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Abstrak

Diazinon merupakan pestisida organofosfat yang paling umum digunakan untuk mengendalikan hama. Konsumsi produk
pertanian yang mengandung residu diazinon mengakibatkan akumulasi diazinon dan metabolithya pada hati dan
menimbulkan stres oksidatif. Kulit bawang merah (Allium cepa L.) mengandung flavonoid kuersetin yang dapat mengikat
radikal bebas, menginduksi aktivitas enzim yang berperan penting dalam perbaikan sel, dan meningkatan jumlah dan
kapasitas antioksidan endogen. Penelitian ini bertujuan mengetahui efek ekstrak ethanol kulit bawang merah (EKBM)
dalam memperbaiki kerusakan hati tikus Wistar yang diinduksi diazinon. Tikus dibagi menjadi kelompok normal,
diazinon, dan EKBM. Diazinon diberikan dengan dosis 40 mg/kgBB selama 7 hari dilanjutkan dengan EKBM dengan
dosis 600, 900, dan 1200 mg/kgBB selama 7 hari. Pengamatan mikroskopik dilakukan terhadap 100 sel hati secara acak
pada setiap preparat. Skor kerusakan sel hati ditentukan berdasarkan kriteria skor Manja Roenigk. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa diazinon meningkatkan skor kerusakan sel hati (p<0,05) dan EKBM dengan dosis 1200 mg/kgBB
dapat menurunkan skor kerusakan sel hati sama dengan kelompok normal. Sebagai kesimpulan, EKBM dengan dosis
1200 mg/kg BB memperbaiki kerusakan hati tikus yang diinduksi diazinon yang ditunjukkan dengan penurunan skor
kerusakan sel hati hingga tingkat normal.

Kata kunci: bawang merah, diazinon, hati, histopatologi

Abstract

Diazinon constitutes the most common organophosphate pesticide used to control pests. The consumption of agricultural
products containing diazinon residues causes the accumulation of diazinon and its metabolites in liver and results stress
oxidative. Shallot (Allium cepa L.) peel contains flavonoid quercetin which can bind free radicals, induces enzyme mainly
involved in cell repair, and increases the number and capacity of endogenous antioxidants. This research aims to
determine the effect of shallot peel ethanol extract (SPEE) in repairing the liver damage in diazinon-induced rats. Rats
were divided into normal, diazinon, and SPEE groups. Diazinon was given at dose of 40 mg/kg b.w. for 7 days continued
by SPEE given at dose of 600, 900, and 1200 mg/kg b.w. for 7 days. The microscopic observation was carried out
randomly on 100 liver cells for each slide. The liver cell damage score was determined based on Manja Roenigk score
criteria. Diazinon increased the liver cell damage score (p<0.05) and SPEE at dose of 1200 mg/kg b.w. could reduce it
equal to normal group. In conclusion, SPEE at dose of 1200 mg/kg b.w. repairs the liver damage in diazinon-induced
rats indicated by the decrease of the liver cell damage score to the normal level.
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1. Pendahuluan

Sektor pertanian memegang peranan penting
bagi perekonomian Indonesia. Sebagai satu
upaya peningkatan  produktivitas  hasil
pertanian, para petani menggunakan pestisida
untuk mengendalikan organisme pengganggu
tanaman (OPT).1? Salah satu contoh pestisida
golongan organofosfat yang paling umum
digunakan di Indonesia adalah diazinon.®#
Konsumsi  produk-produk pertanian yang
mengandung residu diazinon dapat
menimbulkan dampak buruk bagi kesehatan
manusia.’

Diazinon menghasilkan metabolit yang
akan terakumulasi di jaringan hati dan
mengakibatkan gangguan struktur dan fungsi
hati.®’ Metabolit diazinon meningkatkan
produksi derivat reactive oxygen species (ROS)
dan menurunkan aktivitas enzim superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), dan catalase @ (CAT) vyang
mengkatalisasi derivat ROS menjadi bentuk
yang lebih stabil. Metabolit diazinon juga dapat
menurunkan kadar antioksidan endogen, yaitu
gluthation (GSH).2° Dengan demikian, akan
terjadi kondisi stres oksidatif dan radikal bebas
yang terbentuk akan berikatan dengan
polyunsaturated fatty acid (PUFA) pada
membran sel atau membran organel sel yang
disebut sebagai peroksidasi lipid.”*® Bentuk
kerusakan sel hati oleh paparan diazinon
meliputi degenerasi parenkim, degenerasi
hidrofik, nekrosis, dan dilatasi sinusoid.!!
Bawang merah (Allium cepa L.). merupakan
tumbuhan komoditas hortikultura di Indonesia
yang mengandung senyawa kuersetin dengan
aktivitas antioksidan tinggi.!? Kandungan
kuersetin pada bagian kulit 3-5 kali lebih tinggi
dibandingkan pada bagian umbi.®®* Kuersetin
memiliki kapasitas pengikatan agen radikal
bebas dan menginduksi kerja enzim 8-
oxoguanine DNA glycosylase (hOGG1) yang
berperan penting dalam proses perbaikan sel.'*
Meskipun demikian, kulit bawang merah tidak
lazim dikonsumsi, hanya dianggap sebagai
limbah rumah tangga atau industri.

Studi sebelumnya menyatakan bahwa
ekstrak kulit bawang merah dapat mencegah
kerusakan sel hati yang diakibatkan oleh
parasetamol melalui mekanisme pengikatan
senyawa metabolit aktif parasetamol, yaitu N-
acetyl-p-benzoquinoneimine  (NAPQI) oleh
senyawa kuersetin dalam kulit bawang merah.®
Penelitian tentang potensi antioksidan dalam
ekstrak  kulit bawang merah  dalam
memperbaiki kerusakan hati akibat diazinon
belum dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui efek ekstrak
ethanol kulit bawang merah (EKBM) terhadap
kerusakan hati yang diinduksi diazinon.

2. Metode

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental yang dilaksanakan pada bulan
Januari-Maret tahun 2021 di Fakultas
Kedokteran Universitas Jember. Kulit bawang
merah didapatkan dari pabrik bawang merah
goreng di Kecamatan Silo, Kabupaten Jember.
Bawang merah yang digunakan adalah varietas
Biru Lancor, spesies Allium cepa L. var.
ascalonicum Back. Bahan-bahan  yang
digunakan meliputi pelet pakan tikus, diazinon
600 g/L (PT. Petro Kimia Kayaku), corn oil,
dimetil sulfoksida (DMSO) 3%, aquadest,
ethanol 96%, neutral formalin buffer 10%,
xylol, paraffin, dan pewarna hematoxylin-eosin.

Kulit bawang merah  direndam
menggunakan air garam 2% lalu dicuci
menggunakan air mengalir. Kulit bawang
merah yang telah dicuci dikeringkan di bawah
sinar matahari pagi dan sore hari kemudian
kulit bawang merah kering dihaluskan
menggunakan blender. Pembuatan ekstrak
dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut ethanol 96%. EKBM
dibuat dengan cara merendam 600 gram bubuk
kulit bawang merah dengan ethanol 96%
hingga volume mencapai 3 L selama 24 jam.
Proses ekstraksi dilakukan dengan pengulangan
sebanyak tiga kali menggunakan pelarut baru.
Ekstrak yang dihasilkan disaring menggunakan
kertas saring Whatman No.2  untuk
memisahkan filtrat dan residu. Filtrat yang
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diperoleh dipekatkan menggunakan rotary
evaporator.

Hewan coba yang digunakan adalah
tikus Wistar (Rattus norvegicus strain Wistar)
jantan, usia 2-3 bulan, dan berat badan 150-250
gram. Hewan coba diaklimatisasi selama 7 hari
dengan pemberian makan dan minum secara ad
libitum. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok
secara random, vyaitu kelompok normal,
kelompok diazinon, dan tiga kelompok EKBM.
Pada hari 1-7, kelompok normal disonde corn
oil sedangkan kelompok lainnya disonde
diazinon 40 mg/kgBB. Pada hari ke 8-14,
kelompok normal dan diazinon disonde DMSO
3% dan kelompok lainnya disonde EKBM
dengan dosis 600 mg/kgBB, 900 mg/kgBB, and
1200 mg/kgBB. Penelitian ini  telah
mendapatkan persetujuan etik dari Komisi Etik
Penelitian, Fakultas Kedokteran, Universitas

Jember dengan nomor
1465/H.25.1.11/KE/2021.
Setelah hewan coba diterminasi,

dilakukan pengambilan organ hati. Organ hati
lobus kanan dipotong menggunakan mikrotom
setebal 3-5 mikron kemudian dilakukan
pewarnaan dengan metode pewarnaan
hematoxylin-eosin (HE). Preparat histopatologi
hati tikus diamati menggunakan mikroskop
binokular Leica DM500 oleh dua pengamat.
Pengamatan mikrokskopik dilakukan pada 5
lapang pandang, sejumlah 20 sel untuk setiap
lapang pandang berdasarkan kriteria skor
Manja Roenigk (skor 1: normal, skor 2:
degenerasi parenkimatosa, skor 3: degenerasi
hidrofik, dan skor 4: nekrosis). Data skor
kerusakan sel hati dianalisis menggunakan
Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 28.0 software, yaitu dengan uji
One Way Anova dilanjutkan dengan uji Post
Hoc Least Significant Difference (LSD).1®

3. Hasil

Rata-rata skor kerusakan sel hati tertinggi
ditemukan pada kelompok diazinon. Pada
kelompok perlakuan, rata-rata skor kerusakan
sel hati menurun seiring dengan peningkatan
dosis EKBM (Tabel 1).

Tabel 1. Rata-rata Skor Kerusakan Sel Hati

Rata-rata skor
kerusakan sel hati

Kelompok (Rata-rata * standar

deviasi) (n=5)

Normal 1,350 + 0,007°

Diazinon 2,840 + 0,0142

EKBM 600 2,714 +0,011%
mg/kgBB

EKBM 900 1,996 + 0,019%
mg/kgBB

EKBM 1200 1,365 +0,019°
mg/kgBB

aSignifikan dibandingkan dengan kelompok normal (p<0,05),
bSignifikan dibandingkan dengan kelompok diazinon (p<0,05)

Hasil pengamatan mikroskopik preparat
histopatologi  hati  tikus  masing-masing
kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1.

Hasil pengamatan mikroskopik preparat histopatologi hati tikus. Tanda panah menunjukkan gambaran

sel hati dalam berbagai tingkat kerusakan. Panah “kuning”: sel normal, panah “hijau”: degenerasi parenkim,
panah “biru”: degenerasi hidrofik, panah “hitam”: nekrosis piknosis, panah “oranye”: nekrosis karioreksis,
panah “merah”: nekrosis kariolisis. (A) Kelompok normal: tampak dominasi sel hati normal; (B) Kelompok
diazinon: tampak sel hati dengan nekrosis, degenerasi parenkim, dan degenerasi hidrofik; (C) Kelompok
EKBM 600 mg/kgBB: tampak dominasi sel hati dengan degenerasi hidrofik, nekrosis, dan degenerasi
parenkim serta beberapa sel hati normal; (D) Kelompok EKBM 900 mg/kgBB: tampak dominasi sel hati
normal, beberapa sel hati dengan degenerasi hidrofik, degenerasi parenkim, dan nekrosis; (E) Kelompok
EKBM 1200 mg/kgBB: tampak dominasi sel hati normal, beberapa sel hati dengan degenerasi hidrofik dan

nekrosis.

4. Pembahasan

Rata-rata skor kerusakan sel hati pada
kelompok vyang diberi diazinon 40
mg/kgBB selama 7 hari lebih tinggi
dibandingkan kelompok normal (Tabel 1)
(p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa
diazinon bersifat hepatotoksik. Hasil
penelitian sebelumnya menyatakan bahwa
pemberian diazinon 40 mg/kgBB selama 5
hari menimbulkan kerusakan hati tikus

secara mikroskopis, yaitu degenerasi
parenkim, degenerasi hidrofik, dominasi sel
nekrosis, dan dilatasi sinusoid.'* Penelitian
lain yang serupa ialah induksi diazinon 55
mg/kgBB selama 7 hari mengakibatkan
kerusakan sel hati tikus berupa degenerasi
hidrofik,  multifokal  nekrosis, dan
apoptosis.t’

Diazinon dihidrolisis oleh enzim
fosfatase di dalam lisosom menjadi
senyawa dietil di antaranya 2-isopropyl-4-
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methylpyrimidin-6-ol yang akan
terakumulasi  dalam jaringan hati.!8
Diazinon juga dioksidasi oleh cytochrome
P450 (CYP) di dalam retikulum
endoplasma dan mitokondria menjadi
diazoxon dan atom sulfur bebas. Diazoxon
sebagai  metabolit utama  diazinon
menghambat enzim  asetilkolinesterase
yang akan meningkatkan akumulasi ion
Ca?" di dalam sel yang selanjutnya akan
meningkatkan produksi radikal nitric oxide
(NO¢) melalui aktivasi reseptor NMDA.
Diazoxon  dihidrolisis  oleh  enzim
paraoxonase (PON1) menjadi senyawa-
senyawa dietil yang sangat mudah bereaksi
dengan radikal hydroxyl (*OH)
menghasilkan senyawa radikal bebas
baru.®!® Diazoxon menghambat jalur
respirasi tahap 3 di dalam mitokondria
complex | yang akan mengakibatkan
pembentukan ROS. Selain itu,
penghambatan jalur ini akan
mengakibatkan penurunan produksi ATP
yang selanjutnya akan mengganggu
transport ion Ca2" sehingga ion Ca2*
terakumulasi di dalam mitokondria yang
juga akan mengakibatkan peningkatan
jumlah radikal nitric oxide (NOv).101920
Sulfur atom bebas sebagai metabolit
sekunder diazinon akan mengikat proton
membentuk  hidrogen sulfida (H2S).
Senyawa ini akan berinteraksi dengan
metalloenzyme seperti SOD dan akan
menghambat  aktivitasnya.®® Penurunan
jumlah dan kapasitas antioksidan enzim
akan menghambat katalisasi superoxide-
free radical («O2°) menjadi oksigen (O>)
dan  hidrogen  peroksida  (H20).
Peningkatan senyawa radikal bebas
memicu kondisi stres oksidatif dan
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid terjadi
saat polyunsaturated fatty acids (PUFA)
pada membran sel atau membran organel
sel didegradasi oleh senyawa radikal bebas
menghasilkan lipid hydroperoxide, lipid
peroxyl radicals, dan malondialdehyde
(MDA).10

Rata-rata skor kerusakan sel hati
pada kelompok yang diberi EKBM 600
mg/kgBB, 900 mg/kgBB, dan 1200

mg/kgBB lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok diazinon (p<0,05) dan
pada kelompok yang diberi EKBM 1200
mg/kgBB tidak berbeda bermakna dengan
kelompok normal (p>0,05). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa EKBM berperan
sebagai senyawa yang dapat memperbaiki
kerusakan sel hati akibat diazinon.
Penurunan rata-rata skor kerusakan sel hati
dengan semakin tingginya dosis pemberian
EKBM berarti bahwa peningkatan dosis
EKBM berpengaruh pada efektivitasnya
dalam memperbaiki kerusakan sel hati. Hal
ini sesuai dengan penelitian sebelumnya
yang menggunakan EKBM dengan dosis
bertingkat 200 mg/kgBB, 300 mg/kgBB,
dan 450 mg/kgBB  mempengaruhi
efektivitasnya dalam menurunkan kadar
alanine transaminase (ALT), aspartate
transaminase  (AST), dan alkaline
phosphatase (ALP), serta tingkat kerusakan
sel hati secara signifikan pada tikus yang
diinduksi parasetamol.?

Pembuatan preparat histopatologi
hati tikus menggunakan lobus kanan
dengan arah potongan transversa. Secara
anatomi, lobus kanan  memperoleh
vaskularisasi lebih besar daripada lobus
lainnya, yaitu dari cabang lateral kanan
vena porta, yaitu r. dorsalis lobi lateralis
dextra, r. intermedius lobi lateralis dextra,
dan r. ventralis lobi lateralis dextri.?? Pada
penelitian sebelumnya, lobus kanan dipilih
untuk pengamatan kerusakan sel hati akibat
induksi organofosfat golongan malathion.?3
Pada penelitian lainnya juga ditemukan
kerusakan sel hati akibat induksi sodium
arsenite pada lobus kanan lebih berat
dibandingkan  dengan  lobus  lain.?*
Pengamatan gambaran histopatologi hati
dilakukan pada hepatosit yang berada zona
3. Sel hati pada zona 3 berada dekat dengan
vena sentralis sehingga lebih banyak
terlibat dalam proses detoksifikasi dan
glikolisis. Selain itu, sel pada zona 3
memiliki enzim sitokrom P-450 dengan
kadar tertinggi yang berperan dalam
metabolisme xenobiotik, termasuk
diazinon.?%" Gambaran histopatologi hati
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tikus  Wistar pada  masing-masing
kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.

Sel hati pada kelompok normal
menunjukkan karakteristik histologi sel hati
normal, yaitu berbentuk sel, sitoplasma
berwarna merah atau ungu homogen, inti
sel berada di tengah, dan membran sel
berbatas tegas.?® 3 Sel hati pada kelompok
diazinon menunjukkan kerusakan berupa
degenerasi dan nekrosis. Degenerasi
parenkimatosa ditunjukkan dengan
karakteristik sel membengkak, sitoplasma
tampak keruh dan bergranula yang
menunjukkan adanya endapan protein.
Proses ini terkait dengan terjadinya deplesi
ATP akibat paparan diazinon yang
mengakibatkan kegagalan transport protein
yang disintesis oleh ribosom keluar sel.
Degenerasi  hidrofik ditandai  dengan
karakteristik sel membengkak, sitoplasma
tampak pucat dan mengandung vakuola-
vakuola. Hal ini juga terkait dengan
terjadinya deplesi ATP yang akan
mendorong air dan ion Na" masuk ke dalam
sel dan ion K* keluar dari sel. Sel tidak
mampu mengeliminasi air dan organel sel
juga menyerap air sehingga terjadi
akumulasi air di dalam sel.®3! Nekrosis
ditandai dengan karakteristik pengerutan
inti sel dan berwarna gelap (piknosis),
pecahnya inti sel membentuk fragmen-
fragmen  (kariokinesis), dan  tidak
tampaknya inti sel karena lisis (kariolisis),
serta batas antar sel yang tidak jelas karena
lisisnya membran sel.?*! Proses ini terkait
pula dengan deplesi ATP yang akan
menimbulkan  mekanisme  kompensasi
dengan cara meningkatkan glikolisis
anaerobik.  Proses ini  menyebabkan
penurunan  jumlah glikogen  dan
peningkatan asam laktat yang akan
menimbulkan  perubahan pH  yang
selanjutnya akan menimbulkan perubahan
pada inti sel berupa pemadatan kromatin
inti, pecahnya inti sel, dan hilangnya inti
sel 3t

Perbaikan gambaran histopatologi
hati terjadi karena efek antioksidan
flavonoid kuersetin dalam kulit bawang
merah. Kuersetin dan kuersetin 4'-O-4-

glucopyranoside ditemukan di dalam kulit
bawang merah dengan kadar yang lebih
tinggi dibandingkan flavonoid lainnya.®?
Kandungan kuersetin yang terdapat pada
bagian kulit bawang merah lebih tinggi 3-5
kali daripada bagian umbinya.'® Kuersetin
memiliki kapasitas scavenging terhadap
agen radikal bebas.®® Selain itu, kuersetin
juga menginduksi kerja enzim 8-
Oxoguanine DNA glycosylase yang
memegang peranan penting dalam proses
perbaikan sel (hOGG1).}* Selain itu,
kuersetin  mampu mengaktivasi sistem
pertahanan terhadap ROS yang dimediasi
enzim dan non-enzim. Sistem pertahanan
terhadap ROS yang dimediasi enzim terjadi
melalui peningkatan aktivitas enzim SOD,
CAT, dan GSH-Px vyang berfungsi
mengkatalisasi ROS menjadi bentuk yang
lebih stabil sedangkan sistem pertahanan
terhadap ROS yang tidak dimediasi enzim
terjadi melalui mekanisme peningkatan
GSH yang merupakan antioksidan yang
bertindak sebagai donor elektron.3334
Keterbatasan penelitian ini adalah
tidak dilakukan pengukuran kadar senyawa
aktif EKBM, vyaitu kuersetin. Di samping
itu, pada penelitian ini analisis struktur
jaringan hati sebatas semi kuantitatif,
belum mencapai analisis kuantitatif.
Berdasarkan hasil penelitian, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak ethanol kulit
bawang merah (Allium Cepa L.) dengan
dosis 1200 mg/kg BB memperbaiki
kerusakan hati tikus yang diinduksi
diazinon yang ditunjukkan  dengan
penurunan skor kerusakan sel hati hingga
tingkat normal. Saran untuk
penyempurnaan data penelitian ini adalah
diperlukan pengukuran kadar senyawa aktif
EKBM, yaitu kuersetin dan analisis struktur
jaringan hati secara kuantitatif, misalnya
dengan metode stereologi. Sedangkan saran
untuk penelitian lebih lanjut adalah
dilakukan uji fungsi hati secara kuantitatif
melalui pengukuran kadar serum glutamic
oxaloacetic transaminase (SGOT) dan
serum glutamic pyruvic transaminase
(SGPT). Untuk memastikan aktivitas
antioksidan EKBM dalam memperbaiki
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struktur  hati, diperlukan

pengukuran kadar MDA hati sebagai
indikator stres oksidatif.
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