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Toksisitas Akut Ekstrak Daun Petai Cina (Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit) terhadap Hepar Mencit

Balb/c

Abstrak

Daun petai cina terbukti memiliki banyak efek farmakologi meliputi efek analgetik,
antihiperglikemia, diuretik, antibakteri, antioksidan, dan stimulan estrogen. Namun, belum
diketahui profil keamanannya. Penelitian ini bertujuan untuk menguiji efek toksik akut ekstrak
daun petai cina (EEDPC) terhadap hepar mencit Balb/C dan menentukan nilai LDso. Pemeriksaan
yang dilakukan meliputi gejala toksik, jumlah hewan mati, berat badan, makroskopis hepar, dan
kadar SGPT SGOT. Ekstraksi daun petai cina secara maserasi. Uji toksisitas akut menggunakan
metode fixed dose melalui uji pendahuluan dan utama. Berdasarkan uji pendahuluan ditetapkan
dosis awal pada uji utama adalah dosis 2000 mg/kg BB. Hewan uji dibagi menjadi 2 kelompok,
masing-masing diberi CMC Na 1% (kontrol) dan EEDPC 2000 mg/kg BB. Gejala toksik dan
kematian diamati selama 14 hari untuk menentukan kisaran nilai LDso. Selanjutnya, dilakukan
pemeriksaan makroskopis dan SGPT SGOT. Gejala toksik dan makroskopis hepar dianalisis
deskriptif, sedangkan berat badan dan kadar SGOT SGPT dianalisis statistik. Hasil penelitian
diketahui bahwa EEDPC memiliki kisaran nilai LDso>2000 mg/kg BB. Dosis tersebut menurunkan
berat badan dan meningkatkan kadar SGPT secara signifikan. Dengan demikian, EEDPC 2000
mg/kg BB menimbulkan efek toksik akut pada hepar.

Kata Kunci: Efek toksik akut, Ekstrak daun petai cina, Fixed dose.

http://jurnal.unpad.ac.id/ijpst/



Indonesian Journal of
Pharmaceutical Science and Technology

1. Pendahuluan

Petai cina merupakan tanaman berkhasiat yang
dimanfaatkan untuk pengobatan oleh masyarakat
Indonesia untuk mengempiskan bengkak, mengatasi
diare, mengurangi kencing manis, detoksifikasi tubuh,
dan peningkat daya tahan tubuh." Salah satu bagian
tanaman yang berkhasiat adalah daun. Berbagai
macam efek farmakologi yang dimiliki daun petai
cina antara lain analgetik, antiinflamasi, antikanker,
antidiare,” antidiabetes,> diuretik,® antibakteri,*
antioksidan,® peningkat kadar hormon estrogen dan
ketebalan endometrium.® Efek tersebut berhubungan
dengan senyawa aktif yang terkandung di dalam daun
tersebut seperti alkaloid, flavonoid, polifenol, dan
saponin.?

Kepercayaan masyarakat terhadap herbal untuk
membantu mengatasi penyakit semakin meningkat
hingga saat ini, termasuk terhadap daun petai cina
karena khasiatnya yang telah teruji. Namun demikian,
data atau laporan penelitian yang menyatakan
keamanan penggunaan daun tanaman tersebut
sebagai obat herbal masih sangat terbatas. Hingga
saat ini penelitian baru terbatas uji toksisitas secara
in vitro. Ekstrak etanol daun petai cina memiliki LCso
46.34 ppm yang artinya memiliki sifat sangat toksik dan
hasil tersebut berguna untuk melihat kemampuannya
sebagai antikanker .”

Untuk mengetahui keamanan penggunaan tanaman
sebagai obat herbal diperlukan uji toksisitas agar
dapat dipertanggungjawabkan secara medis. Tahap
awal uji dilakukan melalui uji toksisitas akut yang
bermanfaat untuk menentukan efek toksik zat kimia
setelah pemberian dosis tunggal atau berulang selama
waktu 24 jam. Efek toksik yang terjadi dapat dinilai
berdasarkan LDso, gejala toksik, kematian, perubahan
berat badan, kondisi patologi, dan biokimia hewan uiji.®
LDso merupakan dosis yang dapat membunuh hewan
uji sebanyak 50%.° Perolehan nilai LDso berguna untuk
mengetahui dosis aman penggunaan tanaman herbal
sebagai obat."” Perubahan berat badan yang dialami
hewan uji menandakan adanya pengaruh ketoksikan
suatu zat kimia."

Ketoksikan zat kimia dapat mempengaruhi fungsi
organ tubuh makhluk hidup, diantaranya adalah
hepar. Organ tersebut merupakan tempat terjadinya
metabolisme berbagai zat kimia sehingga hepar
berperan penting dalam proses eliminasi.

Namun, zat-zat kimia yang toksik mampu merusak
sel-sel hepar sebagai dampak proses metabolisme
yang terjadi. Oleh karena itu, hepar rentan terhadap
pengaruh ketoksikan zat kimia.'?
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Metode penguijian toksisitas akut terhadap herbal yang
sering digunakan adalah metode fixed dose. Metode
tersebut merupakan metode yang direkomendasikan
oleh BPOM RI karena telah sesuai dengan animal
welfare.® Selain itu, dapat diperoleh nilai LDso yang
lebih akurat dibandingkan cara konvensional.”™
Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini memaparkan
kisaran nilai LDso dan pengaruh ekstrak etanol daun
petai cina terhadap keadaan fungsi hepar mencit.

2. Bahan dan Metode
2.1. Alat

Alat antara lain seperangkat penyerbuk, timbangan
simplisia, blender, oven, toples kaca, alat gelas, kaca
arloji, rotary evaporator (Heidolph), corong buchner,
moisture balance (Ohaus), timbangan hewan uji (Acis),
sonde peroral, kandang, timbangan elektrik (Ohaus),
magnetic stirrer (Scilogex), tempat minum mencit,
timbangan elektrik (Acis), mangkok, sonde peroral
(Onemed), alas bedah, gunting bedah (Yamaco),
spuit 10 cc (Onemed), pipa kapiler (Nesco), tabung
non-EDTA (Vacolab), alat sentrifugasi (Gemmy PLC-
05), pinset (Alfamed),spuit 1 cc (Onemed), tabung
eppendrof (onemed), spektrofotometer UV-Vis
(Mindray BA-88A).

2.2.Bahan

Bahan-bahan vyaitu daun petai cina, etanol 70%
(teknis), serbuk CMC Na (Brataco), aquadest. Daun
petai cina yang digunakan adalah daun segar dan
berwarna hijau tua. Daun tersebut diperoleh dari
Dusun Bakalrejo, Kabupaten Demak, Jawa Tengah.

2.3.Hewan Uji

Mencit yang digunakan adalah betina, galur Balb/c,
umur 6-8 minggu, berat badan 20-30 g, tidak ada
kelainan fisik, sehat, belum pernah beranak, tidak
bunting.

Prosedur pelaksanaan penelitian telah memenuhi
persyaratan etika penelitian oleh Komisi Bioetik,
Fakultas Kedokteran, Universitas Sultan Agung
Semarang, Ethical Clearance No. 395/X1/2021/Komisi
Bioetik

2.4.Prosedur

2.4.1. Ekstraksi Daun Petai Cina

Daun petai dibersihkan dengan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran. Kemudian, dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 40°C. Daun yang telah
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kering dihaluskan membentuk serbuk menggunakan
blender. Selanjutnya, serbuk daun diekstraksi
dengan maserasi menggunakan pelarut etanol 70%.
Perbandingan maserasi sampel adalah 1 : 10 bagian
untuk 100% ekstrak murni. Maserasi pertama dengan
perbandingan 1 : 7.5 bagian, 150 g serbuk kering
simplisia daun dimasukkan dalam wadah kemudian
diberi pelarut etanol 1.125 L etanol 70%. Ekstrak
disaring (maserat |). Remaserasi terhadap sisa ampas
dengan etanol 0.375 L untuk memperoleh maserat Il.
Semua maserat dicampurkan dan dikentalkan dengan
rotary evaporator.?

2.4.2. Uiji Toksisitas Akut Oral

Uji dilakukan menggunakan metode fixed dose
berpedoman pada BPOM RI® dan OECD 420
Sebanyak 10 ekor mencit diaklimatisasi selama 7
hari dan ditimbang sebelum perlakuan. Mencit dibagi
menjadi 2, masing-masing dikelompokan sebagai
kontrol dan uji EEDPC. Uji toksisitas dilakukan secara
bertahap, diawali dengan uji pendahuluan terlebih
dahulu, kemudian dilanjutkan uji utama.

Uji pendahuluan

Pada tahap ini mencit diberikan dosis uji secara
bertahap mulai dosis 300 mg/kg BB hingga 2000 mg/kg
BB per oral. Hewan yang digunakan sebanyak 1 ekor
dan diambil dari kelompok EEDPC. Penentuan jumlah
hewan dan dosis uji awal mengacu dari prosedur kerja
uji toksisitas yang ditetapkan oleh BPOM RI8. Setelah
EEDPC diberikan, gejala toksik dan kematian diamati
selama 24 jam.

Apabila terjadi gejala toksik dan kematian setelah
pemberian dosis 300 mg/kgBB, pemberian dosis 2000
mg/kg BB tidak dilakukan. Dalam penelitian ini, mencit
tidak mengalami gejala toksik dan kematian setelah
pemberian dosis 300 mg/kg BB sehingga dilanjutkan
dengan dosis 2000 mg/kg BB dan diberikan setelah
48 jam dosis awal, diamati kembali gejala toksik dan
kematian selama 24 jam."® Bila mencit tidak mengalami
gejala toksik dan kematian, maka ditetapkan dosis
yang digunakan pada uji utama adalah 2000 mg/kg
BB.

Uji utama

Pada tahap ini jumlah hewan yang digunakan 10
ekor sebagai kelompok kontrol (5 ekor) dan kelompok
EEDPC (5 ekor). Untuk kelompok EEDPC 5 ekor
terdiri atas 1 ekor mencit yang telah digunakan pada uiji
pendahuluan dan 4 ekor mencit yang belum diberikan
perlakuan. Untuk kelompok kontrol diberikan suspensi
CMC Na 1% (25 mL/kg BB) dan kelompok EEDPC
dosis 2000 mg/kg BB satu kali sehari. Kemudian,
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dilakukan pengamatan bertahap. Pengamatan
dilakukan bertahap dalam kurun waktu 24 jam yaitu 30
menit dan 4 jam pertama setelah pemberian sediaan
uji, hingga 24 jam berakhir. Pengamatan selanjutnya
dilakukan setiap hari selama 14 hari. Parameter yang
diamati antara lain gejala toksik (salivasi, diare, lemas,
gemetar, berjalan mundur, berjalan dengan perut,
kondisi kulit, mata, bulu) dan kematian.

Tanda-tanda diare vyaitu feses berair dan keluar
darah. Salivasi ditandai dengan keluarnya air liur
berlebihan. Kondisi gemetar ditandai adanya kedutan
otot atau kulit bergerak cepat, lemas yaitu sukar
bergerak, kulit mengalami memar atau adanya udara
di bawah kulit, bulu hewan keras dan tegang, area
sekitar mata mengalami kemerahan. Selanjutnya,
dilakukan penimbangan berat badan mencit pada
hari ke-14. Potensi ketoksikan akut (LDso) ditentukan
menggunakan data hasil pengamatan gejala toksik
dan kematian hewan uji. Kisaran nilai LDso yaitu >
2000 mg/kg BB jika pada dosis 2000 mg/kg BB
terdapat = 1 ekor mengalami gejala toksik dan atau
tidak terjadi kematian.™

Pengambilan darah dilaksanakan pada hari ke-15
melalui chantus medial orbitalis dan ditampung didalam
tabung Na EDTA.'® Darah disentrifugasi (kecepatan
3000 rpm, 10 menit) untuk memperoleh serumnya."
Kadar SGOT dan SGPT diukur menggunakan KIT
reagen diagnostik Diasys® secara spektrofotometri.
Mencit dikorbankan dandibedah. Hepar diambil dan
diamati makroskopis (warna dan tekstur permukaan
hepar).

Data hasil penelitian meliputi gejala toksik, jumlah
kematian, berat badan (sebelum dan sesudah mencit
diberikan), makroskopis hepar, dan kadar SGPT.
Jumlah kematian mencit dan gejala toksik setelah
diberikan EEDPC digunakan untuk menentukan
kisaran nilai LDso.

Seluruh data berat badan mencit pada hari ke-0
dan ke-14 dianalisis secara statistik dengan uji t-
dependent untuk mengetahui pengaruh pemberian
sediaan uji terhadap berat badan. EEDPC dikatakan
dapat menimbulkan perubahan berat badan apabila
berat badan mencit sesudah perlakuan lebih rendah
secara signifikan dibandingkan sebelum perlakuan.
Kadar SGPT SGOT dianalisis secara statistik dan
digunakan nilai rujukan untuk menentukan normal
atau tidaknya kadar SGPT SGOT tersebut.

Rujukan nilai normal kadar SGPT adalah 25-100 U/L
dankadar SGOT adalah 70-400 U/L."® Datakadar SGPT
SGOT dianalisis dengan uji t independent. Analisis
statistik dilakukan untuk mengetahui signifikansi
perbedaan kadar SGPT dan SGOT kelompok EEDPC
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terhadap kontrol. Apabila kadar SGPT SGOT mencit
melebihi batas normal dan berbeda signifikan dengan
kontrol, maka EEDPC dapat dinyatakan memiliki efek
toksik akut terhadap hepar.

3. Hasil

Hasil penelitian ini adalah gejala toksik dan kematian
hewan uji pada uji pendahuluan (tabel 1), utama (tabel
2), perubahan berat badan (gambar 1), makroskopis
hepar (tabel 3), dan kadar SGPT SGOT (gambar 3).
Hasil gejala toksik pada uji pendahuluan dan utama
sebagai berikut,

Uji utama dilakukan setelah uji pendahuluan. Hasil uji
utama didapatkan bahwa pemberian EEDPC 2000
mg/kgBB pada mencit tidak menunjukan gejala toksik
dan kematian (tabel 2).

LDso adalah nilai dosis yang dapat menimbulkan
kematian pada 50% hewan uji."® Jenis dosis tersebut
merupakan indikator kemampuan ketoksikan akut
suatu zat kimia. Penetapan LD50 dalam penelitian
ini disesuaikan dengan gejala toksik dan kematian
hewan.® Nilai LDso yang didapatkan adalah kisaran.
Hal ini disebabkan data atau informasi berupa nilai
kisaran telah dapat memberikan manfaat. Hasil
uji utama dalam penelitian ini adalah bahwa dosis
EEDPC 2000 mg/kg BB tidak menimbulkan gejala
toksik dan kematian hingga hari ke-14 pada mencit.
Dengan demikian, kisaran nilai LDso EEDPC adalah >
2000 mg/kg BB.

Seluruh berat badan mencit ditimbang untuk
mengetahui perubahannya setelah pemberian EEDPC.
Salah satu indikator yang peka terhadap efek toksik,
tanda penyakit, buruknya kesehatan adalah berat
badan.’ Pengukuran berat badan mencit dilakukan
dengan cara menimbang berat badan sebelum (hari
ke-0) dan sesudah (hari ke-14) pemberian ekstrak.
Data rata-rata berat badan disajikan pada gambar 1.

Tabel 1.
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Berat badan hewan sesudah pemberian EEDPC (2000
mg/kg BB) lebih rendah, dibandingkan kelompok
kontrol. Pengurangan berat badan pada kelompok
EEDPC diduga karena EEDPC memengaruhi fungsi
hepar.

Hal ini mungkin disebabkan adanya pengaruh efek
sitotoksik alkaloid dan saponin yang terkandung dalam
EEDPC? dan diduga pengaruh tersebut tidak dominan
sehingga berat badan mencit masih normal.?® Kedua
senyawa tersebut dapat berperan dalam merusak
hepar.?' Hal ini sejalan dengan penelitian Sutjiatmo
dkk. (2015) yang melaporkan bahwa obat bahan
alam dapat menurunkan berat badan mencit karena
memiliki potensi efek toksik terhadap berbagai organ
pada hewan uji, termasuk hepar.?

Dalam penelitian ini tidak dilakukan uji batas karena
EEDPC 2000 mg/kg BB tidak menyebabkan gejala
toksik dan kematian. Hal tersebut sesuai dengan
ketentuan pada BPOM RI dan OECD 420, yaitu bila
tidak ada hewan uji yang mati dengan dosis 2000
mg/kg BB pada uji pendahuluan dan hanya 1 ekor
atau tidak ada kematian pada uji utama, maka tidak
diperlukan uji batas menggunakan dosis lebih tinggi.

Hepar yang mengalami kerusakan dapat dilihat secara
makroskopis. Pengamatan makroskopis dilakukan
untuk melihat keadaaan hepar dengan mata telanjang
yang didasarkan pada tekstur dan warna permukaan
hepar. Hepar yang normal memiliki ciri berwarna
merah kecoklatan dan licin.®

Pada Gambar 2 menunjukkan bahwa pemberian
EEDPC 2000 mg/kg BB tidak mengubah kondisi fisik
hepar berdasarkan pemeriksaan makroskopis. Hasil
pemeriksaan hepar normal ditandai dengan warna
merah kecoklatan dan tekstur permukaan yang licin,
yang tidak berbeda dengan kelompok kontrol.

Pengukuran terhadap kadar SGPT dan SGOT
merupakan salah satu indikator mendeteksi adanya

Hasil pengamatan gejala toksik dan kematian pada uji pendahuluan

Parameter Pengamatan (n=1)

EEDPC 300 mg/kg BB

EEDPC 2000 mg/kg BB

Diare

Salivasi

Gemetar

Lemas

Jalan mundur

Jalan menggunakanperut
Keadaan bulu

Keadaan mata

Keadaan kulit

Kematian
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Tabel 2. Hasil pengamatan gejala toksik pada uji utama
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Parameter Hari ke-1

Pengamatan 3
(n=5) menit

4 jam .24 2 3
jam

Waktu

Hari ke-

6 7 8 9 10 " 12 13 14

Diare - - - - -
Salivasi - - - - -
Gemetar - - - - -
Lemas - - - - -
Jalan mundur - - - - -

Jalan menggunakan - - - - -
perut

Keadaan bulu - - - - -
Keadaan mata - - - - -

Keadaan kulit - - - - -

Keterangan: (-) = normal, n= jumlah sampel

kerusakan hepar,?® sehingga selain dilakukan
pemeriksaan makroskopis,maka dilakukan pula
pemeriksaan kedua enzim tersebut. Data hasil
pemeriksaan dapat dilihat gambar 3.

Gambar 3 menunjukkan bahwa kadar SGPT EEDPC
lebih tinggi signifikan dibanding kontrol (p<0.05),
sedangkan kadar SGOT EEDPC lebih tinggi tidak
signifikan terhadap kontrol (p<0.05). Analisis terhadap
hasil tersebut, dapat diketahui bahwa EEDPC
dapat mengganggu fungsi hepar sesuai dengan
meningkatnya SGPT.

4. Pembahaasan

Penelitian ini dapat digunakan untuk mengetahui
keamanan penggunaan ekstrak etanol daun petai
cina terhadap keadaan fungsi hepar. Organ tersebut
diperiksa karena merupakan salah satu organ
memiliki banyak peran penting dalam tubuh manusia,

diantaranya berperan dalam proses metabolisme,
menyangga kadar glukosa darah, menyimpan
berbagai macam vitamin, mensintesis kolesterol,
mensekresikan empedu, dan sintesis protein.
Adanya kerusakan hepar akibat zat toksik maka akan
mempengaruhi fungsi organ tersebut.?*

Oleh karena itu, dilakukan uji toksisitas akut sebagai
langkah awal untuk mendeteksi adanya ketoksikan.
Uji tersebut berguna untuk menilai potensi ketoksikan
(LDso) yang dimiliki oleh suatu zat kimia, berdasarkan
penilaian gejala toksik dan kematian. Pengujian
dilakukan menggunakan metode fixed dose. Metode
tersebut merupakan metode uji toksisitas akut
alternatif yang telah ditetapkan secara internasional
dan telah banyak digunakan di Indonesia.?>?¢ Metode
tersebut memiliki beberapa kelebihan antara lain dosis
uji terdiri atas beberapa tingkat yang telah ditetapkan
secara international, dapat mengetahui dosis letal
(LDso) yang lebih akurat, biaya yang dikeluarkan lebih

32

28,78 £ 138%

30 T
27,74 £ 0,69

28

26,06 =051

24 58 £ 1.28*

Rata-rata berat badan (gram) + SEM

26
24
22
20
kontrol (CMC Na 1%)
Kelompok

EEDPC 2000 mg/kg BB

B sebelum (hari ke-0)

B cezudah (hari ke-14)

Keterangan: (*)= perbedaan berat badan yang tidak signifikan (p<0,05) (uji t-test dependent)
Gambar 1. Perbandingan berat badan setelah pemberian EEDPC
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(a)

kecil, reproduktif, dan jumlah hewan uji lebih sedikit
dibandingkan dengan metode konvensional.’® Hewan
yang digunakan dalam penelitian adalah mencit betina
karena respon terhadap efek toksik suatu senyawa
kimia lebih sensitif dibandingkan jantan.?”

Untuk menilai pengaruh ketoksikan EEDPC dalam
penelitian ini juga diukur berat badan hewan uji pada
tahap sebelum dan setelah perlakuan. Perubahan
berat badan merupakan salah satu parameter yang
digunakan sebagai penanda bahwa suatu zat memiliki
sifat toksik dan mampu mempengaruhi kerusakan
fungsi organ pada tubuh mencit.?

Dalam penelitian ini, kadar SGPT SGOT diperoleh
dari serum darah. Sampel tersebut lebih banyak dipilih
karena tidak terdapat kandungan faktor penggumpal
yang dapat merusak hasil. Selain itu, pemeriksaan
makroskopis juga untuk mengetahui kelainan fungsi
hepar. Pemeriksaan maskroskopis hepar berguna
untuk mengetahui kondisi fisik hepar?.

Hasil terlihat bahwa bentuk, warna, dan konsistensi
tidak berubah (Gambar 2). Hal tersebut menandakan
bahwa secara fisik kondisi hepar masih terlihat normal,
namun untuk memastikan telah terjadinya kerusakan
secara biokimia dilakukan pemeriksaan SGOT SGPT.
Kedua enzim tersebut disintesis di hepar. SGPT
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(b)

Gambar 2. Hepar mencit: (a) kelompok kontrol, (b) kelompok EEDPC

digunakan sebagai indikator yang lebih spesifik
dibandingkan SGOT karena banyak terdapat di hepar,
sedangkan SGOT terdapat di beberapa tempat seperti
hepar, jantung, ginjal sel darah merah, otot rangka, dan
otak.?* Pada kondisi normal SGOT SGPT diproduksi
dalam kadar yang rendah dan terdapat dalam sel
hepatosit.*° Kenaikan kadar SGPT dapat menandakan
kerusakan hepar karena xenobiotika yang masuk
terakumulasi dalam hepar. Kondisi tersebut membuat
permeabilitas membran sel terganggu dan parenkim
hepar menjadi rusak.®'

5. Simpulan

Ekstrak etanol daun petai cina memiliki kisaran nilai
LDso> 2000 mg/kg BB dan memiliki efek toksik akut
terhadap hepar mencit.
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Konflik Kepentingan
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Keterangan: (*) = perbedaan yang signifikan terhadap kontrol (p<0,05), uji t-independent.

Gambar 3. Grafik rata-rata kadar SGPT dan SGOT + SEM
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