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ABSTRAK

Fuadah, N. 2019. “Pengaruh Terapi Ekstrak Etanol 96% Bekatul (Rice bran)
Terhadap Kadar  Glukosa  Darah  dan MDA
(Malondialdehyde) Pada Hati Mencit (Mus musculus)
Diabetes Mellitus”. Pembimbing I: DianaCandra Dewi M,Si;
Pembimbing Il: Ahmad Ghanaim Fasya, M.Si; Konsultan:
Akyunul Jannah, S.Si, M.P.

Kata kunci: Bekatul, maserasi, kadar glukosa darah, MDA aloksan

Bekatul merupakan hasil samping tanaman padi yang mengandung
antioksidan. Antioksidan tersebut mampu menetralisir radikal bebas dengan cara
melindungi sel beta pankreas terhadap peningkatan Reactive Oxygen Species
(ROS) pada kondisi hiperglikemia. Reactive Oxigen Species (ROS) dapat
menyebabkan stress oksidatif yang ditunjukkan dengan meningkatnya kadar
MDA (Malondyaldehide) di dalam tubuh. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh ekstrak etanol 96% bekatul dalam menurunkan kadar
glukosa darah dan MDA pada hati mencit yang diinduksi aloksan dengan dosis
200 mg/Kg BB.Penelitian ini dilakukan secara invivo. Ekstrak etanol bekatul
menggunakan metode maserasi. Selanjutnya ekstrak etanol 96% bekatul akan
diterapikan pada mencit selama 14 hari. Variasi dosis yang digunakan yaitu 350
mg/Kg BB, 400 mg/Kg BB dan 500 mg/Kg BB. Pengukuran kadar glukosa darah
dilakukan dengan metode enzimatis menggunakan glucometer DR pada hari ke-1,
ke-4, ke-8 dan ke-15. Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBARS
(Test thiobarbituric acid-reactive substance). Berdasarkan hasil penelitian dosis
terbaik ekstrak etanol 96% bekatul yang mampu menurunkan kadar glukosa darah
dan kadar MDA adalah dosis400 mg/Kg BB.
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ABSTRACT

Fuadah, N. 2018. “The Effect of Ethanol Extract Therapy is 96% Bran (Rice
bran) of Blood Glucose Levels and MDA (Malondialdehyde)
On The Liver of Mice (Mus musculus) Diabetes
Mellitus”.Supervisor I: Diana Candra Dewi M,Si; Supervisor I1:
Ahmad GhanaimFasya, M.Si; Consultant : Akyunul Jannah,
S.Si, M.P.

Keyword: Bran,maseration, blood glucose levels, MDA, aloksan.

Bran is a product of rice plants containing antioxidants. These antioxidants
are able to neutralize free radicals by means of pancreatic beta cells to protect
against an increase in Reactive Oxygen Species (ROS) in the condition of
hyperglycemia. Reactive Oxigen Species (ROS) can cause oxidative stress,
indicated by increasing the levels of MDA (Malondyaldehide) in the body. The
purpose of this research is to know the influence of ethanol 96% bran extract in
lowering blood glucose levels and MDA on the hearts of mice induced with a
dose of aloksan 5, 04mg/20 g BB. The research was done on invivo. Ethanol
extracts of bran using the method of maceration. Next 96% ethanol extracts of
bran would be therapy on mice for 14 days. Variations in the doses used 9.8
mg/20 g BB, 11.2 mg/20 g BB and 14 mg/20. Measurement of blood glucose
levels is done by using the enzimatis method of the glucometer DR on 1%,4™, g™
and 15"day. Measurement of the levels of MDA using method of TBARS
(thiobarbituric acid-reactive Test substance). Based on the results of the research
of the best dose of ethanol 96% bran extract that is capable of lowering blood
glucose levels and the levels of MDA is a dose of 400 mg/Kg.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 LatarBelakang

Diabetes mellitus merupakan salah satu penyaki tdegeneratif yang bersifa
tkronis. Penyakit diabetes mellitus ditandai dengan adanya gangguan metabolism
karbohidrat, lemak dan protein yang dihubungkan dengan defisiensi fungsi atau
sekresi insulin, serta adanya peningkatan kadar glukosa darah di dalam tubuh
(hiperglikemia) (Christian, 2013). Peningkatan kadar glukosa dalam darah mampu
menginduksi terbentuknya radikal bebas atau Reactive Oxigen Species (ROS)
(Lenywati, 2001), sehingga menyebabkan kerusakan jaringan pada sel terutama
pada sel B pankreas. Kerusakan sel § pankreas akan menurunkan produksi insulin
sehingga akan mengalami hiperglikemia kronis. Kondisi hiperglikemia Kkronis
akan menyebabkan stress oksidatif (Adji, 2008).

Stress oksidatif merupakan salah satukomponen kerusakan jaringan pada
manusia atau peristiwa radikal bebas yang muncul melalui reaksi biokimia dan
akan merusak membran sel sehingga menyebabkan gangguan fungsi dalam tubuh,
khususnya saraf dan pembuluh darah. Hal tersebut ditunjukkan dengan
meningkatnya kadar MDA (Malondialdehyde) pada jaringan. Malondialdehyde
(MDA) merupakan metabolit hasil peroksidasi lipid oleh radikal bebas (Asni dkk,
2009). MDA terbentuk dari lipid peroxidation pada membran sel yaitu reaksi
radikal bebas dengan poly unsaturated fatty acid (PUFA). Peningkatan MDA
menunjukkan meningkatnya radikal bebas dalam tubuh yang tidak sebanding
dengan jumlah antioksidan yang terdapat dalam tubuh sehingga akan berpotensi

terjadinya komplikasi baik mikrovaskuler maupun makrovaskuler (Marjani,



2010). Penelitian Fajarini (2015) menunjukkan bahwa adanya peningkatan kadar
MDA pada plasma darah mencit kelompok normal sebesar 28,37 UM dan mencit
kelompok positif yang diinduksi aloksan 81,42 uM. Selain itu menurut (Rahayu,
2015) stress oksidatif mampu meningkatkan kadar MDA pada organ hati tikus
normal sebesar 6,359 pg/mL dan pada tikus diabetes mellitus 10,641 pg/mL.
Diabetes mellitus menyebabkan rusaknya pembuluh darah, saraf dan
struktur internal serta peningkatan kadar MDA di dalam tubuh (Badawi, 2009).
Oleh karena itu, perlu adanya obat untuk menanganinya. Selama ini obat yang
digunakan adalah obat oral seperti akarbose dan meglitol yang secara kompetitif
dapat mengurangi peningkatan kadar glukosa darah (Dipiro, et al., 2005). Namun,
penggunaan obat tersebut dipandang kurang efektif dan memiliki efek samping
serta membutuhkan biaya yang cukup mahal. Adanya faktor tersebut, memicu
para ilmuwan untuk mengembangkan penemuan sumber obat alternatif baru yang
lebih aman, efektif, efisien dan dapat dijangkau oleh masyarakat serta tidak
membutuhkan biaya yang mahal, diantaranya tanaman herbal seperti pare, buah
merah, daun sirsak, bekatul beras padi dan lain-lain. Seperti halnya firman Allah

SWT dalam Al Qur’an surat As Syu’ara ayat 80 :

“dan apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku

Berdasarkan tafsir Ibnu Katsir, ayat diatas menerangkan bahwasegala
penyakit merupakan pemberian Allah SWT dan tidak ada yang mampu

menyembuhkan selainNya. Oleh karena itu, manusia hanya bisa berusaha dengan



berbagaimacam sarana pengobatan apapun yang menjadi sebab kesembuhan
untuk penyakitnya. Usaha pengobatan tersebut salah satunya dengan
memanfaatkan sumber daya alam ciptaanNya. Karena jika Allah SWT telah
berkehendak tidak ada sesuatu yang mustahil.

Segala sesuatu yang terdapat di bumi ini tentunya terdapat berbagai macam
bahan yang mengandung senyawa aktif sebagai antidiabes yang belum ditemukan
dan dikaji oleh para ilmuwan. Semua yang diciptakan Allah SWT tidak ada yang
sia-sia. Sehingga manusia diciptakan untuk selalu merenungi dan berfikir
bagaimana cara memanfaatkan ciptaan Allah SWT di langit dan di bumi. Seperti

Firman Allah SWT dalam QS. Shaad ayat 27:
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“Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara
keduanya tanpa hikmah. yang demikian itu adalah anggapan orang-orang
kafir, Maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk
neraka”.

Ayat tersebut menjelaskan bahwa semua yang diciptakan Allah SWT di
alam semesta baik yang kecil ataupun besar semuanya bermanfaat dan tidak ada
yang sia-sia. Namun dengan ayat tersebut manusia tidak dibenarkan untuk hanya
menikmatinya. Oleh sebab itu, manusia diperintah untuk berfikir dan merenungi
segala yang diciptakanNya untuk menambah rasa syukur dan kecintaan padaNya
serta menambah dan mengembangkan ilmu pengetahuan yang dimiliki sehingga

dapat bermanfaat dan diterapkan dalam kehidupan sehari-hari sebagai salah satu

solusi untuk menyelesaikan permasalahan (Shihab, 2002).



Bekatul merupakan salah satu contoh dari ayat tersebut, bekatul
merupakan bahan sisa dari proses penggilingan padi yang selama ini hanya
dimanfaatkan sebagai pakan ternak. Bekatul mengandung komponen kimia yang
terdiri dari protein 12,0-15,6%, lemak 15,0-19,7%, karbohidrat 34,1-52,3%, abu
6,6-9,9% dan serat kasar 7,0-11,4% (Luh, 1991). Selain itu, bekatul mengandung
komponen bioaktif atau senyawa fitokimia yang tinggi seperti tokoferol,
tokotrienol, orizanol (Chen dan Bergman, 2005), antioksidan fenolik serta B-
karotein  (Chanphrom, 2007), dan antosianin (bekatul beras hitam dan ketan
hitam) (Yawadioet al, 2007). Vitamin E dan y-orizanol pada bekatul diketahui
memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi (Slavin, 2004).

Bekatul mengandung antioksidan fenolik dengan total fenolik 5,45 mg/100 g
bekatul dan aktivitas antioksidan 743,51 mg/100 g bekatul serta mampu
meningkatkan kadar protein. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Suhery
(2016) bekatul mampu menghasilkan antioksidan dengan nilai % inhibisi sebesar
95,09% (FI). Bekatul mampu menurunkan kadar glukosa darah karena
mengandung antioksidan yang dapat menetralisir radikal bebas (Kosasihet al,
2014). Penggunaan antioksidan akan dapat mengurangi stress oksidatif dan
membantu menurunkan kadar MDA pada penderita diabetes mellitus, sehingga
antioksidan mampu mencegah peningkatan glukosa darah (Rahayu et al., 2010).
Kandungan antioksidan yang terdapat dalam tubuh akan bereaksi dengan
peroksidasi aktif, sehingga dapat mencegah bereaksinya peroksidasi aktif dengan
ikatan rangkap lemak. Hal ini akan menghambat pembentukan radikal bebas dan
terjadinya peroksidasi lipid, sehingga kadar MDA mengalami penurunan

(Winarsi, 2010).



Dwinani (2010) telah membuktikan bahwa penelitian ekstrak etanol 96%
bekatul beras hitam dengan dosis 200 mg/Kg BB mampu menurunkan kadar
glukosa darah rata-rata sebesar 130,50 + 31,86 mg/dL. Hal ini kemungkinan di
dalam ekstrak etanol 96% bekatul memiliki kandungan antioksidan. Senyawa
antioksidan mampu untuk meningkatkan sekresi insulin (Jayaprakarsam et al.,
2005) dan melindungi sel B pankreas terhadap peningkatan Reactive Oxygen
Species (ROS) (Modaket al., 2007) pada kondisi hiperglikemia (Hong et al.,
2009) serta mengurangi stress oksidatif pada penderita diabetes.

Metode yang digunakan adalah metode maserasi dengan proses perendaman
tanpa adanya pemanasan sehingga dapat mencegah terdegradasinya antioksidan
dan senyawa aktif lainnya dalam bekatul. Maserasi menggunakan prinsip like
dissolve like, zat yang bersifat polar akan larut dalam pelarut polar dan zat yang
bersifat non polar akan larut dalam pelarut non polar. Perendaman sampel dalam
pelarut akan menyebabkan terjadinya pemecahan dinding dan membran sel akibat
perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada
dalam sitoplasma akan terlarut ke dalam pelarut (Khopkar, 2008).

Ekstraksi bekatul menggunakan pelarut etanol, bekatul yang diekstraksi
dengan etanol mampu menghasilkan kandungan antioksidan yang tinggi.
Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, etanol mampu mengekstrak senyawa
antioksidan yang lebih besar dibandingkan metanol, selain itu penggunaan etanol
dapat menghindari adanya toksisitas metanol (Vanini, et al., 2009). Berdasarkan
penelitian Syafitri (2016), ekstrak bekatul menggunakan fraksi etanol memiliki
nilai aktivitas tertinggi dibandingkan dengan fraksi pelarut lainnya. Aktivitas

antioksidan dinyatakan dalam IC sebesar 29,27 pg/mL.



Etanol yang digunakan dalam proses maserasi pada penelitian ini
menggunakan konsentrasi 96%. Hal ini dikarenakan etanol 96% memiliki sifat
yang mampu melarutkan semua senyawa aktif yang terkandung di dalam sampel,
baik yang bersifat polar, non polar maupun semi polar (Arifin et al., 2006). Selain
itu, berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Widarta (2013) ekstrak etanol
96% bekatul mampu menghasilkan aktivitas antioksidan 88,75%. Hal tersebut
disebabkan polaritas komponen bioaktif yang terdapat di dalam bekatul yang
menghasilkan aktivitas antioksidan memiliki polaritas yang mirip dengan polaritas
etanol 96%.

Penelitian in vivo, dilakukan dengan hewan uji mencit. Hal ini dikarenakan
mencit mempunyai kemampuan metabolik yang relatif cepat, sehingga lebih
sensitif bila digunakan dalam penelitian yang berhubungan dengan metabolik
tubuh seperti diabetes mellitus (Kramdkk, 2001). Agen diabetes mellitus yang
digunakan adalah aloksan yang merupakan substrat secara struktural adalah
derivat pirimidin sederhana (Nugroho, 2004). Induksi aloksan akan menyebabkan
peningkatan radikal bebas sehingga menyebabkan kerusakan sel, terutama sel
pankreas. Aloksan mampu menghambat produksi insulin, sehingga akan
menyebabkan peningkatan kadar glukosa darah atau hiperglikemia (Dewi, 2013).

Berdasarkan latar belakang diatas, maka pada penelitian ini akan diuji
kemampuan ekstrak etanol 96% bekatul terhadap penurunan kadar glukosa darah
dan kadar MDA pada hati mencit diabetes mellitus. Sebagai agen diabetes
mellitus, digunakan mencit yang mengalami hiperglikemia akibat adanya induksi

aloksan.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, dapat diambil rumusan masalah sebagai
berikut:
1. Bagaimana pengaruh terapi ekstrak etanol 96% bekatul terhadap kadar
glukosa darah mencitdiabetes mellitus?
2. Bagaimana pengaruh terapi ekstrak etanol 96% bekatul terhadap kadar

MDA (Malondialdehyde) pada organ pankres mencit diabetes mellitus?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah diatas, tujuan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh terapi ekstrak etanol 96% bekatul terhadap kadar
glukosa darah mencitdiabetes mellitus.
2. Mengetahui pengaruh terapi ekstrak etanol 96% bekatulterhadap kadar

MDA (Malondialdehyde) pada organ hati mencitdiabetes mellitus.

1.4 Batasan masalah
1. Bekatul yang digunakan merupakan bekatul dari proses penggilingan dari
beras putih yang berasal dari Kabupaten Gresik.
2. Mencit yang digunakan adalah mencit jenis Mus musculus jantan putih.
3. Variasi dosis terapi ekstrak etanol bekatul adalah 350mg/Kg BB, 400
mg/Kg BB dan 500 mg/Kg BB.
4. Pengkuran kadar glukosa darah menggunakan metode enzimatis

menggunakan alat glucometer GllucoDr™.



5.

Agen diabetes yang digunakan adalah aloksan dengan dosis 200 mg/Kg

BB mencit.

1.5 Manfaat Penelitian

1.

Memberikan informasi tentang potensi ekstrak etanol 96% bekatul
memiliki kemampuan dalam pengolahan penyakit diabetes mellitus.

Memberi informasi bahwa dosis optimum pemberian ekstrak etanol 96%
bekatul mampu menurunkan kadar glukosa darah dan kadar MDA pada

hati mencit diabetes mellitus.

1.6 Hipotesis

1.

Ho : Terapi ekstrak etanol bekatul 96% tidak berpengaruh terhadap kadar
glukosa darah mencit diabetes mellitus.

H; : Terapi ekstrak etanol 96% bekatul berpengaruh terhadap kadar
glukosa darah mencit diabetes mellitus.

Ho : Terapi ekstrak etanol 96% bekatul tidak berpengaruh terhadap kadar
MDA (Malondialdehyde) pada organ hati mencit yang diinduksi aloksan.
H; : Terapi ekstrak etanol 96% bekatul berpengaruh terhadap kadar
terhadap kadar MDA (Malondialdehyde) pada organ hati mencit yang

diinduksi aloksan.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Bekatul Perspektif Islam

Indonesia sangat kaya dengan berbagai spesies flora, dari 40 ribu jenis flora
yang tumbuh di dunia, 30 ribu diantaranya tumbuh di Indonesia. Kekayaan
tersebut merupakan suatu anugerah besar yang diberikan Allah SWT kepada
manusia. Islam mengajarkan kita untuk senantiasa memanfaatkan ciptaan Allah
SWT dengan cara yang benar. Tumbuhan-tumbuhan maupun hewan yang
beraneka ragam dapat dimanfaatkan dalam banyak hal. Sebagaimana dalam Al

Qur’an surat Ar Rahman ayat 12:

=) 2~ 2

Y e s S
7\;}0[.4’} jg:j-\a.x.“j.)g;;-\)

)

'

“Dan biji-bijian yang berkulit dan bunga-bunga yang harum baunya

Ayat di atas menerangkan bahwasanya Allah SWT menciptakan tumbuhan
yang merekah dan muncullah biji-bijian yang mempunyai bulir dan daun-daunan
yang melilit pada batangnya. Biji-bijian tersebut seperti halnya padi, yang akan
menghasilkan bekatul sebagai hasil samping dari proses penggilingannya. Semua
diciptakan Allah SWT atas kuasaNya dan tanpa sia-sia. Hanyalah orang-orang
yang berpikir yang mampu mencari cara pemanfaatan semua ciptaan Allah SWT
tersebut.

Avyat tersebut secara tersirat menjelaskan tentang tumbuhan dan biji-bijian
yang harus dimanfaatkan sebaik-baiknya. Setiap hal yang diciptakan Allah SWT

untuk kemaslahatan umat manusia, diantaranya dapat dimanfaatkan sebagai
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sumber bahan pangan manusia dan dapat dipetik hasilnya untuk kebutuhan
manusia. Salah satu manfaat bijian-bijian tersebut adalah bekatul sebagai
antioksidan. Begitulah tanda-tanda kekuasaan Allah SWT, untuk mengingatkan

kepada makhlukNya agar selalu bersyukur dan mendekatkan diri kepadaNya.

2.2 Bekatul

Bekatul merupakan hasil samping dari pengolahan padi yang pada umumnya
digunakan sebagai pakan ternak. Penggilingan padi menghasilkan rendemen
berupa 20% sekam, 8% bekatul, 2% lembaga dan beras sosoh 70%. Pada
umumnya bekatul digunakan sebagai pakan ternak dan sangat jarang digunakan

sebagai bahan pokok produk makanan (BB Pascapanen, 2007).

‘ ‘ Hull

White Rice

Rice Bran

/ ¢ (between hull and white)
) .
~'7{L Rice Germ

Wl (]

Gambar 2.1 Bagian-bagian Biji Padi (Pascapanen, 2007)

Biji padi dipisahkan menjadi dua bagian yaitu beras dan sekam, proses
pemisahan menggunakan penyosohan. Proses penyosohan menggunakan dua
tahap, pertama menghasilkan dedak yang memiliki tekstur kasar karena masih
mengandung sekam. Kedua menghasilkan bekatul yang bertekstur lebih halus dan

tidak mengandung sekam (Auliana, 2011).
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Bekatul memiliki kandungan nutrisi diantaranya lemak, protein, serat,
mineral, vitamin dan komponen bioaktif. Bekatul juga memiliki banyak manfaat
dalam bidang kesehatan, yaitu sebagai antioksidan, dapat menurunkan kolesterol
dalam darah, penurunan LDL (low density lipoprotein), serta pencegahan penyakit
kanker, kardiovaskuler dan dapat menurunkan kadar glukosa dalam darah (Rana
et al, 2004; Kuriyan et al, 2005; Tazakori et al, 2007). Komponen kimia bekatul

secara lengkap dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi kimia bekatul

Komponen Jumlah
Protein (%) 12,0-15,6
Lemak (%) 15,0-19,7
Serat kasar (%) 7,0-11,4
Karbohidrat (%) 34,1-52,3
Abu (%) 6,6-9,9
Kalsium (mg/g) 0,3-1,2
Magnesium (mg/g) 5,0-13,0
Fosfor (mg/Q) 11,0-25,0
Silika (mg/g) 5,0-11,0
Seng (1g/g) 43,0-258,0
Thiamin/B1 (ug/g) 12,0-24,0
Riboflavin/B2 (ug/g) 1,8-4,0

Sumber : Luh (1991)

Bekatul mengandung vitamin B dari golongan tiamin, riboflavin, niasin dan
pirodoxin. Selain itu bekatul mengandung komponen bioaktif a, B, y, 6- tokoferol
dan tokotrienol, fraksi y- oryzanol dan senyawa fenolik. Tokoferol (vitamin E)
berperan sebagai antioksidan dengan mencegah kerusakan dinding sel sehingga
mampu mencegah hemolisis (kerapuhan) sel darah merah. Oryzanol
merupakan fraksi tidak tersabunkan dari minyak bekatul yang dapat membantu

sirkulasi darah dan memicu sekresi hormon insulin (Kahlon et al., 1994). Menurut
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penelitian yang dilakukan Adom K dan Liu R (2002), antioksidan bekatul berupa
oryzanol, tokoferol dan asam ferulat mampu menghambat kencing manis,
penyakit Alzheimer, mencegah penyakit jantung serta kanker. Bekatul juga
mengandung vitamin E yang secara umum disebut dengan tokoferol. Vitamin E
merupakan salah satu antioksidan yang kuat menangkal radikal bebas (Nursalim
dan Razzali, 2007).

Kandungan utama ekstrak etanol bekatul adalah senyawa bioaktif
antioksidan, fenolik, alkaloid, tanin, saponin, steroid dan flavonoid (Syafitri,
2016). Antioksidan merupakan zat yang digunakan untuk menetralisir radikal
bebas (Hadipernata, 2007) dengan cara melindungi sel beta pankreas terhadap
peningkatanReactive Oxygen Species (ROS) pada kondisi hiperglikemia. Ekstrak
etanol bekatul mampu menghasilkan aktivitas antioksidan yang tinggi sehingga

memiliki kemampuan untuk mengurangi stress oksidatif pada penderitadiabetes.

2.3 Ekstraksi Etanol Bekatul dengan Metode Maserasi

Ekstraksi merupakan metode pemisahan komponen berdasarkan perbedaan
kelarutannya terhadap dua cairan yang tidak saling larut. Prinsip dari ekstraksi
yaitu “like dissolve like” yaitu senyawa polar larut dalam pelarut polar sedangkan
senyawa non polar akan larut dalam pelarut non polar. Faktor-faktor yang
berpengaruh dalam ekstraksi yaitu suhu, jenis pelarut, lama ekstraksi, titik didih,
sifat toksik serta sifat korosif terhadap peralatan ekstraksi (Khopkar, 2008).

Metode maserasi merupakan metode penyarian simplisia secara sederhana
dengan menggunakan suatu pelarut pada suhu kamar dalam beberapa waktu

(Agoes, 2009). Penekanan pada maserasi yaitu adanya waktu kontak yang cukup
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antara sampel dengan pelarut (Guenther, 2006). Metode ekstraksi ini sangat cocok
digunakan, karena prosesnya mudah, menggunakan alat yang sederhanadan
menggunakan suhu kamar sehingga tidak merusak senyawa-senyawa aktif yang
terdapat di dalam sampel (Soebagio, 2003). Pemilihan pelarut dalam proses
maserasi akan memberikan efektivitas yang tinggi dengan memperhatikan
kelarutan senyawa bahan alam dengan pelarut yang akan digunakan (Khopkar,
2008).

Pelarut yang digunakan adalah etanol, karena ekstrak etanol mampu
menghasilkan antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut yang
lain seperti metanol dan n-heksana. Hal ini dibuktikan dengan penelitian Purwanto
(2014), ekstrak etanol bekatul yang diperoleh memiliki rendemen sebesar
17,431%. Etanol yang digunakan merupakan etanol 96%, berdasarkan penelitian
Kholifah (2014), etanol 96% mampu memisahkan senyawa-senyawa fitokimia
seperti flavonoid, saponin, polifenol dan tannin. Selain itu, polaritas komponen
bioaktif pada ekstrak bekatul beras putih yang memberikan aktivitas sebagai
antioksidan mirip dengan polaritas etanol 96%. Menurut Franco et al., (2008),
polaritas pelarut berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dari ekstrak yang
dihasilkan. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa ekstrak yang diperoleh dari
pelarut etanol menghasilkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan ekstrak dari pelarut air dan metanol, dimana polaritas pelarut etanol lebih
rendah dari metanol dan air.

Etanol merupakan pelarut polar yang dapat melarutkan bahan alam yang
bersifat polar dan dikenal sebagai pelarut universal. Menurut Sudarmadji (2003)

etanol dapat mengekstrak senyawa aktif yang lebih banyak dibandingkan jenis
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pelarut organik lainnya. Sedangkan menurut Hardiningtyas (2009), meskipun air
memiliki kepolaran yang lebih tinggi dan lebih aman digunakan, namun jarang
digunakan sebagai pelarut pengekstrak. Hal tersebut dikarenakan air memiliki
kelemahan yaitu menyebabkan reaksi fermentatif atau mengakibatkan perusakan
bahan aktif lebih cepat, pembekakan sel dan larutannya mudah terkontaminasi.
Selain itu berdasarkan penelitian yang dilakukan Dwinani (2010) ekstrak etanol
96% bekatul beras hitam menghasilkan rendemen 7,35%. Selain itu, berdasarkan
penelitian Widarta (2013) esktrak etanol 96% bekatul beras lokal menghasilkan

rendemen 4,61%.

2.4 Diabetes Mellitus
2.4.1 Definisi

Diabetes mellitus (DM) merupakan salah satu penyakit degeneratif akibat
gangguan metabolisme serta menurunnya fungsi atau struktur dari jaringan dan
organ tubuh. Pada diabetes mellitus terjadi gangguan keseimbangan antara
glukosa ke dalam sel, glukosa yang disimpan di hati, dan glukosa yang
dikeluarkan dari hati. Keadaan ini yang menyebabkan kadar glukosa darah
meningkat atau hiperglikemia. Menurut Depkes (2007), diabetes mellitus adalah
penyakit dengan kadar gula darah yang melebihi normal dan menunjukkan gejala
cepat lapar, cepat haus, serta sering buang air kecil terutama di malam hari.

Menurut WHO (1999) seperti dikutip dari Laporan Riskesdas 2007
(Balitbangkes, 2008), nilai rujukan untuk diabetes mellitus yaitu:

e Normal < 140 mg/dL

e Toleransi Glukosa Terganggu (TGT) 140 - <200 mg/dL
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e Diabetes Mellitus > 200 mg/dL
Nilai rujukan untuk diabetes mellitus lebih rinci dapat dilihat pada Tabel 2.2
berikut:

Tabel 2.2 Diagnosis Diabetes Mellitus

Glukosa darah puasa Glukosa darah postprandial

Kelompok
(mg/dL) (mmol/L)  (mg/dL) (mmol/L)
Normal <100 <5,6 <140 <78
Pradiabetes 100-125  5,6-6,9 140-199 7,8-11,1
Diabetes Mellitus > 126 >17,0 >200 >11.1

Sumber: DiPiro dkk (2005) Keterangan: Postprandial adalah pemeriksaan yang dilakukan 2 jam
setelah makan

2.4.2 Klasifikasi

Berdasarkan etiologinya, diabetes mellitus dapat dibedakan menjadi 4
diantaranya yaitu, diabetes mellitus tipe 1 diabetes mellitus tipe 2, diabetes
mellitus tipe lain dan diabetes mellitus gestasional. Klasifikasi masing-masing tipe

diabetes mellitus dapat dilihat pada Tabel 2.3.
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Tabel 2.3 Klasifikasi Diabetes Mellitus

Diabetes

No Mellitus Keterangan

1 Tipe 1 Disebabkan gangguan produksi insulin akibat penyakit
autoimun. Pasien mutlak membutuhkan insulin

9 Tipe 2 Terjadinya resistensi insulin, sehingga cukup ditangani
dengan diet dan antidiabetik oral
Diabetes yang terjadi akibat adanya infeksi obat atau

3 Tipe Lain !

P zat kimia, penyakit eksokrin pankreas dan
endokrinopati
i Muncul pada masa kehamilan, bersifat sementara,
4 Gestasional

merupakan faktor resiko untuk diabetes mellitus tipe 2

Sumber: Departemen Kesehatan RI (2005)

2.4.3 Patofisiologi

Diabetes mellitus tipe-1 disebabkan adanya destruksi sel B pulau
Langerhans, yang diakibatkan oleh proses autoimun. Secara patologi terlihat
adanya peradangan pankreas atau insulitis. Penyebab adanya autoimun
kemungkinan adalah terdapat agen lingkungan yang secara antigenis mengubah
sel-sel pankreas sehingga menstimulasi pembentukan antibodi yang akan
mengganggu produksi insulin. Insulitis bisa disebabkan karena adanya virus
seperti virus cocksakie, rubella, herpes dan lainnya (Corwin, 2008).

Pada diabetes mellitus tipe-2, tingginya kadar glukosa disebabkan oleh
insensitivitas seluler terhadap insulin dan lebih bersifat genetik. Selain itu, juga
disebabkan oleh sekresi insulin dan resistensi terhadap kerja insulin karena
kurangnya reseptor insulin pada organ target sehingga terjadi defek relatif
pankreas untuk mensekresi insulin. Pada penderita yang obesitas, kelainan
primernya adalah resistensi insulin di jaringan perifer seperti otot dan lemak

sehingga terjadi peningkatan kebutuhan insulin. Sedangkan pada penderita yang
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non obesitas, kelainan perifernya berupa kerusakan sel beta dan kelainan

sekundernya di jaringan perifer (Garnita, 2002).

2.5 MDA (Malondialdehyde)

Diabetes mellitus merupakan salah satu penyakit kronis akibat adanya
gangguan produksi insulin. Insulin merupakan hormon yang mengatur glukosa
dalam darah. Gangguan produksi insulin ini disertai timbulnya berbagai gangguan
dan kerusakan jaringan pada organ tubuh terutama pankreas yang ditandai dengan
adanya peningkatan kadar glukosa dalam darah (hiperglikemia). Kondisi
hiperglikemia menyebabkan adanya produksi radikal bebas yang berlebihan ROS
(Reactive Oxygen Species)yang akan memicu adanya stress oksidatif (Adji, 2008).
Stress oksidatif merupakan keadaan dimana terjadi ketidakseimbangan antara
proses oksidasi oleh radikal bebas dan proses penetralan oleh antioksidan dalam
tubuh. Stress oksidatif akan menyebabkan kerusakan sel [ pankreas yang
diperantarai mekanisme cellular mediated autoimmune yang disertai dengan
peningkatan hasil peroksidasi lipid (Purnomo, 2002).

Malondialdehid (MDA) merupakan salah satu senyawa hasil dari reaksi
peroksidasi lipid yang digunakan sebagai marker atau pertanda terjadinya stress
oksidatif. Pada keadaan stress oksidatif tinggi terjadi peningkatan kadar MDA
secara signifikan, apabila keadaan stress oksidatif teratasi maka kadar MDA akan
menurun. Sehingga pada keadaan hiperglikemia kadar MDA di dalam tubuh akan
meningkat (Papas, 1999). Hal ini dibuktikan dengan adanya peningkatan kadar
MDA pada mencit diabetes mellitus dari kadar MDA normal pada penelitian

Kadri (2010), seperti pada Tabel 2.3 berikut.
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Tabel 2.4 Kadar MDA pada serum darah mencit diabetes mellitus

No Kelompok Kadar MDA Serum
(nmol/ml)

1. KN (K-1) 0,99

2. KN (K-2) 0,93

3. KN (K-3) 0,80

4, KP (K+1) 1,25

5. KP (K+2) 1,16

6. KP (K+3) 1,36

7. KP (P1) 0,98

8. KP (P2) 0,93

9. KP (P3) \

Keterangan:

(K-) : Kelompok kontrol normal, mencit tidak diinduksi aloksan dan tidak diberi buah merah,
hanya diberi makan dan minum.

(K+) : Kontrol positif, mencit diinduksi aloksan secara intraperitoneal dengan dosis 150 mg/
kd BB dan tidak diberi buah merah.

(KP) : Kontrol perlakuan, mencit diinduksi aloksan secara intraperitoneal dengan dosis 150
mg/ kg BB dan diberi minyak buah merah secara oral dengan dosis 0,6 ml/kgBB.

Berdasarkan Tabel 2.4 diatas, mencit dengan kontrol positif akibat adanya
induksi aloksan memiliki kadar MDA yang lebih tinggi dibandingkan dengan
mencit dalam keadaan normal. Tingginya kadar MDA pada kelompok kontrol
positif tersebut, disebabkan karena adanya hiperglikemia pada diabetes melitus
menyebabkan pembentukan radikal bebas. Hiperglikemia meningkatkan produksi
radikal bebas, sehingga terjadi pembentukan senyawa oksigen reaktif yang dapat
meningkatkan modifikasi lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan. Hal
tersebut akan mengakibatkan ketidakseimbangan antara antioksidan protektif
(pertahanan antioksidan) dan peningkatan produksi radikal bebas sehingga terjadi
stres oksidatif. Dampak negatif pada membran sel akan terjadi peroksidasi
lipid. Akibat akhir dari rantai reaksi ini adalah terputusnya rantai asam lemak

menjadi berbagai senyawa yang toksik terhadap sel yaitu MDA (Malondialdehid).
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MDA terbentuk dari lipid peroxidation pada membran sel yaitu reaksi
radikal bebas dengan poly unsaturated fatty acid (PUFA). Peningkatan MDA
menunjukkan meningkatnya radikal bebas dalam tubuh yang berpotensi besar
terjadinya komplikasi baik mikrovaskuler maupun
makrovaskuler.Malondialdehida (MDA) merupakan produk hasil peroksidasi lipid
dalam tubuh dan terdapat dalam bentuk bebas atau terkompleks dengan jaringan
di dalam tubuh. Reaksi ionisasi senyawa senyawa radikal bebas juga dapat
membentuk MDA dan MDA juga merupakan produk samping biosintesis
prostaglandin (Bird dan Drapper, 1984). Senyawa senyawa aldehida dan keton
seperti hidroksialkenal dan tentunya MDA terbentuk dari adanya reaksi molekul
lemak dengan asam lemak tak jenuh yang karbon metilennya telah teroksidasi,
senyawa-senyawa ini bersifat toksik terhadap sel. Konsentrasi MDA dalam
material biologi telah digunakan secara luas sebagai indikator dan kerusakan
oksidatif pada lemak tak jenuh sekaligus merupakan indikator keberadaan radikal
bebas. Rantai asam lemak tak jenuh jamak pada lapisan fosfolipid membran
diserang oleh radikal hidroksil menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid (Zakaria,

1996).



20

y Oy 00°*
H [ ]

H _-i /\)\/\ 1 /\/\)\.
RWR. R XN & R R

Lemak tak jenuh INSIASI Lipid radikal PROPAGASI Radikal Peroksil

, K

\
e ipid Hi ida R
Lipid Hidroperoksida

[ ]
R \
H TERMINASI

OH
4-hidroksi-2-alkena

lipid
lipid radikal

2-alkena

H)]\/“\H

Malondialdehid

Gambar 2.2 Mekanisme pembentukan MDA (Burcham, 1998 dalam Rahayu,
2015)

Proses peroksidasi dimulai dengan terbentuknya carbon centered
radicalpada lapisan fosfolipid dan selanjutnya bereaksi dengan oksigen
membentuk radikal bebas baru yaitu radikal bebas peroksil. Radikal peroksil
cukup reaktif untuk menyerang asam lemak di sekitarnya sehingga dapat
terbentuk lipid hidroperoksida dan carbon centered radikalyang baru. Cukup
dengan satu radikal hidroksil untuk merusak ratusan asam lemak tak jenuh jamak.
Penimbunan hidroperoksida lipid pada membran akan menyebabkan gangguan
pada fungsi sel dan sel menjadi runtuh. Hidroperoksida lipid kemudian dapat
berubah menjadi senyawa toksik yaitu aldehid, MDA, dan hidroksi nonenal
seperti pada Gambar 2.2 (Winarsi, 2010).

Kadar MDA dapat diukur pada organ, jaringan maupun urin (Zainuri dan

Wanandi, 2012). Pengukuran kadar MDA dapat dilakukan melalui tes
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thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS). Metode ini didasarakan pada
reaksi yang terjadi antara thiobarbiturat dan MDA yang akan membentuk
komplek TBA-MDA yang berwarna merah mudapada kondisi asam. Pada metode
ini juga terdapat penambahan reagen TCA yang berfungsi sebagai agen presipitasi
yakni ion negatif dari TCA akan bergabung dengan protein sebagai kation (pH
larutan dalam kondisi asam hingga pH isoelektrik protein) hingga membentuk
garam protein. Beberapa garam yang dihasilkan tersebut tidak larut, dengan
demikian protein akan terpisah dari larutan. Presipitasi protein dilakukan karena
kandungan protein akan mengganggu penetapan kadar peroksida lipid.
Pembentukan kompleks MDA-TBA yang berwarna merah muda akan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 532 nm. Jumlah MDA yang terdeteksi
menggambarkan banyaknya peroksidasi lipid yang terjadi (Jovanovic et al.,
2012).

TBARS merupakan parameter yang digunakan untuk pengukuran besarnya
kadar kerusakan lipidakibat adanya reaksi oksidasi. Metode ini merupakan metode
yang paling banyak digunakan untuk mengukur keberadaan radikal bebas dan
peroksidasi lipid. Metode ini memiliki kepekaan yang cukup tinggi, mudah
diaplikasikan untuk berbagai sampel pada berbagai tahap oksidasi lipid

(Nawar,1985).

2.6 Hewan Uji Mencit (Mus musculus)
Hewan uji yang digunakan didasarkan pada efek penyakit diabetes mellitus
pada manusia. Hewan uji yang biasa digunakan yaitu mencit, tikus dan kelinci.

Mencit jantan putih (Mus musculus) biasa digunakan sebagai hewan laboratorium
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karena merupakan hewan yangjinak, lemah, mudah dipelihara dalam jumlah
banyak, sifat anatomis dan fisiologisnya terkarakteristik dengan baik, serta
memiliki keselarasan pertumbuhan dengan kondisi manusia seperti pada Gambar
2.4. Selain itu, mencit sangat mudah menyesuaikan dengan perubahan yang dibuat
manusia (Ningrum dan Abdulghani, 2014). Adapun klasifikasinya adalah sebagai

berikut (Akbar, 2010):

Phylum : Chordata

Sub phylum : Vertebrata
Class : Mammalia
Ordo : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Mus

Species : Mus musculus

Menurut Priyambodo (2003) secara biologis memiliki ciri umum, yaitu
berupa rambut berwarna putih atau keabu-abuan dengan warna perut sedikit lebih
pucat. Mencit memiliki ketajaman dalam penglihatan. Selain itu hewan ini juga
memiliki kebiasaan mengerat (ordo rodentia), dan merupakan famili muridae,
dengan nama genus Mus serta memilki nama spesies Mus musculus. Diantara
spesies-spesies hewan lainnya, mencit merupakan hewan yang paling banyak
digunakan untuk tujuan penelitian medis (60-80%) karena lebih murah dan mudah
berkembang biak (Kusumawati, 2004). Berikut merupakan data biologi mencit

pada Tabel 2.5.
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Kriteria Jumlah
Berat badan (jantan) 20-40 gram
Lama hidup 1-3 tahun
Temperatur tubuh 36.5°C
Kebutuhan air Ad libtum
Kebutuhan makan 4-5 gr/hari
Pubertas 28-49 hari
Glukosa 62,8-176 mg/dL
Kolesterol 26,0-82,4 mg/dL
SGOT 23,2-48,4 1U/I
SGPT 2,10-23,8 1U/I

Sumber: Kusumawati, 2004

Mencit dipilih sebagai subyek eksperimental sebagai bentuk relevansi pada

manusia. Walaupun mencit mempunyai struktur fisik yang sangat berbeda dengan

manusia, tetapi mencit adalah hewan mamalia yang mempunyai beberapa ciri

fisiologi dan biokimia yang hampir menyerupai manusia terutama aspek dalam

metabolisme glukosa melalui perantaraan hormon insulin. Selain itu, mencit

memiliki jarak gestasi yang pendek untuk berkembang biak.

Gambar 2.3 Mencit Jantan Putih Mus musculus(Medero, 2008)

2.7Aloksan

2.7.1 Definisi dan Sifat Kimia

Aloksan adalah suatu substrat yang secara struktural adalah derivat pirimidin

sederhana. Nama aloksan diperoleh dari penggabungan kata allantoin dan
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oksalurea (asam oksalurik). Nama lain dari aloksan adalah 2,4,5,6-
tetraoxypirimidin; 2,4,5,6-primidinetetron; 1,3-Diazinan-2,4,5,6-tetron (IUPAC)
dan asam Mesoxalylurea 5-oxobarbiturat. Rumus kimia aloksan adalah
C4H2N204. Aloksan murni diperoleh dari oksidasi asam urat oleh asam nitrat.
Aloksan adalah senyawa kimia tidak stabil dan merupakan senyawa hidrofilik.

Waktu paruh aloksan pada pH 7,4 dan suhu 37°C adalah 1,5 menit (Anindhita,

2009).
O
O
HN
o)\ N 0
H
alloxan

Gambar 2.4 Struktur Kimia Aloksan (Anindhita, 2009)

Aloksan merupakan senyawa yang biasa digunakan sebagai agen diabetes
pada hewan percobaan. Pemberian aloksan merupakan cara untuk menghasilkan
kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada hewan percobaan. Pemberian
aloksan adalah suatu cara yang cepat, aloksan dapat digunakan secara intravena,
intraperitoneal, intramuskular dan subkutan. Aloksan bereaksi dengan merusak
substansi esensial di dalam sel beta pankreas sehingga menyebabkan
berkurangnya granula-granula pembawa insulin di dalam sel beta pankreas. Hal
ini mengakibatkan terganggunya metabolisme glukosa sehingga kadar glukosa

darah akan meningkat (Nugroho, 2006).
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2.7.2 Efek Aloksan terhadap Sel p Pankreas

Aloksan secara cepat dapat mencapai pankreas Yyang diawali
olehpengambilan yang cepat oleh sel BLangerhans. Pembentukan oksigen reaktif
merupakan faktor utama pada kerusakan sel tersebut (Gambar 2.5). Pembentukan
oksigenreaktif diawali dengan proses reduksi aloksan dalam sel BLangerhans.
Aloksan mempunyai aktivitas tinggi terhadap senyawa seluler yang mengandung
gugus SH, glutation tereduksi (GSH), sistein dan senyawa sulfhidril terikat
protein (misalnya SH-containing enzyme). Hasil dari proses reduksi aloksan
adalah asam dialurat, yang kemudian mengalami reoksidasimenjadi aloksan,

menentukan siklus redoks untuk membangkitkan radikal superoksida (Szkudelski,

2001).
SH HS- 5SS
GK, u KG;
Alloxan . Asam Dialurat
g HAS
02.- 02
e- @F
— 02 + 0y +2H" —>  1,0,+0,
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OH®
L » memperbesar influks Ca?* dari cairan ekstraseluler

> memperbesar mobilisasi Ca®* dari tempat penyimpanan intraseluler

|, membatasi pengeluaran Ca?* dari sitoplasma

Gambar 2.5 Mekanisme Induksi Aloksan dalam Sel p Pankreas Tikus
(Szkudelski, 2001)
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Reaksi antara aloksan dengan asam dialurat merupakan proses yang
diperantarai oleh radikal aloksan intermediet (HA ® ) dan pembentukan. Radikal
superoksida dapat membebaskan ion ferri dari ferinitin serta mereduksi menjadi
ion ferro. Selain itu, ion ferri juga dapat direduksi oleh radikal aloksan. Radikal
superoksida mengalami dismutasi menjadi hidrogen peroksida, berjalan spontan
dan kemungkinan dikatalisis oleh superoksida dismutase. Salah satu target dari
oksigen reaktif adalah DNA pulau Langerhans pankreas. Kerusakan DNA tersebut
menstimulasi poly ADP-ribosylation. Adanya ion ferro dan hidrogen peroksida
membentuk radikalhidroksi yang sangat reaktif melalui reaksi fenton (Szkudelski,
2001).

Faktor lain selain pembentukan oksigen reaktif adalah gangguan pada
homeostatis kalsium intraseluler. Aloksan dapat meningkatkan konsentrasi ion
kalsium bebas sitosolik pada sel pLangerhans pankreas. Efek tersebut diikuti oleh
beberapa kejadian influks kalsium dari cairan ekstraseluler, mobilisasi kalsium
dari simpanannya secara berlebihan, dan eliminasinya yang terbatas dari
sitoplasma. Pada kondisi tersebut, konsentrasi insulin meningkat sangat cepat, dan
secara signifikan mengakibatkan gangguan pada sensitivitas insulin perifer dalam
waktu singkat. Selain kedua faktor tersebut di atas, aloksan juga diduga berperan
dalam penghambatan glukokinase dalam proses metabolisme energi (Suharmiati,
2003 dalamAkrom, 2014). Kerusakan sel B pankreasakan menyebabkan insulin

tidak terbentuk, sehingga kadar glukosa darah akan meningkat (Yuriska, 2009).
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2.8 Hati

Hati adalah kelenjar terbesar yang ada di dalam tubuh manusia, yang terletak
di bagian atas dalam rongga abdomen sebelah kanan di bagian diafragma. hati
dilindungi oleh kerangka iga. Hati terbagi menjadi dua belahan utama, yaitu
bagian kanan dan kiri (Pearce, 2016). Pada kondisi hidup, hati berwarna tua,
karena merupakan tempat persediaan darah terbesar dan kaya akan nutrien dari
vena portal dan vena hepatika (Syaifuddin, 2009). Hati normal memiliki struktur
kenyal dan permukaan licin (Candrasoma, 2005). Hatimemiliki berat 1000-1500
gram, kurang lebih 25% dari berat badan orang dewasa serta merupakan pusat
metabolismetubuh yang memiliki fungsi sangat kompleks. Hati di bagi menjadi
empat lobus. Setiap lobus terbungkus oleh lapisantipis jaringan ikat yang
membentang ke dalam lobus itu sendiri dan membagi menjadiunit-unit yang lebih
kecil yang disebut lobulus.Lobus hati terbentuk dari sel parenkimal dan non-
parenkimal (Wahyuningsih dan Kusmiyati, 2017).

Fungsi hati bersangkutan dengan metabolisme tubuh, yaitu metabolisme
karbohidrat, lemak, protein, vitamin serta produksi energi. Hati juga merupakan
tempat pengaturan glukosa dalam darah, pembentukan asam lemak dan lipid serta
fosfolipid. Metabolisme protein serta pembentukan albumin dan globulin juga

terjadi di hati (Syaifuddin, 2009).
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Pancreas

Gambar 2.6 Anatomi dan Fisiologi Hati (Wahyuningsih dan Kusmiyati,
2017)

2.9 Radikal Bebas
Radikal bebas atau Reactive Oxigen Species (ROS) merupakan senyawa

kimia baik berupa atom ataupun molekul yang memiliki elektron tidak
berpasangan pada lapisan luarnya. Senyawa ini memiliki satu atau lebih elektron
bebas. Elektron yang tidak memiliki pasangan akan cenderung manarik elektron
lain, sehingga elektron tersebut akan dimiliki bersama oleh dua atom senyawa dan
terbentuk senyawa radikal bebas yang baru dan lebih reaktif.Elektron dalam
jumlah banyak tersebut mampu menyebabkan adanya stress oksidatif (Latifa,
2015). Stress oksidatif terjadi akibat adanya ketidakseimbangan antara antioksidan
dan radikal bebas yang ada di dalam tubuh, sehingga akan menyebabkan
kerusakan pada organ, jaringan ataupun pembuluh darah. Radikal menyebabkan
gangguan metabolit dan gangguan sel berupa gangguan fungsi DNA dan protein,
sehingga menyebabkan mutasi atau sitotoksik dan perubahan laju aktivitas enzim
(Kinanti, 2011).

Radikal bebas tersebut memiliki 2 sifat, yaitu :

1. Sangat reaktif karena akan cenderung menarik elektron dari senyawa yang

lain.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2. Memiliki kemampuan untuk merubah suatu senyawa kimia baik atom
ataupun molekul menjadi senyawa radikal bebas yang baru (Morello,
Shahidi, Ho, 2002).

Target utama radikal bebas yaitu protein, asam lemak tak jenuh, karbohidrat
dan lipoprotein serta unsur-unrus dalam DNA. Molekul target yang paling rentan
terhadap serangan radikal bebas adalah asam lemak tak jenuh. Sehingga radikal
bebas akan mampu merusak asam lemak tak jenuh pada membran sel yang
menyebabkan terjadinya reaksi antar radikal bebas dengan poly unsaturated fatty
acid (PUFA) yang akan terbentuk terbentuk dari lipid peroxidation. Lipid
peroxidation akan membentuk metabolit hasil peroksidasi lipid oleh radikal bebas

yang biasa disebut MDA (Malondialdehyde) (Sadeli, 2016).

2.10 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron atau reduktan. Senyawa
antioksidan mampun menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi dengan cara
mencegah terbentuknnya radikal. Antioksidan berfungsi mencegah tumbuhnya
radikal bebas di dalam tubuh, dengan cara menyumbangkan satu atau lebih
elektron kepada radikal bebas sehingga radikal bebas yang semula sangat reaktif
menjadi stabil (Hamid et al., 2010). Berdasarkan bentuknya antioksidan dibagi
menjadi dua, yaitu antioksidan sintesis dan antioksidan alami. Antioksidan
sintesis terbentuk dari reaksi kimia dan diproduksi untuk tujuan komersil seperti
BHA (butylated hydroxy anisole) dan BHT (butylated hydroxy toluene) (Juncan
dan Hodisan, 2011). Antioksidan alami banyak terdapat pada tanaman yang

terkandung pada daun, batang, akar, biji, dan buah. Senyawa yang sering
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ditemukan adalah fenol, karotenoid, tokoferol, flavonoid dan asam askorbat
(Cahyadi, 2006).

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi antioksidan endogen,
yaitu enzim-enzim yang bersifat antioksidan, seperti: Superoksida Dismutase
(SOD), katalase (Cat), dan glutathione peroksidase (Gpx), serta antioksidan
eksogen, vyaitu antioksidan yang didapat dari luar tubuh atau makanan.
Berbagai bahan alam banyak mengandung antioksidan dengan senyawa aktifnya,
antara lain vitamin C, vitamin E, pro vitamin A, organosulfur, a-tocopherol,
flavonoid, thymogquinone, statin, niasin, phycocyanin, dan lain-lain. Berbagai
bahan alam, baik yang sudah lama digunakan sebagai makanan sehari-hari
atau baru dikembangkan sebagai suplemen makanan, mengandung berbagai
antioksidan tersebut.Antioksidan diperlukan untuk mencegah stres oksidatif.
Antioksidan bersifat sangat mudah dioksidasi, sehingga radikal bebas akan
mengoksidasi antioksidan dan melindungi molekul lain dalam sel dari
kerusakan akibat oksidasi oleh radikal bebas atau oksigen reaktif (Dimitros,

2006).

2.11  Glukometer-test
Pengukuran kadar glukosa darah menggunakan alat glukometer dengan
metode enzimatik. Metode ini menggunakan enzim-enzim yang bekerja secara
spesifik pada glukosa, dimana strip uji mengandung enzim glukosa oksidase
yang akan bereaksi dengan glukosa dalam darah. Glukosa akan dioksidasi
dengan adanya enzim glukosa oksidase membentuk suatu asam glukonat dan

peroksida. Peroksida yang terbentuk bereaksi dengan ferrycyanide dalam
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darah untuk membentuk ferrocyanide. Kemudian ferrocyanide yang terbentuk
selanjutnya dioksidasi oleh elektroda pada glukometer dan menghasilkan arus
yang berbanding lurus dengan kadar glukosa dalam darah. Semakin banyak
glukosa dalam darah yang teroksidasi maka semakin banyak elektron yang
dihasilkan maka nilai yang terbaca di alat akan semakin tinggi atau besar (Aji,

2014).

2.12 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah alat yang digunakan untuk mengukur
energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan atau
diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang tertentu. Sinar ultraviolet (UV)
mempunyai panjang gelombang antara 200-400 nm, dan sinar tampak (visible)
mempunyai panjang gelombang 400-750 nm (Day, 1986).

Prinsip kerja alat ini yaitu cahaya yang berasal dari lampu deuterium
maupun wolfram yang bersifat polikromatis di teruskan melalui lensa menuju ke
monokromator pada spektrofotometer dan filter cahaya pada fotometer.
Monokromator kemudian akan mengubah cahaya polikromatis menjadi cahaya
monokromatis (tunggal). Berkas-berkas cahaya dengan panjang tertentu kemudian
akan dilewatkan pada sampel yang mengandung suatu zat dalam konsentrasi
tertentu. Oleh karena itu, terdapat cahaya yang diserap (diabsorbsi) dan ada pula
yang dilewatkan. Cahaya yang dilewatkan ini kemudian di terima oleh detektor.
Detektor kemudian akan menghitung cahaya yang diterima dan mengetahui

cahaya yang diserap oleh sampel. Cahaya vyang diserap sebanding
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dengankonsentrasi zat yang terkandung dalam sampel sehingga akan diketahui

konsentrasi zat dalam sampel secara kuantitatif (Dachriyanus, 2004).



BAB Il
METODE PENELITIAN
3.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2018 — Agustus 2018 di
Laboratorium Bioteknologi, Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia,
Laboratorium Fisiologi Hewan dan Laboratorium Kandang Hewan Coba Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana

Malik lbrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam ekstraksi etanol 96% bekatul adalah
Erlenmeyer 250 mL, shaker incubator, vaccum rotary evaporator, vaccum
Buchner, alat-alat gelas (Pyrex), timbangan analitik dan cawan porselen. Alat
yang digunakan untuk uji in vivo antara lain, jarum suntik (syringe), jarum sonde
(force feeding needle), kandang mencit, jarum, pinset, gunting dan sarung tangan.
Alat untuk uji glukosa darah yaitu gunting, Glucometer GllucoDr ™ dan glukosa
strip. Alat yang digunakan dalam uji penentuan kadar MDA antara lain sentrifuge,
vortex, inkubator, micro alu, eppendoft 1500 pL, micro pipet, cuvet dan

spektrofotometer UV-Vis.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan sebagai sampel yaitu bekatul beras putih. Bahan

untuk ekstraksi yaitu etanol 96% dan untuk uji in vivo adalah mencit Mus
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musculus jantan putih umur 2-3 bulan dengan berat £ 20 g yang diperoleh dari
peternak mencit di Laboratorium Biologi UIN Malang, pakan dan air minum
mencit, aloksan (alloxan monohydrate), NaCl 0.9%, alkohol dan gluko strip DR.
Bahan untuk penentuan kadar MDA vyaitu standar MDA dengan konsentrasi
16,125; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000; dan 2000 ng/mL, akuabides, TCA 5%,

TBA 1% dan HCI 1N.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari
satu faktor, yaitu hubungan antara ekstrak etanol bekatul yang diterapikan pada
mencit putih (Mus muculus) jantan terhadap kadar glukosa darah dan kadar MDA.
Pembuatan ekstrak etanol 96% bekatul menggunakan metode maserasi
(Puspitasari, 2010). Parameter yang digunakan yaitu kadar glukosa darah sewaktu

dan kadar MDA pada organ hati mencit.

Penelitian ini menggunakan penelitian eksperimental dengan metode pre and
post test control group design menggunakan 4 ulangan dengan skala percobaan
4x5=20. Pemilihan variasi dosis dikembangkan dari penelitian sebelumnya

(Dwinani, 2014) dengan melakukan peningkatan dosis sesuai Tabel 3.1.
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Tabel 3.1 Rancangan Variasi Dosis pada Perlakuan Eksperimen

Kode Jumlah mencit Perlakuan Dosis Ekstrak
Etanol Bekatul

KN 4 ekor Kelompok kontrol negatif
tanpa perlakuan yakni hanya
diberi makan dan minum

KP 4 ekor Kelompok kontrol positif
yaitu yang diinduksi aloksan
dengan pelarut NaCl 0,9 %
(0,2 mL/20 g BB) tanpa
diterapi

KT, 4 ekor Kelompok mencit diabetes 350 mg/Kg BB
mellitus  yang diterapi
ekstrak etanol 96% bekatul

KT, 4ekor Kelompok mencit diabetes 400 mg/Kg BB
mellitus  yang  diterapi
ekstrak etanol 96% bekatul

KTs 4 ekor Kelompok mencit diabetes 500 mg/Kg BB
mellitus  yang  diterapi
ekstrak etanol 96% bekatul

Uji kadar glukosa darah diambil melalui vena ekor, pengukuran kadar glukosa
darah pada hari ke-0, ke-1, ke-4, ke-8 dan ke-15. Pengkuran hari ke-0 dilakukan
sebelum mencit diinduksi agen diabetes. Mencit positif diabetes (ditandai dengan
kadar glukosa darah >200 mg/dL). Sebelum dilakukan terapi dengan ekstrak
etanol 96% bekatul, diukur kadar glukosa darah sebagai kadar glukosa darah hari
ke-1. Selanjutnya pada hari ke-15 dilakukan pembedahan organ hati untuk
pengukuran kadar MDA.. Selanjutnya data yang diperoleh diolah menggunakan uji
One Way ANOVA untuk mengetahui pengaruh perlakuan perbedaan rata-rata

kadar glukosa darah dan kadar MDA antar kelompok dengan a=0.05.
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3.4 Tahapan Penelitian

10.

e

12.

3.5

3.5.

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut :
Preparasi Sampel

Analisis Kadar Air

Ekstraksi Bekatul

Uji Aktivitas Antioksidan

Perlakuan Hewan Coba

Pembuatan Mencit Diabetes

Uji in vivo dengan Ekstrak Etanol Bekatul

Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Pembuatan Larutan CMC-Na 0,5%

Uji Kadar MDA (Malondialdehyde) Pada Hati Mencit

10.1 Pengambilan Organ Hati

10.2 Pembuatan Kurva Standar MDA

Analisis Kadar MDA Menggunakan Uji Thiobarbituric Acid (TBA)

Analisis Data

Pelaksanaan Penelitian
1 Preparasi Sampel

Sampel bekatul dikeringkan pada suhu 102 °C. Selanjutnya diayak dengan

ukuran sekitar 40 mesh. Bekatul hasil ayakan yang berukuran sekitar 40 mesh

merupakan sampel yang digunakan untuk penelitian.
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3.5.2 Analisis Kadar Air Metode Oven (AOAC, 1995)

Kadar air diukur menggunakan metode pengovenan karena kandungan
bahan volatil pada sampel cukup rendah dan sampel tidak terdegradasi pada suhu
100°C. Cawan kosong dikeringkan dalam oven pada suhu 105 °C selama 15 menit
kemudian didinginkan dalam desikator selama 5 menit atau sampai tidak panas
lagi. Cawan ditimbang dan dicatat beratnya. Lalu ditimbang sampel sebanyak 5
gram di dalam cawan tersebut. Dikeringkan sampel dalam oven sampai beratnya
konstan (perubahan berat tidak lebih dari 0.003 gram). Setelah itu didinginkan
cawan yang berisi sampel kering di dalam desikator. Ditimbang berat akhirnya.
Dihitung kadar air dengan persamaan sebagai berikut:

Kadar air = xy)
(x-a)

Keterangan: x = berat cawan dan sampel sebelum dikeringkan (g)
y = berat cawan dan sampel setelah dikeringkan (g)

a = berat cawan kosong (g)

3.5.3 Ekstraksi Bekatul (Puspitasari, 2010)

Proses pada ekstraksi bekatul yaitu ditimbang 40 gram bekatul, kemudian
direndam dalam 240 mL etanol 96% selama 24 jam dan ditutup rapat. Pada saat
proses perendaman dilakukan dengan pengocokan menggunakan shaker dengan
kecepatan 120 rpm. Hasil rendaman yang diperoleh disaring menggunakan
vaccum Buchner. Filtrat yang terbentuk disimpan dan ampasnya dimaserasi
menggunakan etanol 96% sebanyak 2 kali. Semua filtrat yang terkumpul diuapkan
menggunakan vaccum rotary evaporator pada suhu 60 °C sehingga akan

diperoleh ekstrak kental etanol bekatul.
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3.5.4 Persiapan Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit jantan putih umur 2-3
bulan dengan berat 20 gram. Kondisi mencit dalam keadaan sehat ditandai
dengan gerakan yang aktif. Sebelum perlakuan, mencit diaklimitasi terlebih
dahulu di laboratorium selama satu minggu di dalam kandang yang diberi alas
serbuk kayu dan kawat besi sebagai penutupnya. Serbuk kayu diganti setiap 2 hari

sekali dan pemberian makan serta minum dilakukan setiap hari.

3.5.,5 Perlakuan Hewan Coba (Felicia, 2009)

Penelitian ini dilakukan dengan 5 kelompok perlakuan. Jumlah sampel
yang diperlukan adalah 4 sediaan mencit untuk setiap kelompok perlakuan
dihitung dengan rumus Federer:

Rumus Federer: (n-1) (t-1)> 15,
dengan t = Jumlah kelompok =5
n = Jumlah pengulangan tiap sampel

(n-1) (5-1)> 15

(n-1)4>15

4n —4 > 15 maka, n >4
Berdasarkan perhitungan diatas, jumlah sampel minimal yang dibutuhkan adalah
4 sediaan mencit. Sehingga jumlah seluruh sampel yang digunakan adalah 20 ekor
mencit. Semua mencit dipelihara dalam animal house Laboratorium Biologi UIN

Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.5.6 Pembuatan Larutan Aloksan (Ratimanjari, 2011)

Aloksan sebanyak 112 mg dilarutkan pada NaCl 0,9% sampai volumenya
5 mL, selanjutnya divortex hingga homogen. Volume yang diambil disesuaikan
dengan berat badan mencit (0,2 mL/20 gram BB) dengan dosis 200 mg/Kg BB
mencit. Pengujian kadar glukosa darah dilakukan dengan rentang waktu 3 hari

setelah injeksi aloksan.

3.5.7 Pembuatan Mencit Diabetes (Ratimanjari, 2011)

Kadar glukosa awal diukur menggunakan glukometer, disemprotkan alkohol
70% pada bagian abdomen mencit. Kadar normal glukosa darah antara 50-135
mg/dL (Johnson Delaney, 1996). Selanjutnya dicubit hingga terasa bagian
ototnya, kemudian diinjeksikan aloksan dengan dosis 200 mg/Kg BB. Diinkubasi
selama 3 hari. Kemudian mencit diabetes mellitus dipantau kadar glukosanya

selama 5 hari menggunakan glucometer.

3.5.8 Ujiin vivo dengan Terapi Ekstrak Etanol Bekatul

Mencit jantan sebanyak 20 ekor dibagi menjadi 5 kelompok. Pertama
mencit normal atau kontrol negatif tanpa adanya induksi aloksan, mencit yang
kedua sebagai positif diabetes tanpa adanya terapi atau kontrol positif. Selanjutnya
terapi mencit positif diabetes mellitus dengan ekstrak etanol 96% bekatul dengan
dosis 350 mg/Kg BB, 400 mg/Kg BB dan 500 mg/Kg, dengan cara ditimbang
ekstrak etanol 96% bekatul sesuai dosis, kemudian dilarutkan dalam larutan

CMC-Na 0,5%. Setelah itu, diambil 0,5 mL dan dimasukkan ke dalam mencit
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secara oral (sonde). Kemudian dilakukan terapi setiap hari selama 14 hari

berturut-turut.

3.5.9 Pengukuran Kadar Glukosa Darah (Nahari, 2015)

Pengukuran kadar glukosa darah menggunakan glucometer dilakukan
sebelum injeksi aloksan sebagai kadar glukosa awal (Ho) dan pada hari keempat
setelah injeksi aloksan sebagai data glukosa darah (H;) untuk memastikan bahwa
mencit telah mengalami diabetes mellitus. Cara pengukuran kadar glukosa darah
mencit yaitu mencit diletakkan pada sungkup sehingga tidak dapat bergerak.
Bagian dari ujung ekor mencit dipegang dan dibersihkan dengan kapas beralkohol
70%. Kemudian ujung ekor diurut dan dipotong menggunakan gunting. Darah
diambil dan diteteskan pada strip glukotest. Hasil pengukuran kadar glukosa darah

yang terbaca pada glucometer dan dicatat sebagai data.

3.5.10 Pembuatan Larutan CMC-Na 0,5%

Serbuk CMC-Na ditimbang sebanyak 0,5 g dengan neraca analitik,
dimasukkan dalam beaker glass 50 mL dan dilarutkan dengan akuades hangat
+25 mL (dilakukan pengadukan dengan spatula sampai larut sempurna).
Setelah larut seluruhnya, dimasukkan ke dalam labu takar 50 mL dan ditanda
bataskan sampai volume 50 mL dengan akuades. Sehingga didapatkan larutan

CMC-Na 0,5% sebanyak 50 mL.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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3.5.11 Uji Kadar MDA (Malondialdehyde) Pada Hati Mencit
3.5.11.1 Pengambilan Organ Hati (Risdiana, 2016)

Mencit dikorbankan terlebih dahulu dengan cara dislokasi leher, yaitu
dengan menggunakan benda tumpul yang ditekankan tepat dibelakang tulang
tengkorak mencit, selanjutnya badan mencit diangkat ke atas hingga memutus
saluran pernafasannya sehingga mati. Setelah mati, mencit diletakkan pada papan
fiksasi dan ditata pada posisi ventral diatas. Hati diambil dan dicuci dengan air
kemudian disimpan dalam wadah tertutup pada suhu dibawah -70 °C (diletakkan

dalam freezer untuk analisis selanjutnya).

3.5.11.2 Pembuatan Kurva Standar MDA (Risdiana, 2016)

Larutan standar MDA dengan konsentrasi 16,125; 31,25; 62,5; 125; 250;
500; 1000; dan 2000 ng/mL diambil masing-masing 100 pL, dimasukkan dalam
tabung mikrotube yang berbeda. Kemudian ditambahkan 550 pL akuades, 100 pL
TCA 5%, 250 uL HCI 1 N dan 100 uL. TBA 1 % pada masing-masing mikrotube.
Larutan campuran tersebut dihomogenkan dengan vortex. Mikrotube diinkubasi
dalam penangas air pada posisi mengapung dengan suhu 95 °C selama 15 menit.
Masing-masing mirotube disentrifuge dengan kecepatan 800 rpm selama 10
menit. Larutan standar didinginkan pada suhu ruang. Selanjutnya MDA dengan
konsentrasi 125 ng/mL diukur absorbansinya pada range panjang gelombang 500-
570 nm untuk menentukan panjang gelombang optimum MDA. Hasil panjang
gelombang tersebut, dapat dibuat kurva standar MDA dan didapatkan nilai

absorbansi. Selanjutnya dibuat persamaan regresi linear.
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3.5.12 Analisis Kadar MDA Menggunakan Uji Thiobarbituric Acid (TBA)

(Zainuri dan Wanandi, 2012)

Hati ditimbang sebanyak 100 mg kemudian digerus dalam eppendoft 1500
pL menggunakan micro alu. Selanjutnya ditambahkan akuades sebanyak 500 pL
dan divortex hingga homogen. Homogenat disentrifuge selama 10 menit hingga
terbentuk lapisan endapan. Selanjutnya lapisan cairan pada bagian atas diambil
sebanyak 100 puL dan dimasukkan kedalam eppendoft 2000 pL. Kemudian
ditambahkan 550 pg/mL akuades, 100 pL TCA 5%, 250 uL HC1 1 N dan 100 pL
TBA 1 %. Campuran tersebut selanjutnya dihomogenkan dengan vortex dan
diinkubasi dengan suhu 95 °C selama 15 menit hingga terbentuk warna. Masing-
masing mirotube disentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 10 menit
hingga terpisah antara endapan dan supernatannya, selanjutnya didinginkan dalam
suhu ruang. Kemudian sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum (532 nm) menggunakan spektrofotometri UV-Visible dan diplotkan

pada kurva standar yang telah dibuat untuk menghitung konsentrasi sampel.

3.5.13 Analisis Data

Data hasil pengamatan berupa kadar glukosa darah mencit dan kadar MDA
dianalisis menggunakan uji statistik Analysis of Variance (ANOVA) untuk
mengetahui pengaruh terapi ekstrak etanol bekatul terhadap kadar glukosa darah
dan kadar MDA hati mencit. Progam yang digunakan yaitu SPSS for Windows
Release 16.0 dengan tingkat signifikansi a<0,05. Apabila hasil ANOVA terdapat
perbedaan yang signifikan, maka dilanjutkan uji lanjut dengan o=0,05. Jenis uji

lanjut yang digunakan bergantung pada nilai koefisien keragaman (KK). Hanafiah
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(2010) menjelaskan bahwa apabila nilai KK besar (10% untuk data homogen dan
20% data heterogen), menggunakan uji lanjut. Apabila nilai KK sedang (5-10%
untuk data homogen dan 10-20% untuk data heterogen), maka menggunakan uji
lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT). Nilai KK kecil (maksimal 5% untuk data
homogen dan maksimal 10% untuk data heterogen), maka dilakukan uji lanjut

menggunakan Beda Nyata Jujur (BNJ).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian dengan judul “Pengaruh Terapi Ekstrak Etanol 96% Bekatul
(Rice bran) Terhadap Kadar Glukosa Darah Dan MDA (Malondialdehyde) Pada
Hati Mencit (Mus musculus) Diabetes Mellitus” ini dilakukan pada bulan Maret -
Agustus 2018 di Laboratorium Bioteknologi, Laboratorium Kimia Organik
Jurusan Kimia dan Laboratorium Fisiologi Hewan Jurusan Biologi Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
Tahapan pada penelitian ini meliputi preparasi sampel bekatul kemudian
dilanjutkan perhitungan kadar air, ekstraksi bekatul menggunakan pelarut etanol
96%, selanjutnya dilakukan uji antidiabetes yang meliputi penyiapan dan
pengkondisian hewan coba, perlakuan hewan coba, pembuatan mencit diabetes
dengan aloksan, dilanjutkan uji in vivo dengan ekstrak etanol 96% bekatul serta
pengukuran kadar glukosa darah mencit. Selanjutnya dilakukan pembedahan dan
pengambilan organ hati mencit. Setelah itu, dilakukan pengukuran kadar

malondialdehid dan analisis data.

4.1 Preparasi Sampel

Sampel bekatul beras putih (Rice bran) lokal diperoleh dari Kabupaten
Gresik. Sampel bekatul masih segar karena merupakan hasil gilingan padi yang
baru dipanen. Preparasi sampel dimulai dengan sampel bekatul dikeringkan pada
suhu 102 °C. Proses pengeringan ini bertujuan untuk mengurangi kandungan air di
dalam bekatul. Selain itu, dengan adanya pengeringan dapat mengurangi aktivitas

mikroba yang ada di dalam bekatul serta meminimalkan adanya perubahan fisik
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dan kimia (Lamhot, 2012). Selanjutnya diayak dengan ukuran sekitar >40 mesh.
Menurut Wuryani (2005), ukuran pori jenis bekatul untuk proses ekstraksi
maserasi adalah 40 mesh. Hal ini berfungsi untuk memperluas luas permukaan
sehingga dapat memaksimalkan interaksi antara sampel dengan pelarut serta dapat

meningkatkan kelarutan senyawa-senyawa aktif yang terdapat dalam sampel.

4.2 Analisis Kadar Air

Kadar air merupakan presentasi atau jumlah kandungan air yang terdapat
dalam suatu bahan dan dapat dinyatakan berdasarkan berat basah atau berdasarkan
berat kering. Penentuan kadar air berfungsi untuk mengetahui ketahanan suatu
bahan dalam penyimpanannya serta merupakan cara penanganan yang terbaik
bagi suatu bahan untuk menghindari pengaruh aktivitas mikroba serta perubahan
sifat fisik maupun sifat kimia bahan (Mokoginta, 2013). Prinsip pengukuran kadar
air yaitu dengan penguapan air yang terkandung dalam sampel dengan pemanasan
menggunakan oven pada suhu 100-105 °C yang dilakukan secara berulang sampai
diperoleh berat konstan. Pemanasan dipilih pada rentang suhu 100-105 °C, hal ini
bertujuan agar air dapat menguap dan kandungan senyawa aktif yang terdapat
dalam suatu bahan tidak mengalami kerusakan.

Pada penelitian ini, berdasarkan hasil perhitungan pada (Lampiran 4)
diperoleh kadar air bekatul kering sebesar 1,211%. Hal ini telah memenuhi
standar Farmakope Herbal Indonesia (Depkes, 2008), bahwa kadar air yang baik
untuk bahan pangan tidak lebih dari 10%. Kadar air merupakan salah satu
parameter yang dapat menentukan daya tahan produk dan aktivitas

mikroorganisme selama penyimpanan. Sehingga suatu bahan yang memiliki kadar
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air terlalu tinggi akan lebih mudah rusak karena sampel dapat menjadi media yang
kondusif bagi pertumbuhan mikroorganisme, sedangkan bahan dengan kadar air

yang relatif rendah akan lebih stabil dalam penyimpanan (Pardede, et al., 2013).

4.3 Ekstraksi Bekatul

Ekstraksi merupakan pemisahan zat ataupun senyawa aktif dari suatu
bahan tertentu dengan menggunakan pelarut yang selektif. Pada penelitian ini,
memisahkan senyawa aktif yang terkandung di dalam bekatul menggunakan
pelarut etanol 96%. Metode yang digunakan dalam ekstraksi ini adalah metode
maserasi. Maserasi merupakan suatu teknik pemisahan dengan adanya
perendaman suatu sampel menggunakan pelarut organik pada suhu kamar dengan
beberapa kali pengocokan. Metode maserasi merupakan metode yang sangat
mudah, aman untuk sampel bahan alam serta dengan biaya yang murah. Pada saat
proses perendaman, sampel bekatul akan mengalami pemecahan dinding sel atau
membran sel. Hal ini dikarenakan karena adanya perbedaan tekanan di dalam dan
di luar sel. Sehingga senyawa aktif yang terdapat di dalam bekatul akan terlarut ke
dalam pelarut organik (Lenny, 2006 dalam Veronita, 2017).

Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi adalah etanol 96%. Etanol
merupakan pelarut organik yang mampu melarutkan semua senyawa aktif yang
terkandung di dalam bekatul, baik yang bersifat polar, non polar maupun semi
polar (Arifin et al., 2006). Selain itu berdasarkan penelitian yang dilakukan
Kholifah (2014), etanol 96% mampu memisahkan senyawa-senyawa fitokimia
seperti flavonoid, saponin, polifenol dan tanin yang terdapat di dalam bekatul

beras putih. Penggunaan konsentrasi pelarut etanol 96% dikarenakan mampu
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memberikan hasil rendemen yang lebih besar. Hasil penelitian Widarta (2013),
membuktikan bahwa ekstraksi senyawa aktif pada bekatul beras merah
menggunakan etanol 96% mampu menghasilkan aktivitas antioksidan dan
senyawa fenolik yang tinggi.

Proses maserasi dilakukan dengan pengocokan menggunakan shaker
dengan kecepatan 120 rpm untuk memaksimalkan proses kelarutan. Menurut
Cannel (1998), pengadukan pada proses maserasi ditujukan untuk meningkatkan
efisiensi supaya kejenuhan pelarut terjadi lebih cepat dan ekstrak yang diperoleh
lebih homogen. Hasil maserasi selanjutnya dipisahkan menggunakan vaccum
Buchner dan residu yang diperoleh dimaserasi menggunakan etanol 96%
sebanyak 2 kali. Hal ini dilakukan untuk memaksimalkan proses ekstraksi
senyawa-senyawa aktif yang terkandung di dalam bekatul dan belum terlarut ke
dalam pelarut etanol. Selanjutnya, filtrat diuapkan menggunakan vaccum rotary
evaporator pada suhu 60 °C yaitu dibawah titik didih etanol. Hal ini dikarenakan
apabila suhu terlalu tinggi akan menguapkan senyawa-senyawa aktif yang ada di
dalam bekatul. Penguapan dilakukan sampai tidak ada lagi pelarut yang menetes
ke receiving part, yang menandakan bahwa sudah tidak ada pelarut dalam ekstrak
pekat bekatul (Wulandari, 2016). Sehingga didapatkan ekstrak pekat bekatul

dengan rendemen sebesar 14,654%.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



48

Gambar 4.1 Ekstrak Etanol 96% Pekat dari Bekatul

4.4 Kadar Glukosa Darah Mencit Diabetes Mellitus

Penelitian ini menggunakan uji in vivo, menggunakan hewan uji mencit
jantan putih Mus musculus yang berumur 2-3 bulan dengan berat £20 gram.
Hewan uji ini digunakan berdasarkan efek penyakit Diabetes mellitus pada
manusia (Pramono, 1998). Sebelum perlakuan, mencit diaklimitasi terlebih dahulu
selama satu minggu. Hal ini bertujuan agar mencit bisa beradaptasi dengan
lingkungan barunya. Hewan coba mencit yang digunakan dalam penelitian ini
sebanyak 20, dengan 5 kelompok. Kelompok perlakuan terdiri dari kelompok
normal, kelompok positif diabetes dan kelompok terapi ekstrak etanol 96%
bekatul dengan dosis 350; 400; dan 500 mg/Kg BB.

Pengkondisian mencit diabetes mellitus dilakukan dengan induksi agen
diabetogenik aloksan yang bersifat toksik, dan apabila diberikan pada hewan coba
seperti mencit maka dapat menyebabkan hewan tersebut menjadi diabetes
mellitus. Dosis aloksan yang digunakan adalah 200 mg/kg BB, mengacu pada
penelitian Arifin, dkk (2007) bahwa dengan dosis aloksan tersebut mampu
membuat mencit mengalami diabetes mellitus tanpa menyebabkan kematian.

Sebelum diinduksi aloksan, mencit dipuasakan terlebih dahulu. Hal ini
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dikarenakan dalam keadaan puasa lebih rentan mengalami diabetes dibandingkan
dengan keadaan tidak puasa (Soltesova, 2011).

Pengukuran kadar glukosa darah (pada hari ke- 0) untuk memastikan
bahwa mencit dalam keadaan normal dilakukan sebelum induksi aloksan. Induksi
aloksan dilakukan dengan cara intraperitoneal, yang mana menginjeksikan
aloksan pada abdomen (perut) hewan coba. Sebelum dilakukan injeksi, abdomen
hewan coba diolesi dengan alkohol 70% terlebih dahulu. Hal ini bertujuan untuk
menghindari terjadinya infeksi.

Proses induksi dilakukan sebanyak tiga kali, karena masih terdapat mencit
yang kadar glukosa darahnya <200 mg/dL. Kadar glukosa darah tiap mencit
berbeda-beda, hal ini dikarenakan setiap mencit memiliki daya tahan tubuh yang
berbeda. Sehingga terdapat mencit yang belum mengalami diabetes hanya dengan
sekali induksi. Setelah diinduksi aloksan, mencit diinkubasi selama 3 hari karena
dikhawatirkan kadar glukosa darah masih belum stabil. Mencit kemudian diukur
kadar glukosa darah untuk memastikan bahwa mencit telah mengalami diabetes
mellitus (kadar glukosa darah >200 mg/dL). Pengukuran kadar glukosa darah
setelah induksi aloksan yang mengindikasikan bahwa mencit dalam keadaan
hiperglikemia sebagai H-1. Setelah mencit mengalami diabetes, dilakukan terapi
dengan ekstrak etanol 96% bekatul selama 14 hari. Selama terapi 14 hari
dilakukan pengukuran kadar glukosa darah pada H-4 atau setelah diterapi selama
3 hari, setelah diterapi selama 7 hari atau H-8 dan H-15 setelah 14 hari terapi
sebagai kontrol untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol 96% bekatul terhadap

kadar glukosa darah mencit diabetes mellitus.
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Terapi ekstrak etanol 96% bekatul dilakukan secara oral dengan metode

sonde, yaitu ekstrak dimasukkan ke dalam jarum suntik yang dilengkapi jarum

yang berujung tumpul dan berbentuk bola. Kadar glukosa darah setiap kelompok

perlakuan ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Data Rata-rata Kadar Glukosa Darah Mencit (mg/dL)

His Hiis  Persentase
Kelompok Ulangan Ho Hi Hs Hs Penurunan
(%)
1 105 103 98 101 100 g -
KN 2 117 120 114 110 108 12 -
3 83 79 82 79 74 5 -
4 64 64 70 627 56 8 -
1 72 600 409 593 470 130 :
KP 2 40 409 136 123 111 298 1
3 56 600 600 600 261 339 a
4 68 570 222 257 272 298 -
1 52 581 600 600 476 105 20,43
KT, 2 67 247 452 512 424 -177 -98,36
3 87 264 173 136 221 43 21,83
4 9 597 401 502 320 277 52,27
d 82 210 162 138 141 69 48,27
KT, 2 101 600 600 600 192 408 76,56
3 125 600 600 600 217 383 71,86
4 74 394 370 193 161 233 71,26
1 70 317 581 600 120 197 78,83
KT, 2 115 528 455 402 418 110 23,86
3 66 395 600 129 377 18 5,48
4 67 284 235 104 152 132 60,85
Keterangan:
KN : Kelompok kontrol normal tanpa perlakuan (hanya diberi makan danminum)
KP - Kelompok kontrol positif diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg

BB tanpa diterapi)
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KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 350 mg/20 Kg BB

KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 400 mg/Kg BB

KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 500 mg/Kg BB

Ho : KGD sewaktu awal sebelum diinduksi aloksan 200 mg/kg BB

H, . KGD sewaktu setelah diinduksi aloksan 200 mg/kg BB (hewan coba telah positif
diabetes mellitus dengan KGD > 200 mg/dL)

Hy : KGD sewaktu setelah diterapi dengan ekstrak etanol 96% bekatul selama 3 hari

Hg : KGD sewaktu setelah diterapi dengan ekstrak etanol 96% bekatul selama 7 hari

His : KGD sewaktu setelah diterapi dengan ekstrak etanol 96% bekatul selama 14 hari

Berdasarkan pada Tabel 4.1 menunjukkan hasil pengukuran kadar glukosa darah
rata-rata sebelum induksi aloksan (Ho) di bawah 200 mg/dL, yang berarti bahwa
mencit dalam keadaan normal. Pengukuran kadar glukosa darah pada hari ke-1
(H1) menunjukkan bahwa terdapat peningkatan kadar glukosa darah >200 mg/dL
yang berarti bahwa mencit dalam keadaan hiperglikemia. Hal ini disebabkan
karena adanya pengaruh aloksan yang mampu bereaksi dengan merusak substansi
esensial pada sel B pankreas. Kerusakan sel  pankreas akan menyebabkan
produksi insulin yang ada di dalam tubuh terganggu, sehingga akan menurunkan
sekresi insulin. Berkurangnya sekresi insulin yang ada dalam tubuh, menyebabkan
glukosa darah tidak dapat masuk ke dalam sel untuk proses metabolisme.
Sehingga kadar glukosa darah di dalam tubuh akan naik. Berdasarkan
pengamatan, kondisi hiperglikemia ditunjukkan dengan adanya perubahan
perilaku mencit, diantaranya lemas, lebih banyak minum dan mengeluarkan urin
lebih banyak serta berat badan menurun (Arisandi, 2015).

Kadar glukosa darah kelompok normal (KN) pada hari ke-0, hari ke-1, hari
hari ke-4, hari ke-8 dan hari ke-15 tampak tidak stabil. Namun, variasi data masih
berada dalam taraf normal . Hal ini dibuktikan dengan adanya uji normalitas pada
Ho, Hi1, Hs, Hg dan His yang menunjukkan nilai signifikansi diatas 0,05 sehingga

data terdistribusi secara normal.
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Kadar glukosa darah kelompok positif diabetes (KP) pada hari ke-0 masih
berada dalam kondisi normal. Pada hari ke-1 kadar glukosa darah mengalami
peningkatan. Namun, pada hari ke-4, hari ke-8 dan hari ke-15 kadar glukosa darah
semakin menurun. Hal ini kemungkinan aloksan yang diinduksi merupakan zat
diabetogenik yang mampu mengakibatkan mencit dalam keadaan hiperglikemia.
Namun, aloksan merupakan zat kimia yang tidak stabil. Sehingga mengakibatkan
kadar glukosa darah akibat induksi aloksan juga tidak stabil.

Mencit yang mengalami diabetes mellitus, kemudian dilakukan terapi
dengan menggunakan ekstrak etanol 96% bekatul selama 14 hari dengan
menggunakanvariasi dosis KT; (350 mg/Kg BB), KT, (400 mg/Kg BB) dan KT;
(500 mg/Kg BB). Selanjutnya dilakukan pengukuran selisih kadar glukosa darah
awal (H-1) dengan kadar glukosa darah setelah diterapi selama 14 hari (H-15),
untuk mengetahui adanya persentase penurunan kadar glukosa darah. Hasil
pengukuran berdasarkan Tabel 4.1 menunjukkan bahwa persentase penurunan
kadar glukosa darah terbesar pada perlakuan KT, dan terendah pada perlakuan
KT;. Selanjutnya dilakukan uji statistik menggunakan SPSS for Windows Release
16.0. Hasil uji normalitas Saphiro-wilk dan homogenitas Lavene menunjukkan
bahwa data penurunan kadar glukosa darah (Hi.1s) terdistribusi normal dan
homogen karena memiliki nilai signifikansi p >0,05 (Lampiran 6). Selanjutnya
dilakukan analisis One Way ANOVA dengan taraf signifikansi a= 0,05 untuk
mengetahui adanya perbedaan yang signifikan antara kadar glukosa darah dengan
pemberian terapi ekstrak etanol 96% bekatul.

Hasil analisis One Way ANOVA menunjukkan nilai Fhiwng > Favel (3,93 >

3,06). Sehingga terdapat pengaruh terapi ekstrak etanol 96% terhadap kadar
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glukosa darah mencit diabetes mellitus. Selanjutnya dilakukan uji lanjut untuk
mengetahui perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan. Uji lanjut
menggunakan Duncan hal ini dikarenakan koefisien keragaman (KK) sebesar
84% yang berarti KK termasuk besar dan tingkat ketelitian pada penelitian rendah
(Lampiran 8). Menurut Hanafiah (1991), nilai KK minimal 10% pada kondisi
homogen dapat dilakukan uji lanjut menggunakan Duncan. Berdasarkan hasil uji

Duncan diperoleh hasil notasi seperti pada Tabel 4.2 sebagai berikut:

Tabel 4.2 Ringkasan Duncan tentang Pengaruh Ekstrak Etanol 96% Bekatul
terhadap Kadar Glukosa Darah mencit Diabetes mellitus

Perlakuan N Rata-rata + SD Notasi
(mg/dL)
KN 4 7+391 a
KT, 4 62 + 187,57 a
KP 4 266,25 + 92,86 b
KT, 4 273,25 + 156,56 b
KT; 4 114,25 + 74,03 ab

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui bahwa kontrol normal memiliki
nilai rerata terkecil 7 £ 3,91 dan tidak berbeda nyata dengan perlakuan KT (350
mg/Kg BB) dan KT; (500 mg/Kg BB), hal ini dapat dilihat dari notasi yang
memiliki huruf yang sama. Perlakuan KT; memiliki rerata terendah 62 + 187,57
dan tidak berbeda nyata dengan kontrol normal dan KTs. Sedangkan perlakuan
KT, (400 mg/Kg BB) memiliki rerata tertinggi 273,25 + 156,56 dan tidak berbeda
nyata dengan kontrol positif dan KTs.

Perlakuan KT, berbeda nyata dengan KP (positif) sedangkan perlakuan
KT, dan KT; tidak berbeda nyata dengan KP (positif). Sehingga dapat
dimungkinkan bahwa terapi ekstrak etanol 96% bekatul dapat menurunkan kadar

glukosa darah namun kurang efektif. Hal ini tidak sesuai dengan hasil penelitian
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sebelumnya yang dilakukan oleh Wahyuni (2015) bahwa pemberian ekstrak
etanol bekatul beras hitam selama 14 hari dengan dosis 50, 100 dan 200 mg/Kg
BB, secara signifikan dapat menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes
mellitus dengan kadar glukosa darah di bawah tikus diabetes tanpa perlakuan. Hal
ini dimungkinkan senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak etanol bekatul
beras hitam lebih efektif dalam penurunan kadar glukosa darah, dibandingkan
dengan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak etanol bekatul beras putih. Oleh
karena itu, diperlukan variasi dosis yang lebih besar dan jangka waktu pemberian
terapi diperpanjang agar senyawa aktif yang terdapat di dalam ekstrak etanol

bekatul dapat lebih efektif dalam menurunkan kadar glukosa darah.

4.5 Kadar MDA Hati Mencit Diabetes Mellitus yang Diterapi Ekstrak Etanol
96% Bekatul

Pengukuran kadar MDA bertujuan untuk mengetahui terjadinya strees
oksidatif pada penderita diabetes mellitus. Hal ini dikarenakan MDA merupakan
indikator adanya senyawa radikal bebas dan kerusakan oksidatif. Tingginya kadar
MDA menunjukkan tingginya kadar radikal bebas yang ada di dalam tubuh
(Ayala, 2014 dalam Anggraeni, 2017). Diabetes mellitus merupakan penyakit
degeneratif yang ditandai dengan keadaan hiperglikemia yang akan menyebabkan
terjadinya stress oksidatif. Yaitu adanya ketidakseimbangan antara radikal bebas
dan antioksidan yang ada di dalam tubuh (Setiawan, 2005).

Pengukuran MDA dilakukan pada organ hati, karena sel hati merupakan
jaringan utama yang menjadi sasaran peningkatan kadar radikal bebas.

Hiperglikemia akan menyebabkan terjadinya sintesis asam lemak dalam hati
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sehingga terjadi akumulasi asam lemak dalam hati yang dapat memicu terjadinya
senyawa radikal bebas (Nurlaili, 2010). Radikal bebas yang berlebih di dalam
tubuh, akan menyebabkan kerusakan sel, asam nukleat, protein dan jaringan
lemak.

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode thiobarbituric acid-
reactive substance (TBARS). Prinsip analisis metode TBARS yaitu pemanasan
akan menghidrolisis peroksidasi lipid, sehingga MDA vyang terikat akan
dibebaskan dan bereaksi dengan TBA dalam suasana asam yang akan membentuk
kromogen TBA-MDA yang berwarna merah muda. Penambahan reagen TCA 5%
berfungsi memberikan suasana asam dan juga sebagai katalis yang mempercepat
pembentukan kromogen MDA-TBA. Adanya atom H' akan mengakibatkan
perubahan salah satu gugus keton pada TBA menjadi gugus enol (Gambar 4.2).
Gugus enol akan mengakibatkan TBA menjadi lebih reaktif sehingga akan mudah
bereaksi dengan MDA membentuk kromogen MDA-TBA yang berwarna merah

muda (Kuntari, 2007).
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Gambar 4.2 Reaksi Pembentukan Gugus Enol Pada TBA (Kuntari, 2007)

Selanjutnya kromogen MDA-TBA yang berwarna merah muda diukur

absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan waktu kestabilan 0-60
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menit pada panjang gelombang 532 nm (Kuntari, 2007). Hasil pengukuran kadar
MDA berdasarkan kurva standart MDA pada (Lampiran 7.2) diperoleh persamaan
y = 0,0004x — 0,0126. Persamaan tersebut digunakan sebagai patokan untuk
mengkonversi hasil pengukuran absorbansi menjadi kadar MDA hati mencit

(Lampiran 7). Reaksi antara MDA dan TBA ditunjukkan pada Gambar 4.3

berikut:
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Thiobarbituric acid (TBA) Malondialdehyde (MDA) Kromogen TBA-MDA Berwarna Merah Muda Air

Gambar 4.3 Reaksi anatara TBA dan MDA Membentuk Kromogen Merah Muda
(Kuntari, 2007)

Tabel 4.3 Hasil Pengukuran Kadar Kadar MDA Hati Mencit Tiap Perlakuan

Kelompok Ulangan Kadar MDA Rata-rata (ng/mL)
(ng/mL) standart deviasi

604,00
536,50 561,50 + 30,99
541,50
564,00

KN

694,00
569,00 609,62 + 63,25
554,00
621,50

KP

621,50
619,00 637,12 + 54,63
591,50
716,50

KTy

601,50
566,50 608,37 + 43,27
596,50
669,00

KT,

664,00
576,50 619,00 + 50,53
574,00
661,50

KTs

AP OWODNRPPONRERPRPRPONREPIRPOLONEPERRONDPE

Keterangan:
KN : Kelompok kontrol normal tanpa perlakuan (hanya diberi makan dan minum)
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KP - Kelompok kontrol positif diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg
BB tanpa diterapi)

KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 350 mg/Kg BB

KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 400 mg/Kg BB

KT, : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi
ekstrak etanol 96% bekatul dosis 500 mg/Kg BB

Tabel 4.3 diatas menunjukkan hasil rata-rata kadar MDA setiap perlakuan.
Berdasarkan tabel tersebut, kelompok positif diabetes yang diinduksi aloksan
memiliki kadar MDA yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok normal
tanpa perlakuan apapun. Kadar MDA 561,5 ng/mL meningkat menjadi 609,625
ng/mL. Sehingga dapat diketahui bahwa adanya induksi aloksan dengan dosis 200
mg/Kg BB mengakibatkan mencit mengalami stress oksidatif dengan adanya
kerusakan seluler akibat adanya radikal bebas (Latifa, 2015).

Berdasarkan hasil rata-rata kadar MDA pada hati mencit, dapat diketahui
bahwa terapi ekstrak etanol bekatul 96% dapat menurunkan kadar MDA hati
mencit pada kelompok kontrol terapi dengan dosis 400 mg/Kg BB (KT>). Hal ini
dapat diketahui bahwa kadar MDA pada kelompok (KT,) lebih rendah
dibandingkan dengan kadar MDA kelompok positif diabetes sebagai kontrol
bahwa diabetes mellitus mampu meningkatkan kadar MDA. Meski penurunan
kadar MDA kurang optimal. Penurunan kadar MDA dikarenakan ekstrak etanol
bekatul mengandung senyawa antioksidan yang mampu menginaktivasi reaksi
rantai dari peroksidasi lipid dengan mencegah terbentuknya radikal peroksidasi
lipid (Sutari dkk, 2013). Antioksidan dapat memberikan atom hidrogen ke radikal
lipid (R°, ROO®) atau mengubahnya ke bentuk yang lebih stabil. Penambahan
antioksidan dengan konsentrasi rendah pada lipid dapat mencegah reaksi

autooksidasi lemak dan minyak. Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi
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oksidasi pada tahap inisiasi ataupun propagasi.Turunan radikal antioksidan (A®)
memiliki keadaan yang lebih stabil dibandingkan dengan radikal lipida, sehingga
kestabilan tersebut mengakibatkan terhentinya reaksi peroksidasi lipid (Dewi,
2010).

Inisiasi : R* + AH ->RH + A°
Propagasi : ROO*+ AH — ROOH + A®

Gambar 4.4 Reaksi Penghambatan Antioksidan Terhadap Radikal Lipida
(Gordon, 1990)

Namun pada penelitian ini, kelompok mencit yang diberi ekstrak etanol
bekatul dengan dosis 500 mg/Kg BB (KT3) memiliki kadar MDA lebih tinggi
dibandingkan dengan dosis 400 mg/Kg BB (KT,). Hal ini kemungkinan aktivitas
senyawa antioksidan menurun atau bahkan bertindak sebagai prooksidan. Karena
tingginya konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat mempengaruhi laju
oksidasi. Pengaruh tersebut bergantung pada struktur antioksidan, kondisi dan
sampel yang akan diuji. Senyawa prooksidan akan mendorong oksidasi pada
komponen sel dan mengakibatkan terjadinya reaksi rantai yang dapat
menyebabkan penyakit degeneratif (Yomes, 2006).

AH + O,—A* + HOO®
AH + ROOH — RO® + H,0 + A°

Gambar 4.5 Reaksi Antioksidan Bertindak Sebagai Prooksidan Pada
Konsentrasi Tinggi (Gordon, 1990)

Radikal bebas di dalam tubuh terus menerus terbentuk baik melalui proses
metabolisme normal, peradangan, kekurangan gizi ataupun akibat respon terhadap

pengaruh dari luar tubuh seperti polusi lingkungan dan sebagainya. Selain itu
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bertambahnya glikolisis juga akan mengakibatkan peningkatan oksidasi glukosa
dalam siklus asam sitrat sehingga radikal bebas yang terbentuk semakin banyak
(Winarsi, 2010). Sehingga antioksidan eksogen yang terkandung dalam ekstrak
etanol bekatul tidak seimbang dengan radikal bebas yang ada di dalam tubuh
mencit yang menyebabkan tidak terjadi penurunan pada kadar MDA.

Berdasarkan hasil analisis normalitas Saphiro wilk kadar MDA pada hati
mencit diabetes mellitus menunjukkan bahwa data terdistribusi secara normal,
terkecuali data kelompok perlakuan dengan dosis terapi 500 mg/Kg BB (KTs).
Hal tersebut dikarenakan nilai signifikansinya <0,05. Hasil pengujian One Way
Anova didapatkan nilai signifikansi >0,05 dan nilai F pitung < F taber (1,266<3,056).
Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan, artinya
terapi ekstrak etanol 96% bekatul tidak berpengaruh terhadap kadar MDA pada
hati mencit diabetes mellitus. Hal ini kemungkinan senyawa aktif yang ada di
dalam ekstrak etanol 96% bekatul mampu menurunkan kadar glukosa darah pada
mencit diabetes mellitus, namun belum mampu menaikkan aktivasi jalur
adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK). Mekanisme ini
merupakan mekanisme perbaikan kondisi stres oksidatif. Aktivasi jalur AMPK
akan menghambat jalur glukoneogenesis di hati, sehingga akan menaikkan
sintesis Glut 4. Glut 4 merupakan protein yang berperan sebagai transporter di
otot, yang memainkan peran penting dalam mengontrol kondisi hiperglikemia.
Perbaikan kondisi hiperglikemia inilah yang selanjutnya akan memperbaiki
kondisi stres oksidatif dan akan menyebabkan penurunan kadar MDA (Erchid,

2004 dalam Diana, 2016).
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4.6 Hubungan Antara Kadar Glukosa Darah dengan Kadar MDA

Kandungan antioksidan dalam bekatul mampu memberikan pengaruh
terhadap kadar glukosa darah dan MDA pada hati mencit Diabetes mellitus.
Berdasarkan pada Gambar 4.6 setelah dilakukan terapi selama 14 hari mampu
menurunkan kadar glukosa darah serta kadar MDA pada hati mencit diabetes
mellitus, yang ditunjukkan pada grafik perlakuan KT, (dosis 400 mg/Kg BB). Hal
ini kemungkinan terjadi akibat adanya senyawa aktif yang terkandung pada
ekstrak etanol bekatul. Berdasarkan uji fitokimia ekstrak kasar bekatul yang telah
dilakukan Ulfa (2016), bekatul mengandung senyawa fitokimia yang terdiri dari
steroid dan triterpenoid memiliki potensi sebagai antioksidan. Antioksidan
tersebut akan mampu memperbaiki sel B pankreas yang rusak akibat induksi
aloksan. Selain itu, antioksidan akan melindungi sel  pankreas dengan menekan
radikal O, yang reaktif sehingga akan menghambat reaksi rantai oksidasi.

Sel B pankreas yang mengalami nekrosis secara perlahan akan melakukan
regenerasi sel baru, sehingga proses produksi insulin akan terkontrol kembali dan
kadar glukosa akan menurun (Ningrum dan Abdulghani, 2014). Begitu juga
dengan kadar MDA, karena terhambatnya reaksi rantai oksidasi akan menghambat
terbentuknya radikal bebas. Hal tersebut akan menyebabkan radikal yang ada di

dalam tubuh berkurang dan kadar MDA menurun.
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Keterangan:
1 : Kelompok kontrol normal tanpa perlakuan (hanya diberi makan dan  minum)

2 : Kelompok kontrol positif diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB
tanpa diterapi)

3 : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi ekstrak
etanol 96% bekatul dosis 350 mg/Kg BB

4 : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi ekstrak
etanol 96% bekatul dosis 400 mg/Kg BB

5 : Kelompok diabetes mellitus (diinduksi aloksan dengan dosis 200 mg/kg BB) + terapi ekstrak
etanol 96% bekatul dosis 500 mg/Kg BB

Gambar 4.6 Hubungan Terapi Ekstrak Etanol Bekatul dengan Kadar
Glukosa Darah dan MDA

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% bekatul
mampu menurunkan kadar glukosa darah dan MDA pada hati mencit. Hal ini
menunjukkan bekatul memiliki manfaat dalam mecegah penyakit Diabetes
mellitus. Allah SWT telah menciptakan alam dan semua unsur makhuk hidup
yang ada di dalamnya. Manusia merupakan makhiuk hidup yang paling sempurna,
dengan adanya kelebihan akal dan fikiran. Akal dan fikiran dalam manusia
diciptakan tiada lain adalah untuk berfikir, merenungi betapa besar nikmat dan
kekuasaan yang telah diberikan oleh Allah SWT serta cara memanfaatkannya.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam Al Qur’an Surat Al An’am ayat 99:

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang beriman” (QS. Al An’am: 99).

Ayat diatas menerangkan bahwa Allah SWT menurunkan air dari langit
dan menumbuhkan berbagai macam tumbuhan, sehingga dari tumbuhan tersebut
akan menghasilkan segala macam buah-buahan. Pada ayat ini Allah SWT
menjelaskan kejadian dan hal-hal yang menjadi kebutuhan manusia sehari-hari,
agar manusia mudah memahami kebijaksanaan, kekuasaan dan pengetahuan Allah
SWT. Kemudian pada ayat ini disebutkan pula rincian tumbuhan yang beraneka
ragam, diantaranya rerumputan yang tumbuh berumpun-rumpun sehingga
kelihatan hijau. Tumbuhan tersebut mampu mengeluarkan buah yang berbentuk
butiran-butiran kecil seperti gandum, padi dan lainnya. Allah SWT menegaskan
bahwa dalam proses pembuahan terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah SWT yang
akan menjadi bukti bagi orang-orang yang beriman. Hal tersebut dibuktikan

dengan adanya kandungan senyawa aktif dalam suatu tumbuhan yang mampu
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menjadi pencegahan atau pengobatan penyakit diabetes mellitus.Sebagaimana

diterangkan dalam hadist riwayat Imam Bukhari sebagai berikut:
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“Abu Hurairah r.a. berkata bahwa Rosuluah bersabda, Tidaklah Allah turunkan

penyakit kecuali Allah turunkan pula obatnya™

Hadist diatas menerangkan bahwa segala penyakit dari Allah SWT yang

diturunkan kepada hambaNya, tiada yang bisa menyembuhkan penyakit tersebut

kecuali Dia. Sesungguhnya Allah SWT tidak akan menurunkan segala penyakit

kecuali Allah SWT juga menurunkan obatnya, baik pengobatan secara medis

maupun herbal. Hadist ini sebagai pedoman bagi kita semua untuk selalu kuat,

sabar dan tabah menghadapi ujian berupa penyakit yang diberikanNya. Sebagai

manusia kita tidak boleh pesimis terhadap apa yang telah diberikan Allah SWT

kepada kita. Ujian yang diberikan Allah SWT tidak lebih dari batas kemampuan

manusia. Selagi kita yakin bahwa semua atas kehendak Allah SWT dan bertagwa

kepadaNya, Allah SWT senantiasa akan memberikan jalan keluar dan kemudahan

bagi kita. Sebagaimana firman Allah SWT dalam QS. Ath Thalaaq ayat 2:

“Barangsiapa bertakwa kepada Allah niscaya Dia akan mengadakan baginya

jalan keluar”



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak etanol 96% bekatul berpengaruh terhadap penurunan kadar glukosa
darah mencit Diabetes mellitus dengan persentase penurunan kadar

glukosa darah tertinggi sebesar 66,99% pada dosis 400 mg/Kg BB.

2. Ekstrak etanol 96% bekatul tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar

MDA (malondialdehid) pada hati mencit Diabetes mellitus.

5.2 Saran

1. Perlu ditambah jumlah mencit setiap kelompok perlakuan. Hal ini untuk

meningkatkan kepercayaan dan validitas data yang diperoleh.

2. Perlu dilakukan waktu terapi yang lebih lama, untuk mengetahui efektivitas
ekstrak etanol 96% bekatul terhadap kadar MDA pada hati mencit diabetes

mellitus.
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Lampiran 2. Diagram Alir

1.1 Preparasi Sampel

Sampel Bekatul

- Dikeringkan pada suhu 102 °C
- Diayak dengan ukuran sekitar 40 mesh
- Dihasilkan bekatul hasil ayakan sebagai sampel penelitian

Hasil

1.2 Analisis Kadar Air Metode Oven

Sampel bekatul

- Dipanaskan cawan kosong kedalam oven dan dimasukkan
desikator

- Ditimbang berat cawan kosong

- Ditimbang 5 gram sampel bekatul dan dimasukkan ke dalam
cawan

- Dipanaskan dalam oven selama 15 menit pada suhu 100 -
105 °C

- Dimasukkan ke dalam desikator dan ditimbang

- Diulangi pemanasan dan ditimbang hingga diperoleh berat
konstan

Hasil
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1.3 Ekstraksi Bekatul

Bekatul

Ditimbang 250 gram

Direndam dalam 1,8 L etanol 96% selama 2 hari serta ditutup rapat,
sambil dilakukan pengocokan menggunakan shaker dengan kecepatan
120 rpm

Disaring hasil rendaman dengan vaccum Buchner

Disimpan filtrat dan ampas dimaserasi menggunakan etanol 96%
sebanyak 2 kali

Diuapkan filtrat menggunakan vaccum rotary evaporator pada suhu 60
0

C

Diperoleh ekstrak kental etanol bekatul

Ekstrak kental etanol bekatul

1.4 Perlakuan Hewan Coba

20 ekor mencit

Dipelihara dalam animal house Laboratorium Biologi UIN Maulana
Malik Ibrahim Malang

Dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, setiap kelompok terdiri dari 4
Ekor mencit

Hasil
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1.5 Pembuatan Mencit Diabetes

Mencit

Dibaca kalimat basmalah, takbir dan sholawat setiap perlakuan

Diukur kadar glukosa awal menggunakan glucometer

Disemprotkan alkohol 70% pada bagian abdomen mencit

Dicubit hingga terasa bagian ototnya

Diinjeksi dengan aloksan (200 mg/Kg BB) di bagian abdomennya
Diinkubasi selama 3 hari

Dipantau kadar glukosa selama 5 hari menggunakan glucometer
Mencit sudah menjadi DM apabila kadar glukosa darahnya lebih dari
200 mg/dL

Hasil

1.6 Uji in vivo dengan Terapi Ekstrak Etanol Bekatul

Mencit Diabetes Mellitus

Dibagi mencit DM menjadi 5 kelompok

Diterapi secara oral dengan ekstrak etanol bekatul dengan variasi dosis
350 mg/Kg BB, 400 mg/Kg BB dan 500 mg/Kg BB.

Dilakukan terapi setiap hari selama 14 hari berturut-turut

Hasil

1.7 Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Mencit

Dibaca kalimat basmalah, takbir dan sholawat setiap perlakuan
Diletakkan pada sungkup, ekor mencit dipegang dan diurut
Dibersihkan dengan alkohol

Dipotong ujung ekor

Diambil darah dan diteteskan pada strip glukotest

Hasil
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1.8 Uji Kadar MDA Pada Hati Mencit

1.8.1 Pengambilan Organ Hati

Mencit

Didislokasi dengan cara dislokasi leher, sambil dibacakan basmalah,
takbir dan sholawat

Diletakkan pada papan fiksasi dan ditata pada posisi ventral diatas
Diambil organ hati dan dicuci dengan air kemudian disimpan dalam
wadah rtertutup pada suhu di bawah -70 °C

Hasil

1.8.2 Pembuatan Kurva Standar MDA

Kit MDA

Dibuat dengan konsentrasi 16,125; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000;
dan 2000 ng/mL

Diambil masing-masing konsentrasi tersebut sebanyak 100 uL
Dimasukkan dalam tabung reaksi yang berbeda

Ditambahkan 550 pL akuades

Ditambahkan 100 pL TCA 5%, 250 pL HCI 1 N dan 100 pL TBA 1%
Pada setiap penambahan reagen, larutan dihomogenkan dengan vortex
Diinkubasi dalam penangas air dengan suhu 95 °C selama 15 menit
Diukur absorbansinya pada A maksimum 532 nm menggunakan
spektrofotometer Visible

Hasil
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1.8.3 Analisis Kadar MDA Menggunakan Uji Thiobarbituric Acid (TBA)

Hati Mencit

- Ditimbang sebanyak 100 mg dan digerus

- Ditambahkan 550 pL akuades dan divortex

- Homogenat disentrifuge selama 10 menit

- Diambil supernatan yang terbentuk sebanyak 100 pL

- Ditambahkan 100 pL TCA 5%, 250 uL HCI 1 N dan 100 TBA 1%

- Pada setiap penambahan reagen, larutan dihomogenkan dengan vortex

- Diinkubasi dengan suhu 95 °C selama 15 menit

- Disentrifuge dengan kecepatan 800 rpm selama 10 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 532 nm
menggunakan spektrofotometer Visibel

Hasil




Lampiran 3. PerhitunganDosis

a. Variasi Dosis Ekstrak Etanol 96%

79

Konversi perhitungan dosis untuk hewan dan manusia berdasarkan konversi

Laurence & Bacharach:

Hewan | Mencit | Tikus | Marmut | Kelin | Kucin | Kera | Anjin | Manusi
danBB| 20g |200g| 400g |cil5 | g4 4Kg | 912 a70
rata- Kg Kg Kg Kg
rata
Mencit 1,0 7,0 12,29 27,8 | 28,7 | 64,1 | 1242 | 3879
209
Tikus 0,14 1,0 1,74 3.9 4,2 9,2 17,8 60,5
200 g
Marmu | 0,06 0,57 1,0 2,25 2,4 5,2 10,2 31,5
t 400 g
Kelinci | 0,04 0,25 0,44 1,0 2,25 2,4 4,5 14,2
1,5 Kg
Kucing | 0,03 0,23 0,41 0,92 1,0 2,2 4,1 13,0
4 Kg
Kera4 | 0,016 | 0,11 0,19 0,42 | 0,45 1,0 1,9 6,1
Kg
Anjing | 0,008 | 0,06 0,10 0,22 | 0,24 | 0,52 1,0 3,1
12 Kg
Manusi | 0,0026 | 0,018 | 0,031 0,07 | 0,76 | 0,16 | 0,32 10
a0
Kg

(Sumber: Rahmawati, 2004)

Dosis yang digunakan dalam ekstrak etanol 96% bekatul mengacu pada penelitian

Dwinani (2010) dengan dosis tertinggi 200 mg/kg BB tikus. Maka, berdasarkan

konversi Laurence & Bacharach dosis untuk mencit yaitu:

Dosis 350 mg/kg BB

Pada tikus 200 g :350 mg/kg BB X

=350 mg/kg BB x%

=70mg/200 g tikus

200 g
1000 g

Faktor konversi dari tikus 200 g ke mencit 20 g = 0,14

Pada mencit 20 g= 70 mg x 0,14

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



80

=9,8mg/20 g mencit
Dosis 400 mg/kg BB

Dosis ekstrak etanol 96% bekatul 200 mg/kg BB

. ] 200 g
Pada tikus 200 g :400 mg/kg BB X 000 g

=400mg/kg BB X %
=80mg/200 g tikus
Faktor konversi dari tikus 200 g ke mencit 20 g = 0,14
Pada mencit 20 g= 80 mg X 0,14
=11,2mg/20 g mencit
Dosis 500 mg/kg BB

200 g

Pada tikus 200 g :500mg/kg BB X o

=500mg/kg BB xi
=100mg/200 g tikus
Faktor konversi dari tikus 200 g ke mencit 20 g = 0,14
Pada mencit 20 g= 100 mg x 0,14
=14mg/20 g mencit
b. Perhitungan Dosis Aloksan

Dosis aloksan yang digunakan mengacu pada penelitian Arifin, dkk (2007) yang
menggunakan dosis200 mg/kg BB tikus. Prosedur perhitungan yang dilakukan
yaitu dengan menghitung dosis untuk. Sehingga berdasarkan konversi Laurence &
Bacharach dosis aloksan yang digunakan pada mencit yaitu:

Dosis tikus 200 mg/Kg BB

200 g
1000 g

Pada tikus 200 g :200 mg/kg BB X

=200mg/kg BB X -
=40mg/200 g tikus
Faktor konversi dari tikus 200 g ke mencit 20 g = 0,14
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5,6 mg/20 g mencit

40 mg X 0,14

Pada mencit 20 g
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Lampiran 4. Pembuatan Larutan
4.1 Larutan NaCl 0,9%

Kristal NaCl diambil dan ditimbang sebanyak 0,9 g menggunakan neraca
analitik dalam gelas arloji, kemudian dimasukkan dalam beaker glass 50 ml dan
dilarutkan dengan + 5 ml akuades. Dilakukan pengadukan dengan gelas pengaduk
sampai larut sempurna. Setelah itu, dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml
menggunakan corong gelas dan ditandabataskan. Kemudian dikocok hingga
homogen.

4.2 Larutan Aloksan

Aloksanmonohidratditimbangsebanyak 100,8 mg,
kemudiandilarutkandalam NaCl 0,9% b/v sebanyak5 ml.

4.3 Larutan CMC-Na 0,5%

Serbuk CMC-Na ditimbang sebanayak 0,5 g denmenggunakan neraca
analitik, dimasukkan ke dalam beaker glass 50 mL dan dilarutkan dengan aquades
hangat + 25 mL (dilarutkan pengadukan dengan spatula hingga larut sempurna).
Setelah larut semua, dimasukkan ke dalam labu takar 50 mL dan ditandabataskan.

Sehingga diperoleh larutan CMC-Na 0,5% sebanyak 50 mL.

44 HCI1N
Perhitungan yang digunakan sebagai berikut :

BJ HCl pekat =1.19 g/mL =1190 g/L
% Volume  =37% (0,37)

BM HCI = 36,42 gr/mol

n =1 (jumlah mol ion H™)
Molaritas HCI (M) :

Massa HClI = BJ HCI pekat x %



=1190 g/L x 0,37
=440,3 gr
Mol HCI = "ERers = 228 = 12,09 mol
Konsentrasi HCI (M) = vjl/[;;zqulm = 12‘019Lm°l =12,09M
Normalitas HCI =n x Molaritas HCI
=1x12,09M
=12,09 N
N; X V; =N2x V>
12,09 N x V; = 1N x 100 mL
Vi =8,27 mL=8,3mL
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Cara pembuatan adalah diambil larutan HCI pekat 37% sebanyak 8,3 mL dengan

pipet ukur 10 mL, kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 ml yang berisi £ 15

mL akuades. Selanjutnya ditambahkan akuades sampai tanda batas dan dikocok

hingga homogen.

4.5 Larutan Asam Trikloroasetat (TCA) 5%

Asam trikloroasetat ditimbang sebanyak 5 gram dan dilarutkan dalam

akuabides hingga mencapai volume 100 mL.

4.6 Larutan Asam Tiobarbiturat (TBA) 1%

Asam tiobarbiturat ditimbang sebanyak 1 gram dan dilarutkan dalam

akuades hingga mencapai volume 100 mL.
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Lampiran 5 Perhitungan Kadar Air dan Rendemen Ekstrak

5.1 Perhitungan Kadar Air

Data Pengukuran Kadar Air SampelBekatul

Cawan Beratcawankosong (gram)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-rata
1 54.259 54.259 54.259 54.259
2 49.822 49.822 49.822 49.822
3 55.769 55.769 55.769 55.769
Sampel Beratcawan+ sampel sebelum dioven (gram)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-rata
1 58.850 58.853 58.856 58.853
2 54.404 54.393 54.399 54.398
3 60.358 60.361 60.364 60.361
Sampel Beratcawan + sampelsetelahdioven (gram)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-rata
1 58.789 58.792 58.794 58.792
) 54.342 54.344 54.347 54.344
3 60.307 60.309 60.312 60.309

rumus perhitungan kadar air, yaitu:

Kadar air = (b-0) x 100 %.

(b-2)

Keterangan:

a = beratkonstancawankosong

b = beratcawan + sampelsebelumdioven

¢ = beratkonstancawan + sampelsetelahdikeringkan

1. Perhitungankadar air sampelkering

84

Berik
ut



a. Ulanganke 1
Kadar air = &< x 100 %.
(b-a)

_58.853 — 58.792
"~ 58.853 — 54.259

_0.061
" 4.594

=1.323%

X 100%

X 100%

b. Ulanganke 2
Kadar air = =2 x 100 %.
(b-a)

_ 54.398 — 54.344
"~ 54,398 — 49.822

_0.054
"~ 4576

=1.18%

X 100%

X 100%

c. Ulanganke 3
Kadar air = &< x 100 %.
(b-a)

_ 60.361 — 60.309
"~ 60.361 — 55.769

= 2952 100y
T 4592 i

=1.132%

X 100%

Sehinggahasil rata-rata kadar air dariulanganke 1 sampaiulanganke 3
adalahsebagaiberikut:

1.323 % +1.18 % + 1.132 %
3

Rata-rata kadar air =

=1211%

5.2 Perhitungan Rendemen Ekstrak
Diketahui: berat sampel = 250 gram
berat ekstrak = 36,634 gram

85
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% Rendemen =

Berat sampel

Sehingga % rendemen

Berat ekstrak

x100%

_ 36,634 gram

250 gram
= 14,654%

x100%
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Lampiran 6. Data Kadar Glukosa Darah Mencit (mg/dL)

87

Ulangan Ho H Ha Hs His | Hias
KN 1 105 103 98 101 100 3
(Kontrol 2 117 120 114 110 108 12
Normal) 3 83 79 82 79 74 5
4 64 64 70 62 56 8
KP 1 (74 600 409 593 470 130
(Kontrol Z 40 409 136 123 111 298
Positif) 3 56 600 600 600 261 339
4 68 570 220 257 272 298
KT, 1 o2 581 600 600 476 105
(350 mg/ 2 67 247 452 812 424 -177
Kg BB) 3 87 264 173 136 221 43
4 96 597 401 502 320 277
KT, 1 82 210 162 138 141 69
(400 mg/ 2 101 600 600 600 192 408
Kg BB) K 125 600 600 600 217 383
4 74 394 370 193 161 233
KTs 1 70 317 581 600 120 197
(500 mg/ 2 115 528 455 402 418 110
Kg BB) 3 66 395 600 129 377 18
4 67 284 235 104 152 132
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L.6.1 Hasil Uji Normalitas (Saphiro-wilk) Kadar Glukosa Darah Mencit
Normal Sebelum Diabetes Mellitus (Hy) Dengan Menggunakan SPSS
16.00

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal
Hipotesis : Ho: Data tidak terdistribusi normal
H: Data terdistribusi normal
o: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05

Tests of Normality
kaolmogarow-Smirnoes Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic of Sig. Statistic df Sin.
Fadar_Glukos 1 206 4 | . HE9 4 833

a. Lilliefors Significance Carrection

Kesimpulan: HO ditolak, sehingga data terdistribusi secara normal. Mencit yang
digunakan dalam penelitian ini merupakan mencit sehat, normal dan

terpilih secara acak.

L.6.2Hasil Uji Normalitas (Saphiro-wilk) Kadar Glukosa Darah Mencit
NormalPada Saat Menderita Diabetes Mellitus (H;) Dengan
Menggunakan SPSS 16.00

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal
Hipotesis : Ho: Data tidak terdistribusi normal
H;: Data terdistribusi normal
o: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05
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Tests of Hormality
kaolmogorow-Smirnos Shapiro-wilk
Perlakuan Statistic of Sig. Statistic df S
Kadar_Glukoa Z 354 4 Tas 4 024
3 2495 4 T71 4 RN
4 286 4 BE4 4 27H
5 Y 4 24 4 Rl

a. Lilliefars Significance Carrection

Kesimpulan: Perlakuan 2 nilai signifikansi < 0,05 sehingga HO diterima. Data

tidak terdistribusi secara normal. Namun, pada perlakuan yang
lainnya nilai signifikansi > 0,05 sehingga data terdistribusi secara

normal. Aloksan yang telah diinjeksikan menyebabkan diabetes

mellitus, tetapi tingkat diabetesnya tidak terdistribusi secara normal.

L.6.3 Hasil Uji Normalitas (Saphiro-wilk) Penurunan Kadar Glukosa Darah
Mencit (His.1) Setelah Diterapi Ekstrak Etanol 96% Bekatul Dengan

Menggunakan SPSS 16.00
Tujuan : Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal
Hipotesis : Ho: Data tidak terdistribusi normal
H;: Data terdistribusi normal
o: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05

Tests of Mormality
Kolmogorov-Smirno® Shapiro-Wilk
Perakyan | Statistic df Sid. Statistic df S,
Kadar_Glukosa 1 145 4 471 4 850
2 384 4 Fyr 4 0598
3 210 4 484 4 927
4 258 4 04 4 455
5 227 4 476 4 87T

a. Lilliefars Significance Carrection

Kesimpulan: HO ditolak karena nilai signifikansi > 0,05, sehingga

terdistribusi secara normal.

data
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L.6.4 Hasil Uji Homogenitas (Levene) Penurunan Kadar Glukosa Darah
Mencit (His1) Setelah Diterapi Ekstrak Etanol 96% Bekatul
Dengan Menggunakan SPSS 16.00

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data mempunyai varian yang sama
Hipotesis : Ho: Data tidak homogen
H,: Data homogen
o: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05
HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05

Tesl of Homogeneity of Variances

Fadar Glukisg

Levene
Statistic if o Sig.
2482 4 14 Julsts]

Kesimpulan: HO ditolak karena nilai signifikansi > 0,05, sehingga data homogen

dan memiliki varian yang sama.

L.6.5 Hasil UjiAnalisis Variasi (One Way ANOVA)Penurunan Kadar
Glukosa Darah Mencit (His1) Setelah Diterapi Ekstrak Etanol 96%
Bekatul Dengan Menggunakan SPSS 16.00

Tujuan : Untuk mengetahui apakah terdapat pengaruh terapi ekstrak etanol 96%
bekatul terhadap penurun kadar glukosa darah mencit diabetes mellitus

Hipotesis : Ho: Terapi ekstrak etanol bekatul 96% tidak berpengaruh terhadap
kadar glukosa darah mencit diabetes mellitus

H;: Terapi ekstrak etanol 96% bekatul berpengaruh terhadap kadar
glukosa darah mencit diabetes mellitus

a: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi >0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi < 0,05
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ANOWVA
badar olukosg
Sum of
Sguares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 232108700 4 ae027 174 3.930 022
Wiithin Groups 221460250 14 14764.017
Total 4453568.950 14

Kesimpulan: HO ditolak karena nilai signifikansi < 0,05, sehingga terdapat
pengaruh terapi ekstrak etanol 96% bekatul terhadap penurunan

kadar glukosa darah mencit diabetes mellitus.

Kemudian diuji lanjut untuk mengetahui perbedaan yang signifikan antar
perlakuan menggunakan Duncan, hal ini dikarenakan koefisien keragaman >10%.

Berdasarkan uji lanjut Duncan diperoleh:

Kadar_glukosa
Duncan
Parl Subset for alpha = 0.05
kuan M 1 p:
KN 4 F.00
KT 4 G2.00
KT 4 114.25 11425
LG 4 266,25
KT 4 273.25
Sig. 285 099

heans for groups in homogeneous subsets are displayed.

L.6.6 Persentase Penurunan Kadar Glukosa Darah Berdasarkan Kondisi
Diabetes Mellitus Awal

kadar glukosa darah normal
Rata-rata kadar glukosa darah normal = 2 g

n

= 67,063

_ 105+117+83+64+103+120+79+64+100+108+74+56
B 16

¢ Penurunan kadar glukosa darah terhadap keadaan normal

H1-H15

- H1-67,063 x100 %



Tabel 6.6 Presentase Penurunan Kadar Glukosa Darah

Kelompok | Pengulangan H; His | Persentase %
1 581 476 20,43
KT, (350
my/KgBB) 2 247 424 -98,36
3 264 221 21,834
4 597 320 52,27
1 210 141 48,273
KT, (400
mg/KgBB) 2 600 192 76,557
3 600 217 71,866
4 394 161 71,268
1 &L/ 120 78,829
KT; (500
mg/KgBB) 2 528 418 23,864
3 395 3 5,488
4 284 152 60,847
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Lampiran 7. Perhitungan Kadar Malondialdehid (MDA)

Data dan Grafik Kurva Standart MDA

No Kadar MDA Absorbansi
(ng/mL)
1 16,125 0,003
2 31,25 0,008
3 62,5 0,019
4 125 0,032
5 250 0,074
6 500 0,174
7 1000 0,482
8 2000 0,334
y120.0004x - 0.0126 11 V.1/
R2 = 0.9909
1 R
0.8 -
06 -
04 -
g2
0 . y .
0 05 1

18
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L.7.1 Data Hasil Pengukuran Kadar MDA pada Masing-masing Kelompok

Kelompok Sampel Absorbansi Kadar MDA
(ng/mL)
1 0,229 604,00
Kontrol 2 0,202 536,50
Normal 3 0,204 541,50
(KN) 4 0,213 564,00
Rata-rata 561,50
d 0,265 694,00
Kontrol P 0,215 569,00
Positif 3 0,209 554,00
(KP) 4 0,236 621,50
Rata-rata 609,63
Kontrol 1 0,236 621,50
Terapi 1 2 0,235 619,00
(350 3 0,224 591,50
mg/KgBB 4 0,274 716,50
(KT1) Rata-rata 637,13
Kontrol 1 0,228 601,50
Terapi 2 2 0,214 566,50
(400 B8 0,226 596,50
mg/KgBB) 4 0,255 669,00
(KT2) Rata-rata 608,38
Kontrol 1 0,253 664,00
Terapi 3 2 0,218 576,50
(500 3 0,217 574,00
mg/KgBB) 4 0,252 661,50
(KT3) Rata-rata 619,00




95

L.7.2 Data dan Diagram Batang rata-rata Kadar MDA Hati setiap Kelompok
Perlakuan

No Kode
Kadar MDA
(ng/mL)
1 KN 561.500
2 KP 609.625
3 KT1 637.125
4 KT2 608.375
5 KT3 619.000
Kadar MDA (ng/mL)
1
0.8
06
04
0.2

L.7.3 Hasil Uji Normalitas (Saphiro-wilk) Kadar MDA Hati Mencit tiap
Perlakuan

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal
Hipotesis : Ho: Data tidak terdistribusi normal
H,: Data terdistribusi normal
o: 0,05
Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05



Tests of Normality
kaolmogoroy-Smirnoe Shapiro-Wilk
Statistic df Sin. Statistic df Sig.
Kadar_MDA 138 20 200 A4 20 246

a. Lilliefors Significance Correction
* Thisis a lower bound of the true significance.

Kesimpulan:

terdistribusi secara normal.

L.7.4 Hasil Uji Homogenitas (Lavene) Kadar MDA Hati Mencit tiap

Perlakuan
Tujuan

Hipotesis

Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi < 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi > 0,05

Test of Homogeneity of Yariances

H,: Data homogen

o: 0,05

: Ho: Data tidak homogen

kaadar b0
Levene
Statistic oif1 of? Sig.
754 4 15 A47

: Untuk mengetahui apakah data memiliki variasi yang sama

96

HO ditolak karena nilai signifikansi > 0,05, sehingga data

Kesimpulan: HO ditolak karena nilai signifikansi > 0,05, sehingga data homogen

atau memiliki variasi yang sama.

L.7.5 Hasil Uji Analisis Variasi (One Way ANOVA) Kadar MDA Hati
Mencit Diabetes Mellitus yang Telah Diterapi Ekstrak Etanol 96%
Bekatul Menggunakan SPSS 16.00

Tujuan : Untuk mengetahui apakah terdapat pengaruh terapi ekstrak etanol 96%
bekatul terhadap penurun kadar glukosa darah mencit diabetes mellitus

Hipotesis

. Ho: Terapi ekstrak etanol bekatul 96% tidak berpengaruh terhadap
penurunan kadar MDA pada hati mencit diabetes mellitus

. Terapi ekstrak etanol 96% bekatul berpengaruh terhadap
penurunan kadar MDA pada hati mencit diabetes mellitus

a: 0,05
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Pengambilan kesimpulan: HO diterima apabila nilai signifikansi > 0,05

HO ditolak apabila nilai signifikansi < 0,05

ANOWVA
Fadar MOA
Sum of
¥ Souares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 12621.874 4 A130.4649 1.266 326
Within Groups AT0TE.A62 14 2471.771
Total 49558 438 14

Kesimpulan: HO ditolak karena nilai signifikansi > 0,05, sehingga terapi ekstrak
etanol 96% bekatul tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar MDA pada hati
mencit diabetes mellitus.
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Lampiran 8. Perhitungan Koefisien Keragaman
Perlakuan Ul U2 U3 U4 Rata2
KN 3 12 5 8
KP 130 298 339 298 266,25
KT1 105 -177 43 277
KT2 69 408 383 233 273,25
KT3 197 110 18 132 114,55
Rata-rata
(v) 144,55
SK db JK KT Fhitung Ftabel 5%
Perlakuan 4 2322109 58027,175 3,930 3,06
Galat 15 221460 14764,017
Total 19 453569
VKTG

Koefisien Keragaman =

x 100% = —Vlﬁj‘;g” x 100% = 84,05%.
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Bekatul

Lampiran 9. Dokumentasi
L.9.1 Preparasi Sampel
L.9.2 Ekstraksi Etanol 96%



L.9.3 Pembuatan Mencit Diabetes Mellitus
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L.9.6 Mencit Pengukuran Kadar MDA Pada Hati Mencit Diabetes Mellitus
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