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Abstract

This research evaluated the hypoglycaemic effect of several Leucaena leucocephala (lmk)De Wit extracts in various polar solvents.  The purpose of this research was to evaluate the hypoglycaemic activity of the extracts and their chromatogram profiles on Thin Layer Chromatography (TLC).  The hypoglycaemic tests were conducted on male mice divided into six groups of hyperglycaemic mice and one group of normal mice as the control.  Each group consists of 5 mice.  Th group A: 0,5 g/kgBW n-hexane extract administered orally to hyperglycaemic mice daily for 14 days;e treatment of the hyperglycaemic mouse groups are group B: 0,5 g/kgBW  ethylacetate extract administered orally to hyperglycaemic mice daily for 14 days; group C: 0,5 g/kgBW  methanol extract administered orally to hyperglycaemic mice daily for 14 days; group D: 0,5 g/kgBW  water extract administered orally to hyperglycaemic mice daily for 14 days; group E: 0,5 g/kgBW  direct methanol extract administered orally to hyperglycaemic mice daily for 14 days; The blood samples were taken from the vena on the mouse tails on day 0, 3, 7 and 14 and the blood glucose were evaluated using glucometer.  The results of the research show that all extract has hypoglycaemic activity; however, the extracts in polar solvents such direct methanol and water show higher hypoglycaemic activities than those in non-polar solvents like n-hexane and ethylacetate.
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PENDAHULUAN
Diabetes melitus adalah penyakit degeneratif yang terdapat di masyarakat pada berbagai kelompok umur dan tingkat sosial ekonomi.  Sindrom penyakit DM ditandai dengan hiperglikemia kronis yang merupakan manifestasi kelainan metabolisme karbohidrat, protein dan lemak atau berkaitan dengan defisiensi sekresi insulin pada membran sel target.(1)
Setiap tahun jumlah penderita diabetes terus menerus meningkat.  Pada tahun 2000 jumlah penderita diabetes di Indonesia mencapai 8.4 juta penderita dan menduduki peringkat ke-4 terbanyak setelah India, Cina dan USA.(2) Demikian juga data dari 7 rumah sakit di Jakarta (RSCM, Fatmawati, Cikini, Pelni, Persahabatan, Husada dan St. Carolus) menunjukkan jumlah kasus kunjungan penderita rawat jalan terbanyak adalah diabetes.(3)
Pemanfaatan tanaman telah dilakukan manusia sejak berabad-abad lalu sebagai pengobatan.  Negara Indonesia adalah salah satu negara tropis yang kaya akan sumber daya alamnya.  Keaneka ragaman hutan sebagai kekayaan alam hingga saat ini masih perlu digali dan diketahui potensinya sebagai sumber bahan obat termasuk antidiabetes.(4)  Sesuai dengan perioritas penelitian, pengembangan dan penerapan IPTEK kesehatan bidang obat dan alat kesehatan periode 2005-2025 antara lain produk herbal terstandar dan fitofarmaka.(5) Dari sekian jenis tanaman yang digunakan sebagai obet tradisional antidiabetes adalah petai cina (Leucaena leucocephala (lmk) De Wit).  Berdasarkan penelitian sebelumnya menunjukkan ekstrak biji petai cina dosis 0,5 g/kgBB yang diberikan pada tikus secara oral yang diinduksi dengan streptozotocin mampu menurunkan kadar glukosa darah, kolesterol total, LDL dan trigliserida serta meningkatkan kadar HDL.(6)  Pada penelitian ini ingin dibandingkan efek hipoglikemik dari beberapa ekstrak biji petai cina yang diekstraksi dengan beberapa pelarut yang berbeda polaritasnya dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas hipoglikemik dari masing-masing ekstrak serta propil kromatogramnya pada kromatografi lapis tipis (KLT).
METODOLOGI

Bahan penelitian:  Biji petai cina diperoleh dari BALITRO Bogor dan dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bogor.  Hewan coba yang digunakan adalah mencit (Mus musculus) jenis kelamin jantan dewasa galur Swiss-Webster, bobot badan 30-40 g dan berumur 3-4 bulan.  Bahan kimia yang digunakan n-heksana, metanol, etilasetat, kloroform teknis dan bahan untuk analisa KLT.
Ekstraksi sampel:  Biji petai cina dibuat serbuk kemudian direfluks 3x secara bertingkat menggunakan pelarut n-heksana, etilasetat, metanol dan air, serta dilakukan juga ekstraksi secara langsung dengan metanol.  Masing-masing ekstrak diuapkan sampai didapat ekstrak kasar.
Uji aktivitas hipoglikemik:  Sebelum diberikan perlakuan mencit disuntik dengan aloksan dosis 70 mg/kgBB secara IV, kemudian dilakukan pengambilan darah untuk mengetahui tingkat hiperglikemik dari hewan coba.  Setelah mencit hiperglikemik kelompok mencit dibagi 6 kelompok mencit hiperglikemik dan 1 kelompok mencit yang normal sebagai kontrol yang masing-masing terdiri dari 5 ekor.
(1) Kelompok kontrol normal : kelompok mencit yang tidak mendapat perlakuan dan 

      hanya diberi makan dan minum.

(2) Kelompok kontrol negatif : kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan air 

       suling 2 mL secara oral selama 14 hari.

(3) Kelompok  A : kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan ekstrak n-heksana 

      dosis 0,5 g/kgBB secara oral setiap hari selama 14 hari.

(4) Kelompok  B : kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan ekstrak etilasetat

      dosis 0,5 g/kgBB secara oral setiap hari selama 14 hari.
(5) Kelompok C :kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan ekstrak metanol tidak langsung dosis 0,5 g/kgBB secara oral setiap hari selama 14 hari.
(6) Kelompok D : kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan ekstrak air dosis 0,5 g/kgBB secara oral setiap hari selama 14 hari.
(7) Kelompok E :kelompok mencit hiperglikemik dan diberikan ekstrak metanol langsung dosis 0,5 g/kgBB secara oral setiap hari selama 14 hari.

Pada hari ke-0, 3, 7 dan 14 diambil darahnya melalui vena ekor dan diukur kadar glukosa darah dengan menggunakan glukometer.  

Analisa KLT: Analisa KLT dilakukan untuk semua ekstrak dengan menggunakan eluen n-heksana : etilasetat = 2:1, kloroform : metanol = 5:1 dan kloroform: metanol : air =5:5:1 untuk mengetahui pola senyawa kimia yang berbeda-beda menurut polaritas.
Analisa data: Data diuji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu, jika data berdistribusi normal dan homogen, data di analisis menggunakan ANAVA satu arah dengan menggunakan arus keberartian p=0.05 dan 0.01.  Jika menunjukkan perbedaan bermakna, maka dilanjutkan dengan uji Tuckey untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan yang nyata antar kelompok perlakuan.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk mendapatkan model hewan diabetes melitus dapat dilakukan dengan cara pankreotomi dan pemberian bahan kimia tertentu.  Bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini adalah aloksan karena lebih selektif terhadap mencit dibandingkan dengan tikus dalam merusal sel ( pankreas dan menimbulkan efek hiperglikemik dalam waktu 2-3 hari. Sebelum digunakan dalam percobaan semua mencit dari masing-masing kelompok ditimbang berat badanya, kemudian dipelihara selama satu minggu.  Hasil penimbangan berat badan disajikan pada Tabel .

Tabel 1. Data rata-rata berat badan mencit setelah pemberian sediaan uji

               Normal     Diabetes      A              B               C               D                E
Awal        31.7 ± 2.4  32.4 ± 2.4   34.1 ± 3.4   30.4 ± 4.5   36.8 ± 3.2    37.6 ± 3.9    35.0 ± 6.4
Hari ke-0  32.8 ± 4.3  24.8 ± 2.8   28.3 ± 4.2    24.7 ± 6.4   32.2 ± 6.3   33.2 ± 8.3   29.9 ± 4.2
Hari ke-3   33.9 ± 5.4   26.2 ± 4.3  29.2 ± 4.3   25.1 ± 3.4    34.2 ± 4.2   34.9 ± 3.8   31.1 ± 4.5
Hari ke-7     34.7 ± 3.2  26..9 ± 4.3  30.1 ± 5.7  27.6 ± 7.3    34.1 ± 5.7  35.7 ± 5.4    32.5 ± 6.9
Hari ke-14    35.8 ± 4.3  28.4 ± 2.5   30.2 ± 6.4  28.1 ± 4.8   35.2 ± 8.6   36.5 ± 7.8    33.3 ± 5.4
Tabel 1 menunjukkan pada hari ke-0 kondisi hiperglikemi kelompok mencit kontrol, A dan B mengalami penurunan berat badan.  Hal ini kemungkinan disebabkan adanya kelainan metabolisme glukosa dimana suplai energi tidak dapat dipenuhi sehingga terjadi deplesi sel lemak dan protein untuk memenuhi kebutuhan energi yang tidak dapat dipenuhi dari metabolisme glukosa.  Pada hari ke-14 berat badan semua kelompok perlakuan mengalami peningkatan kembali meskipun belum mencapai berat badan kondisi awal.  Hal ini kemungkinan disebabkan suplai energi yang sudah terpenuhi dari metabolisme glukosa yang ada.  Hasil pengamatan jumlah makanan, volume minum, volume urin disajikan pada Tabel 2.
Tabel 2.  Data rata-rata volume air minum, volume urin dan jumlah makanan

Kelompok         Volue air minum (mL)         Volume urin  (mL)      Jumlah makanan (g)
Normal                7.60 ± 1.23                            1.10 ± 0.92                  3.67 ± 1.92
Diabetes             13.98 ± 3.41                           3.46  ± 1.42                 11.37 ± 1.32

A                         7.80  ± 1.42                            2.40 ± 1.31                   5.37  ± 2.41

B                          7.51  ± 1.34                            2.44 ± 0.98                  5.24  ± 1.52
C                          6.14  ±  2.41                           2.14 ± 1.34                  4.73  ±  1.31

D                           5.92 ± 2.45                            2.06 ±  1.45                  4.37  ±  2.34

E                            5.98 ± 0.89                            1.89 ±  1.03                  4.95  ±  7.59

Tabel 2 menunjukkan pada kelompok diabetes volume air minum, volume urin lebih banyak dibandingkan dengan kelompok normal dan kelompok perlakuan, hal ini kemungkinan disebabkan adanya glukosuria pada kelompok yang mengalami hiperglikemik bersifat diuretik osmotik sehingga menyebabkan diuresis dengan disertai hilangnya elektrolit sebagai akibat tubuh berusaha mengatasinya dengan banyak inum (polidipsia).  Jumlah makanan pada kelompok diabetes mengalami peningkatan (polifagia) bila dibandingkan dengan kelompok normal dan perlakuan, hal ini kemungkinan disebabkan adanya rangsangan di pusat nafsu makan di hipotalamus karena kurangnya pemakaian glukosa di dalam sel karena hiperglikemik.  Pada penderita diabetes seringkali dijumpai tanda-tanda seperti poliuria, polidipsia dan polifagia.  Pengamatan kadar glukosa darah disajikan pada Gambar 1.
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       Gambar 1.  Pengamatan kadar glukosa darah setelah pemberian sediaan uji
Gambar  1 menunjukkan kelompok perlakuan mengalami peningkatan kadar glukosa darah setelah diinduksi dengan aloksan secara IV dosis 70 mg/kgBB.  Kondisi ini kemungkinan karena aloksan dapat merusak sel ( pankreas yang mengeluarkan insulin.  Pada penelitian lain menunjukkan pemberian ekstrak biji petai cina dosis 1 g/kgBB secara oral dapat meningkatkan kadar insulin sebesar 37.67% walaupun peningkatan ini masih dibawah glibenklamid sebesar 49.78%.(7)  Setelah pemberian ekstrak pada semua kelompok perlakuan A-E menunjukkan adanya penurunan kadar glukosa darah baik pada hari ke-3, 7 dan 14.  Gambar 1 diatas dapat digunakan untuk menganalisis potensi penurunan dari sediaan uji dalam menurunkan kadar glukosa darah berdasarkan luas daerah bawah kurva AUC.  Hasil analisa AUC tersaji pada Gambar 2.
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  Gambar 2.  Potensi penurunan kadar glukosa darah dari semua kelompok ekstrak
Gambar 2 menunjukkan kelompok E ekstraksi metanol langsung % penurunan kadar glukosa darah lebih besar dibandingkan dengan kelompok lainnya yaitu 44.38%, A n-heksana sebesar 21.29%, B etilasetat sebesar 19.67%, C ekstrak metanol tidak langsung sebesar 32.42% dan D ekstrak air sebesar 36.11%.  Kelompok E dan D memiliki kemampuan paling besar dalam menurunkan kadar glukosa darah bila dibandingkan dengan kelompok lain.  Hal ini kemungkinan karena E dan D merupakan pelarut polar dan mengandung golongan senyawa yang terdapat dalam ekstrak metanol tidak langsung C dan ekstrak air D.  Diperkirakan yang memiliki kemampuan paling besar dalam menurunkan kadar glukosa darah adalah ekstrak dengan pelarut polar.  Tabel 3 tersaji  rendemen dari masing-masing ekstrak.
Tabel 3.  Rendemen dari masing-masing ekstrak

Ekstrak                          Rendemen (%)
n-heksana                      2.19%
etilasetat                        1.14%

metanol                         5.42%

air                                   5.67%

metanol langsung            6.32 %
Tabel 3 menunjukkan rendemen ekstrak dengan pelarut polar seperti metanol, air dan metanol langsung lebih banyak dibandingkan dengan pelarut non polar (n-heksana) dan semi polar (etilasetat).  Ekstraksi bertingkat yang dilakukan dengan menggunakan pelarut yang berbeda polaritasnya dimaksudkan sebagai prefraksinasi awal karena dapat memisahkan golongan kimia yang terkandung didalam biji petai cina berdasarkan polaritasnya.
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Keterangan:
                   I   adalah kromatogram KLT dengan eluen kloroform: metanol : air 5:5:1

                   II  adalah kromatogram KLT dengan eluen kloroform : metanol 5:1
                   III adalah kromatogram KLT dengan eluen n-heksana : etilasetat 2: 1

A : ekstrak n-heksana

B : ekstrak etilasetat

C : ekstrak metanol tidak langsung

D : ekstrak air

E  : ekstrak metanol langsung

Hasil analisa KLT terhadap kelima ekstrak menunjukkan pada gambar III dengan eluen n-heksana : etilasetat = 2: 1, kromatogram A dan B menunjukkan adanya senyawa non polar seperti klorofil, santofil, asam lemak dan senyawa lain.  Untuk kromatogram C, D dan E senyawa yang terdapat pada ekstrak tersebut tidak terelusi sempurna karena senyawa yang terdapat pada C, D dan E merupakan senyawa polar.  Gambar II dengan eluen metanol : air = 5 : 1, kromatogram C, D dan E menunjukkan adanya senyawa polar yang nampak pada bagian Rf < 2, sedangkan gambar I dengan eluen kloroform: metanol : air 5:5:1 menunjukkan semua ekstrak terelusi sangat tinggi yang diakibatkan adanya pelarut air.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian diatas menunjukkan semua ekstrak memiliki aktivitas hipoglikemik, namun ekstrak dengan pelarut polar seperti ekstrak metanol langsung dan ekstrak air menunjukkan aktivitas hipoglikemik lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut non polar seperti ekstrak n-heksana dan ekstrak etilasetat.
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