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Abstrak: Uji toksisitas subkronis dilakukan untuk mengevaluasi efek dan memantau toksisitas suatu
senyawa. Penggunaan kombinasi ekstrak etanol kedelai Detam I (EEKD) dan jati Belanda (EEJB)
sebagai terapi penurun berat badan akan dikonsumsi untuk waktu yang panjang dan berulang, oleh
karena itu perlu dilakukan uji toksisitas. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui efek toksik subkronis
dari bahan uji terhadap hematologi tikus Wistar. Penelitian dilakukan sesuai ketentuan uji toksisitas
yang ditetapkan Badan Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM) Indonesia pada 120 ekor tikus Wistar
(60 ekor jantan, 60 ekor betina) selama 90 hari dan 120 hari (satelit). Tikus dibagi menjadi 6 kelompok:
I: Kontrol Negatif, II: dosis rendah, III: dosis tengah, IV: dosis tinggi, Kelompok Satelit (V dan VI)
selama 120 hari: V: Satelit Kontrol Negatif, VI: Satelit dosis tinggi. Parameter yang diukur adalah
kadar leukosit, hemoglobin, MCH, MCHC, MCYV, hematokrit, RBC, dan trombosit menggunakan alat
Hematology Analyzer dengan prinsip kolorimeteri. Hasil penelitian menunjukkan bahwa efek bahan
uji terhadap semua parameter hematologi tidak berbeda dengan kelompok kontrol (p<0,005), kecuali
kadar Leukosit pada tikus jantan, MCH dan trombosit pada tikus betina yang hasilnya dapat diabaikan.
Simpulan, uji toksisitas subkronis pemberian kombinasi EEKD dan EEJB adalah aman dan tidak toksik
terhadap hematologi darah tikus Wistar.

Kata kunci: ekstrak etanol, kombinasi kedelai Detam 1, daun jati belanda, uji toksisitas subkronis,
hematologi, tikus Wistar.

Abstract: Subchronic toxicity test is performed to evaluate the effect and monitor the toxicity effects of
a compound. The use of combination of ethanol extract of Detam 1 soybean (EEDS) and Jati Belanda
(EEJB) as an antiobesity therapy will be consumed for a long time, therefore this test need to be done.
The purpose of this research is to know the subchronic toxic effect of the test material on Wistar rat
hematology. The study was conducted in accordance with the toxicity test stipulated by the Food and
Drug Supervisory Agency of Indonesia, on 120 Wistar rats (60 male, 60 females) for 90 days and 120
days (satellite). Rats were divided into 6 groups. Parameters measured were leukocyte, hemoglobin,
MCH, MCHC, MCYV, hematocrit, RBC, and platelets using the Hematology Analyzer with the principle
of colorimetry. The results showed that the effect of the test material on all hematologic parameters was
not different from the control group (p <0.005), except for the leukocyte, MCH and platelet levels, but
the results could be negligible. Conclusion: subcronic toxicity assay of combination EEKD and EEJB
is safe and not toxic to hematologic parameters in Wistar rats.

Keywords: subchronic toxicity test, combination of ethanol extract of Detam 1, soybean
and Jati Belanda, hematology, Wistar rats.
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PENDAHULUAN

BAHAYA akibat pemaparan suatu zat pada manusia
dapat diketahui dengan mempelajari efek kumulatif,
dosis yang dapat menimbulkan efek toksik pada
manusia. Pada umumnya dilakukan dengan cara
menggunakan hewan uji sebagai model uji toksisitas.
Uji toksisitas subkronis oral adalah suatu pengujian
untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah
pemberian sediaan uji dengan dosis berulang yang
diberikan secara oral pada hewan uji selama sebagian
umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur
hewan. Prinsip dari uji toksisitas subkronis oral adalah
sediaan uji dalam beberapa tingkat dosis diberikan
setiap hari pada beberapa kelompok hewan uji
selama 90 hari, akan lebih baik apabila ditambahkan
kelompok satelit untuk melihat adanya efek tertunda
atau efek yang bersifat reversible!'?.

Dalam pengembangan suatu obat baru, syarat
yang harus dipenuhi untuk dapat meningkat ke tahap
penggunaan selanjutnya adalah aman dan tidak toksik.
Untuk keperluan tersebut dibutuhkan pemeriksaan uji
toksisitas, baik toksisitas akut maupun subkronis. Uji
toksisitas subkronis dilakukan untuk mengevaluasi
efek senyawa, diberikan kepada hewan uji secara
berulang-ulang. Senyawa yang diberikan biasanya
diberikan setiap hari selama kurang lebih 10% dari
masa hidup hewan, yaitu 3 bulan atau 90 hari untuk
tikus2).

Metode uji toksisitas dapat dibagi menjadi dua
jenis yaitu, uji toksisitas yang dirancang untuk
mengevaluasi seluruh efek umum suatu senyawa,
dan secara rinci toksisitas spesifik. Penelitian ini
difokuskan pada toksisitas spesifik yaitu aspek
hematologi. Pengujian hematologi diperlukan untuk
membantu menegakkan diagnosis dan memantau
toksisitas yang terjadi pada hewan uji. Pemeriksaan
hematologi dapat memberikan informasi efek yang
disebabkan senyawa uji terhadap darah dan jaringan
pembentuk darah. Leukosit berperan dalam pertahanan
selular dan humoral dari organisme terhadap materi
asing® .

Kedelai (Glycine max L.Merr) varietas Detam
1 adalah kedelai varietas unggul hasil pemuliaan
tanaman dari perkebunan Balitkabi Malang. Penelitian
pendahuluan yang menguji efek kedelai ini terhadap
berat badan tikus Wistar jantan selama 14 hari dengan
perlakuan 11 jenis ekstrak yang berbeda, menunjukkan
bahwa ekstrak yang mempunyai aktivitas paling baik
terhadap penurunan berat badan adalah ekstrak protein
kedelai varietas Detam 1 dengan dosis 20 mg/kg BB
(p = 0,022)“9, Kombinasi dari kedelai Detam 1 dan
daun jati Belanda (Guazuma ulmifolia Lamm) yang
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ditanam di perkebunan Bumi Herbal Dago telah diteliti
dan terbukti memiliki efek sebagai penurun berat
badan dan antihiperlipidemia®’#*19  Sebagai obat
penurun berat badan, kombinasi dari kedelai Detam
1 dan daun jati Belanda akan dikonsumsi untuk waktu
yang cukup lama sehingga perlu dilakukan pengujian
toksisitas subkronis.

Pada penelitian ini dilakukan penelitian uji
toksisitas subkronis dari efek pemberian kombinasi
ekstrak etanol biji kedelai Detam I (EEKD) dan
ekstrak etanol jati Belanda (EEJB) secara in vivo
selama 90 hari terhadap aspek hematologi tikus Wistar
jantan dan betina.

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui
keamanan dan efek toksik subkronis dari pemberian
kombinasi EEKD dan EEJB terhadap hematologi
tikus Wistar setelah diberi perlakuan selama 90 hari,
dilanjutkan pengamatan 30 hari berikutnya (satelit)
untuk kelompok yang tidak diberi perlakuan dan
perlakuan dosis tinggi.

BAHAN DAN METODE

BAHAN DAN METODE. Penelitian yang digunakan
adalah biji kedelai varietas Detam-1 asal Balitkabi
Malang dan simplisia daun jati Belanda varietas Bumi
Herbal Dago('12131415  Pembuatan ekstrak etanol
kedua bahan tersebut menggunakan proses maserasi
sederhana'®,

Hewan uji yang digunakan adalah tikus galur
Wistar jantan dan betina berumur 6-8 minggu dengan
berat antara 150-200 g. Sebanyak 120 ekor tikus
dikelompokkan secara acak menjadi 6 kelompok,
masing-masing 10 ekor tikus jantan dan 10 ekor
tikus betina, kemudian diadaptasi selama 7 hari.
Uji toksisitas subkronis dilakukan selama 90 hari
(untuk kelompok perlakuan) dan 120 hari (untuk
kelompok pengamatan /satelit), sesuai ketentuan uji
toksisitas yang ditetapkan Badan Pengawasan Obat
dan Makanan (BPOM)@!"1819 Kelompok perlakuan
selama 90 hari diberikan kombinasi EEKD dan EEJB
perbandingan 1:2 dalam beberapa dosis. Kelompok
kontrol negatif, hanya diberi pelarut aquadest, dan
CMC 0,5% kelompok I: kombinasi dosis rendah
(EEKD:EEJB = 50:100mg/kgBB/hari), kelompok
II: kombinasi dosis menengah (EEKD:EEJB =
100:200mg/kgBB/hari), kelompok III: kombinasi
dosis tinggi (EEKD: EEJB =200:400mg/kgBB/hari),
kelompok satelit selama 120 hari: kelompok satelit
kontrol negatif, hanya diberi aquadest dan pelarut
CMC 0,5%, kelompok satelit dosis tinggi (EEKD:
EEJB =200:400 mg/kgBB/hari).

Parameter yang diukur adalah: kadar leukosit,
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hemoglobin, Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH),
Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
(MCHC), penghitungan serapan darah atau Mean
Corpuscular Volume (MCV), hematokrit (Ht), jumlah
sel eritrosit/ red blood cell (RBC), dan trombosit.

Pada hari ke 91, semua tikus jantan dan betina
kelompok kontrol negatif, kelompok I, II dan III
dikorbankan sesuai standar komite etik. Sedangkan
untuk semua tikus kelompok kontrol satelit dan
kelompok satelit dosis tinggi dilakukan pada hari
ke 121. Darah dari intra kardial ditampung dalam
tabung eppendorf 2,5 mL, selanjutnya disentrifus
selama 10 menit pada 3000 rpm sehingga serum akan
terpisah dan membentuk lapisan. Serum diperiksa
menggunakan alat Hematology Analyzer, dengan
prinsip kerja kolorimeteri.

Hematokrit adalah perkiraan volume eritrosit
padat per satuan volume darah. Volume hematokrit
normal tikus 36-50,6%. Sedangkan volume darah
normal tikus 60 mL/kg. Kadar hemoglobin normal
tikus adalah 11-20 g/100 mL®**,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah dilakukan pemeriksaan hematologi terhadap
sampel darah 60 ekor tikus jantan dan 60 ekor betina,
menggunakan metode kolorimeteri, dengan alat
Hematology Analyzer. Hasil pengukuran hematologi
dapat dilihat pada tabel 1 di bawah ini. Berikut adalah
analisis statistika rerata kadar hematologi tikus antar
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Tabel 2. Analisis statistika pemeriksaan hematologi tikus
Wistar jantan.
No JENIS

PEMERIKSAAN
1 Tekuosit

HASIL ANALISIS STATISTIKA

Sigmfikans ANAVA 0,000

Perhedban yang sugmfikan antara kelompok satebit knotrol* dengan yang lam
(78.27= 5.26 ) {p < 0,03), nilamya pafing tmpm.

Kadar Normal untuk Lekosit tikus Wistar jantan usia lebih dari 17
minggu adalah: 1,98 11,06 x 10"

Sigmifikenst ANAVA- 0,127

Memunjukkan perbedann vang tidak senifiken antar kelompok perlaluan dan
keatral (p>0.05)

Sipmifikans: ANAVA 0,705

Memmyukkan perberaan yang hidak aigmfikan antar kelompok perlakusn dan
kootrol > 0,05)

Sigfikanst ANAVA 0,671

Menunjukkm perbedaan yang tidak aigmfikan antar kelompok perlakuan dan
kenirol (3 0,05)

Sipmfikanst ANAVA: 0498

Memunukkan perbedaan vang tidak sgntfiken antar kelompok perlakuan dan
keatrol (p> 0.05)

Stpmifikans ANAVA- 0362

Memumukkan perbedaan yang bidak sigmfikan antar kelompok perlakuan dan
keatrol (> 0,05)

Stenifilenst ANAVA® 0,390

Memunjukkian perbedaan vang tidak sznifiken antar kelompok perlakoan dan
kentrol (p>0.05)

Signifilens ANAVA- 0.334

Memnukkan perbedaen yang fidak sigmfiken nafar kelompok perlakman dan
kontrol {p> 0.05)

&

4  MCHC

6  MCV

§  Trombosit

menggunakan ANAVA dan jika signifikan dilanjutkan
dengan uji beda Tukey HSD.

Hasil pemeriksaan hematologi tikus Wistar
jantan setelah pemberian perlakuan selama 90 hari,
ternyata semua parameter hematologi, Hb, MCHC,
eritrosit, MCV, Ht, granulosit kecuali leukosit
(WBC) menunjukkan hasil yang tidak berbeda
signifikan dengan kelompok kontrol (p>0,005). Yang
menunjukkan perbedaan signifikan secara statistika
adalah leukosit. Kadar leukosit yang paling tinggi
didapat pada kelompok satelit kontrol. Hal ini tidak

Tabel 1. Rerata kadar hematologi tikus Wistar jantan setelah perlakuan 90 & 120 hari.

Lekosit ] MCH MCHC MNCV o RBC i :

GRUP HASIL (Xlll‘l L Hb (g/dL) (p2) (g/dL) o Ht (%) (X10712/L) Trombasit
KONTROL rata? 1235 15.85 23.20 50,60 45 94 3225 7,00 1366.13
sd 3,80 1,81 284 6.85 0.86 8.46 192 138,94
KONTROL Rata2 78,27 16,09 24 34 53.32 4570 30,56 6.68 1421.33
SATELIT sd 526 1.49 249 595 0.61 4,85 1.04 180,39
DOSIS rata2 8.36 14 49 2791 5052 131,54 5733 5.24 1498 00
RENDAH sd 3,59 328 305 2.60 17.26 70.69 1.34 355.13
DOSIS rata2 10,88 17,56 2334 51,03 4583 3580 7.76 137350
TENGAH sd 526 5.26 2.62 6.41 121 1471 3.03 332.17
DOSIS rata2 12,80 14.20 18,27 43.05 42 25 3320 8234 1151.00
TINGGI sd 337 151 6.69 456 1471 3.85 23811 226,68
SATELIT rata2 12,05 16,20 2471 5429 4557 3025 6,63 1427 88
TINGGI sd 3,55 1.07 270 6,39 0,73 4,46 0,90 173,81

kelompok perlakuan, menggunakan ANAVA dan
jika signifikan dilanjutkan dengan uji beda Tukey
HSD. Hematologi tikus antar kelompok perlakuan,

mempengaruhi kesimpulan hasil. Diasumsikan
bahwa pemberian bahan uji tidak mempengaruhi
kadar hematologi tikus Wistar Jantan. Tabel 4 berikut
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menampilkan hasil analisis statistika perbandingan
antar kelompok dari hasil pemeriksaan hematologi
tikus Wistar betina.
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kontrol (120 hari) berbeda dengan hasil kelompok
yang lain (78,27+5,26) x10/uL. Kelompok kontrol
menunjukkan kadar leukosit (12,35+3,80)x10%/

Tabel 3. Rerata Kadar Hematologi Tikus Wistar Betina setelah Perlakuan 90 dan 120 hari.

Lekosit RBC
. Hb MCH MCHC
7 0.4 A12 : i
KONTROL rata2 67,75 14,60 16.61 44,58 46,59 32,75 0,88 1113,13
sd 8.54 2728 1,233 3,53 4.60 748 0,20 190,43
KONTROL Rata2 1510 14.60 16.43 52,14 46,05 28.00 1.60 142133
SATELIT sd 5,28 197 249 3,50 499 5,63 141 180,39
DOSIS
RENDAH rata2 2222 1449 18,315 49.02 46,70 29.56 0,79 1267 44
sd 5.69 1.38 2.48 916 433 1,51 0,04 223,15
DOSIS rata2 21,84 1364 1604 42,53 47,18 3230 0,86 996,60
TENGAH sd 9.08 1.04 1.36 3,92 1,71 3,62 0,10 12452
DOSIS rata? 15.45 1545 18,04 4902 46,01 31,63 0.86 1296,50
TINGGI sd 5,36 137 12,23 3,63 0,50 3,16 0,08 182,45
SATELIT rata2 12,28 15,60 17,15 41.86 87.61 60.40 0,93 114820
TINGGI sd 410 154 207 419 1304 808 016 192.82

Hasil pemeriksaan hematologi tikus Wistar
betina setelah perlakuan selama 90 hari, ternyata
leukosit (WBC), Hb, MCHC, eritrosit, MCV, Ht
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
dengan kelompok kontrol. Yang menunjukkan
perbedaan signifikan secara statistika adalah MCH dan
trombosit. Kadar MCH dan trombosit kelompok dosis
tengah lebih rendah dan berbeda signifikan dengan
kelompok kontrol. Kadar leukosit kelompok satelit

Tabel 4. Analisis Statistika Pemeriksaan Hematologi tikus
Wistar Betina.

HASIL ANALISIS STATISTIKA

No JENIS
PEMERIKSAAN
1 Lekost

Stgnifikanss ANAVA: 0,050

Mennajukkon perbedann yong tidak stenfiknn antar kelompok perlalann dan
kentrol (> 0,05)

Sugnifikans ANAVA 0,020

Menunpukdan perbedaan yang hidak sipm filan antar kelompok perlaluan dan
kentrol (p0.05)

Signifikanst ANAVA- 0,000

Menunjukkan perbedaan yaug sipuifikan antar kelompok perlakuan dan
Kentrol (16,61 + 1.23) (p> 0.05). Nilai rerata MCH kelompak dosis fengahi®
adalah vang palmg rendsh (16,04 + 1,36).

Kadar Normal untuk MCH tikus Wistar befina usia lebih dari 17 mingzu
adalah; 17.6-20.3 pg*

Signifikanst ANAVA® 0,021

Menunjukkan perbedaan vang tidsk sigmifilan antar kelompok perlaluan dan
kentrol (p>0,05)

Sigmifikenst ANAVA. 0,123

Menmnjukkan perbedzan yang tidak sigm fikan antar kelompok perlaluan dan
kentrol (p>0,05)

Syemfikans ANAVA® 0,528

Menunjukkan perbedaan yang tidak siom filan antar kelowpok perlabuan dan
kemtrod {pi> 0 (15)

Siemfikans ANAVA- 0,356

Menunjulken perbedaan yang tidak signifilnn antar kelompok perlaluan dan
kontrod (p>0.05)

Signifikanst ANAVA® 0,004

Menunpolkan perbedaan vang sumifikan antar kelompok perlskuan dan
kentrol (1113,13 + 190,43} (p> 0,05). Nilas rerata Trombesit kelompok dosis
tengeh* adalah vang palng rendal (996,60 = 124,52).

Kadar Normal wntuk trombosit tilus Wistar betina usia lebih dari 17
minggu adalah: 599 -1144 pe™

)

3 McH

4 MCHC

5 RBC/Enimsi

6 MCV

§  Tromhbosit

pL sedangkan kadar normal untuk leukosit tikus
Wistar jantan usia lebih dari 17 minggu adalah:
(1,98-11,06)x10%/uL?Y. Kelompok satelit kontrol
adalah kelompok yang tidak diberi perlakuan apapun
selain aquadest dan pelarut CMC 0,5% dan diamati
selama 120 hari. Jadi kenaikan kadar leukosit yang
tinggi bukan disebabkan oleh pemberian sampel uji,
namun kemungkinan diakibatkan oleh sebab yang
lain, misalnya kondisi tikus kurang sehat dan hal ini
merupakan keterbatasan penelitian.

MCH atau Mean Corpuscular Hemoglobin atau
hemoglobin eritrosit rata-rata, adalah jumlah rata rata
hemoglobin di dalam eritrosit. Eritrosit yang lebih
besar (makrositik) biasanya memiliki MCH yang
lebih tinggi. Begitupun sebaliknya, eritrosit yang lebih
kecil akan memiliki nilai MCH yang lebih rendah.
MCH mengindikasikan bobot kadar hemoglobin di
dalam eritrosit tanpa memperhatikan ukurannya®?.
Penelitian Olafadehan yang memberikan beberapa
tingkat bahan uji kombinasi Forage dan Tannin pada
kambing, menunjukkan hasil bahwa Packed cell
volume (PCV), leukosit (WBC), limfosit, serum urea
dan glukosa kadarnya meningkat linier dan kadar
MCH menurun linier pada rasio kombinasi Tannin
yang rendah (p<0.05)@?.

Mekanisme tannin dalam mempengaruhi MCH
belum jelas sepenuhnya. Kombinasi EEKD dan EEJB
yang digunakan dalam penelitian ini mengandung
kadar tannin yang cukup tinggi.5,9 Pada hasil
MCH tikus betina, didapat hasil terendah pada
kelompok dosis tengah (16,04+1,36) pg. Rumus
baku penghitungan MCH adalah (Hb dikalikan 10)
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lalu dibagi dengan hitung eritrosit; 23 hasil yang
didapat berdasarkan perhitungan adalah 15,86 pg,
tidak berbeda jauh dengan hasil pemeriksaan alat
16,04 pg. Kadar normal untuk MCH tikus Wistar
betina usia lebih dari 17 minggu adalah: 17,6-20,3
pg®". Kadar MCH dari kelompok kontrol: 16,61 pg,
kelompok kontrol satelit: 15,43 pg hasilnya juga lebih
rendah dari kadar normal. Disimpulkan bahwa MCH
kadar tersebut dianggap tidak terganggu atau sama
dengan kontrol.

Kadar trombosit yang rendah bisa disebabkan
oleh berbagai penyebab. Beberapa penyebab turunnya
trombosit, antara lain: kehamilan, penyakit idiopatik
trombositopenik purpura, penyakit autoimun,
infeksi bakteri parah, trombotik trombositopenik
purpura, sindrom uremik hemolitik atau obat-
obatan. Beberapa jenis obat dapat menurunkan
jumlah trombosit dalam darah, karena mekanisme
kerjanya yang mempengaruhi sistim kekebalan tubuh,
seperti: heparin, kina, antibiotik sulfa, interferon,
antikonvulsan dan garam emas®®.

Hasil pemeriksaan kadar trombosit kelompok
dosis tengah menunjukkan kadar yang paling rendah:
(996,60+124,52) pg, namun ternyata kadar normal
untuk trombosit tikus Wistar betina usia lebih dari 17
minggu adalah: 599 -1144 pg®), sehingga disimpulkan
bahwa pemberian kombinasi EEKD dan EEJB dengan
dosis 100:200 mg tidak menyebabkan kelainan kadar
trombosit dan tidak berbeda dengan kelompok kontrol.
Hasil MCH dan trombosit yang rendah pada tikus
betina ini tidak menunjukkan hal yang membahayakan
dan dapat diabaikan.

SIMPULAN

Uji toksisitas subkronis pemberian kombinasi ekstrak
etanol kedelai Detam 1 dan ekstrak etanol jati belanda
adalah aman dan tidak toksik terhadap hematologi
darah tikus Wistar setelah diberi perlakuan selama
90 hari, dilanjutkan pengamatan 30 hari berikutnya
(satelit) untuk kelompok yang tidak diberi perlakuan
dan perlakuan dosis tinggi.
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