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Abstract:

The use of synthetic hormone preparations, one of the hormones estrogen widely used by people in the care

and treatment of diseases as hormone replacement therapy. Pigeon pea (Cajanus cajan) as local Leguminoceae
plant has not been used optimally as estrogenic plants . The purpose of this study was to identify preclinical to
analyze the Cajanus cajan in the blood profile and potential of the reproductive organs as phytoestrogens. The
research method using 24 Sprague -Dawley female rats 6-7 months . grouped 3 treatment. The control group ,
the treatment group pigeon pea solution of 1 : 1 and group treatment solution pigeon pea 1 : 3. Blood sampling
on the 8th, 16th hour and the 24th hour (fractions 1. fractions II and fractions [I1 ) for the analysis of isoflavones
daidzein HPL.C method . Treatment pigeon pea solution made up to 36 days. Surgery and organ harvesting
ovarian and mammary continued hematoxylin eosin staining . The results showed levels of isoflavones daidzein
maximum in treatment 1 : 1, fractions I, [T, and III respectively 92773474 pg /1: 96766.278 pg /1 72033.062
pg/ L. Tissue structure experiencing development of ovarian follicles and germinal proliferation, proliferation
of mammary tissue experiencing the lobules and ducts interlobulans development. Conclusion of the study 1s
the pigeon pea daidzein levels in the blood increased in the 24th hour and potential as a natural estrogen.

Key Word
1. PENDAHULUAN

Penggunaan hormon menjadi salah satu altematif
terapi bagi masyarakat dalam mengatasi permasalahan
kesehatan, salah satu hormon vang digunakan adalah
hormon estrogen. Penggunaan hormon estrogen
sintetis sebagai terapi sulih hormon (Estrogen
Replacement Therapy) menjadi pilithan utama
masyarakat karena lebih efektif dan efisien. Beberapa
penelitian penggunaan terapi sulih hormon adalah
terapi untuk penyakit kardiovaskuler (Kurzer dan Xu,
1997), dan mereduksi gejala-gejala  menopause
(Setchell ef al,, 2003).

Terapi hormon yang dilakukan masyarakat saat
ini memilih menggunakan hormon estrogen sintetis
yang sudah banyak diproduksi oleh industri farmasi.
Masyarakat tidak lagi menggunakan bahan-bahan
alami sebagai terapi hormonal, meskipun sebenarnya
bahan alami berpotensi estrogenik sangat beragam dan
mudah diperoleh di lingkungan sckitar. Berbagai
tumbuhan obat yang berpotensi sebagai hormon
estrogen tidak banyak dimanfaatkan oleh masyarakat,
salah satunya adalah Leguminoceae.

Leguminoceae merupakan salah satu famili
baragam spesies dapat tumbuh dengan baik di seluruh
wilayah Indonesia. Masyarakat mengenal famili
Leguminoceae dalam kehidupan sehari-hari sebagai
kacang-kacangan, seperti kacang tanah, kacang
panjang, kacang hijau, kacang gude, kacang tolo,
kacang kapri, kacang merah, petai, beigkuang,

- daidzein, phytoestrogens, ovarian, mammary

kedelai, dan buncis. Pemanfaatan Leguminoceae
sampai saat ini sebagian besar digunakan untuk
berbagai sayur dalam menu makanan. Sebagian kecil
Leguminoceae telah diproduksi sebagai bahan olahan
misalnya minyak dari kedelai dan pemutih kulit dari
bengkuang.

Cajanus cajan sering disebut pigeon peas
dengan nama Indonesia kacang gude merupakan salah
satu spesies tanaman famili Leguminoceae. Kacang
gude tumbuh baik di daerah tropis. Masyarakat di
pedesaan sering menanami pekarangan rumah dan
sawah dengan kacang gude. Pemanfaatan kacang gude
oleh masvarakat saat masih kurang optimal, meskipun
produksinya cukup banyak. Masyarakat
memanfaatkan kacang gude (Cajanus cajan) sebagai
sayur lodeh dan sayur bongko, sehingga membuat
kacang gude tidak begitu diminati.

Kacang gude merupakan salah satu tanaman
Leguminoceae seperti pada tanaman Leguminoceae
lainnya. Kacang gude diduga mengandung senyawa
isoflavon. Struktur kimia isoflavon menyerupai 17p3-
estradiol (Gruber ef al,, 2002; Delmonte dan Rader,
2006; Barlow et al, 2007). Keistimewaan struktur
kimia isoflavon yang mirip 17f-estradiol menjadikan
Leguminoceae sering disebut sebagai kelompok
tanaman fitoestrogen. Komponen terbesar isoflavon
adalah senyawa daidzein dan genistein, diduga dapat
ditemukan pada famili Leguminoceae termasuk
kacang gude yang terdistribusi dalam tanaman serta
produknya.
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Kelompok fitoestrogen mempunyai struktur
kimia minp 17 f-estradiol sening disebut sebagai
tumbuhan berkarakter seperti hormon estrogen.
Aktivitas biologis fitoestrogen mirip hormon estrogen
dan mampu berikatan dengan reseptor estrogen.
Berdasarkan ikatan kimia antara fitoestrogen dengan
reseptor estrogen, maka fitoestrogen mempunyai
potenst biologis mirtp hormon estrogen. Potensi
estrogenik fitoestrogen yang luas dalam tubuh, maka
fitoestrogen sering dimanfaatkan dalam kesehatan
(Adlercreutz, 1990: Griffiths ef al., 1996; Adlercreutz
dan Mazur, 1997, Anupongsanugool ef al., 2005).

Penelitian yang telah dilakukan Selvaraj er al.,
(2005) pemberian isoflavon menvebabkan epitelisasi
vagina dan proliferasi endometrium uterus. Penelitian
Nurrochmad et al, (2010) pemberian ekstrak umbi
bengkuang dosis 400 mg/kg dan 800 mg/kg selama 4
minggu pada tikus ovariektomi dapat mencegah
terjadinya kerapuhan tulang. Beberapa penelitian
fitoestrogen Leguminoceae yang telah dilakukan
menjelaskan  bahwa fitoestrogen Leguminoceae
mempunyai potensi biologis pada organ khususnya
organ reproduksi. Air perasan umbi bengkuang
menyebabkan terjadinya proliferasi penebalan dinding
endometrium dan miometrium tikus putih (Primiani et
al., 2013"). Parutan umbi bengkuang menyebabkan
terjadinya pertambahan jumlah kelenjar endometrium
mencit premenopause (Primiani, 2015). Pemberian
tepung tempe 0.4 g/kg dan 0.6 g/kg menyebabkan
terjadinya penebalan dinding uterus mencit dan
menyempitnya lumen karena proliferassi sel epitel
uterus (Primiani, 20 13%).

Kacang gude  merupakan  salah  satu
Leguminoceae  lokal di  Indonesia  vang
pemanfaatannya di bidang kesehatan masih belum
optimal. Sebagian besar masyarakat kurang mengenal
kacang gude, karena tidak dibudidayakan seperti
kacang kedelai atan kacang hijau. Masyarakat
menanam kacang gude di kebun mmah sendiri,
pemerintah juga belum membudidayakan kacang
gude untuk bidang industri dan kesehatan.
Berdasarkan adanya permasalahan belum
dimanfaatkannya kacang gude sebagai tanaman
estrogenik bidang kesehatan, maka penelitian tentang
karakteristik kacang gude pada organ reproduksi
dalam uji preklinis perlu dilakukan. Tujuan penelitian
adalah menganalisis senyawa isoflavon daidzein
dalam darah serta potensinya pada jaringan ovarium
dan mamae secara preklinis.

2. METODE PENELITIAN
2.1. Perlakuan Hewan Coba

Perlakuan menggunakan tikus putih betina Sprague
Dawley umur 6-7 bulan, 24 ekor, bobot badan awal
perlakuan 150-180 gram, dipelihara dalam kandang
kelompok di laboratorium Biosains Universitas
Brawijaya. Pemeliharaan pada kandang kelompok
dalam suhu ruang (+ 27° C) dan kelembaban relatif
antara 50-60%, siklus pencahayaan 12 jam. perawatan
rutin dengan penggantian sekam dan pemberian pakan
pelled susu A. Hewan coba dikelompokkan dalam 3

kelompok perlakuan. Kelompok I kontrol, kelompok
II pembernan larutan biji kacang gude 1:1 dan
kelompok III pemberian larutan biji kacang gude 1:3.
Pemberian larutan biji kacang gude dilakukan setiap
pagi selama 36 hari.

2.2. Analisis HPLC

Pengambilan darah dari ujung ekor dilakukan pada
jam ke- 8, jam ke-16 dan jam ke-24 (fraksi . fraksi II,
dan fraksi III) untuk analisis isoflavon daidzein
metode HPLC. Spesifikasi: Shimadzu, system
controller: SCL 10 AVP. solvent delivering unit LC
20 AT, Column oven CTO 10 ASVP, Detector SPD
20-A UV injection Column temperature 25°C, column
C 185 pum, Shimadzu 120 x 4.6 mm, Mobile phase
acetonitrile 20% in acetic acid 3%. Mobile phase
method: Isocratic method, Flow rate: 0.8 ml/menit,
volume 20 pl, running time 60 menit, wavelenght
defector 261 nm, senyawa standart daidzein.

2.3. Pewarnaan Hematoksilin Eosin

Hari ke-37 hewan coba didislokasi, dibedah,
selanjutnya diambil organ ovarium dan mamae.
Pembuatan preparat histologis pewarnaan HE
meliputi tahap fiksasi, dehidrasi, cleaning, infiltrasi,
embedding, pengirisan dan pewarnaan, diamati
dengan mikroskop cahaya yang dihubungkan dengan
dyno-eve dan komputer.

2.4. Analisis Data

Data yang diperoleh, vaitu kadar daidzein dianalisis
berdasarkan hasil kromatogram, luas kurva sampel,
dan waktu retensi. Data preparat jaringan ovarium dan
mamae dianalisis terjadinya perubahan struktur
jaringan berdasarkan hasil pengamatan menggunakan
mikroskop cahaya dan lensa optilab.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Serum darah diambil setiap 8 jam setelah perlakuan
(pada jam ke- 8, jam ke-16. dan jam ke-24) untuk
menganalisis kadar isoflavon daidzein. Proses
metabolisme isoflavon daidzein yang dimulai dari
proses absorbsi dapat terdeteksi bagaimana kadar
isoflavon daidzein dalam darah. Absorpsi merupakan
proses penyerapan suatu senyawa dari tempat
pemberian ke dalam sirkulasi sistemik. Daidzein
diabsorbsi dari usus dan sebagian diekskresikan dalam
empedu sebagai konjugat daidzein seperti glukuronat
dan sulfat (Yasuda ef al., 1994). Hasil analisis HPLC
menunjukkan bahwa kadar 1soflavon daidzein dalam
darah hewan coba perlakuan pemberian larutan biji
kacang gude pada tiga fraksi waktu yang berbeda
terdapat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil up kadar 1soflavon dalam darah pada fraksl
waktu jam ke-8, 16, dan 24 setelah perlakuan).

Kadar daidzein dalam darah (pg/1)

Perlakuan pada fraksi ke
Fraksi 1 Fraksi 2 Fraksi 3
Kontrol 26626,56 2944439 32527,37
P2 92773474 96766,278 72033,062
P3 72033.062 77165,830 62819,248
Ket: Pengambilan sampel dilakukan pada hari pertama
perlakuan
1= Fraksi 1 (pengambilan darah pada 8 jam setelah
perlakuan)

2= Fraksi 2 (pengambilan darah pada 16 jam setelah
perlakuan)
3= Fraksi 3 (pengambilan darah pada 24 jam setelah
perlakuan)

Perlakuan larutan biji kacang gude 1:1 (P2)
menunjukkan kadar daidzein lebih tinggi daripada
perlakuan larutan biji kacang gude 1:3 (P3). mulai dari
fraksi 1, meningkat pada fraksi 2, selanjutnya
menurun pada fraksi 3 (Gambar 1). /nput daidzein
berupa larutan biji kacang gude pada perlakuan
kontrol, P, dan P3; memberikan perbedaan hasil.
Larutan biji kacang gude dengan kandungan isoflavon
daidzein sebagai [itoestrogen mengalami absorbsi,
selanjutnya berada dalam darah dan berikatan dengan
reseptor estrogen dalam sel ovarium dan mamae.

Daidzein biji kacang gude merupakan senyawa
isoflavon dengan struktur kimia mirip hormon 17 [3-

estradiol dan mempunyai sifat mirip hormon estrogen.
Keberadaan isoflavon daidzein dalam darah akan
terdistribusi ke sel-sel dan akan berikatan dengan
reseptor estrogen terutama pada organ reproduksi,
dalam hal ini ovarium dan mamae. Berdasarkan
Gambar 1 kadar isoflavon daidzein P> dan P; pada
fraksi 1 mengalami peningkatan dan meningkat
optimal pada fraksi 2, tetapi akan menurun pada fraksi
3. Pemberian larutan biyi kacang gude vyang
selanjutnya masuk dalam peredaran darah pada jam
ke-8 perlakuan akan mengalami peningkatan secara
optimal pada jam ke 16. Fraksi 3 vaitu pada jam ke-
24, kadar isoflavon daidzein mengalami penurunan.
Sesuai dengan proses metabolisme senyvawa dalam
tubuh, akan mengalami proses absorbsi, distribusi,
metabolisme dan ekskresi. Kadar isoflavon daidzein
pada jam ke-16 (fraksi 2), mengalami proses absorbsi
dan distribusi, selanjutnya kadamya akan menurun
pada jam ke-24 (fraksi 3) karena telah mengalami
ekskresi.

Proses absorbsi dan distribusi isoflavon daidzein
dalam sistem tubuh akan mengalami retensi dalam
berbagai organ khususnya organ reproduksi (ovarium
dan mamae). Isoflavon daidzein akan terikat pada
reseptor estrogen, karena strukturnya mirip hormon
estrogen. Pengikatan daidzein dengan reseptor
estrogen akan menimbulkan potensi terhadap organ
(ovarium dan mamae). Gambar 2 menunjukkan
terjadinya perubahan terhadap struktur jaringan
mamae pada P; dan P3;

150.000.,000
~
-
2 100.000,000
= 50.000,000
= J
= 0,000
5 kontrol P2 P3
=
= : :
2 dosis pemberian ekstrak kacang gude

W fraksi 1 ( jam ke-8)

Ofraksi 2 (jam ke-16)

Ofraksi 3 (jam ke 24)

Gambar 1. Kadar Daidzein Darah pada Hewan Coba Keterangan: K=Perlakuan kontrol; P2=Perlakuan pemberian larutan biji
kacang gude 1:1: P3=Perlakuan pemberian larutan biji kacang gude 1:3

Gambar 2. Struktur Jaringan Mamae Tikus Putih, Pewamaan HE, 100x (A) Kontrol; (B) Perlakuan larutan biji kacang gude
1:1; (C) Perlakuan larutan biji kacang gude 1:3 Jaringan lemak memadat, tidak ada proliferasi epitel lumen duktus (A), Duktus
lobularis jaringan mamae P2 mengalami proliferasi, sel epitel duktus berproliferasi dan pertambahan diameter lumen duktus
dan beberapa lumen benisi cairan kelenjar, jarir.;m otot memadat (B); Duktus lobulans jarningan mamae P3 mengalami
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proliferasi meskipun sel epitel duktus tidak semuanya berproliferasi, sehingga belum terjadi pertambahan diameter lumen

duktus

Gambar 3. Struktur Jaringan Ovarium Tikus Putih, Pewarnaan HE, 100x (A) Kontrol: (B) Perlakuan larutan biji kacang gude
1:1, (C) Perlakuan larutan biji kacang gude 1:3 Folikel germinal belum mengalami maturasi (A). Folikel germinal P2
mengalami perkembangan dan maturasi menjadi folikel primer, folikel sekunder, folikel Graft menunjukkan adanya cairan
folikuli (B): Folikel mengalami perkembangan pada Ps meskipun tidak ckstensif seperti P2 tampak adanya folikel primer dan

folikel Graff{C)

Pemberian  larutan  biji  kacang  gude
mengakibatkan terjadinya perubahan struktur jaringan
ovarium. Folikel germinal mengalami proliferasi dan
perkembangan menjadi folikel primer, folikel
sekunder dan folikel Graff. Gambar 3 menunjukkan
terjadinya proliferasi dan perkembangan duktus
lobulus dan duktus interlobularis mamae

Pemberian  larutan  biji  kacang  gude
megakibatkan terjadinya proliferasi sel epitel duktus
lobularis, serta memberikan peningkatan diameter
lumen duktus. Proliferasi sel epitel kelenjar dan
peningkatan diameter lumen duktus merupakan
potensi terdapatnya sekresi cairan kelenjar. Larutan
biji kacang gude juga mengakibatkan terjadinya
perkembangan sel-sel folikel germinal. Perlakuan P;
menunjukkan terjadinya adanya folikel primer, folikel
sekunder dan folikel Graff. Adanya isoflavon daidzein
larutan biji kacang gude akan berikatan dengan
reseptor estrogen di kelenjar mamae dan ovarium.

Asupan fitoestrogen dari biji kacang gude yang
diberikan pada tikus putih betina akan mengalami
proses absorbsi, distribusi, metabolisme dan ekskresi.
Gambar 1 menunjukkan bahwa fraksi 1 (jam ke-8),
fitoestrogen mengalami proses absorbsi, kemudian
terjadi distribusi dan metabolime, dilanjutkan dengan
retensi dalam jaringan. Retensi dalam jaringan akan
terjadi ikatan dengan reseptor estrogen dalam tubuh
khususnya pada organ-organ reproduksi dan tulang.
Ikatan fitoestrogen juga mengakibatkan peningkatan
hormon estrogen dalam darah. Sekresi estrogen
dimulai dengan adanya gonadotrophin relasing
hormone (GnRH) yang disekresikan dari hipotalamus,
sehingga mampu merangsang pelepasan lufeinizing
hormone (LH) dan follicle stimulating hormone (FSH)
dari  pitaitari anterior.  FSH  merangsang
perkembangan folikel sehingga terbentuk folikel de
Graff yang dapat mensekresikan estrogen. Adanya
paparan larutan biji kacang gude sebagai fitoestrogen
dari luar pada tikus fase reprodukiif menyebabkan
produksi estrogen endogenous relatif konst an.

Fitoestrogen  biji  kacang gude  juga
mengakibatkan terjadinya perkembangan folikel

germinal ovarium menjadi folikel primer, folikel
sekunder, dan folikel Graff. Fitoestrogen memiliki
struktur mirip dengan estradiol dapat menduduki
reseptor estrogen dan mampu menimbulkan efek
seperli estrogen endogenous sendirt (Harrison ef al.,
1999)Pemberian larutan biji kacang gude sebagai
senyawa fitoestrogen dapat meningkatkan sekresi
hormon estrogen. selanjutnya dapat menyebabkan
peningkatan proliferasi sel epitel lumen duktus
interlobularis mamae dan peningkatan diameter lumen
duktus.

Estrogen bekerja meregulasi pertumbuhan dan
diferensiasi sel-sel sistem reproduksi baik pada wanita
dan pria. Daidzein sebagai senyawa mirip estrogen
mempunyai reseptor dalam tubuh yaitu uterus,
ovarium, kelenjar mamae, tulang, hipotalamus,
kelenjar pituitaria, sel Leydig, prostat, dan epididimis
(Kim & Park, 2012). Potensi estrogenik larutan bij
kacang gude yang diberikan pada tikus putih betina
diduga tidak hanya senyawa isoflavon daidzein saja
yang berperan aktif, tetapi juga senyawa lain yang
saling berinteraksi sehingga memberikan efek
estrogenik secara optimal dalam sistem tubuh.
Isoflavon daidzein merupakan senyawa enansiomer,
dan mempunyai jalur pathway yang sangat kompleks
berasal dan fenilalanin. Berdasarkan kompleksitas
biosintesis isoflavon leguminoceae menurut Tian dan
Dixon (2006), maka diduga daidzein sebagai
fitoestrogen akan memberikan potensi tinggi dalam
sistem tubuh.

4. SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
larutan biji kacang gude mengandung senyawa
isoflavon daidzein dengan kadar optimal dalam darah
pada jam ke-16 pada konsentrasi larutan 1:1 serta
memberikan potensi estrogenik optimal pada ovarium
dan mamae. Hasil vji preklinis menyatakan bahwa biji
kacang gude dapat digunakan sebagai estrogen alami
pada betina, meskipun masih diperlukan uji lebih
lanjut pada wanita.
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Penanya: Dwi Setyo Astuti
Pertanyaan:

Apakah dengan adanya folikel Graff berarti dapat
untuk penundaan menopause?

Jawaban:
Ya bisa, karena indikatornya adalah adanya
pertumbuhan folikel akibat sekresi FSH yang

diberikan larutan biji kacang gude
Penanya: Wartika Rosa Farida

Pertanyaan:
Apakah sudah dilakukan Ethical Clearance untuk
sertifikat kesejahteraan hewan?

Jawaban:
Sudah dilakukan Ethical Clearance (Komisi Etik) di
Universitas Brawijaya
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