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Abstract

The purpose of this study were to prove that the administration of
heated palm oil can cause hepatocytes damage and cholesterol serum
level incerase in mouse. This research was an experimental research
using 38 male Mus musculus, Swiss derived. They were divided into 3
groups; 9 were the first negative control by aquadest administration, 9
were the second negative control by fresh palm oil administration, and
20 were intervention by 27-times heated palm oil administration. The
dose of administration was 1 ml/100 gram body weight, every day for 14
days. Parameter used in examining liver microscopically was the
percentage of hepatocytes getting degeneration of each vision field by
100-times magnificence. The result of microscopic examination were
normal hepatocytes for aquadest administration group, fatty
degeneration for fresh palm oil administration group, fatty degeneration
and central zone necrosis for 27-times heated palm oil group. The
average value of cholesterol serum level in aquadest administration
group was 101,44 + 8,71 mg/dl, in fresh palm oil administration group
was 104,66 + 7,75 mg/dl, and in 27-times heated palm oil group was
130,15 + 12,26 mg/dl. It could be concluded that administration of 27-
times heated palm oil for 14 days can cause degeneration of hepatocytes
(p<0,05) and cholesterol serum level increase (p<0,05).
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PENDAHULUAN

Makanan yang diolah dengan cara digoreng banyak digemari masyarakat.
Penelitian tentang perilaku gizi menyatakan bahwa sebagian besar responden lebih
menyukai makanan yang diolah dengan cara digoreng; dari 29,7 gram asam lemak
jenuh yang dikonsumsi, 5,93 gram per hari berasal dari non-gorengan dan 23,77
gram per hari berasal dari gorengan (Rustika, 2005). Hasil survey Nadirawati
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terhadap ibu rumah tangga di Cianjur menyatakan 62,8% sampel masih
menggunakan minyak jelantah (Nadirawati, 2010). Masalahnya adalah apakah
konsumsi gorengan tersebut aman bagi kesehatan karena proses pemanasan
berulang dengan menggunakan minyak akan menghasilkan senyawa yang
berbahaya, misalnya asam lemak jenuh dan radikal bebas (peroksida) yang diyakini
dapat menimbulkan gangguan fungsi pada organ tubuh.

Hati merupakan organ terbesar dan metabolismenya paling kompleks di
dalam tubuh. Organ ini terlibat dalam metabolisme zat makanan, sebagian besar
obat, dan toksikan. Kerusakan pada hati dapat diamati lebih awal daripada organ
lain sehingga dapat digunakan untuk memberikan gambaran pengaruh toksisitas
minyak. Penelitian terhadap kerusaan sel hati mencit yang diberi diet minyak kelapa
bekas gorengan menyimpulkan bahwa kerusakan sel hati mencit meningkat
sebanding dengan semakin seringnya frekuensi pemakaian minyak goreng.
Penelitian ini memberikan diet minyak kelapa bekas dengan frekuensi
penggorengan 9 kali, 18 kali, dan 27 kali terhadap 3 kelompok dengan dosis 1 ml
setiap 100 gram bobot badan mencit per hari pada hari pertama, ketiga, dan kelima
percobaan. Hasilnya menunjukkan gambaran kerusakan sel hati terparah pada
sampel mencit kelompok yang diberi minyak bekas 27 kali penggorengan
(Sunityoso, 1998). Hati merupakan orang utama yang berperan dalam metabolisme
kolesterol. Kelebihan kolesterol akan dibawa ke hati untuk dibuang melalui saluran
empedu. Jika terjadi kerusakan hati, kadar kolesterol darah akan meningkat.

Berdasarkan bahaya yang ditimbulkan radikal bebas dan asam lemak jenuh
hasil pemanasan minyak berulang, peneliti ingin membuktikan apakah pemberian
minyak goreng bekas 27 kali pakai selama 14 hari masa percobaan dapat
mengakibatkan kerusakan selhati mencit dan peningkatan kadar kolesterol serum
mencit.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan menggunakan 38
mencit (Mus musculus) jantan galur Swiss Derived, dengan bobot badan 30-40 gram,
dan berumur 2-3 bulan. Sampel dibagi dalam tiga kelompok, yaitu 9 mencit dalam
kelompok kontrol negatif pertama dengan pemberian aquadest, 9 mencit dalam
kelompok kontrol negatif kedua dengan pemberian minyak goreng tanpa
pemanasan, dan 20 mencit dalam kelompok perlakuan dengan pemberian minyak
goreng bekas 27 kali pakai. Pemberian aquadest dan minyak dilakukan dengan
volume yang sama, yaitu 1 ml setiap 100 gram bobot badan mencit per oral, setiap
hari selama 14 hari (penelitian subakut atau subkronis). Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah tahu, aquadest, minyak goreng curah (minyak goreng
kelapa sawit) tanpa pemanasan, minyak goreng curah yang telah dipakai untuk
menggoreng tahu 27 kali, eter, dan formalin 10%.

Pembuatan preparat histologi hati dilakukan dengan menggunakan metode
parafin dan pewarnaan HE. Parameter yang digunakan dalam pengamatan
mikroskopik hati mencit adalah persentase rata-rata sel hati yang mengalami
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degenerasi tiap lapangan pandang dengan pembesaran mikroskop 100 kali.
Perbedaan tingkat keparahan degenerasi sel hati antarkelompok penelitian
dianalisis dengan menggunakan Uji Mann-Whitney.

Pengukuran kadar kolesterol serum mencit dilakukan dengan menggunakan
kolorimetri enzimatik CHOD-PAP, sampel darah berasal dari jantung (ventrikel
kanan). Perbedaan kadar kolesterol serum mencit pada masing-masing kelompok
dianalisis dengan uji statistik Anova satu arah dan dilanjutkan dengan uji LSD.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Pengamatan Mikroskopik Hati Mencit

Tingkat keparahan degenerasi sel hati diklasifikasikan dalam lima kategori
berdasarkan persentase rata-rata sel hati yang mengalami degenerasi tiap lapangan
pandang, yaitu (-): tidak terjadi degenerasi sel hati, (+1): <25% sel-sel hati
mengalami degenerasi, (+2): 25-50% sel-sel hati mengalami degenerasi, (+3): >50%
sel-sel hati mengalami degenerasi, (+4): >50% sel-sel hati mengalami degenerasi
dan terdapat ciri-ciri nekrosis.

Pada kelompok mencit yang diberi aquadest, 7 sampel memiliki gambaran
mikroskopik hati yang normal, 1 sampel tidak dapat diamati secara mikroskopik
karena preparat histologi hati mengalami kerusakan (banyak dijumpai artefak), dan
1 sampel mengalami degenerasi 25-50% sel-sel hati tiap lapangan pandang. Pada
kelompok mencit yang diberi minyak goreng tanpa pemanasan, 5 sampel mengalami
degenerasi >50%, 3 sampel mengalami degenerasi 25-50%, dan 1 sampel
mengalami degenerasi <25% sel-sel hati tiap lapangan pandang Pada kelompok
mencit yang diberi minyak goreng bekas 27 kali pakai, 18 sampel mengalami
degenerasi >50% dan ditemukan ciri-ciri nekrosis, dan 2 sampel mengalami
degenerasi 25-50% sel-sel hati tiap lapangan pandang yang dapat dilihat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Persentase Preparat yang Mengalami Kerusakan Sel-Sel Hati

Sel-Sel Hati yang Mengalami Degenerasi (%)

Kelompok Mencit dengan >50
Pemberian: 0 <25 25-50 >50 dengan
nekrosis
Aquadest 87,5 0 12,5 0 0
Minyak goreng tanpa 0 111 333 55,5 0
pemanasan
Mu.lyak goreng bekas 27 0 0 10 0 90
kali pakai

Hasil pengamatan mikroskopik hati mencit pada kelompok yang diberi
aquadest adalah tampak sel-sel hati yang tersusun regular, perbandingan sitoplasma
dan inti sel normal, serta vena sentralis dan sel endotel tampak jelas. Hasil
pengamatan mikroskopik hati mencit pada kelompok yang diberi minyak goreng
tanpa pemanasan menunjukkan adanya fokus-fokus degenerasi lemak yang ditandai
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dengan adanya mikrovesikular (vakuola lemak) dan peningkatan jumlah granule
(round glass appearance) pada sitoplasma, hilangnya sitoplasma (clear cell), sel
membengkak (balloned cell), serta ukuran inti bervariasi dan struktur kromatin
jelas. Hasil pengamatan mikroskopik hati mencit pada kelompok yang diberi minyak
goreng bekas 27 kali pakai menunjukkan susunan sel-sel hati yang tidak teratur,
degenerasi lemak yang ditandai dengan adanya mikrovesikular (vakuola lemak) dan
jumlah granule yang sangat meningkat (round glass appearance) pada sitoplasma,
sel membengkak (ballooned cell), membran sel rusak, inti sel terdesak ke tepi
(crescent cell), struktur kromatin jelas, dan tampak nekrosis sel yang ditandai
dengan adanya fragmen sel, sel tanpa pulasan inti, atau tidak tampaknya sel disertai
reaksi radang; kromatin menggumpal menjadi untaian kasar; inti menjadi massa
yang mengkerut, memadat, dan menjadi sangat basofilik (biru tua), yang disebut
piknosis; inti piknotik pecah menjadi banyak partikel basofilik kecil-kecil
(karioreksis) atau mengalami lisis (kariolisis) yang dapat dilihat pada Gambar 1.
Hasil analisis data dengan menggunakan uji statistik Uji Mann-Whitney didapatkan
perbedaan tingkat keparahan degenerasi sel hati antara ketiga kelompok mencit
(p<0,05).

Gambar 1. Foto Preparat Hati Mencit

(A) Kelompok mencit yang diberi aquadest. Tampak sel-sel hati tersusun regular
dengan perbandingan inti sel dan sitoplasma normal (pembesaran 100x).

(B) Kelompok mencit yang diberi minyak goreng tanpa pemanasan. Tampak fokus
degenerasi lemak, yaitu sitoplasma lebih pucat dan ukuran sel lebih besar daripada
sel hati normal; 25-50% sel-sel hati mengalami degenerasi (pembesaran 100x).

(C) Kelompok mencit yang diberi minyak goreng bekas 27 kali pakai. Tampak: 1.
fokus degenerasi lemak (sitoplasma lebih pucat dan ukuran sel lebih besar daripada
sel normal); 2. nekrosis ditandai adanya kumpulan sel radang (pembesaran 100x).
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(D) Kelompok mencit yang diberi minyak goreng bekas 27 kali pakai. Tampak
susunan sel hati irregular, polimorfism, ciri-ciri degenerasi lemak, yaitu: 1. ballooned
cell, 2. microvesicular, 3. inti sel hiperkromatin, dan ciri-ciri nekrosis: 4. piknosis, 5.
kariolisis, 6. karioreksis, 7. sel tanpa inti, 8. kumpulan sel radang (pembesaran
400x).

Terdapat kerusakan sel hati pada kelompok mencit yang diberi minyak
goreng tanpa pemanasan dibandingkan dengan yang diberi aquadest. Hal ini terjadi
karena kandungan asam lemak jenuh pada minyak goreng curah. Minyak goreng
curah merupakan minyak kelapa sawit yang mempunyai kandungan asam lemak
dengan perbandingan 49% asam lemak jenuh dan 50% asam lemak tak jenuh
(Kamsiah et al, 2001). Tingginya asupan asam lemak jenuh dan asam lemak tak
jenuh dalam minyak ini akan meningkatkan absorbsi asam lemak di usus sehingga
asam lemak di darah juga tinggi. Adanya transpor asam lemak berlebihan yang
diangkut dari luar ke dalam hati mengakibatkan terjadinya penumpukan asam
lemak dalam sel hati. Asam lemak jenuh yang disimpan di hati dalam jumlah besar
dapat menimbulkan perlemakan hati. Asam lemak tak jenuh dalam jumlah banyak
pada membran mikrosomal sel hati meningkatkan kepekaan membran terhadap
aktivitas radikal bebas yang bersifat autokatalitik. Aktivitas radikal bebas ini
menghasilkan lipid peroksida yang menyebabkan kerusakan REK sehingga polisom
akan terlepas (Wu and Cederbaum, 2003 dan Ong & Goh, 2002). Sintesis protein
terganggu, lemak yang ada dalam hati tidak bisa berikatan dengan protein
membentuk lipoprotein untuk diangkut keluar hati. Akumulasi lemak dalam hati
berlangsung terus menerus sehingga terjadi degenerasi lemak (Mulyani, 1997).

Kerusakan sel hati paling berat dapat diamati pada kelompok mencit yang
diberi minyak goreng bekas 27 kali pakai. Tanda-tanda sel yang mengalami nekrosis
dapat ditemukan pada kelompok ini antara lain karioreksis, piknosis inti, dan
kariolisis. Mekanisme terjadinya kerusakan sel hati pada dasarnya sama dengan
mekanisme kerusakan sel hati akibat diet minyak, yaitu disebabkan oleh adanya
radikal bebas. Perbedaanya adalah sumber radikal bebas yang memacu kerusakan
sel hati; kerusakan sel hati akibat pemberian minyak terjadi akibat radikal bebas
yang berasal dari metabolisme tubuh normal, sedangkan kerusakan sel hati akibat
pemberian minyak goreng bekas pakai terjadi akibat radikal bebas yang berasal dari
proses penggorengan yang jika bergabung dengan radikal bebas hasil metabolisme
tubuh jumlahnya jauh lebih besar sehingga kerusakan sel hati yang ditimbulkan
lebih berat. Penelitian serupa menggunakan tikus putih dalam dua kelompok.
Kelompok pertama diberi diet ransum tinggi asam lemak jenuh dan kelompok
lainnya diberi ransum tinggi asam lemak tak jenuh selama 2 bulan. Hasil penelitian
ini menyimpulkan bahwa diet lemak tinggi yang kaya akan asam lemak jenuh
maupun asam lemak tidak jenuh dapat menyebabkan degenerasi lemak dan
nekrosis fokal pada hati (Mulyani, 1997). Penelitian lain yang memberikan diet oral
minyak bekas pakai pada tikus Wistar selama 12 minggu menunjukkan adanya
perubahan gen dan lesi prakanker pada sel hati hewan coba (Srivastava, 2010).
Kerusakan organ yang terjadi juga sebanding dengan lamanya pemanasan minyak;
semakin lama minyak dipanaskan, kerusakan hati, ginjal, dan jantung pada tikus
coba juga semakin parah (Farag et al., 2010).
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Hasil Pemeriksaan Kadar Kolesterol Serum Mencit
Nilai rata-rata kadar kolesterol serum mencit pada kelompok yang diberi
aquadest adalah 101,44 + 8,71 mg/dl, pada kelompok mencit yang diberi minyak
goreng tanpa pemanasan meningkat menjadi 104,66 + 7,75 mg/dl (p>0,05), dan
pada kelompok mencit yang diberi minyak goreng bekas 27 kali pakai, meningkat 25
% dari kadar kolesterol serum mencit yang diberi aquades (p<0,05). Rerata kadar
kolesterol serum dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Diagram Nilai Rerata Kadar Kolesterol Serum Mencit

Pada kelompok mencit yang diberi aquadest, didapatkan kadar kolesterol
rata-rata sebesar 101,44 + 8,71 mg/dl. Nilai ini merupakan nilai kelompok kontrol
negatif dan merupkan nilai normal karena meskipun kadar kolesterol dipengaruhi
oleh faktor herediter, makanan, dan lingkungan, faktor-faktor ini dikendalikan dan
dibuat sama pada ketiga kelompok mencit.

Pada kelompok mencit yang diberi minyak goreng tanpa pemanasan terjadi
peningkatan  kadar kolesterol serum dibanding kelompok kontrol dengan
pemberian aquadest tetapi peningkatan tidak bermakna karena kandungan asam
lemak pada minyak kelapa sawit tidak meningkatkan kadar kolesterol. Kandungan
asam lemak yang ada pada minyak kelapa sawit terdiri dari 49% asam lemak jenuh
(SAFA), 40% asam lemak tak jenuh rantai tunggal (MUFA) dan 10% asam lemak tak
jenuh rantai ganda (PUFA) (Kamsiah et al, 2001 & Edem, 2002). Pencernaan lemak
yang terdiri atas asam lemak tak jenuh yang tinggi dapat menekan konsentrasi
kolesterol darah (Guyton and Hall, 2006). Penelitian pada 40 wanita Brazil yang
mengalami obesitas menyimpulkan bahwa konsumsi minyak kelapa tidak
meningatkan profil lipid (Assuncao, 2009).

Kadar kolesterol serum pada kelompok mencit yang diberi minyak goreng
bekas 27 kali pakai meningkat sebesar 25% dari kadar kolesterol serum kelompok
mencit yang diberi aquadest. Peningkatan kadar kolesterol ini terjadi karena jumlah
asam lemak jenuh yang dihasilkan dari proses hidrolisis saat pemanasan minyak
meningkat secara berlebihan. Diet asam lemak yang sangat jenuh dapat
meningkatkan konsentrasi kolesterol darah 15-25% (Guyton and Hall, 2006)
Keadaan ini disebabkan oleh peningkatan timbunan asam lemak dalam hati yang
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kemudian menyebabkan peningkatan secara berlebihan asetil-KoA. Asetil-KoA
merupakan bahan dasar pembentuk kolesterol. Hal ini didukung oleh penelitian
dengan memberikan minyak kelapa sawit yang dipanaskan berulang terhadap tikus
jantan selama 20 minggu yang menyimpulkan bahwa semakin sering minyak kelapa
sawit dipanaskan, semakin tinggi kadar kolesterol LDL serum (Kamsiah et al, 2001).

Peningkatan kadar kolesterol darah selain disebabkan oleh kandungan asam
lemak jenuh dalam minyak juga disebabkan oleh kerusakan yang terjadi pada sel
hati. Kerusakan sel hati mempunyai pengaruh terhadap kadar kolesterol serum
karena hati merupakan organ tubuh utama yang melaksanakan fungsi sintesis dan
ekskresi kolesterol.

Peningkatan kadar kolesterol serum terjadi karena gangguan mekanisme
ekskresi kolesterol yang berlebihan oleh hati ke dalam empedu sebagai kolesterol
atau garam empedu. Asam empedu primer disintesis di hati dari kolesterol,
diekskresikan ke dalam empedu, disimpan, dan dikeluarkan ke usus sewaktu
makan. Asam empedu yang diekskresikan ke dalam usus sebagian kembali ke hati
melalui siklus enterohepatik, kurang lebih 400 mg per hari yang dikeluarkan
bersama feses (Murray, 2009). Meskipun jumlah ini kecil, ini adalah cara utama
pengeluaran pengeluaran inti steroid kolesterol oleh tubuh. Bila sel-sel hati rusak
dan peredaran enterohepatik terputus, maka akan terjadi kenaikan asam empedu
dalam darah demikian juga kadar kolesterol juga meningkat dalam darah.
Kerusakan sel hati maupun pengaruh asam lemak jenuh dari makanan
mengakibatkan peningkatan kadar kolesterol serum pada kelompok mencit yang
diberikan minyak goreng bekas 27 kali pakai. Penelitian serupa dengan
menggunakan tikus galur Wistar yang diberi diet makarel yang digoreng dengan
menggunakan minyak kelapa bekas pakai selama 12 hari. Kesimpulan dari
penelitian ini menyebutkan bahwa pemberian minyak kelapa bekas pakai sebanyak
10% dari makanan menyebabkan kerusakan sel-sel hati dan meningkatkan kadar
lemak total dan kolesterol serum (Ammu et al, 2000).

Gangguan kesehatan lain yang diakibatkan karena penggunaan minyak
goreng yang berulang kali dipanaskan yaitu meningkatkan tekanan darah, penyebab
terbentuknya plak ateriosklerosis, toksik terhadap organ reproduksi dan organ lain
seperti ginjal, paru, serta jantung (Ebong et al, 1999).

SIMPULAN DAN SARAN

Penelitian ini membuktikan bahwa pemberian minyak goreng bekas 27 kali
pakai selama 14 hari masa percobaan mengakibatkan kerusakan sel hati mencit dan
meningkatkan kadar kolesterol serum mencit. Pada waktu yang akan datang
diharapkan dapat dilakukan penelitian lanjutan untuk membuktikan gangguan
kesehatan lain akibat penggunaan minyak goreng bekas pakai.
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