoid serta
karyolisis <30% dari seluruh lapang pandang yang teramati. Hal tersebut
mendukung hasil pengukuran kadar ALT dan AST yang mengalami peningkatan

2x lipat dari ambang batas normal.

Gambar 4.3 Gambaran Hlstopatologls Perlakuan Pl Kontrol , HE 400X. a) DL: Degenera51
Lemak, DH: Degenerasi Hidropik, SK: Sel Kupffer; b) DS: Dilatasi Sinusoid, KR:
Karyorhexis, KL: Karyolisis.

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Menurut Mohan (2010), degenerasi hidropik merupakan kondisi sel yang
mengalami kerusakan dan kehilangan struktur normalnya sebelum terjadi kematian
sel dikarenakan pada sitoplasma hepatosit terdapat vakuola-vakuola berisi air yang
berukuran kecil sampai besar. Degenerasi hidropik bersifat reversible (dapat balik)
yang disebabkan oleh kerusakan sel dan mengarah ke gangguan metabolisme pada
organ hepar. Pada penelitian ini, intoksikasi senyawa natrium nitrit menginduksi
terbentuknya radikal bebas sehingga memicu stress oksidatif dan menyebabkan
kerusakan di tingkat sel. Kerusakan di tingkat sel diawali dari kebocoran pada
membran sel yang mengakibatkan masuknya cairan ekstrasel dalam jumlah banyak
sehingga mengganggu aktivitas transport keluarnya ion K" dari sel dan masuknya
ion Ca*', Na' serta air ke dalam sel. Akibatnya, sitoplasma, mitokondria dan

retikulum endoplasma kasar mengalami penggelembungan (King & Joseph, 1996).
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Pengamatan histopatologis pada kelompok perlakuan P2 NaNO; 5% (0,46
mg/ml) ditemukan lesi degenerasi hidropik, dilatasi sinusoid dan sejumlah sel
Kupffer yang aktif sebagai respon terhadap terjadinya mikroabses dan hemoragi
ringan. Hal tersebut membuktikan bahwa pemberian natrium nitrit dengan
konsentrasi rendah berpengaruh terhadap kerusakan hepar, diperkuat dengan
ditemukannya kerusakan lain seperti mikroabses dan terjadinya hemoragi seperti

yang ditampilkan pada Gambar 4.4.

st % L T £y
Gambar 4.4 Gambaran Histopatologis Perlakuan P2 NaNO, 5% (0,46 mg/ml). MA: Mikroabses,
H: Hemoragi, DL: Degenerasi Lemak, DH: Degenerasi Hidropik, KR: Karyorhexis, KL:
Karyolisis, DS: Dilatasi Sinusoid.
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Perubahan histopatologis pada organ hepar tikus berupa hemoragi ringan
diduga karena intoksikasi senyawa natrium nitrit, pada saat pemaparan senyawa
natrium nitrit, nitrit akan dikonversi menjadi kation nitrosonium (NO®) yang
kemudian bereaksi dengan amina dan amida untuk membentuk nitrosamine dan
nitrosamida yang bersifat hepatotoksik serta berpotensi terjadi kerusakan pada
pembuluh darah atau jaringan. Seperti pernyataan Zachary (2017), bahwa hemoragi
merupakan tahap kerusakan lanjutan dari kongesti. Kongesti adalah terjadinya

gangguan sirkulasi darah yang menyebabkan pembendungan darah pada sinusoid
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hepar. Apabila sinusoid hepar sudah tidak mampu membendung darah maka
pembuluh darah yang terdapat di sinusoid hepar akan pecah, kemudian terjadi
migrasi eritrosit dari pembuluh darah yang disebut hemoragi. Didukung oleh
pernyataan dari Cheville (2006) bahwa terjadinya hemoragi dapat disebabkan oleh
kerusakan pada pembuluh darah atau infeksi bakteri dan virus.

Selain ditemukannya hemoragi, pada kelompok perlakuan P2 NaNO2 5%
(0,46 mg/ml) juga terdapat mikroabses. Mikroabses merupakan abses yang terletak
di lobulus hepar. Definisi abses hepar yaitu kumpulan dari jaringan nekrotik yang
dapat bersifat multiped atau soliter di dalam parenkim hepar (Yu, et al., 2014).
Abses hepar dapat disebabkan oleh infeksi suatu mikroorganisme parasit, bakteri,
atau fungi yang bersumber dari saluran pencernaan. Terjadinya abses pada hepar
ditandai dengan adanya penumpukan jaringan nekrotik sebagai proses invasi dan
multiplikasi yang masuk secara langsung dari sistem empedu atau cedera pembuluh
darah (Lardiere-Deguelte et al., 2015).

Sebagai respon dari terjadinya mikroabses, Gambar 4.4 menunjukkan
sejumlah aktivasi sel Kupffer di sekitar mikroabses dan hemoragi. Aktivasi sel
Kupffer mengindikasikan adanya benda asing dan respon fisiologis tubuh
melakukan reaksi perlawanan terhadap benda asing tersebut. Sel Kupffer berfungsi
menyaring partikel atau bakteri asing, merombak sel darah merah (eritrosit) lama,
membebaskan heme untuk dapat digunakan lagi dan sebagai antigen sistem
imunitas (Mohan, 2010). Sel Kupffer bersumber dari monosit pada sirkulasi yang
mengarah ke hepar dan bertransformasi menjadi makrofag jaringan. Sel Kupffer
terletak pada sinusoid hepar berperan mempertahankan homeostasis, melindungi

jaringan dari bakteri patogen atau antigen yang masuk melalui saluran pencernaan
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serta mampu menstimulasi respon imun tolerogenik dan imunogenik (Pellicoro, et
al., 2014).

Perubahan histopatologis pada kelompok perlakuan P3 NaNO> 10% (0,925
mg/ml) yang ditunjukkan oleh Gambar 4.5 terdapat lesi degenerasi hidropik dan
aktifasi sel Kupffer >50%, dilatasi sinusoid berkisar 30%-50%, karyolisis <30%
dari seluruh lapang pandang dan ditemukan kerusakan lain yaitu berupa inflamasi
periportal serta inflamasi centrilobuller. Pada kelompok perlakuan ini konsentrasi
natrium nitrit yang diberikan lebih tinggi dari kelompok sebelumnya dan kerusakan
histopatologis yang ditemukan lebih berat dari kelompok sebelumnya. Hal tersebut
menunjukkan bahwa tingkat intoksitas senyawa natrium nitrit selaras dengan level

konsentrasi yang diberikan.

R R W (5.7 o S u_?. W' .',,:“‘.," (R NG N N
Gambar 4.5 Gambaran Histopatologis Perlakuan P3 NaNO; 10% (0,925 mg/ml). a) VC: Vena
Central, SR: Sel Radang, DL: Degenerasi Lemak, DS: Dilatasi Sinusoid; b) Inflamasi periportal.
DH: Degenerasi Hidropik, KR: Karyorhexis, KL: Karyolisis

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Inflamasi atau peradangan merupakan mekanisme reaksi yang
mengindikasikan adanya kerusakan jaringan dan berfungsi sebagai respon protektif
terhadap penyebab maupun debris sel yang diakibatkan oleh kerusakan jaringan
tersebut (Kumar, et al., 2004). Mekanisme respon inflamasi yaitu menarik sel-sel
fagosit dan protein plasma ke tempat terjadinya kerusakan jaringan supaya

penyebab kerusakan dapat terisolasi, dihancurkan lalu dinonaktitkan, serta
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mempersiapkan jaringan untuk proses regenerasi. Penyebab terjadinya inflamasi
antara lain yaitu senyawa kimia, trauma fisik, dan zat-zat mikrobiologis (Corwin,
2008).

Inflamasi yang terjadi di area periportal dan centrilobuller diduga
dikarenakan intoksikasi senyawa natrium nitrit yang diberikan selama masa
perlakuan. Nitrit (NO2) dapat berikatan dengan hemoglobin dan mengoksidasi zat
besi di situs heme membentuk methemoglobinemia yang memicu terjadinya cedera
hipoksia pada hepatosit, sehingga menyebabkan kebocoran enzim dari sitosol hepar
ke pembuluh darah, disfungsi hepar serta merusak biosintesis enzim transaminase
dikarenakan terdapat perbedaan permeabilitas pada membran organ hepar
(Belcastro, et al., 2017). Hipoksia menginduksi terjadinya inflamasi melalui
mediator-mediator inflamasi yang dilepaskan oleh sel-sel parenkim maupun
endotel hepar yang hipoksik (Harding, 2002).

Inflamasi centrilobuller umumnya lebih awal terjadi, dikarenakan area
centrilobuller terletak paling jauh dari saluran portal (saluran yang terdapat arteri
hepatika dan vena porta hepatika). Distribusi darah pada hepar mengalir dari
saluran portal (tempat berjalannya arteri hepatika dan vena porta hepatika) sama-
sama bergerak menuju vena sentral (centrilobuller) melalui sinusoid, sehingga area
centrilobuller lebih dulu mengalami hipoksia karena terjadi defisiensi oksigen
(Rogers & Dintzis, 2012).

Pada sel-sel hepar yang hipoksik juga dijumpai adanya aktifasi sejumlah sel
Kupffer, degenerasi sel dan dilatasi sinusoid. Dilatasi sinusoid disebabkan adanya
akumulasi eritrosit pada vena-vena hepar, akumulasi eritrosit juga terjadi di vena

sentralis (area centrilobuller) sehingga sinusoid hepar melebar untuk membendung
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darah akibat sirkulasi darah dari jantung ke hepar terganggu. (Suriawinatha &
Thung, 2011). Hal tersebut menyebabkan supply oksigen ke hepatosit terhambat
sehingga memicu terjadinya hipoksia dan inflamasi. Kelompok perlakuan P3
NaNOz 10% (0,925 mg/ml) ditemukan dilatasi sinusoid antara 30%-50% dari
seluruh lapang pandang, berkaitan dengan hal tersebut merujuk pada hasil
pengukuran kadar AST pada kelompok perlakuan ini menunjukkan kadar AST
tertinggi. Menurut Thapa & Walia (2007), enzim AST tersebar ke seluruh jaringan
tubuh termasuk otot dan jantung. Oleh karena itu, kenaikan kadar AST diduga
karena adanya gagal jantung yang berdampak pada kerusakan di hepar.

Gambar 4.6 menunjukkan terdapat lesi pada kelompok perlakuan PNaNO-
15% (1,38 mg/ml), aktivasi sel Kupffer mendominasi skoring derajat kerusakan
hepar yaitu >50%, dilatasi sinusoid berkisar di antara 30%-50% serta degenerasi
dan karyolisis <30% dari seluruh lapang pandang yang teramati. Parameter lain
kerusakan organ hepar juga ditemukan seperti adanya mikroabses. Hal tersebut

mendukung hasil pengukuran kadar ALT tertinggi dan AST yang mengalami

peningkatan tertinggi setelah perlakuan NaNOz 10% (0,925 mg/ml).

)', > - 5
e _ - A '] s
Gambar 4.6 Gambaran Histopatologis Perlakuan P4 NaNO; 15% (1,38 mg/ml). SR: Sel Radang,
DL: Degenerasi Lemak, DS: Dilatasi Sinusoid, KL: Karyolisis.
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)
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Selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Fouad, et al., (2017),
mengenai toksisitas natrium nitrit dengan konsentrasi 1,5 mg/ml yang diberikan
secara per oral pada tikus selama enam bulan, menyatakan terjadi degenerasi
hepatosit, kongesti pada saluran portal yaitu vena porta dan dilatasi sinusoid.

Seperti yang dtampilkan pada Gambar 4.7.

Sumber: (Fouad, et al., 2017)

Mikroabses merupakan abses yang terletak di lobulus hepar. Definisi abses
hepar yaitu kumpulan dari jaringan nekrotik yang dapat bersifat multiped atau
soliter di dalam parenkim hepar (Yu, et al., 2014). Sebagai respon dari terjadinya
mikroabses, Gambar 4.6 menunjukkan sejumlah aktivasi sel Kupffer dan dilatasi
sinusoid di sekitar mikroabses. Aktivasi sel Kupffer mengindikasikan adanya benda
asing dan respon fisiologis tubuh melakukan reaksi perlawanan terhadap benda
asing tersebut. Sel Kupffer berfungsi menyaring partikel atau bakteri asing,
merombak sel darah merah (eritrosit) lama, membebaskan heme untuk dapat
digunakan lagi dan sebagai antigen sistem imunitas (Mohan, 2010).

Ternjadinya dilatasi sinusoid sebagai akibat dari kongesti. Kongesti adalah

terjadinya gangguan sirkulasi darah yang menyebabkan pembendungan darah pada
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sinusoid hepar. Sehingga eritrosit terakumulasi pada vena-vena hepar, akumulasi
eritrosit juga terjadi di vena sentralis (area centrilobuller) sehingga sinusoid hepar
melebar untuk membendung darah (Zachary, 2017).

Pengamatan histopatologis pada kelompok perlakuan P5 NaNO> 20% (1,85
mg/ml) ditemukan lesi degenerasi sel, dilatasi sinusoid dan sejumlah sel yang rusak
dan mengalami perubahan inti sel berupa karyolisis/karyorhexis. Kerusakan sel
dapat disebabkan oleh paparan senyawa kimia, proses fisik maupun
mikroorganisme. Karyolisis adalah gambaran disolusi inti sel menjadi granul
basophil yang lebih kecil dan secara mikroskopis inti menjadi pucat serta tidak
tampak. Sedangkan karyorhexis adalah inti sel mengalami fragmentasi atau

pengkerutan (piknosis) seluruhnya maupun sebagian (Kumar, et al., 2010).

Gambar 4.8 Gambaran Histopatologis PS5 NaNO; 20% (1,85 mg/ml). DL: Degenerasi Lemak, DS:
Dilatasi Sinusoid, KL: Karyolisis, KR: Karyorhexis, SK: Sel Kupffer.
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Pada kelompok perlakuan juga ditemukan beberapa jenis lesi degenerasi sel
yaitu degenerasi hidropik dan degenerasi lemak. Menurut Mohan (2010),
degenerasi hidropik merupakan kondisi sel yang mengalami kerusakan dan

kehilangan struktur normalnya sebelum terjadi kematian sel dikarenakan pada
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sitoplasma hepatosit terdapat vakuola-vakuola berisi air yang berukuran kecil
sampai besar. Sedangkan degenerasi lemak merupakan kondisi hepatosit dengan
akumulasi lemak yang disebabkan oleh terganggunya metabolisme lemak. Pada
jenis kerusakan degenerasi lemak terdapat peningkatan terbentuknya asam lipid dan
berkurangnya oksidasi lipid, sehingga terjadi ketidakseimbangan antara lipid yang
diserap oleh darah dengan sekresi lipoprotein dari hepatosit.

Total akhir skoring kerusakan hepar pada kelompok perlakuan ini lebih
rendah dari kelompok sebelumnya yaitu perlakuan P4 NaNO> 15% (1,38 mg/ml),
hal tersebut diduga karena proses pembedahan seluruh perlakuan tidak dilakukan
secara bersamaan. Kelompok perlakuan ini dilakukan pembedahan setelah 4 hari
pemberian natrium nintrit diberhentikan. Sedangkan, pemberian perlakuan natrium
nitrit dihentikan secara bersamaan.

Beberapa kerusakan pada organ hepar yang ditemukan bersifat dapat balik
(reversible) yaitu seperti degenerasi hidropik, artinya apabila intoksikasi senyawa
kimia dihentikan maka sel-sel hepar berpotensi melakukan regenerasi. Seperti
pernyataan yang dikemukakan oleh Feldman, et al., (2010), setelah terjadinya jejas,
hepatosit akan melakukan replikasi yang didahului oleh adanya sinyal awal dari sel
Kupffer dan sel endotel sinusoid hepar. Lipopolisakarida dan sitokin turunan usus
halus yang dialirkan melalui vena porta akan menstimulasi sel Kupffer dan sel
endotel sinusoid hepar untuk memproduksi TNF-a dan IL-6. Proses regenerasi
hepar diawali oleh sel parenkimal hepar yaitu hepatosit yang berada di sekitar vena
porta kemudian hepatosit baru akan berproliferasi membentuk sekumpulan sel.
Selanjutnya, replikasi hepatosit akan menyebar ke area lain diikuti oleh replikasi

sel-sel nonparenkimal yang terjadi = 24-72 jam setelah replikasi hepatosit.
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Pengamatan histopatologis pada kelompok perlakuan P6 NaNO; Standar
(9,25 mg/ml) ditemukan lesi degenerasi sel (degenerasi hidropik dan degenerasi
lemak), dilatasi sinusoid dan sejumlah sel yang mengalami karyolisis/karyorhexis.
Hal tersebut membuktikan bahwa pemberian natrium nitrit sesuai dengan batas
asupan harian natrium nitrit atau ADI (4Available Daily Intake) yang ditetapkan oleh
FAO/WHO (2002) yaitu untuk nitrit adalah 0-0,07 mg/kg bb per hari, berpengaruh
terhadap kerusakan hepar dan diperkuat dengan ditemukannya kerusakan lain

berupa hemoragi seperti yang ditampilkan pada Gambar 4.9.

ST ¥
BOF R R PN, .
Gambar 4.9 Gambaran Histopatologis P6 NaNO; Standar (9,25 mg/ml). DH: Degenerasi Hidropik,
DL: Degenerasi Lemak, DS: Dilatasi Sinusoid, KL: Karyolisis, H: Hemoragi.

Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020)

Ternjadinya dilatasi sinusoid sebagai akibat dari kongesti. Kongesti adalah
terjadinya gangguan sirkulasi darah yang menyebabkan pembendungan darah pada
sinusoid hepar. Sehingga eritrosit terakumulasi pada vena-vena hepar, akumulasi
eritrosit juga terjadi di vena sentralis (area centrilobuller) sehingga sinusoid hepar
melebar untuk membendung darah. Apabila sinusoid hepar sudah tidak mampu
membendung darah maka pembuluh darah yang terdapat di sinusoid hepar akan

pecah, kemudian terjadi migrasi eritrosit dari pembuluh darah yang disebut
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hemoragi. Hemoragi merupakan tahap kerusakan lanjutan dari kongesti. (Zachary,
2017).

Perubahan histopatologis pada organ hepar tikus berupa hemoragi sebagai
tingkat kerusakan lanjutan dari dilatasi sinusoid, diduga karena intoksikasi senyawa
natrium nitrit, dikarenakan pada saat pemaparan senyawa natrium nitrit, nitrit akan
dikonversi menjadi kation nitrosonium (NO") yang kemudian bereaksi dengan
amina dan amida untuk membentuk nitrosamine dan nitrosamida yang bersifat
hepatotoksik serta berpotensi terjadi kerusakan pada pembuluh darah atau jaringan.
Didukung oleh pernyataan dari Cheville (2006) bahwa terjadinya hemoragi dapat
disebabkan oleh kerusakan pada pembuluh darah atau infeksi bakteri dan virus.

Selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Ozen, et al., (2014),
mengenai toksisitas natrium nitrit dengan konsentrasi 10 mg/kg yang diberikan 2x
sehari secara per oral pada mencit selama delapan bulan, menyatakan ditemukan

sejumlah sel yang mengalami degenerasi sel dan apoptosis. Seperti yang

< e wlf } ¥ Ied ¥
Gambar 4.10 Gambaran Histopatologis Hepar menggunakan Uji TUNEL. Panah hitam
menunjukkan sel yang mengalami apoptosis.
Sumber: (Ozen, et al., 2014)

Beberapa penelitian telah melaporkan dampak intoksikasi nitrat atau nitrit

pada hewan yang menyebabkan perubahan dalam beberapa parameter biokimia,
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seperti persentase methemoglobin yang tinggi, kadar kreatinin, alkaline
phosphatase (ALP), aspartate transaminase (AST) dan alanine transaminase (ALT)
yang mengarah pada beberapa perubahan histopatologis seperti adanya inflamasi,
hemoragi hingga terjadinya abses (Azeez, et al., 2011).

Penting diperhatikan bahwa penggunaan natrium nitrit dalam kehidupan
sehari-hari perlu dibatasi seminimal mungkin untuk mencegah terjadinya
akumulasi yang dapat menyebabkan munculnya berbagai jenis kerusakan. Karena
segala sesuatu yang berlebihan dapat menimbulkan dampak buruk. Seperti yang
telah dijelaskan oleh firman Allah SWT yaitu Q.S. Al-A’raf (7) Ayat 31:

58 5 W5 1515005 1585 aaia 08 e &0 5 1,04 530s (D
¥V G maall aat

Artinya:

“Wahai anak cucu Adam! Pakailah pakaianmu yang bagus pada setiap (memasuki)

masjid, makan dan minumlah, tetapi jangan berlebihan. Sungguh, Allah tidak

menyukai orang yang berlebih-lebihan.”

Menurut Tafsir Ibnu Katsir (2004) tafsir dari ayat tersebut yaitu Allah SWT
telah memerintahkan manusia agar mengenakan pakaian yang baik untuk
beribadah. Allah SWT mengatur urusan makan dan minum harus merupakan
makanan dan minuman yang baik, tidak melampaui batas dalam macam dan jenis
makanan yang dimakannya atau minuman yang diminumnya. Pada ayat ini, Allah
SWT juga memerintahkan kepada manusia agar tidak berlebih-lebihan dan
secukupnya, perihal makan dan minum tidak hanya terbatas pada makanan yang

baik dan halal, tetapi yang melampaui batas akan merusak dan berbahaya. Makan

dan minum secara berlebihan erat kaitannya dengan gangguan kesehatan.
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Dalam hal ini, penggunaan senyawa natrium nitrit yang ditujukan untuk hal
kebaikan bagi seluruh umat manusia terdapat batas yang penting untuk
diperhatikan. Ditetapkannya batas adalah untuk melindungi manusia dari segala
bahaya yang ditimbulkan karena berlebih-lebihan. Makan dan minum yang
berlebihan dan melampaui batas berpotensi menimbulkan penyakit. Telah terbukti
bahwa konsumsi natrium nitrit secara terus-menerus selama periode tertentu
berpengaruh terhadap berbagai kerusakan organ yang memicu timbulnya penyakit.
Oleh karena itu, Allah SWT melarang berlebih-lebihan hingga melampaui batas
perihal makanan dan minuman.

Hal tersebut diperkuat dengan sabda Rasulullah SAW, yaitu hadits (no.
6695) yang diriwayatkan oleh Ahmad ibn Hanbal dalam kitab Musnad Imam
Ahmad:

e a0 g e (e 530 G glah LAl G50b (i B3 Uaa
5585 158 1 gl aile @l (e 1 0505 of 3 e 4
2 e b JBy casi Y5 Alaa e, 1slally ) Ay
AR A
Artinya:
Yazid bin Harun menceritakan kepada kami, Hammam mengabarkan kepada kami,
dari Qatadah, dari Amru bin Syu’aib, dari bapaknya, dari kakeknya, bahwasannya
Rasulullah SAW bersabda, “Makanlah, minumlah, bersedekahlah, berpakaianiah,
tanpa sombong dan boros.” Yazid pernah berkata sekali: Dengan tidak boros dan
tidak sombong.

Menurut tafsir Ibnu Hajar al-Asqalani (2004) pada hadits di atas kata Israf’
selalu disandingkan dengan kata Makhilah yang berarti sombong, berbeda dengan
al-Qur'an yang menyebutkan kata Israf secara individu. Pembatasan pada

“berlebihan” dan “sombong” adalah bahwa dilarang untuk dikonsumsi baik untuk

dimakan maupun dipakai atau selainnya bisa karena suatu maksud, yaitu
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melempaui batas (berlebihan). Maka dari itu, yang menjadi kata kunci pada
penelitian ini adalah dua kata yang terdapat pada hadits tersebut, yakni Israf dan
Makhilah. Kata Israf dalam hadis yang penulis teliti artinya berlebihan dan
melampaui batas terhadap segala perbuatan, sedangkan dalam al-Qur’an, kata Israf

memiliki arti melampaui batas dalam hal pakaian dan makanan



5.1.

5.2

BABV
PENUTUP

Kesimpulan

Pemberian natrium nitrit (NaNO2) berpengaruh terhadap kadar enzim
ALT dan AST serta gambaran histopatologis organ hati tikus putih. Terdapat
pengaruh pemberian natrium nitrit yang signifikan terhadap kadar enzim ALT
dengan rata-rata tertinggi 99,25 Ulliter dan nilai signifikansi 0,014.
Sedangkan, kadar enzim AST terdapat pengaruh meskipun tidak signifikan
dengan rata-rata tertinggi 174,33 U/liter. Pada gambaran histopatologis organ
hepar tikus putih, kelompok P2 NaNO: 10% (0,925 mg/ml) menunjukan
perubahan histopatologis paling signifikan dengan total skoring kerusakan
tertinggi, juga ditemukan inflamasi di daerah periportal dan centrilobuller.
Saran

Diperlukan masa pemberian perlakuan yang lebih lama, untuk
mengetahui tingkat toksisitas senyawa natrium nitrit guna mengevaluasi

ambang batas normal penggunaan natrium nitrit dalam kehidupan sehari-hari
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