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KATA PENGANTAR

Meningkatnya jumlah populasi mengharuskan dilakukannya industrialisasi untuk
meningkatkan kesejahteraan masyarakat. Sebagai konsekuensi, jumlah bahan baku dan
buangan industri semakin bertambah banyak, baik dalam kuantitas maupun kualitasnya,
sehingga terjadi banyak pencemaran dan kerusakan fingkungan akibat berbagai racun.
Keprihatinan masyarakat dunia akan banyaknya racun beserta efeknya pada organisme,
mengintensifikasi pemanfaatan ilmu toksikologi lingkungan di seluruh dunia, termasuk di
Indonesia.

Toksikologi lingkungan, diperlukan oleh berbagai pihak yang berkepentingan, bukan
saja ahli kesehatan dan pengobatan, tetapi juga para ahli lingkungan, para pendidik, para
mahasiswa, para pelajar, pemerhati lingkungan, bahkan juga ibu rumah tangga yang setiap
hari perlu memikirkan menu yang sehat dan tanpa racun bagi keluarganya.

Namun demikian, buku ajar dalam bahasa Indonesia yang sangat diperlukan masih
sukar didapat. Oleh karena itu, para penulis meluangkan waktu yang cukup lama untuk
menuliskan buku ini dengan harapan agar buku ini dapat bermanfaat bagi semua pembaca.
Kami berusaha agar buku ini dapat dibaca dan dimengerti oleh berbagai pihak, tetapi hal ini
tentu perlu dibatasi mengingat bahwa buku ini harus tetap bersifat ilmiah. Kami juga sadar
bahwa masih terdapat banyak kekurangan, dan kami harap akan mendapat banyak
masukan yang dapat digunakan untuk perbaikan di masa yang akan datang.

Akhirnya kami ingin mengucapkan banyak terima kasih pada berbagai pihak yang
telah banyak membantu terbitnya buku ini, termasuk para mahasiswa Pascasarjana Teknik
Lingkungan, ITB, yang telah banyak membantu kami dalam mencari literatur.

Bandung, Maret 2003
Para penulis




KATA PENGANTAR
Edisi Revisi

Pada kesempatan revisi buku ini kami telah menambahkan beberapa hal

terbaru dalam bidang toksikologi, yaitu:

1.
2

c
4.

adanya cara penilaian/estimasi toksisitas akut,

adanya kesepakatan tentang pelarangan penggunaan insektisida dan zat
kimiawi industri yang persisten,

adanya dampak zat-zat kimiawi tersebut terhadap manusia, dan

adanya kemajuan dalam penilaian/pemeriksaan toksikologis yang sangat lama
dan kompleks, yakni dengan menggunakan pemodelan, sekalipun tidak kami
bahas secara rinci.

Akhir kata, semoga buku ini dapat terus bermanfaat bagi para pembaca.

Sekian,
Fara penulis, Oktober 2014
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TOKSIKOLOGI
LINGKUNGAN

Buku Toksikologi Lingkungan ini disusun atas dorongan semakin
banyaknya pencemar lingkungan akibat beragamnya kegiatan manusia,
yang menggunakan bahan baku sintetis yang beracun. Limbah dari kegiatan
tersebut umumnya bersifat berbahaya dan beracun. Limbah ini akan
mencemari lingkungan air, udara, tanah, dan lain-lain. Selama di dalam
lingkungan, pencemar akan mengalami transportasi dan transformasi di
berbagai komponen lingkungan. Pada akhirnya pencemar akan masuk ke
badan manusia melalui udara, air, makanan sehingga menyebabkan
keracunan.

Selama ini masyarakat beranggapan bahwa keracunan menyebabkan
gejala akut muntaber. Sementara itu keracunan akibat pencemar lingkungan
lebih banyak bersifat kronis, misalnya Pb dapat menurunkan IQ pada anak-
anak, Hg menimbulkan cacat bawaan, Cd menimbulkan penyakit ginjal dan
melunaknya tulang-tulang, benzene dan radiasi menimbulkan kanker darah,
CO menyebabkan penyakit jantung, tekanan darah tinggi, dan
meningkatkan kadar kolesterol, organoklorin bersifat karsinogenik, serta
berbagai pencemar yang bersifat endocrine hormone disrupter sehingga
mengganggu reproduksi spesies.

Kasus pencemaran lingkungan sudah banyak ditemukan, seperti timah
hitam berasal dari bensin bertimbal, air raksa berasal dari penambangan
emas rakyat, penggunaan insektisida, dan lain-lain. Namun demikian,
intoksikasi akibat bahan berbahaya dan beracun (B3) tersebut belum
tercatat secara khusus karena belum disadari adanya kemungkinan
penyakit akibat pencemar lingkungan.

Efek yang sangat parah tersebut mengakibatkan terbitnya berbagai
peraturan pemerintah yang mengharuskan berbagai limbah diuji
toksisitasnya. Selain itu, diharapkan juga partisipasi masyarakat agar tidak
mencemari lingkungan.

Besar harapan kami agar buku ini dapat dimanfaatkan oleh masyarakat
umum dan ilmiah supaya dapat meningkatkan kewaspadaan terhadap
berbagai keracunan akibat pencemar lingkungan. Selain itu, masyarakat
ilmiah dapat memanfaatkannya untuk memahami prinsip dasar toksikologi
lingkungan dan melakukan penelitian awal. Kami menyadari bahwa buku ini
masih jauh dari sempurna. Oleh karena itu, kami sangat mengharapkan
masukan dari para pembaca.
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BAB 7

UJI TOKSISITAS KUANTITATIF

Juli Soemirat dan Herto Dwi Ariesyady

7.1. Pendahuluan

Uji toksisitas dapat dilakukan dengan dua cara, yakni (i) kualitatif dan (ii) kuantitatif.
Uji kualitatif biasanya dilakukan atas dasar gejala penyakit yang timbul. Hal ini akibat dari
tidak spesifiknya gejala/penyakit akibat suatu keracunan.

Respons tubuh terhadap racun disebut tidak spesifik, karena tidak ada/belum
didapat gejala yang khas (pathognomonik) bagi setiap keracunan, dengan beberapa
pengecualian. Oleh karena itu seringkali keracunan diklasifikasikan atas gejalanya yang
timbul (Tabel 7.1.).

Tabel 7.1. Gejala Keracunan Beserta Berbagai Penyebabnya

Gejala Penyebab/Racun
Fibrosis SiO2, Fe, Asbest, CO, Co, C, dll.
Granuloma Be, Bakteri, fungi, dIl.
Demam Mn, Zn, Co, Pb, dlIl.
Alergi Ni, Cr, TDI, berbagai zat organik, dIl.
Asfiksia CO, H>S, C0O,,S0> ,NH3,CH4
Mutagenesis Radiasi pengion, benzena, metil-Hg
Karsinogenesis Aminodifenil, Asbest, benzidine, vinilklorida
Teratogenesis As, F, metil-Hg, TEL, benzena
Keracunan sistemik* Pb, Cd, Hg, F, Va, P, Bo, Ti, TEL

*) Keracunan sistemik, dengan racun yang sengaja dibuat untuk
meningkatkan ekonomi, yakni pestisida, disebut racun ekonomik.
Sumber: Waldbott, 1973
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Di dalam buku ini analisis toksisitas atas dasar gejala dimasukkan ke dalam bab
khusus tentang efek racun di Bab 5. Dan selanjutnya Bab ini akan membahas uji kuantitatif
saja.

7.2. Analisis Kuantitatif

Sebelum melakukan uji kuantitatif, orang harus terlebih dahulu mengenal xenobiotik
yang akan diuji secara kimia-fisika. Apakah ia mudah menguap, mudah larut, dan lain-lain
sifatnya. Hal ini sangat diperlukan untuk menentukan uji selanjutnya. Apabila pada suatu
aplikasi industri, zat tadi akan menguap, maka eksposur yang sering terjadi mungkin sekali
adalah per inhalasi, sehingga uji toksisitasnya juga dilakukan per inhalasi. Dengan
sendirinya, akan ikut ditentukan pula hewan uji yang akan digunakan. Seperti telah
diuraikan dalam farmakokinetika, portal entriakan menentukan sekali efek toksis yang
terjadi.

Analisis kuantitatif dapat berupa uiji toksisitas di laboratorium terhadap hewan uiji
ataupun uji kuantitatif dalam penelitian epidemiologi. Tujuan analisis sedemikian adalah
untuk mencari dosis aman bagi manusia atau mencari kriteria untuk standarisasi kualitas
lingkungan. Uji hewan atau bioesei pada akhirnya juga dimaksudkan untuk ekstrapolasi hasil
terhadap manusia untuk mencari dosis aman. Dalam hal uji hewan, masih banyak
argumentasi tentang keabsahannya, tetapi jalan lain belum ada, sehingga terpaksa masih
terus diberlakukan. Manusia merupakan hewan derajat paling tinggi, dan apabila
dimungkinkan secara etika, merupakan hewan percobaan terbaik, misalnya saja pada
penderita yang sampai saat ini sudah tidak ada harapan untuk sembuh, misalnya, mereka
yang berpenyakit jantung. Di beberapa negara, uji jantung buatan ataupun obat baru boleh
dilakukan pada penderita sedemikian atas persetujuan yang bersangkutan serta
keluarganya. Atau juga pada mereka yang sudah divonis hukum mati dengan janji
peringanan hukumnya, maka kadang-kadang atas persetujuan yang bersangkutan dapat
dilakukan uji. Tetapi secara alamiah sering didapat situasi, di mana manusia betul bertindak
seolah hewan uji. Misalnya pada kasus keracunan (Minamata, Itai-itai), kecelakaan
(Chernobyl, dll.), ataupun pada kondisi perang (bom nuklir di Hiroshima dan Nagasaki,
perang kimia di Vietham), dan sebagainya. Pada kondisi-kondisi tersebut studi langsung
dilakukan secara epidemiologis. Studi epidemiologis juga dapat dilakukan di industri atau di
pertanian, dan lain tempat, di mana digunakan zat yang berbahaya, dan manusia terpapar
terhadapnya. Dengan demikian, suatu musibah dapat diambil hikmahnya dengan melihat
dan mempelajari berbagai respons manusia terhadap xenobiotik, sehingga dapat melakukan
pencegahan dan/atau pengobatan dengan lebih baik lagi. Hal ini diperlukan karena telah
diketahui, ada obat yang pada berbagai hewan uji tidak menimbulkan kelainan, tetapi
ternyata pada manusia bersifat teratogenik, yakni, thalidomid.

Oleh karena itu timbul istilah yang digunakan untuk menyatakan toksisitas suatu zat.
Istilah sedemikian dapat didasarkan jumlah zat yang betul-betul masuk ke dalam tubuh
ataupun konsentrasi zat yang berada di luar tubuh organisme uji. Misalnya, apabila kematian
yang akan dilihat sebagai respons terhadap zat racun maka dikenal istilah dosis letal (/etha/
dose, LD) atau konsentrasi letal (/ethal concentration, LC). Dapat difahami, bahwa LD akan
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lebih tepat untuk zat yang dievaluasi bila akan diekstrapolasikan terhadap manusia, tetapi
para ahli lingkungan mencari ukuran yang lebih memudahkan, yang dapat langsung
menentukan konsentrasi zat yang boleh ada di lingkungan yang dikatakan aman, oleh
karena itu timbul istilah LC. Untuk keperluan ekstrapolasi dosis aman, digunakan LDso, dan
sementara ini tidak digunakan LCso. Untuk keperluan interpolasi hasil uji pada hewan
terhadap manusia, digunakan LDso ,yang dianggap bagi manusia sebagai atau setara dengan
LD1oo. LDso ataupun LCso adalah dosis atau konsentrasi yang mematikan 50% organisme uji.
Sekalipun demikian, akhir-akhir ini, untuk keperluan mencari dosis aman, orang mencari
dosis atau konsentrasi maksimum yang tidak menimbulkan efek atau NOEL (no observed
effect level) ataupun NOAEL (no observed adverse effect level) (Shaw & Chadwick, 1998).

Filosofi analisis toksisitas ini adalah menguiji berbagai level trofis, yang akan
diekstrapolasikan terhadap trofis yang sama maupun yang berbeda. Oleh karenanya masih
didapat berbagai argumentasi terhadapnya. Misalnya saja uji terhadap tingkat trofis kedua
seperti pada Daphnia magna (udang-udangan yang sangat kecil), tetapi Hippopothamus
(kuda nil yang sangat besar) juga tergolong hewan tingkat trofis dua. Suatu hal yang sangat
berbeda sekali.

Untuk dapat memahaminya, diperlukan pengetahuan tentang organisasi rantai
makanan dalam lingkungan, sehingga dapat memahami bagaimana pencemar
mempengaruhi ekosistem, dan terjadinya biokonsentrasi. Manusia sangat mendominasi
alam, baik dalam jumlah, dan perilaku, sehingga dapat mengubah pola genetik kehidupan
untuk kepentingannya. Tetapi perlu juga diingat bahwa kehidupan manusia ini sangat
tergantung pada lingkungannya. Manusia biasanya digolongkan sebagai konsumer tingkat
tiga. Selanjutnya rantai makanan ini dapat dilihat pada Gambar 7.1. yang menggambarkan
ukuran spesies yang umumnya semakin besar dengan semakin tingginya posisi pada rantai
makanan, dan tampak pula golongan trofisnya.

Organisasi antar spesies merupakan saling ketergantungan antara produsen dan
konsumen, tetapi konsumen tertinggipun akan ada musuhnya dan pada akhirnya akan
kembali menjadi zat anorganik (siklus) setelah meninggal. Produsen pertama akan dapat
mengkonversikan CO2 + H20-> CH20 + O: , dengan bantuan sinar matahari, dan dikenal
sebagai fotosintesis. Tanpa adanya organisme yang dapat berfotosintesis, manusia tidak
dapat mempertahankan hidupnya. Diestimasi, bahwa tanaman sedemikian dapat mengikat
karbon dalam jumlah 35x10'> kg/th (Shaw & Chadwick, 1998).
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Tingkat Trofis
Ukuran konsumen 4 5
mamalia
burung umen 3 4
insekta n2l1 23
tanafhan 1

Gambar 7.1. Rantai Makanan, Ukuran, dan Tingkat Trofis

Rantai makanan ini berbentuk piramida, karena berlakunya hukum thermodinamika I dan II
sebagai berikut.
Hukum I : energi dapat berubah menjadi berbagai bentuk, tetapi tidak dapat
dimusnahkan
Hukum II: transformasi energi tidak efisien, sebagian akan menjadi panas yang
tidak terpakai.
Atas dasar hukum kedua, dapat difahami bahwa jumlah konsumen akan menjadi lebih
sedikit dibanding dengan jumlah produsennya. Oleh karenanya bentuk rantai makanan akan
meruncing ke atas menjadi bentuk piramida. Di alam terdapat berbagai contoh rantai
makanan antara lain adalah sebagai berikut.

- Rantai makanan perumput: tanaman rumput - herbivora—> karnivora
- Rantai makanan detrirus: bangkai/zat organik-> mikroorganisme—->cacing>
burung/ayam - kucing, dll.

Dengan mengenal rantai makanan ini dapat dilakukan prediksi perginya racun
apabila ia memasuki lingkungan tertentu. Zat yang terakumulasi di dalam organisme
tentunya akan terakumulasi pula di organisme dengan tingkat trofis yang lebih tinggi. Dan,
karena yang dimakan itu jumlahnya akan menjadi semakin banyak, maka racun akan lebih
terkonsentrasi lagi di tingkat lebih tinggi, sehingga timbul istilah biomagnifikasi. Contoh yang
terkenal adalah kasus DDT. Penemunya mendapat hadiah Nobel karena penerapan DDT di
bidang pertanian dan kesehatan sangat membantu meningkatkan produksi dan
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memberantas vektor penyakit. Tetapi karena DDT itu selain persisten juga lipofilik, maka
terakumulasi di dalam lemak, dan terdapat biomagnifikasi dalam tingkat trofis yang semakin
tinggi. Misalnya di perairan, konsentrasi DDT pada air konsentrasinya 3 ppt, dalam alga
menjadi 0,04 ppm, selanjutnya pada ikan kecil menjadi 0,5 ppm, pada ikan besar menjadi 2
ppm, dan pada burung pemakan ikan menjadi 25 ppm (lihat Gambar 4.17). Maka dikatakan
ada magnifikasi, karena terjadi kenaikan konsentrasi paling tidak sebanyak 106 kalinya.

Bagaimana DDT merusak ekosistem dicontohkan di sini sebagai berikut.DDT
mengakibatkan cangkang telur burung menjadi tipis, mudah pecah, sehingga sebelum
menetas sudah pecah, dan memusnahkan spesies. Juga pada burung, DDT yang
terakumulasi pada lemaknya, pada saat mengeram, mobilisasi lemak mengikut sertakan
DDT-nya, sehingga terjadi keracunan (Colborn, 1977). Akumulasi DDT pada lemak wanita,
juga pernah mengakibatkan dilarangnya ibu menyusui anaknya, karena air susu ibu
mengandung DDT.

Atas dasar uraian rantai makanan di atas dapat dimengerti bahwa, uji toksisitas
dilakukan berurutan dengan melihat tingkat trofis organisme uji. Dan ada beberapa uji yang
sering dilakukan, yakni yang didasarkan dosis, respons, dan waktu, seperti uji toksisitas
jangka pendek dan jangka panjang, akut, dan kronis pada berbagai dosis racun. Uji ini akan
dibahas dalam uraian selanjutnya.

7.3. Uji Toksisitas

Uji toksisitas dilakukan untuk menilai efek akut, subakut, dan kronis. Uji ini perlu
didasarkan atas waktu, karena semua zat baru yang akan memasuki atau dipakai di industri
harus diuji dahulu toksisitasnya; dan apabila uji ini memakan waktu terlalu lama, maka
industri harus menunggu terlalu lama untuk mengaplikasikannya, dan kemungkinan besar,
teknologi yang seiring dengan bahan baku yang perlu diuji itu sudah kadaluarsa. Oleh
karena kendala ini, para ahli toksikologi selalu tertinggal dalam uji toksisitas; atau dikatakan
bahwa kita belum tahu persis efeknya terhadap manusia, zat tersebut telah digunakan untuk
berbagai keperluan. Sekalipun demikian, uji toksikologis setiap zat sedemikian masih terus
dilaksanakan sesuai ilmu untuk mengkaji efek kronisnya, yaitu, untuk melihat efek jangka
panjang. Hal ini mengakibatkan bahwa berbagai produk perlu ditarik kembali dari pasaran,
apabila di kemudian hari ternyata efek kronisnya berbahaya. Secara skematis Gambar 7.2.
memperlihatkan uji toksisitas secara lengkap dan keseluruhan. Uji akut dilakukan dalam
tahun pertama terhadap organisme yang berderajat rendah/kecil, dan dilanjutkan terhadap
hewan yang berderajat lebih tinggi, dengan meningkatnya waktu. Dari Gambar 7.2. ini pula
tampak, bahwa uji toksisitas yang lengkap akan memerlukan waktu selama enam tahun,
yang secara nalar memang dapat diterima, bahwa industri tidak dapat menunggu sekian
lama.
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TAHUN KE- 0

Uji Metabolisme/Farmakdkin

Gambar 7.2. Skema Uji Toksisitas Secara Lengkap (William and Burson, 1985)
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7.3.1. Tingkatan Uji Toksisitas

Uji toksisitas dapat dibagi ke dalam tiga kelompok menjadi (i) uji akut atau uiji
tingkat I, (ii) uji subkronis atau uji tingkat II, dan (iii) uji kronis atau uiji tingkat III.
Penyebutan uji tingkat I, II, dan III menjadi lebih relevan, karena dalam tahun pertama juga
sudah dilakukan uji kronis seperti karsinogenisitas, namun pada bakteri. Oleh karena itu
istilah uji akut sudah jarang digunakan lagi, kecuali kalau memang efek akut yang ingin
diketahui.

Uji toksisitas tingkat I seringkali disebut sebagai uji jangka pendek atau short term
test (STT), dilakukan dalam tahun pertama. Maksud uji tahun pertama terutama ditujukan
pada cara penanganan material xenobiotik tadi. Uji toksisitas tingkat II, dilakukan dalam 2,5
tahun berikutnya dengan maksud mengkarakterisasi toksisitas xenobiotiknya. Uji toksisitas
tingkat III atau uji tingkat terakhir biasanya dilakukan untuk menilai kemungkinan dampak
pada manusia (Williams and Burson, 1985; Duffus, 1980).

7.3.1.1. Uji Tingkat I

Uji tingkat pertama terdiri atas beberapa uji, yakni:

e Uji dosisrespons untuk mencari LD/LC dan kemungkinan berbagai kerusakan
organ,

e Uji iritasi mata dan kulit,

e skrining pertama terhadap mutagenisitas (SAL, ABS, SCE, dan MOLY)!.

Uji dosis dan respons untuk mencari LD/LC dilakukan sesuai sifat kimiawi dan fisika
xenobiotik serta pemilihan organisme uji (derajat rendah) yang paling relevan digunakan
dipandang dari segi portal entri. Uji dapat dilakukan terhadap organisme akuatik atau
terestrial, tergantung relevansi. Dosis uji divariasikan dengan perkiraan konsentrasi
xenobiotik yang ada dalam media, dan standar yang berlaku bagi xenobiotik dalam
lingkungan (kalau ada). Uji dilaksanakan dalam waktu 24-96 jam. Respons tentunya
kematian atau bila organisme sangat kecil, hanya immobilisasi. Uji dilakukan dalam dua
tahap biasanya. Tahap pertama untuk perkiraan rentang dosis kasar letak LD/LC 50/100
yang dicari. Uji dilakukan dalam duplikat, atau triplikat. Penentuan LD/LC dilakukan dengan
caraleast square ataupun dengan metoda probit. Program perhitungan dengan kedua cara
bisa dibuat atau dibeli, sehingga perhitungan tidak perlu dilakukan secara manual lagi (Shaw
and Chadwick, 1998; Hodgson and Levi,1997; dll.). Uji akut berupa penentuan nilai LC ini
telah banyak dilakukan, misalnya adalah penentuan tingkat toksisitas senyawa sianida dan
logam berat tembaga yang sering kali diidentifikasi terdapat di perairan tercemar di
Indonesia (Soemirat et al., 1997; Ariesyady & Soemirat, 2000).

L SAL = Ames Salmonella/microsome mutagenesis assay;, ABS = assays for chromosome
abberation; SCE = sister chromatid exchange induction, dan MOLY = mouse lymphoma
L5178Y cell mutagenesis assay (Hallenbeck, 1993).
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Iritasi mata dan kulit juga dilakukan pada uiji tingkat satu, dikenal sebagai Draize
test. Hewan uiji yang paling disenangi adalah kelinci albino. Zat yang akan diuji dimasukkan
pada salah satu matanya, mata yang lain berfungsi sebagai kontrol. Pemantauan dlakukan
setelah 24 jam , 48 jam, dan 96 jam. Hasil dinilai dari gejala yang timbul pada mata, seperti
edema, kekeruhan kornea, reaksi terhadap cahaya, dan pelebaran vaskuler dan kemerahan.
Uji ini seringkali dikritik oleh pencinta hewan, dan dianggap tidak manusiawi. Lagipula hasil
uji belum tentu dapat berlaku bagi manusia; akan tetapi uji ini masih terus dilakukan untuk
mencegah terjadinya kebutaan permanen dan toksisitas okuler pada manusia. Solusi terbaik
bisa didapat, apabila bisa ditemukan cara uji /n viro, misalnya menggunakan mata
sapi/kambing, dan lain-lain dari pejagalan.

Iritasi dermal atau kulit bisa dilakukan langsung pada kulit. Yang dicari adalah iritasi
primer, sensitisasi kulit, foto-toksisitas, dan foto sensitisasi. Untuk uji iritasi, hewan uji
terpilih adalah kelinci albino juga. Uji dilakukan pada kulit punggungnya. Evaluasi dilakukan
setelah 24, 48, dan 96 jam. Keparahan yang terjadi diberikan skor secara numerik. Uji
dapat juga dilakukan pada kulit telinga tikus, atau mencelupkan seluruh tubuh hewan ke
dalam cairan uji. Tetapi dua uji yang terakhir ini sudah tidak lagi dilakukan.

Uji sensitisasi kulit dilakukan untuk melihat apakah xenobiotik dapat mengganggu
sistem imunitas. Orang menjadi tersensitisasi apabila pada kontak kedua dan seterusnya,
reaksi tubuhnya akan menjadi lebih hebat terhadap racun tadi. Reaksi yang terjadi adalah
reaksi antara antigen dan antibodi. Hewan uji biasanya adalah mencit (guinea pig) yang
diberi xenobiotik tiga hari sekali secara reguler selama dua minggu, dengan selang istirahat
dua minggu. Evaluasi dilakukan pada setiap 24 jam, dengan cara yang sama seperti pada uji
iritasi.

Uji fototoksisitas dilakukan untuk melihat efek dari kombinasi xenobiotik dengan
cahaya, terutama sinar UV. Uji ini merupakan modifikasi dari uji sebelumnya, hanya saja di
sini, setelah aplikasi xenobiotik, kemudian dilakukan penyinaran dengan UV. Selanjutnya
evaluasi diperlakukan sama dengan uji terdahulu; demikian pula dengan fotosensitisasi.

Uji untuk pertama kali tentang mutagenisitas dilakukan dengan uji SAL, ABS. SCE,
dan MOLY atau juga disebut prokaryote mutagenicity tests. SAL atau Ames test adalah uiji
yang dikembangkan oleh Bruce Ames dkk.,dariUniversity of California yang bersifat reverse
mutation test. Yang digunakan adalah Salmonella typhimurium yang tidak dapat hidup
dalam media tanpa adanya histidin, tetapi dapat bermutasi balik apabila ada xenobiotik yang
mutagenik. Jadi bila dalam agar berisi bakteri strain tadi dicampur dengan xenobiotik yang
mutagenik, maka akan terdapat koloni-koloni, atau ia dapat hidup dan berkembang biak. Uji
ini dapat digunakan untuk menilai tingkat toksisitas air limbah (Whole Effluent Toxicity,
WET). Sebagai contoh, Ames test ini telah digunakan untuk menentukan tingkat toksisitas
limbah usaha pencucian pakaian (/aundry) yang menunjukkan hasil bahwa limbah /aundry
dengan konsentrasi 4 %v/v berpotensi sebagai mutagen (Martina, 2011).

Uji ABS adalah uji esei untuk aberasi kromosom. Ke dalam uji aberasi kromosom,
sebetulnya termasuk juga SCE, dan MOLY, hanya ketiganya dilakukan karena mekanisme
aberasi pada setiap uji berbeda. Yang dicari adalah kromosom yang terputus (breaks), atau
terjadi pertukaran (exchange) antar bagian kromosom (sister chromatid) dan lain-lain. Uji
dilakukan pada sel hidup /n vivo. Sel yang digunakan dapat diambil dari Chinese Hamster
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Ovary cells, sel sumsum tulang tikus, atau sel limfosit dari tikus penderita kanker, dan
sebagainya (Hodgson and Levi, 1997).

Metoda lainnya juga dikembangkan untuk melihat pengaruh dari bahan uji terhadap
sel dan genetika. Salah satunya adalah dengan menggunakan bawang merah (A/ium cepa)
sebagai bioindikator kondisi lingkungan kerja bagian radiologi di suatu rumah sakit (Sopandi,
2014). Efek yang dilihat pada studi yang menggunakan tanaman A/ium cepa ini adalah
indeks mitotik dan aberasi kromosom. Indeks mitotik menunjukkan status proliferasi
populasi sel sehingga didapat rasio sel yang mengalami mitosis pada suatu jaringan (Celik
and Aslanturk, 2010). Aberasi kromosom merupakan kerusakan jumlah total atau struktur
kromosom yang dapat terjadi secara spontan akibat paparan zat fisik atau kimia, dan dapat
dijadikan sebagai indikator terjadinya efek genotoksik pada makhluk hidup (Leme and Marin-
Morales, 2009).

Sekalipun uji akut dan kronis telah terlaksana dalam tahun pertama, STT ini
dilakukan pada sel derajat rendah, sehingga tetap tidak dapat mewakili uji jangka panjang.
Hal ini terutama menjadi penting bila data uji ini nanti akan diekstrapolasikan pada manusia
(Hallenbeck, 1993).

7.3.1.2. Uji Tingkat II

Uji tingkat II mewakili uji subkronis. Waktu esei biasanya dilakukan selama 30 hari
untuk aplikasi pada kulit, 30-90 hari untuk studi inhalasi, dan 90 hari untuk uji oral.
Tujuannya ialah untuk mendapatkan nilai NOEL, atau NOAEL, dan seterusnya. Dosis yang
diujikan divariasi menjadi 3-4 variasi; diharapkan bahwa dosis tinggi akan menyebabkan
kematian, sedangkan yang ringan akan menunjukkan NOEL. Hewan uji biasanya tikus,
anjing atau kera; dilakukan pada kedua jenis kelamin. Pada setiap level dosis digunakan
sekitar 10-20 ekor jantan dan 10-20 ekor betina. Dalam uiji seperti ini perlu diperhatikan
faktor-faktor lingkungan pengganggu, dan perlu sangat hati-hati. Observasi harus sering,
karena ingin melihat banyak kelainan. Observasi dilakukan terhadap berbagai organ tubuh,
mulai dari mortalitas, morbiditas, mata, konsumsi makanan, berat badan, respons
neurologis, perilaku tidak normal, respirasi, elektro-kardiogram (EKG), elektro-encefalogram
(EEG), hematologi, biokimia darah, analisis urin, dan tinja, serta kerusakan organ secara
mikroskopis. Semuanya ini dilakukan untuk:

e skrining kedua terhadap mutagenisitas
uji teratologi, dan uji reproduktif
uji farmakokinetik
uji perilaku
uji interaksi, seperti sinergisme, antagonisme, dan aditivisme, semuanya
diselesaikan dalam waktu dua setengah tahun.

7.3.1.3. Uji Tingkat III

Uji tingkat tiga atau uji kronis, dilakukan dalam jangka panjang, melebihi separuh
usia hidup hewan percobaan, bahkan lebih dari satu generasi. Efek suatu zat disebut kronis,
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apabila dosis yang masuk masih dalam unit mg/kg BB/h. Efeknya dapat bervariasi dari yang
sangat ringan sampai sangat berat/fatal. Yang penting dilihat adalah rentang dosis yang
menyebabkan efek ringan dan berat. Bila rentang itu sempit, maka zat tadi berbahaya,
sebaliknya dengan rentang yang lebar. Sebagai contoh adalah CO rentangnya antara 100
mg/m?3 — 250 mg/m?3, sedangkan untuk Kafein, rentangnya adalah antara 100 mg — 10 gram.
Maka kafein dianggap kurang berbahaya.

Uji terpenting di sini adalah uji karsinogenisitas, teratogenisitas, dan reproduksi.
Kesemuanya ini untuk menguiji:

e mutagenisitas pada mamalia,
karsinogenisitas terhadap tikus selama dua tahun,
farmakokinetik pada manusia, bila relevan,
klinis pada manusia,
data epidemiologis untuk efek terhadap eksposur akut dan kronis,
pengujian suatu zat, tergantung pada penggunaannya dan kemungkinan
eksposur yang dapat diterima manusia/masyarakat. Umumnya, sebagian atau
seluruh uji dapat dikenakan terhadap suatu xenobiotik.

Untuk dapat melakukan ini perlu diperhatikan beberapa hal sebagai berikut:
- mencari spesies yang cukup sensitif,
- mengambil spesies dengan mutasi spontan yang moderat (1,5%).

Mutagenisitas ini mendasari semua proses perubahan genetik, baik itu pada sel
genetik sendiri, sel somatik, maupun sel embrio. Hanya hasil akhirnya yang berbeda. Bila
terjadi mutasi pada sel genetik, maka akan terjadi mutan; pada sel somatik akan terjadi
kanker, dan pada sel embrio akan terjadi monster atau cacat bawaan. Xenobiotiknya
seringkali disebut berbeda; yakni, mutagen, karsinogen, dan teratogen.

Uji Teratogenisitas biasa dilakukan pada mamalia, dan jenis pakis/ferns. Untuk
karsinogenisitas dilakukan pada mamalia, kedua jenis kelamin, pada berbagai fase
pertumbuhan (karena dikenal transplasental karsinogenesis), dan berbagai portal entri.
Telah dijelaskan pula uji kronis pada uji tingkat I atau STT.

Dari uraian tersebut, dapat difahami, bahwa uji toksisitas lengkap ini akan mahal
dan memerlukan waktu cukup lama. Sekalipun demikian, hal ini akan sangat diperlukan, bila
eksposur suatu xenobiotik sangat luas, sehingga memapari masyarakat banyak.

Tabel 7.2. di bawah ini memberikan gambaran banyaknya pekerjaan yang harus
dilakukan dalam uji subkronis dan kronis dengan memperlihatkan organ target yang perlu
diperiksa. Hal ini diperlukan karena, distribusi xenobiotk dalam organ dapat bersifat lokal
saja pada tempat eksposur, ataupun beredar ke seluruh tubuh lewat peredaran darah
menuju organ target, sehingga distribusinya disebut sistemik.

Beberapa contoh xenobiotik sedemikian adalah CCla= degreaser (penghilang lemak),
pelarut lemak. Ia akan menimbulkan efek lokal dalam bentuk iritasi, sedangkan efek
sistemiknya berupa depresi Susunan Saraf Pusat (SSP). Iapun dapat menimbulkan efek
kronis berupa kerusakan hati dan ginjal.
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7.4. Uji Toksisitas dan Rantai Makanan

Pada hakekatnya, seperti telah disebutkan terdahulu, uji toksisitas itu didasarkan
atas uji pada taraf trofis, dari yang terendah sampai tertinggi. Hewan uji dari berbagi tingkat
trofis yang sering digunakan dalam uji toksisitas itu berbeda dengan lokasi geografis, karena
tentunya dipilih atas dasar hewan dan/atau tanaman yang ada. Beberapa contohnya dapat
ditemukan di buku metoda standar untuk menguiji toksisitas. Bila untuk masalah di perairan,
bisa didapatkan di buku Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998); untuk toksin terestrial, dapat digunakan berbagai hewan mulai dari cacing
(Eisenia foetida), sampai mamalia seperti tikus, anjing, kera, dan lain-lain.

Tabel 7.2. Pemeriksaan Organ Secara Patologis Anatomis Pada Uji Subkronis dan Kronis

Adrenal Larings Kel.ludah
Sumsum tulang, tulang Hati Saraf skiatika
Otak Paru-paru, bronki Vesika seminales
Tulang muda Kelenjar limfe Kulit

Caecum Kelenjar susu Saraf spinalis
Colon Kel.limfe rahang bawah Limpa
Duodenum Kel.limfe, mesenterik Lambung
Esofagus Rongga hidung Testes

Mata Indung telur Otot paha
Kandung empedu Paratiroid Timus

Ilieum Pituitari Kandung kencing
Jejunum Prostat Uterus,dll.

Ginjal Rektum

Sumber: Hodgson and Levi, 1993

Beberapa contoh bagi tingkat trofis satu di perairan adalah: Sefenastrium
capricornatum dan Chlorella vulgaris, alga air tawar karena banyak didapat dan mudah
dikultur. Ujinya didasarkan atas produksi biomassa selama dua hari dengan berbagai
konsentrasi toksikan. Yang dicari adalah konsentrasi toksikan yang dapat menghambat
pertumbuhan sebanyak 50%. Ujinya sangat sederhana. Alga yang diinokulasikan ke dalam
tabung berisi xenobiotik, disertai dengan tabung kontrol, diinkubasi dalam inkubator yang
bercahaya selama dua hari. Pada akhir hari kedua alga difilter, dan ditimbang beratnya,
dengan filter yang telah ditimbang sebelumnya. Biomasa alga lalu digambarkan terhadap
konsentrasi dan diekstrapolasi ECso nya (mg/dm). Nilai seperti ini dapat digunakan untuk
memperkirakan dampak yang akan terjadi apabila konsentrasi toksikan di suatu perairan
dapat diketahui (Shaw and Chadwick, 1998). Suatu studi yang menggunakan Chlorella
pyrenoidosa menunjukkan bahwa nilai IC50 untuk limbah /aundry adalah 0,328 %v/v
dengan nilai NOEC-96 jam adalah 0,125 %yv/v (Martina, 2011). Berdasarkan studi ini pula
didapatkan hasil bahwa terdapat korelasi yang kuat antara hasil uji menggunakan Chlorella
pyrenoidosa dan uji mutagenisitas Ames test, sehingga penggunaan uji menggunakan alga
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ini berpotensi untuk digunakan sebagai prediktor untuk memperkirakan mutagenisitas suatu
bahan uji.

Contoh bagi tingkat trofis dua adalah: Daphnia magna, Artemi salina, sering
digunakan, terutama Artemia salina yang telurnya dapat bertahan dalam kondisi kering dan
dapat disimpan cukup lama. Telur ini bila diberi air laut pada temperatur 23°C, maka ia akan
menetas dalam satu-dua hari dan dapat langsung digunakan dalam uji toksisitas. Parameter
yang digunakan dalam uji ini adalah efek toksikan terhadap individu. Respons yang dilihat
hanyalah immobilisasi. Ke dalam tiap tabung berisikan konsentrasi toksikan yang berbeda
dimasukkan 10 ekor hewan uiji, disertai dengan tabung kontrol. ECso didapat dengan
ekstrapolasi kurva. Uji ini perlu dilakukan dalam triplikat, mengingat jumlah hewan yang
digunakan sangat sedikit. Daphnia dapat digunakan baik untuk uji akut maupun kronis. Pada
uji akut dicari EC, dalam waktu 24 jam; sedangkan uiji kronis digunakan untuk uji reproduksi
selama 14 hari.

Tingkat trofis tiga biasanya tidak diikut sertakan dalam uji toksisitas, karena baik
biokimia dan faalnya hampir sama dengan tingkat trofis empat, dengan berbagai
pengecualian. Tingkat trofis empat di lingkungan akuatik diwakili oleh ikan. Dalam uji ini
dicari LDso maupun LCso. Uji akut dilakukan dalam 96 jam sedangkan bagi yang kronis dapat
sampai 14 hari. Tabel 7.3. dan 7.4. di bawah ini memperlihatkan contoh toksisitas bila zat
racun dimasukkan secara oral.

Tabel 7.3. Contoh Toksisitas Akut Atas Dasar Dosis dan Portal Entri

Dosis/portal entri:oral Interpretasi
ug/Kg BB Toksisitas ekstrim
mg/Kg BB Sangat toksik

x100mg/Kg BB Toksisitas sedang

Beberapa gram/Kg BB Toksisitas rendah
5 kg/kg BB Praktis tidak toksik

Sumber: McKinney, 1981

Tabel 7.4. Contoh Toksisitas Berbagai Toksin, Bila Masuk per Os

Racun LDso (ng/Kg
Botulin toksin A 0,00005
Aflatoksin B1 600
Nikotin 1.000
Metil-Hg 1.000
Endrin 3.000
HCN 7.000
DDT 120.000
CCls 570.000
NaCl 4.000.000

Catatan: hewan uji = mencit
Sumber: McKinney, 1981
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Tingkat trofis lima menggunakan hewan atau burung pemakan ikan. Uji dilakukan
dengan memasukkan toksikan per oral atau dengan suntikan intra peritoneal. Uji ini mencari
LDso atau NOEL dengan memeriksa darahnya. Selain uji akut juga dilakukan uji kronis
terhadap reproduksi hewan tersebut.

Efek akut terjadi bila diberi dosis tinggi dalam waktu singkat. Tetapi apabila
eksposur lama dan dosis rendahpun masih dapat menimbulkan efek kronis. Sebagai contoh,
di bawah ini merupakan hasil eksperimen dengan menginduksi kanker pada tikus dengan
menggunakan 4-dimetil azo benzena sebagai berikut (Tabel 7.5.).

Tabel 7.5. Induksi Kanker Pada Tikus Dengan Berbagai Dosis 4-dimetil azo benzena

Dosis (mg/h) T (hari) Dosis Total (mg D)
31 34 1.020
20 52 1.040
10 95 950
5 195 950
3 350 1.050
1 700 700

Sumber: McKinney, 1981

7.5. Uji Toksisitas Atas Dasar Dosis dan Respons

Uji dosis dan respons ini dilakukan untuk mengetahui, apakah ada hubungan antara
xenobiotik dengan respons organisme dan bagaimana hubungan tersebut. Hal ini
merupakan uji toksisitas, untuk mencari dosis aman bagi manusia. Dosis yang digunakan
dikaitkan dengan respons yang dicari ataupun dikaitkan dengan tujuan eksperimen.
Misalnya, ingin diketahui sampai seberapa jauh bahaya konsentrasi suatu buangan industri
yang mengandung B3 bagi manusia. Dosis dapat berupa dosis letal, konsentrasi letal atau
dosis efektif saja (LD, LC, ED).

Respons yang dicari dapat berupa kematian ataupun respons perubahan fungsi
ataupun biokimiawi organisme. Yang penting adalah, bahwa baik dosis maupun respons
harus dapat diukur secara kuantitatif. Sebagai contoh, respons dapat berupa aktivitas enzim
asetilkolin-esterase dalam hal eksposur terhadap organofosfat, atau fungsi paru-paru
terhadap eksposur debu, fungsi ginjal terhadap eksposur Cd, fungsi hati terhadap eksposur
metil-Hg, kematian, gambaran histologis sel insang, dan lain-lain.

Uji dosis-respons menguji respons organisme percobaan pada berbagai dosis
tertentu, untuk periode eksposur tertentu, untuk mendapatkan respons yang secara
matematis konsisten. Misalnya saja, dengan meningkatnya dosis, apabila respons itu
konsisten, maka akan meningkat pula responsnya. Untuk melakukan uji ini diperlukan atau
perlu ditentukan terlebih dahulu berbagai hal sebagai berikut.

- organisme percobaan,
- penentuan respons yang dicari,
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- penentuan periode pemaparan atau lamanya percobaan,
- penentuan seri dosis.

7.5.1. Organisme Percobaan

Organisme percobaan harus dipilih yang paling sesuai untuk percobaan xenobiotik
tertentu. Sebisa mungkin organisme uji yang dipilih adalah mempunyai karakteristik
biokimiawi dan mekanisme toksisitasnya sama atau mirip dengan manusia. Seringkali hal ini
tidak atau belum diketahui, oleh karena itu pemilihan hewan uji ini bisa ditentukan atas
dasar metoda standar, apabila sudah ada. Hal ini penting, karena berbagai hewan uji
tentunya akan memberi respons yang berbeda. Tabel 7.6. di bawah ini menggambarkan
bagaimana LD berbeda pada berbagai hewan untuk xenobiotik yang sama.

Tabel 7.6. Nilai LDso Untuk Cypermethrin Pada Berbagai Hewan Uji

Hewan Uji LDso(mg/kg)
Tikus besar (rat) 251
Tikus 82
Hamster Siria 400
Hamster Cina 203
Anak sapi 500
Anak babi 142-284
Kambing >600
283-586

Sumber: Shaw & Chadwick, 1998

Dalam uji seperti ini akan dibutuhkan banyak hewan uji, oleh karena itu beberapa
kriteria harus dipenuhi yaitu:

- sebisa mungkin secara genetis identik,

- dilakukan berjenjang dari organisme bersel tunggal sampai yang berderajat tinggi,
- spesies terpilih,

- berat, ukuran, anatomi, fisiologi tertentu,

- usia, gizi, keturunan, dan lain-lain.

Beberapa faktor yang juga perlu diperhatikan dalam memilih hewan uji antara lain
adalah anatomi, faal, spesies, dan bagaimana hewan uji bereaksi terhadap zat yang diujikan
(McKinney,1981).
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7.5.1.1. Anatomi

Anatomi hewan uji perlu diperhatikan dalam uji toksisitas. Misalnya saja ukuran,
yang kecil akan mempunyai luas permukaan yang lebih besar daripada hewan yang
berukuran besar. Hal ini penting dalam interpolasi dosis aman bagi manusia yang juga dapat
didasarkan atas luas permukaan badan organisme.

Demikian pula halnya dengan berat badan, sebagai salah satu cara konversi dosis
dari hewan uji pada manusia. Untuk melihat persamaan hewan uji dengan manusia, dan
apabila saraf menjadi penting, misalnya, maka perlu diketahui, bahwa hewan uji itu mungkin
berbeda dalam hal persyarafan; misalnya ikan yang sistem sarafnya dan lokasi reseptornya
ada di permukaan tubuh.

Metabolisme hewan juga tergantung dari anatominya. Semakin besar hewan
semakin kecil proporsi makanan yang diperlukan. Misalnya saja, ayam perlu makanan
sebanyak 3,5% dari berat badannya, sedangkan burung yang lebih kecil, memerlukan
proporsi makanan 25% dari berat badannya.

Contoh lain pentingnya anatomi adalah karakteristik membran antara otak dan
sirkulasi, pada hamster membran tadi sulit ditembus DDT, dengan LD 50 oral = 5000 mg/kg
BB, sedangkan pada tikus dan mencit membran tersebut mudah ditembus, sehingga LD50
oral menjadi 100-200mg/kg BB (McKinney, 1981).

7.5.1.2. Fisiologi

Fisiologi ataupun faal tubuh hewan uji perlu dipertimbangkan dalam pemilihan
organisme uji. Misalnya tumbuhan hijau dapat berfotosintesis, dan tidak mempunyai saraf.
Hewan petelur biasa mengerami telurnya dalam keadaan relatif puasa. Maka dalam
melakukan fungsinya ini, berat badan itik betina akan turun dengan 25-30%, dan lemak
yang ada digunakan untuk keperluan energinya, sehingga terjadi pelepasan insektisida dari
lemak, masuk sirkulasi, dan kemungkinan itik akan keracunan dan mati.

Enzim biotransformasi hewan berdarah dingin, diketahui, aktivasinya rendah,
sehingga insidensi kanker pada ikan rendah. Karsinogen perlu enzim biotransformasi untuk
membentuk metabolit yang karsinogenik. Diketahui pula bahwa kelinci tidak peka terhadap
atropin, karena punya atropin esterase, maka bila dipakai sebagai hewan uji untuk atropa
belladona, tidak akan timbul efek.

7.5.1.3. Spesies

Spesies perlu diperhatikan, karena dikenal adanya berbagai penyakit keturunan.
Juga kepekaan berbagai spesies terhadap karsinogen berbeda-beda. Misalnya Ca paru-paru
yang disebabkan PAH + enzim biotransformasi (aril hidrokarbon hidroksilase) akan
membentuk metabolit yang karsinogenik. Bakat alergi dan lain-lain penyakit juga tergantung
pada spesies. Juga mutasi spontan pada berbagai spesies hewan akan berbeda-beda.



Uji Toksisitas Kuantitatif 185

Karena itu apabila kita menguji karsinogenisitas biasanya diambil yang bakat mutasinya
sedang saja.

7.5.1.4. Respons

Respons yang dipilih dalam uji toksisitas dapat berupa respons yang sangat ringan
sampai pada yang parah seperti kematian. Yang penting adalah bahwa respons juga dapat
diukur secara kuantitatif. Untuk hewan uiji trofis rendah sering digunakan kematian, karena
sulit melihat apakah hewan uiji itu sudah mati atau hanya immobil saja. Immobilitas inipun
sudah sering dianggap kematian, misalnya pada Daphnia magna. Respons kematian paling
mudah dilihat, hanya observasi harus teliti dan diperhatikan pula perioda waktu observasi,
sehingga diketahui waktu terjadi kematian hewan uiji.

Yang penting juga ialah bahwa respons yang diteliti itu akan memperlihatkan
korelasi matematis yang konsisten seperti telah disebutkan terdahulu. Juga spesies perlu
diperhatikan dalam respons ini, karena ada variasi respons antar spesies. Variasi respons ini
biasanya dapat dianggap terdistribusi secara normal.

7.5.2. Perioda Eksperimen

Perioda eksperimen penting dalam interpolasi dosis aman pada manusia. Periode
eksperimen dapat beberapa jam, hari, minggu, dan tahun. Oleh karena itu dikenal uji jangka
pendek (Short Term Test, STT), dan uji jangka panjang.

Selain periodanya, interval waktu eksposur, konsentrasi zat pemapar, lamanya
observasi setelah dipapari menjadi penting juga. Misalnya saja apakah observasi itu
dilakukan sepanjang hidupnya hewan uji atau tidak (/ifetime observation) yang nantinya
akan diperhitungkan dalam mencari dosis aman (Hallenbeck, 1993).

7.5.3. Penentuan Seri Dosis

Seri dosis perlu ditentukan terlebih dahulu sebelum dilakukan percobaan. Kalau
telah diketahui rentang konsentrasi yang ingin diuji, seperti misalnya buangan industri, maka
dapat dipakai acuan nilai baku mutu air buangan. Maka dapat diambil sedikit di atas dan
sedikit di bawah angka baku mutu tadi. Namun demikian pada prakteknya, penelitian awal
perlu dilakukan, karena baik pada penentuan LD maupun LC itu organisme uji harus
bertahan selama minimal 96 jam.

7.5.4. Kurva Dosis dan Respons

Setelah data terkumpul, maka data hasil uji tadi perlu disajikan dalam bentuk grafik
dosis dan respons, yang biasanya merupakan kurva distribusi frekuensi kumulatif. Telah
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diketahui, bahwa kurva-kurva ini akan membentuk huruf S, maka ia mempunyai fungsi yang
telah diketahui sebagai berikut.

1

F(Y) = , di mana -so<y<+o
(1+eY)
Fungsi ini merupakan fungsi logistik; kurva dapat dibuat linier dengan melakukan
logit,

f(y)
logit f(y) = In----------- =y, maka bila

1-f(y)

fy) = p(x), makay = o + Zj=1f; x;
p(x) = { 1+exp [ -(a+Z=1B; x;)]}*
dimana B’ = [B1,B2,B3, ..., Pk ]

logit p(x) = In[p(x)/(1-p(x))]

p(D=1 |X1 ,X2 ,...,Xk)

p(D=0 |X1 ,X2 ,...,Xk)
oZj=1% Bj Xj
p(x) = o + B1 X1 +B2 X2 +...+Pk Xk

Dengan demikian, persamaan p(x) ini dapat diselesaikan dengan regresi ganda
biasa, sehingga eksponen (o, dan B;) diketahui dan dapat dikembalikan/disubstitusikan pada
persamaan semula (Kleinbaum et al., 1982).

Contoh berbagai kurva dosis dan respons (Gambar 7.3.) dikemukakan di sini untuk
dapat melihat pentingnya gambar kurva, sehingga sepintas sudah diketahui hubungannya,
dan dapat pula diperbandingkan dengan kurva berbagai xenobiotik yang sudah ada.
Berbagai faktor penentu sangat mempengaruhi kurva tersebut, misalnya, adalah:

Rute eksposur. Bagaimana suatu xenobiotik memasuki tubuh, bagaimana terjadi
absorpsi, dan organ mana yang mendapat konsentrasi terbesar sangat menentukan efek
yang akan terjadi. Suatu zat bila masuk secara oral belum tentu toksik, ataupun akan lebih
toksik dibanding kalau portal entrinya adalah kulit.
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Jenis kelamin. Persentase lemak per berat badan pada wanita relatif lebih besar
daripada pria. Kepekaan wanita beda dari pria, terutama bila menyangkut sistem reproduksi
dan teratogenisitas. Beberapa kanker dan penyakit juga terkait dengan jenis kelamin.

Usia. Usia menentukan faal dari seseorang. Anak lebih besar laju pernapasannya,
dan kepekaannya organ tubuh berbeda terhadap berbagai xenobiotik. Dikatakan bahwa
anak lebih peka terhadap zat yang menyebabkan depresi susunan saraf pusat. Demikian
pula terdapat perbedaan dalam metabolisme, eliminasi zat kimia dibandingkan dengan orang
dewasa. Semua ini akan menentukan dosis yang diperlukan untuk menimbulkan suatu efek
toksik.

Komposisi genetik. Komposisi genetik manusia tidak ada yang sama, dan ini
sangat menentukan efek yang timbul pada keadaan keracunan. Terutama yang menderita
penyakit keturunan, sehingga dapat timbul keadaan yang lebih peka daripada orang normal.

100 100
LDSO R
a/A +b/B+c¢/C
N AB,C = LDsymasing’
- a,b,c =% dl.camp

LD 50 LD 100
— Log dosis

Gambar 7.3. Kurva-Kurva Dosis-Respons (Williams and Burson, 1985)

Interaksi kimiawi xenobiotik. Interaksi zat kimia dapat meningkatkan (sinergis)
atau menurunkan (antagonis) efek yang terjadi. Selain faktor-faktor yang menentukan dosis
dan respons, ada pula faktor-faktor yang mempengaruhi toksisitas suatu xenobiotik, yaitu:

e komposisi kimiawi dan fisis suatu zat dapat menentukan cara absorpsi,

misalnya: komposisi kimia (garam, basa, asam, dll.), komposisi fisis (ukuran,
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cairan/padatan/gas), kemudahan menguap, adanya ketidakmurnian, stabilitas
suatu campuran,
konsentrasi, jenis eksposur, lamanya eksposur, seringnya eksposur, dll.,
status imunologis seseorang, status nutrisi, status hormonal, usia, jenis kelamin,
kesehatan atau penyakit yang diderita,

e faktor lingkungan seperti suhu, tekanan parsial, wujud media transmisi seperti
air, udara atau padatan, adanya zat kimia-fisika lain, metoda penanganan
xenobiotik, peralatan keamanan yang digunakan, dan lain-lain.

7.5.5. Interaksi

Di dalam lingkungan, xenobiotik hampir selalu berada dalam campuran, baik dengan
zat kimia, fisika, maupun biologi. Interaksi antar berbagai zat itu masih sulit diteliti oleh para
ahli toksikologi. Biasanya orang menguji toksisitas xenobiotik itu satu per satu. Interaksi ini
dapat terjadi di luar tubuh karena terjadi reaksi kimiawi yang menimbulkan senyawa baru
yang bersifat lebih toksik (interaksi kimia), atau karena interaksi dengan tubuh organisme
(interaksi biologis) yang menimbulkan efek yang berlebih ataupun berkurang. Orang sudah
lama memeriksa hal ini, terutama dalam hal obat; misalnya saja, ada interaksi obat dengan
nutrien seperti tetrasiklin dengan susu, sehingga terbentuk khelate dengan kalsium yang
tidak larut. Interaksi dalam tubuh dapat terjadi saat absorpsi, transportasi, distribusi dan
penyimpanan, biotransformasi, dan ekskresi. Interaksi dengan reseptor yang aktif akan
menimbulkan respons, dan bila terjadi interaksi dengan reseptor yang pasif, maka tidak
terjadi respons tetapi mungkin terjadi penyimpanan. Interaksi sangat dipengaruhi oleh dosis
xenobiotik. Interaksi antar xenobiotik dapat menimbulkan efek aditif, sinergistik, dan
antagonistik (Borzelleca,1996).

Interaksi aditif terjadi apabila efek kombinasi dua atau lebih xenobiotik merupakan
pertambahan dari efek masing-masing zat. Hal ini dapat terjadi apabila mekanisme efek
sama, identikal, ataupun berbeda. Misalnya, apabila dua jenis organofosfat diberikan
serentak, maka efek aditif yang akan terjadi.

Interaksi sinergistik atau potensiasi terjadi apabila efek kombinasi dua atau lebih zat
memberikan efek yang lebih dari pertambahan masing-masing efek. Sinergisme dapat
terjadi apabila berbagai xenobiotik tadi memberikan efek pada organ yang sama, ataupun
salah satu zat tidak menimbulkan efek bila diberikan sendiri, tetapi dapat meningkatkan efek
daripada zat yang lain. Misalnya adalah etanol yang meningkatkan toksisitas karbon
tetraklorida atau kloroform terhadap hati.

Interaksi antagonisme terjadi apabila dua atau lebih kombinasi zat menimbulkan
efek yang kurang dari pertambahan masing-masing zat. Hal ini dapat terjadi apabila zat
yang satu menetralisasi efek zat yang lain. Dapat pula terjadi reaksi kimiawi antar zat dan
menimbulkan senyawa baru yang kurang toksik. Dapat juga terjadi efek yang memaodifikasi
reaksi dengan enzim, sehingga biotransformasi menjadikan zat yang toksik menjadi tidak
efektif. Ataupun terjadi kompetisiuntuk bergabung dengan reseptor yang sama, sehingga
terjadi blokade. Contohnya, ialah CO dan O: terhadap Hb. Ada/tidak adanya interaksi
berbagai zat dapat ditentukan sebagai berikut:
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- tentukan kurva dosis-respons bagi setiap xenobiotik,

- gambarkan kurvanya,

- lakukan eksperimen dengan respons yang sama, tetapi dengan kombinasi campuran zat,

- buat isobologram (isos=sama, bolos = menggembung) untuk melihat apakah ada efek
aditif, sinergistik ataupun antagonistik (Borzelleca, 1996).

Suatu metoda skrining untuk melihat apakah ada interaksi, adalah menentukan LD2o
bagi maisng-masing zat; kemudian berikan kedua zat dalam kombinasi sekaligus. Bila
respons melebihi 40% maka ada sinergisme; bila kurang dari 40% ada antagonisme, dan
bila sama dengan 40% maka ada interaksi aditif. Interaksi ini sayangnya belum dapat
diprediksi dari struktur kimiawinya, tetapi mungkin bisa diperkirakan bila diketahui
mekanisme efek masing-masing zat.

7.5.6. Kurva Konsentrasi Subletal

Akibat adanya baku mutu lingkungan, maka konsentrasi xenobiotik dalam
lingkungan, menjadi rendah atau juga disebut tidak mematikan atau subletal. Apakah
konsentrasi seperti ini akan tetap aman atau kapan konsentrasi sedemikian dapat
membahayakan. Seperti telah dikemukakan terdahulu, banyak efek xenobiotik yang belum
diketahui dengan pasti, apalagi dalam konsentrasi rendah ataupun subletal. Karena
kemungkinan kumulasi, perlu dipantau efek kronisnya.

Ada berbagai zat yang esensial dalam jumlah kecil (mikronutrien) bagi faal tubuh
yang normal. Zat sedemikian akan menimbulkan kelainan apabila jumlah yang tersedia tidak
ada atau sangat minim, dan abnormalitas akan timbul pula apabila kadar zat yang ada
melebihi yang diperlukan. Zat seperti ini digolongkan pada zat mikronutrien, seperti Zn, Co,
dan lain-lain. Kurva dosisrespons terhadap zat sedemikian akan berbentuk sebagai tampak
dalam Gambar 7.4.

el =>>" \irevesibel
U 4
abnormal --‘--------------------s,- --------- reversibel
1 d
| a '
\ /o
normal i homoeostasis
E ambang aman
b i
/ dosis
—>
Catatan: a= zat esensial; b = zat tidak esensial
Gambar 7.4. Kurva Dosis Respons, Konsentrasi Subletal, Zat Esensial dan
Non-Esensial (Duffus, 1980)
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7.6. Ekstrapolasi Bioesei Ke Manusia

Uji bioesei pada akhirnya digunakan untuk mencari dosis aman bagi manusia atau
membuat standar kualitas lingkungan. Ekstrapolasi hasil bioesei kepada manusia ditentukan
oleh dua sifat xenobiotik yang penting, yakni, zat yang bersifat karsinogenik dan yang tidak
karsinogenik.

Ekstrapolasi dapat didasarkan atas berat badan dan luas permukaan, ataupun atas
dasar farmakokinetikanya yang dikenal sebagai physiologically based pharmacokinetic model/
(PBPM).

Penentuan karsinogenisitas menurut International Agency Research on Cancer
(IARC) tampak pada Tabel 7.7. sebagai berikut.

Tabel 7.7. Klasifikasi Karsinogenisitas IARC

Kategori Bobot Bukti
Karsinogen bagi manusia Ada data pada manusia
Mungkin sekali karsinogen manusia Data pada manusia terbatas, data pada hewan
cukup.
Kemungkinan karsinogen manusia Data pada manusia dan hewan terbatas
Tidak dapat diklasifikasi Data tidak cocok untuk keduakategori
Mungkin bukan karsinogen manusia Tidak ada data pada hewan dan manusia

Sumber: Hallenbeck, 1993

7.6.1. Ekstrapolasi Zat Yang Tidak Karsinogenik

Ekstrapolasi golongan ini didasarkan atas berat badan dan dengan memasukkan
berbagai faktor keamanan (safety factors), sebagai berikut:

ThDoo (mg/kg/h) x 70kg
Safe Human Dose(SHD) =

SF
ThD = threshold dose/ambang tanpa ada efek yang nyata
SF = safety factor, 10-1000

(a)(BR)( C)(t)
SHD inhalasi = , mg/kg, di mana
BB
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o % zat yang diabsorpsi paru-paru, = 100% bila tidak diketahui
BR breathing rate/laju pernapasan

T = waktu BRxt = 30 m3/ 24 jam

BB = 70 kg bagi laki-laki, 60 kg bagi wanita

SHD
Caman =------=-=----- =......mg/m3
30m3/h
C mg/m3
Smmmmmmmm e X 24,5 ppm
BM
SHD/ngestion:
SHD
= Cair:
2L/h

Perhitungan SHD termasuk bagi kelompok yang beresiko tinggi/kritis seperti wanita
hamil, bayi, anak balita, dan seterusnya. Bahasan yang lebih rinci dapat dibaca dalam buku-
buku analisis resiko kuantitatif.

7.6.2. Ekstrapolasi Zat Yang Karsinogenik

Semua zat yang dianggap karsinogenik, dalam analisis ini dianggap tidak
mempunyai ambang aman, maka dalam melakukan ekstrapolasi, diambil prakiraan angka
yang dapat diterima oleh masyarakat. Apakah misalnya, orang dapat menerima atau
mentolerir pertambahan satu orang penderita kanker dalam 100.000 penduduk atau satu
orang per 10.000.000 penduduk. Maka SHD dapat dituliskan sebagai berikut:

SHD = ... x 10° - 107

Angka sedemikian berarti bahwa eksposur seumur hidup akan menambah satu penderita
kanker per 100.000 dan/atau 10.000.000 penduduk. Namun demikian efek racun hanya
dapat dipastikan apabila:

» terjadi kecelakaan/kesalahan,

» ada bukti dari hasil studi epidemiologis, dan

» ada pengalaman eksposur di industri.
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7.7. Permasalahan Uji Toksisitas

Uji toksisitas menghadapi berbagai kontroversi, dan argumentasi, dari berbagai
pihak. Tentunya organisme uji itu jauh berbeda dari manusia; selain itu juga masyarakat
penyayang binatang sangat menentang uji toksisitas sedemikian. Tentunya keadaan
laboratorium juga berbeda dari realitas.

7.7.1. Masalah Organisme Percobaan

Untuk mendekati mamalia atau manusia, sedapat mungkin mendapatkan spesies
yang sensitivitasnya menyerupai/mendekati manusia. Hal ini telah terbukti tidak dapat
sempurna. Misal yang paling terkenal adalah obat penenang ibu hamil Thalidomide yang
pada uji toksisitas hewan tidak didapat efek jelek, tetapi pada mansuia terjadi focomelia.
Organisme uji juga bisa dilihat dari gennya, dan sedapat mungkin dicari yang secara genetis
sama.

Dosis yang didapat dari percobaan seperti NOEL, NOAEL, LOEL, LOAEL merupakan
fungsi dari berbagai faktor seperti: spesies, patologi, jumlah sampel, rute eksposur, usia
pertama mendapat eksposur, perioda eksposur, lamanya observasi (dari awal sampai akhir
eksperimen).

7.7.2. Perbedaan Antara Lingkungan Alamiah dan Lingkungan Laboratorium

Seperti telah dikemukakan, lingkungan di laboratorium tentunya sangat berbeda dari
lingkungan alamiah. Tabel 7.8. berikut ini meringkas perbedaan-perbedaan tersebut.

Tabel 7.8. Perbedaan Kondisi Laboratorium dan Alamiah

Laboratorium Alamiah
Dapat dibuat bebas patogen Tidak bebas patogen
Keadaan steril Tidak dapat disterilkan
Cahaya buatan Cahaya alamiah tidak terkontrol
Eksposur konstan Eksposur tidak jelas
Populasi homogen Populasi heterogen
Zat racun murni Racun campuran

Sumber: McKinney, 1981
7.8. Pemantauan

Sekalipun uji toksisitas telah diusahakan, masih banyak sekali terdapat racun di
dalam di lingkungan yang belum diketahui efeknya. Oleh karenanya perlu sekali dilakukan
pemantauan yang kontinyu, baik dalam pemanfaatan xenobiotik di industri maupun di dalam
lingkungan. Pemantauan hendaknya tidak hanya memantau aspek lingkungannya saja,
seperti kecenderungan yang ada saat ini, tetapi kesehatan masyarakatnyapun perlu
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dipantau. Telah banyak contoh yang dapat diambil hikmahnya, yakni, kasus Minamata, Itai-
itai, Chernobyl, dan lain-lain.

Saat ini sudah banyak literatur yang menentukan efektivitas pemantauan
masyarakat untuk berbagai xenobiotik. Orang mengenal BEI atau biological exposure
Indicators, yang menentukan jaringan tubuh tertentu yang paling efektif dipantau, dan telah
pula ditentukan kadar normal bagi xenobiotik tersebut di dalamnya. Daftar seperti ini dapat
dilihat dalam standar lingkungan kerja yang dibuat oleh American Conference of
Governmental Industrial Hygienist (ACGIH). Jaringan yang dipantau dapat berupa darah,
urin, cairan cerebro-spinalis, kuku, rambut, enzim, protein dalam serum, elektrolit, DNA,
perilaku, alat reproduksi, dan lain-lain.

Pemantauan juga perlu dilakukan terhadap flora dan fauna. Misalnya, pernah para
siswa yang sedang berlibur, menemukan di danau-danau Minnesota katak-katak yang cacat,
seperti bermata satu, berkaki tiga dan seterusnya, mengindikasikan bahwa ada zat
pencemar yang mutagenik (National Geographic, April, 1997). Perubahan biomassa,
populasi berbagai fauna dan flora di alam bebas, juga ditemukan oleh pemantauan
masyarakat pencinta hewan (Colborn, 1997). Pemantauan pun bisa dilakukan dengan
melihat adanya potensi akumulasi pencemar melalui rantai makanan seperti halnya
teridentifikasi untuk POPs dan logam berat (Kunaefi and Ariesyady, 2000; Prilia et al., 2013).
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