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ABSTRAK

Izzani, Maghfirotul. 2020. Pengaruh Ekstrak Bekatul Terfermentasi dengan
Rhizopus oryzae terhadap Histologi Hepar Mencit (Mus musculus)
Diabetes. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik lbrahim Malang. Pembimbing I: Anik Maunatin
S.T, M. P. Pembimbing Il: A. Ghanaim Fasya, M.Si. Konsultan: Dr.
Akyunul Jannah, S.Si, M.P

Kata kunci : bekatul, maserasi, senyawa aktif, fermentasi, fitokimia,
antidiabetes, histologi hepar

Bekatul merupakan hasil samping dari proses penggilingan padi yang mengandung
beberapa komponen bioaktif diantaranya tokoferol, orizanol, dan tokotrienol yang
berpotensi sebagai antidiabetes. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
ekstrak bekatul terfermentasi Rhizopus oryzae terhadap histologi hepar mencit (Mus
musculus) diabetes.

Penelitian ini dilakukan dengan fermentasi bekatul menggunakan Rhizopus oryzae
kemudian diekstrak menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 95% dan diuji
fitokimia. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan mencit galur
BALB/C jantan dan dibagi menjadi 6 kelompok: kontrol normal (tanpa terapi), kontrol
negatif (induksi aloksan dosis 200 mg/KgBB) secara intraperitonial, kontrol 1 (bekatul
tanpa fermentasi dosis 100 mg/KgBB), kontrol 2 (bekatul tanpa fermentasi dosis 200
mg/KgBB), kelompok 1 (bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB), kelompok 2
(bekatul terfermentasi dosis 200 mg/KgBB). Terapi ekstrak bekatul dilakukan selama 19
hari dengan parameter pengamatan berat badan yang diamati setiap 3 hari sekali, kadar
glukosa darah yang diamati pada hari ke-0,1,7,11,15,19 dan jumlah sel hepatosit.
Pengambilan organ hepar dilakukan pada hari ke 20 untuk pengamatan histologi organ
hepar dan dihitung sel hepatosit secara mikroskopik.

Hasil penelitian menunjukkan ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi
mengandung senyawa golongan alkaloid, steroid/terpenoid, fenolik dan flavonoid. Terapi
ekstrak bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB (BF 100) menunjukkan penurunan
kadar glukosa darah paling tinggi sebesar 49% mencapai kadar glukosa darah normal
yaitu 135 mg/dL dan peningkatan perbaikan jumlah sel hepatosit normal yaitu 30 sel.
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ABSTRACT

Izzani, Maghfirotul. 2020. Effect of Fermented Rice Bran Extract by Rhizopus
oryzae on the Histology of Liver Diabetic Mice (Mus musculus).
Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology State
Islamic University Maulana Malik lbrahim Malang. Supervisor I: Anik
Maunatin, S.T, M.P.; Supervisorll: A. Ghanaim Fasya, M.Si.; Consultant:
Dr. Akyunul Jannah, S. Si, M.P.

Key words:Rice bran, maceration, solid-state fermentation, bioactive compound,
antidiabetic, histology of liver organs.

Rice bran is a byproduct of rice milling process that contains several bioactive
components including tocopherol, orizanol, and tootrienols has the potential to be
antidiabetic. This study aimed to determine the effect of fermented rice bran extract by
Rhizopus oryzae on the histology of liver diabetes mice (Mus musculus).

In the present study rice bran was fermented with Rhizopus oryzae and extract
maceration with 95% ethanol and phytochemical identified. This study an experimental
study using mice BALB/C strain with 6 treatments: normal control (without treatment),
negative control (induced by alloxan at a dose of 200mg/Kg BB) intraperitonially,control
| (nonfermented rice bran 100 mg/KgBB),control 1l (nonfermented rice bran 200
mg/KgBB), group | (fermented rice bran 100 mg/KgBB), group Il (fermented rice bran
200 mg/KgBB). The treatment was given orally for 19 days with the parameters
measured were body weight on every 3 days, blood glucose on day-1, 7, 11, 15, 19 and
count hepatocyte cells. The liver organ was taken in the day-20 for histology observation
and the hepatocyte cells were counted microscopically.

The result showes that fermented rice bran and nonfermented rice bran extract was
containing alkaloids, steroid/terpenoids, fenolic and flavonoids. The treatment of
fermented rice bran 100 mg/Kg BW was giving best highest decresing of blood glucose
level that was 49% reach normal blood glucose that was 135 mg/dL and the higest
increasing of hepatocytes that was 30 cells.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perubahan gaya hidup dan sosial ekonomi akibat modernisasi menyebabkan
peningkatan prevalensi penyakit degeneratif, salah satunya adalah diabetes
mellitus. Data World Health Organization (WHO) menunjukkan jumlah pasien
diabetes mellitus tipe dua di dunia pada tahun 2030 diperkirakan melebihi 300
juta orang (Pathel dkk, 2012). Internasional Diabetes Federation (IDF) pada
tahun 2017 menempatkan Indonesia pada posisi ke tujuh di dunia sebagai negara
dengan jumlah penderita diabetes mencapai 10,7 juta jiwa dan diperkirakan
meningkat menjadi 13,7 juta jiwa pada tahun 2030 (Hasim dkk, 2020).

Diabetes mellitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
peningkatan konsentrasi glukosa darah (hiperglikemia). Diabetes terjadi akibat
gangguan atau defisiensi insulin pada sel-sel $ langerhans kelenjar pankreas.
Insulin merupakan hormon yang berperan dalam proses pemecahan glukosa yang
diserap ke dalam tubuh. Insulin juga berperan dalam proses metabolisme
glukoneogenesis pada jaringan hepar. Resistensi insulin menyebabkan penurunan
kemampuan insulin dalam menginhibisi proses tersebut sehingga terjadi
peningkatan kadar glukosa darah dalam hepar (Bagarizky, 2015). Kondisi tersebut
menyebabkan terjadinya autooksidasi glukosa, glikasi protein, dan aktivasi jalur
poliol yang mengakibatkan peningkatan produksi radikal bebas (Triandita dkKk,
2016). Pembentukan senyawa oksigen reaktif dapat meningkatkan modifikasi

lipid, DNA dan protein pada berbagai jaringan sehingga terjadi ketidakseimbangan
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antara antioksidan dengan peningkatan radikal bebas yang mengakibatkan stress
oksidatif (Setiawan dkk, 2005).

Stress oksidatif dapat diatasi dan dicegah dengan senyawa antioksidan.
Antioksidan berperan menetralkan radikal bebas dan melindungi jaringan biologis
dari kerusakan yang diakibatkan oleh senyawa radikal bebas (Kumalaningsih,
2007). Senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai antioksidan diantaranya
golongan flavonoid, alkaloid, steroid/terpenoid, saponin, dan tanin. Flavonoid
berperan sebagai radical scavenger yang menghambat pembentukan senyawa
Reactive Oxigen Species (ROS) dengan cara menekan Kkerja peroksidase
(Rahmawati dkk, 2014). Senyawa alkaloid berpotensi menurunkan glukosa darah
dengan cara menghambat absorbansi glukosa di usus (Tachibana dkk, 2001).
Senyawa antioksidan banyak ditemukan pada bahan alam salah satunya bekatul.

Allah SWT berfirman dalam surat Lugman ayat 10:
st G LTS 05 187 0e e 853 085 A OF (ol (5N 8 (A5 W35 as AR oLt Gl

)b £ ey B

Artinya: ”Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis
binatang dan Kami turunkan air hujan dan air langit lalu Kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuhan yang baik.” QS. Lugman ayat 10.

Kata (~5) digunakan untuk segala sesuatu yang baik. Rezeki yang kariim
adalah yang banyak, halal dan bermanfaat. Pasangan tumbuhan yang kariim

adalah yang tumbuh subur dan menghasilkan apa yang diharapkan dari

penanamnya (Shihab, 2002). Allah SWT menciptakan tumbuhan untuk memenuhi
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kebutuhan hidup makhluknya. Bagian-bagian tanaman mulai dari daun, akar,
batang, buah, dan bunga bahkan limbah yang dihasilkan dapat dimanfaatkan oleh
manusia salah satunya sebagai obat.

Bekatul merupakan hasil samping dari proses penggilingan padi yang banyak
mengandung senyawa antioksidan dan berpotensi sebagai antidiabetes. Selain
mengandung senyawa antioksidan, bekatul yang umumnya digunakan sebagai
bahan pakan ternak, memiliki kandungan zat gizi antara lain protein (13,11-17,19
%), lemak (2,52-5,05 %), karbohidrat (67,58-72,74 %), dan vitamin B, terutama
vitamin B1 (thiamin) (Luthfiono dkk, 2017). Friedman (2013) melaporkan bahwa
komponen bioaktif pada bekatul terdiri dari senyawa y-orizanol 3681 pg/g, a-
tokoferol 71 pg/g dan asam fenolik 2101 pg/g. Rashid dkk. (2015) juga
melaporkan komponen bioaktif pada bekatul yang berperan sebagai antioksidan
diantaranya adalah flavonoid, tokotrienol, dan (-sitosterol.

Salah satu cara untuk memaksimalkan penggunaan ekstrak bekatul sebagai
antidiabetes yaitu menggunakan metode bioteknologi fermentasi. Fermentasi
merupakan proses pemecahan senyawa organik menjadi senyawa sederhana
melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme (Yosi dkk, 2014).
Proses fermentasi bertujuan untuk menurunkan kadar serat bekatul, sehingga
senyawa fenolik yang terikat pada serat tersebut dapat terlepas. Serat terbagi
menjadi 2 yaitu serat larut dan serat tidak larut. Serat larut diantaranya pektin dan
gum, sedangkan serat tidak larut yaitu selulosa, lignin dan hemiselulosa
(Mursalina dkk, 2012). Proses fermentasi menghasilkan enzim yang dapat
melepaskan senyawa bioaktif pada serat tidak larut. Semakin banyak senyawa

bioaktif yang terlepas maka aktivitas senyawa antioksidan akan semakin
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meningkat (Zubaidah dkk, 2012). Schmidt dkk. (2013) melaporkan fermentasi
bekatul oleh Rhizopus oryzae meningkatkan kandungan senyawa fenolik sebesar
765 mg/g dari 33 mg/g. Razak dkk. (2017) juga menunjukkan peningkatan
kandungan asam ferulat pada bekatul setelah difermentasi menggunakan A. oryzae
dan R. oryzae dari 1,88 pg/mL menjadi 43,19 pg/mL. Selain itu Chaiyasut dkk.
(2017) melaporkan kandungan senyawa fenolik pada bekatul meningkat setelah
difermentasi menggunakan Saccharomyces cerevesiae dari 26,74 mg/g menjadi
29,07 mg/g. Peningkatan senyawa fenolik mengakibatkan peningkatan senyawa
antioksidan yang dapat menekan terjadinya stress oksidatif yang mengarah pada
kerusakan oksidatif.

Kerusakan oksidatif akibat hiperglikemia dapat ditinjau pada histologi organ
hepar. Organ hepar pada kondisi diabetes akan mengalami degenerasi baik
bersifat reversibel dan ireversibel. Degenerasi merupakan tanda awal kerusakan
sel hepar yang ditunjukkan dengan adanya sel hepar berwarna lebih gelap dan
mengalami pembengkakan. Hal ini disebabkan oleh peningkatan degradasi
glikogen dan glukoneogenesis karena pemanfaatan glukosa terhambat (Hussaain
dkk, 2008). Degenerasi yang terjadi secara terus menerus dapat mengakibatkan
kerusakan sel berupa nekrosis (kematian sel). Lailatul dkk. (2015) melaporkan
adanya kerusakan pada organ hepar tikus diabetes berupa perlemakan sel
hepatosit yaitu 108 sel lebih banyak dibandingkan kelompok normal yaitu 26 sel
dan ditemukan hipertrofi pada hepatosit, sinusoid tidak teratur, dan adanya
infiltrasi sel radang.

Penelitian Diana (2017) melaporkan bahwa kandungan senyawa flavonoid

pada ekstrak daun sirsak dapat membantu perbaikan kerusakan sel hepatosit
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mencit diabetes sebesar 90,6%. Arif (2016) juga menunjukkan bahwa kandungan
senyawa triterpenoid pada ekstrak buah pare dapat memperbaiki kerusakan sel
hepatosit tikus diabetes sebesar 5,6 unit/34,57 cm? dari 3 unit/34,57 cm?.
Nurhidayah dkk. (2017) melaporkan bahwa kandungan senyawa fenolik dalam
beras merah mampu menurunkan kadar glukosa darah tikus diabetes sebesar
57,82%. Penelitian Wahyuni dkk. (2016) menyatakan ekstrak bekatul beras hitam
mempunyai efek inhibit aktivitas enzim a-glukosidase dengan nilai ICs sebesar
121 mg% dan dapat menurunkan kadar glukosa darah tikus diabetes pada hari ke-
10 (152,67 mg/dL menjadi 131,33 mg/dL).

Proses ekstraksi senyawa bioaktif pada bekatul menggunakan pelarut dengan
kepolaran yang sesuai dapat meningkatkan keefektifan mengekstrak senyawa-
senyawa antioksidan lebih banyak. Ekstraksi bekatul dilakukan dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol. Prinsip ekstraksi maserasi Yyaitu
mengekstrak senyawa aktif berdasarkan tingkat kepolaran dan kemampuan pelarut
dalam mengikat metabolit sekunder pada sampel (Khopkar, 2010). Pelarut etanol
memiliki kemampuan lebih banyak menarik kandungan kimia senyawa metabolit
sekunder dibandingkan metabolit primer (Saputra dkk, 2016). Widarta dkk.
(2013) melaporkan bahwa ekstraksi bekatul menggunakan pelarut etanol
menghasilkan rendemen paling tinggi sebesar 5,00% dibandingkan dengan pelarut
metanol sebesar 3,91%. Ulfa (2016) juga menyatakan bahwa aktivitas antioksidan
bekatul dengan metode DPPH menunjukkan aktivitas terbaik pada ekstrak etanol.
Berdasarkan uraian diatas, maka dilakukan penelian tentang pengaruh ekstrak
bekatul terfermentasi dengan Rhizopus oryzae terhadap kadar glukosa darah dan

histologi hepar mencit diabetes mellitus.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah yang dapat diangkat
pada penelitian ini yaitu bagaimana pengaruh pemberian ekstrak bekatul
terfermentasi dengan Rhizopus oryzae terhadap penurunan kadar glukosa darah
dan gambaran histologi hepar pada mencit (Mus musculus) diabetes yang

diinduksi aloksan?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
bekatul terfermentasi dengan Rhizopus oryzae terhadap penurunan kadar glukosa
darah dan gambaran histologi hepar pada mencit (Mus musculus) diabetes yang

diinduksi aloksan.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini diantaranya sebagai berikut:

1. Bekatul yang digunakan adalah bekatul beras putih yang diambil dari daerah
Singosari, Malang Jawa Timur.

2. Mencit yang digunakan adalah mencit galur BALB/c.

3. Pelarut yang digunakan adalah etanol 95% menggunakan metode ekstraksi
maserasi.

4. Bahan untuk menginduksi diabetes adalah aloksan 200 mg/kgBB.

5. Dosis ekstrak yang diinduksikan adalah 100 mg/KgBB dan 200 mg/KgBB.

6. Parameter yang diamati adalah berat badan, kadar glukosa darah dan histologi

hepar mencit.



1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan memiliki manfaat sebagai dasar penelitian
selanjutnya sehingga dapat digunakan sebagai alternatif pengobatan dalam

mengatasi penyakit diabetes mellitus.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Diabetes Mellitus
2.1.1 Definisi Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus merupakan penyakit gangguan metabolik yang ditandai
dengan kondisi hiperglikemia. Diabetes mellitus disebabkan karena sel 3 pankreas
tidak berfungsi secara maksimal sehingga produksi insulin terganggu yang
mengakibatkan gukosa tidak disimpan dalam bentuk glikogen dan glukosa tidak
dapat masuk ke dalam sel sehingga glukosa darah mengalami peningkatan

(Setiawan dkk, 2005).

2.1.2 Klasifikasi Diabetes Mellitus

Penyakit diabetes mellitus berhubungan dengan insulin. Insulin berfungsi
menurunkan kadar glukosa dengan cara merangsang sel tubuh untuk mengambil
glukosa dari darah, memperlambat perombakan glikogen dalam hepar dan
menghambat perubahan asam amino dan asam lemak menjadi gula (Campbell,

2004). Berdasarkan patologinya diabetes mellitus dibedakan menjadi 4 yaitu:

Tabel 2.1 Klasifikasi diabetes mellitus

No Diabetes mellitus Keterangan

1 Tipe 1 Kerusakan sel B pankreas karena faktor genetik
yang dapat menyebabkan defisiensi insulin

2 Tipe 2 Resistensi insulin dan penurunan respon sel 8
pankreas

3 Tipe lain Kelainan karena infeksi obat atau zat-zat kimia,
penyakit eksokrin pankreas dan endokrinopati

4 Gestasional Kelainan pada masa kehamilan

(Sumber: Depkes RI, 2005)



2.1.3 Kriteria Diabetes Mellitus

Pemeriksaan diabetes mellitus dilakukan dengan memeriksa kadar glukosa
darah ketika puasa, pemeriksaan darah sewaktu (at random), atau kadar glukosa
darah dua jam sesudah makan (post prandial) dengan metode enzimatik
(Dalimartha, 2007). Hasil pemeriksaan kadar glukosa darah kemudian disesuaikan

dengan Tabel 2.

Tabel 2.2 Penentuan kriteria penderita diabetes mellitus berdasarkan kadar
glukosa darah sewaktu dengan metode enzimatik

Bukan DM  Belum pasti DM DM
Kadar glukosa <110 mg/dL  110-199 mg/DlI > 200 mg/dL
darah plasma vena
Kadar glukosa <90 mg/dL 90-199 mg/dL > 200 mg/dL

darah kapiler
(Sumber: Dalimartha, 2007)

2.1.4 Pengobatan Diabetes

Pengobatan diabetes bertujuan untuk mengontrol kadar glukosa darah dalam
tubuh berada dalam kisaran normal dan mengurangi resiko terjadinya komplikasi.
Ada 2 macam obat hiperglikemik, yaitu berupa suntikan insulin dan berupa tablet
yang dapat diminum. Obat yang berupa tablet biasa disebut obat hipoglikemik
oral (OHO) atau antidiabetes (OAD). Obat hiperglikemik oral terbagi menjadi 2
golongan vyaitu golongan sulfonilurea dan binguanid atau yang lebih dikenal
dengan Glibenclamid. Turunan sulfonilurea dapat merangsang pengeluaran
insulin dari sel 8 islet pankreatik, menurunkan pemasukan insulin endogen ke hati
dan menekan secara langsung pengeluaran glukagon contohnya glipzid, gliburid,

tolbumid, dan klorppropamid (Dalimartha, 2007).
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2.2 Tinjauan Organ Hepar
2.2.1 Organ Hepar
Hepar merupakan kelenjar terbesar dalam tubuh yang memiliki permukaan
superior yang cembung dan terletak di bawah diafragma bagian kanan dan
sebagian di bawah kiri diafragma (Price dan Wilson, 2012). Hepar memiliki 4
lobus yaitu lobus kanan yang berukuran besar dan lobus kiri yang berukuran lebih
kecil. Lobulus-lobulus hepatis merupakan penyusun hepar. Vena sentralis pada
masing-masing lobus bermuara ke vena hepatica dan diantara lobulus-lobulus
terdapat canalis hepatis, yang berisi cabang-cabang arteri hepatica, vena porta, dan
sebuah cabang dari ductus choledochus (trias hepatis). Darah arteri dan vena
berjalan diantara sel-sel hepatosit melalui sinusoid dan dialirkan ke vena sentralis

(Maulina, 2018).

Left
lobe

Falaform
hgament

Gambar 2.1 Organ Hepar

Fungsi hepar yang utama adalah membentuk dan mengekskresi empedu,
saluran empedu mengangkut empedu sedangkan kandung empedu menyimpan
dan mengeluarkan empedu ke usus halus sesuai kebutuhan. Hepar menyekresi
sekitar 500 hingga 1000 ml empedu setiap hari. Hepar juga berperan penting
dalam metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak. Semua protein plasma
(kecuali gama globulin) disintesis oleh hepar. Protein tersebut antara lain albumin,

protrombin, dan faktor pembekuan lainnya (Guyton dkk, 1997).
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» T TR :
Gambar 2.2  Histologi hepar mencit (pewarnaan HE dan perbesaran
400x). Keterangan: a. Vena sentralis, b. Sel hepatosit

Unsur utama struktur hepar adalah sel hepatosit. Struktur sel hepatosit normal
ditandai dengan bentuk bulat dengan inti jelas ditengah (Rarangsari, 2015).
Susunan hepatosit dipisahkan oleh sinuoid yang merupakan saluran berliku-liku
dan melebar, diameternya tidak teratur, dan kebanyakan dilapisi sel endotel
bertingkat yang tidak utuh. Sinusoid hepar mengandung sel-sel fagosit dari sel
retikulendotel (sel Kupffer) dan sel-sel endotel. Sel Kupffer mempunyai inti besar,
pucat dan sitoplasmanya lebih banyak dengan cabang-cabang meluas dan

melintang di dalam ruang-ruang sinusoid (Maulina, 2018).

2.3 Bekatul

Bekatul merupakan hasil samping dari penggilingan padi pada proses
penyosohan. Proses penggilingan padi menjadi beras menghasilkan 16-28%
sekam, 6-11% dedak, 2-4% bekatul, dan 60% endosperma (Astawan dkk, 2010).
Secara morfologi, bekatul terdiri dari jaringan perikap, kulit biji, nuselus, lapisan
aleuron, bubuk germ (embrio), dan sekam endosperma (Orthoefer, 2011). Bekatul
memiliki komponen protein, mineral, lemak, karbohidrat komplek, vitamin, asam

lemak esensial, dan lebih dari 120 senyawa antioksidan (Kahlon, 2009).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Penampakan bagian-bagian dari biji padi ditunjukkan pada Gambar 2.3.

Y
Gambar 2.3 Penampang padi (Saunders, 2012)

Ketersediaan bekatul di Indonesia cukup melimpah, namun pemanfaatnya
hanya sebatas pakan untuk hewan ternak dan pengolahan untuk kebutuhan obat
herbal sangat terbatas. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa bekatul memiliki
banyak manfaat. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam surat Qaf ayat 9:

AP aoasll oy ey Bl B30 46 Tl o W

“Dan Kami turunkan dari langit air yang banyak manfaatnya. Lalu, Kami
tumbuhkan dengan air itu pohon-pohon dari biji-biji tanaman yang diketam”

(QS. Qaf:9)

Tafsir Shihab (2002) menjelaskan bahwa ayat ini diawali dengan rahmat
Allah- SWT berupa air hujan yang membawa kebaikan dan manfaat serta
ditumbuhkannya kebun yang mempunyai pohon-pohonan, bunga-bunga, buah-
buahan dan biji tumbuhan yang dapat dipanen seperti padi, gandum, jagung dan
sebagainya. Manusia sebagai hamba yang beriman dan dibekali akal oleh Allah
SWT mempunyai kewajiban untuk berfikir dan mencari manfaat dari yang
diciptakan oleh Allah SWT, salah satunya dengan memanfaatkan tumbuhan

sebagai pengobatan alternatif.
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Bekatul merupakan sumber serat pangan. Serat pangan pada bekatul
dibedakan atas serat pangan larut dan serat pangan tidak larut. Serat pangan larut
bermanfaat untuk menurunkan kolesterol, mencegah diabetes, mengurangi resiko
penyakit jantung koroner dan serat pangan tidak larut dapat mencegah terjadinya
kanker kolon (Astawan, 2010). Selain itu, asam ferulat pada bekatul berfungsi
sebagai antidiabetes, anti-inflamasi, antiatherogenik, antipenuaan neuroprotektif,
radioprotektif, memperbaiki tekanan darah dan metabolisme glukosa (Adom dKkk,
2002).

Serat pangan yang ditemukan pada bekatul antara lain selulosa, hemiselulosa,
pektin, arabinosilan, lignin, dan B-glucan. Selain itu, bekatul mengandung asam
amino esensial (triptofan, histidin, sistein, arginin) dan senyawa bioaktif.
Komponen senyawa bioaktif pada bekatul yaitu y-oryzanol, asam ferulat, asam
kafeat, trisin, asam kumarat, asam fitat, vitamin E («-tokoferol, y-tokoferol, dan
tokotrienol), fitosterol (B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol), dan karotenoid (a-

karoten, B-karoten,lutein) (Kurniati dkk, 2017).

Tabel 2.3 Komponen bioaktif bekatul

Komponen Jumlah (% bobot kering)
Lemak 16,96
Protein 12,07
Karbohidrat 45,54
Serat 11,77
Abu 10,78
Senyawa bioaktif (mg GAE/g) 1,96
Asam fitat (mg/g) 48,12
y-oryzanol 1,52
a-tokoferol (ug/g) 41,36
y-tokoferol (mg/g 37,97

(Sumber : Moongngarm dkk, 2012)



14

2.4 Uji Fitokimia
Skrining fitokimia merupakan tahap pendahuluan yang dilakukan untuk
mengidentifikasi senyawa bioaktif yang terkandung dalam bahan alam. Metode
ini dilakukan dengan cara melihat adanya perubahan warna pada sampel yang
direaksikan dengan reagen tertentu. Menurut Harborne (1984) senyawa metabolit
sekunder yang umum terdapat pada tanaman adalah alkaloid, flavonoid,steroid/

terpenoid, tanin dan saponin.

2.4.1 Alkaloid

Alkaloid merupakan golongan senyawa yang dapat ditemukan pada biji,
daun, ranting, dan kulit kayu dari tumbuh-tumbuhan yang mengandung paling
sedikit satu atom nitrogen yang bersifat basa dan membentuk cincin heterosiklik
(Harborne, 1984). Pereaksi Dragendorff digunakan untuk mendeteksi alkaloid
karena pereaksi ini mengandung bismut (logam dengan berat atom tinggi) (Sirait,
2007). Senyawa alkaloid tersusun dari atom nitrogen yang digunakan untuk

membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion logam (Marliana dkk, 2005).

H
Gambar 2.4 Struktur inti alkaloid (Sumardjo, 2009)
Menurut Harborne (1984) menyatakan ekstrak yang positif akan membentuk
endapan putih dengan reagen Meyer dimana endapan terbentuk karena

pembentukan senyawa kompleks antara ion dari reagen dengan senyawa alkaloid.
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2.4.2 Flavonoid
Flavonoid merupakan golongan senyawa polifenol dengan kerangka dasar 15
atom karbon yang terdiri dari dua cincin benzen (C6) yang terikat pada propana
(C3) sehingga membentuk suatu susunan C6-C3-C6 (Lenny, 2006). Flavonoid
merupakan senyawa polar karena mempunyai sejumlah hidroksil sehingga dapat
larut dalam pelarut polar seperti etanol. Etanol berfungsi sebagai pembebas
flavonoid dari bentuk garamnya. Penambahan asam klorida pekat berfungsi untuk
protonasi flavonoid hingga terbentuk garam flavonoid. Setelah penambahan
bubuk magnesium, hasil positif ditunjukkan dengan perubahan warna larutan
menjadi hitam kemerahan. Warna hitam kemerahan yang dihasilkan menandakan

adanya flavonoid akibat dari reduksi oleh asam klorida pekat dan magnesium

Gambar 2.5 Struktur dasar flavonoid (Sumardjo, 2009)

(Harborne, 1984).

2.4.3 Steroid/Triterpen

Steroid merupakan terpenoid yang kerangka dasarnya terbentuk dari sistem
cincin siklopentana. Steroid termasuk golongan lipid yang mempunyai struktur
dasar yang sama dan merupakan derivat dari perhidrosiklopentanofenantrena,
yang terdiri dari 3 cincin sikloheksana dan 1 cincin siklopentana yang tergabung

pada ujung cincin sikloheksana (Poedjiadi, 2012).
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CH,

CHj

Gambar 2.6 Struktur steroid ((Poedjiadi, 2012)

Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan
isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu
skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol,
aldehida atau asam karboksilat (Harborne, 1984). Senyawa triterpenoid/steroid
dapat mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan membentuk garam

yang memberikan jumlah reaksi warna (Robinson, 1995).

Gambar 2.7 Struktur triterpenoid (Robinson, 1995)

2.4.4 Saponin

Saponin merupakan senyawa yang memiliki glikosil yang berfungsi sebagai
gugus polar dan gugus steroid dan triterpenoid sebagai gugus nonpolar. Senyawa
yang memiliki gugus polar dan nonpolar bersifat aktif permukaan sehingga saat
dikocok dengan air saponin dapat membentuk busa. Busa yang terbentuk
dikarenakan adanya struktur misel gugus polar menghadap ke luar sedangkan
gugus nonpolarnya menghadap ke dalam (Sangi dkk, 2008). Saponin merupakan

senyawa yang larut dalam air tetapi tidak larut dalam eter dan memiliki sifat khas
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antara lain berasa pahit, berbusa dalam air dan beracun bagi binatang berdarah

dingin (Mutiah dkk, 2011).

Gambar 2.8 Struktur saponin (Robinson, 1995)

2.4.5 Fenolik
Senyawa fenol merupakan senyawa yang memiliki struktur cincin aromatik
dan mengandung satu atau dua hidroksil. Senyawa fenol cenderung mudah larut

karena berikatan dengan gula sebagi glikosida (Harborne, 1984).

OH

Gambar 2.9 Struktur fenol

2.5 Fermentasi Bekatul Menggunakan Rhizopus oryzae
2.5.1 Fermentasi Bekatul

Fermentasi merupakan suatu proses pemecahan senyawa organik menjadi
senyawa sederhana dengan bantuan enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme.
Proses fermentasi menyebabkan terjadinya penguraian senyawa-senyawa organik
untuk menghasilkan energi serta terjadi perubahan substrat menjadi produk baru
dengan bantuan mikroba (Yosi dkk, 2014). Senyawa fenolik pada tanaman secara
alami berikatan dengan gula sederhana dalam bentuk glikosida dan terikat dengan

lignin sebagai ester. Pada proses fermentasi mikroba mensintesis enzim yang
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mampu memecah ikatan ester dan melepaskan fenolik terikat, sehingga
meningkatkan senyawa fenolik bebas. Senyawa fenolik dalam bentuk glikosida
dihidrolisis oleh enzim (-glukosidase bersama enzim esterase untuk
membebaskan aglikon fenolik dari glikon. Sedangkan senyawa fenolik yang
terikat dengan lignin sebagai ester didegradasi oleh enzim laktase membentuk
fenolik bebas terakumulasi dalam vakuola sel. Selain itu, selama proses
fermentasi enzim ferulik esterase berperan membebaskan asam ferulat dari
komponen dinding sel seperti hemiselulosa dan lignin (Kurniati, 2017).

Proses fermentasi dapat meningkatkan kandungan nutrisi dari bahan pangan
dan juga meningkatkan kandungan antioksidan. Hasil penelitian Fikriyah (2018)
menyatakan bahwa aktivitas antioksidan pada bekatul terfementasi menggunakan
Rhizopus oryzae meningkat sebesar 13,37% (dari 70,7% menjadi 84,43%).
Komponen fenolik pada bekatul terbentuk karena terjadinya dekomposisi lignin,
selulosa, dan hemiselulosa selama proses fermentasi (Oliveira dkk, 2012).
Mikroba yang digunakan pada proses fermentasi mampu menghidrolisis ikatan
ester antara asam lemak dan polisakarida pada dinding sel tanaman, sehingga

memaksimalkan kadar asam ferulat selama proses fermentasi (Kurniati, 2017).

Tabel 2.4 Peningkatan komponen fenolik bekatul dengan fermentasi
Jumlah Fenolik
Mikroba Sebelum Setelah
fermentasi fermentasi

Peningkatan Lama

. Referensi
fenol fermentasi

Asrr)]?ggirlus 1,8drr1;g/g 2,4drr1;g/g 33.3 % 24 jam Hz-e(;jog-Ge,
Rof’rzyoz";‘f 88 ug/ml 160 ug/ml  81% 120 jam O'Z'Xi'_{a’
Cedoion 019700 BSENI0 g9y agjan P
“Romis  ugmi  gm 1% 28m O
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Menurut Kunaepah (2008) menyatakan ada beberapa faktor yang
memengaruhi proses fermentasi antara lain substrat, suhu, pH, oksigen, dan
mikroba yang digunakan.
1. Substrat

Substrat merupakan bahan baku fermentasi yang memiliki kandungan nutrisi
yang dibutuhkan oleh mikroba untuk tumbuh dan menghasilkan produk
fermentasi. Nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroba untuk tumbuh dan
menghasilkan produk adalah karbohidrat. Karbohidrat merupakan sumber karbon
yang berfungsi sebagai penghasil energi bagi mikroba, sedangkan nutrient lain
seperti protein dibutuhkan dalam jumlah lebih sedikit daripada karbohidrat.
Syarat-syarat media dapat digunakan untuk pertumbuhan mikroba yaitu (Jannah,
2010):
a. Media mengandung nutrisi untuk pertumbuhan sel dan sumber energi bagi sel
b. Media tidak mengandung zat yang menghambat pertumbuhan sel
c. Tidak mengandung kontaminan
2. Suhu fermentasi

Suhu fermentasi memengaruhi lama fermentasi karena pertumbuhan mikroba
dipengaruhi oleh suhu lingkungan fermentasi. Kapang dan khamir tergolong
sebagai mikroorganisme bersifat mesofilik yang dapat tumbuh pada suhu rata-rata
30°C. Kapang dan khamir dapat tumbuh baik pada suhu 35-37°C, sebagian dapat
tumbuh pada suhu rendah dan suhu pembekuan (Paggara, 2009).
3. Derajat keasaman (pH)

Derajat keasaman (pH) merupakan faktor penting yang memengaruhi

beberapa aktivitas dari mikroorganisme dan berpengaruh terhadap proses
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pemecahan bahan organik. Derajat keasaman yang mendukung pertumbuhan
mikroorganisme adalah pH dengan sifat asam (rendah). Rhizopus sp. tumbuh baik
pada kisaran pH 3,4-6 (Pangastuti, 1996).

4. Oksigen
Mikroorganisme jamur bersifat aerobik sehingga memerlukan oksigen.
5. Mikroba
Pemilihan mikroorganisme bertujuan mendapat mikroorganisme yang dapat

tumbuh dengan cepat sesuai dengan medium yang digunakan.

2.5.2 Jamur Rhizopus Oryzae
Rhizopus oryzae merupakan jamur berfilamen yang membentuk benang-
benang hifa dalam pertumbuhannya. Menurut Germain dkk. (2006) menyatakan

bahwa Klasifikasi Rhizopus oryzae adalah sebagai berikut :

Kingdom : Fungi
Devisio : Zygomycota
Class . Zygomycotes
Ordo : Mucorales
Familia : Mucoraceace
Genus : Rhizopus
Spesies : R. Oryzae

Metabolisme Rhizopus oryzae melalui jalur glikolisis yaitu memecah glukosa
menjadi asam piruvat melalui 10 enzim yang terdapat di dalam selnya, kemudian
asam piruvat akan diubah menjadi etanol oleh enzim PDC dan ADH
(Buyukkilecci dkk, 2006). Suhu optimum untuk pertumbuhan Rhizopus oryzae
adalah 35°C, suhu minimal pertumbuhan adalah 5-7°C dan suhu maksimal
pertumbuhan adalah 44°C (Saropah dkk, 2012 ). Koloni Rhizopus oryzae dapat

tumbuh dengan cepat pada cawan petri dalam waktu 4 hari dengan proses
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reproduksi Rhizopus sp. dalam bentuk zygospora diawali dengan dua gamentangia
melebur kemudian akan berkembang menjadi zigot, selanjutnya dinding akan
menebal dan berubah menjadi zygospora (Moore, 1996). Berikut merupakan

gambaran kurva pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae (Melgar dkk, 2013) :

myecelial dry weight (g/100 mL)
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Rhizopus oryzae sp.Csl

Gambar 2.10 Kurva pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae (Melgar dkk, 2013)

Strain Rhizopus oryzae menunjukkan fase log terpendek, dimana produksi
miselium tertinggi terjadi dari 48 sampai 96 jam inkubasi. Setelah waktu ini,
penurunan masa miselium diamati sampai 144 jam. Jika masa inkubasi jamur
diperpanjang dan laju pertumbuhan tetap diamati setelah 144 jam maka jumlah
miselium yang ada lebih rendah dibandingkan dengan fase log. Berdasarkan kurva
tersebut diketahui fase pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae yaitu fase lag (0),
fase akselerasi (0-48), fase eksponensial (48-96), fase deselerasi (96-144), fase
stasioner (144-192) dan fase kematian (192-240) (Melgar dkk, 2013).

Jamur dari genus Rhizopus merupakan kelompok fungi selulolitik yang
menghasilkan enzim selulase untuk mendegradasi selulosa. Selulosa merupakan

polimer glukosa berbentuk rantai linier yang dihubungkan oleh ikatan B-1,4
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glukosida, bersifat kristalin dan tidak mudah larut. Enzim selulase dapat
mendegradasi selulosa menjadi glukosa melalui reaksi hisrolisis enzimatik
Sebagian glukosa yang dihasilkan digunakan oleh jamur sebagai sumber karbon
dan sebagian terkandung dalam media tumbuh (Larasati dkk, 2012).

Adapun dugaan reaksi hisrolisis enzimatik selulosa adalah sebagai berikut

(Saropah dkk, 2012):

giy Endoselulase %:k %

Selulosa

Selulosa Matriks
Eksoselulas

HO, OH
OH

] Selobiase % o

HO OH

Glukosa Selobiosa

Gambar 2.11 Mekanisme kerja enzim selulase (Saropah dkk, 2012)
Hidrolisis selulosa terdiri dari dua tahap yaitu degradasi selulosa menjadi
selobiosa oleh endo-1,4-glukanase dan ekso-1,4-glukanase kemudian dilanjutkan
dengan pemecahan selobiosa oleh (-1,4 glukosidase. Enzim endo-1,4-glukanase
dapat menghidrolisis polimer secara acak dan menghasilkan molekul selulosa
sederhana. Sedangkan enzim ekso-1,4-glukanase menghidrolisis dua subunit

glukosa pada bagian ujung sehingga menghasilkan selobiosa sederhana. Enzim (-
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1,4 glukosidase menghidrolisis selobiosa menghasilkan glukosa (Saropah dkk,

2012).

2.6 Radikal Bebas dan Antioksidan
2.6.1 Pengaruh Radikal Bebas Terhadap Histologi Hepar

Radikal bebas atau senyawa oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species) adalah
sebuah molekul atau atom yang mempunyai satu atau lebih elektron tidak
berpasangan pada orbital terluarnya sehingga bersifat tidak stabil, sangat reaktif
dan dapat merebut elektron dari molekul lain dalam upaya mendapatkan pasangan
elektronnya (Astuti, 2008). Hepar merupakan organ yang terlibat dalam proses
metabolisme, detoksifikasi zat toksik dan memelihara kadar glukosa darah dalam
batas normal. Kondisi hiperglikemia menyebabkan ketidakseimbangan reaksi
oksidasi dan reduksi pada proses detoksifikasi sehingga menyebabkan

peningkatan radikal bebas (Lailatul dkk, 2015).
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Gambar 2» 12 Fotomlkrograf hepar tikus (pewarnaan HE) Keterangan
A. Normal, B. Diabetes (Faddladdeen dkk, 2020)

Histologi hepar tikus normal menunjukkan sel hepatosit normal tersusun
radier dekat dengan vena sentralis, sinusoid tampak teratur dan menunjukkan sel

endotel serta sel Kupffer sedangkan pada tikus diabetes ditemukan adanya sel
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nekrosis, terjadinya dilatasi disekitar vena sentralis, apoptosis yang ditandai
dengan sitoplasma berwarna gelap, inti kecil dan gelap (piknotik) (Faddladdeen
dkk, 2020). Fitmawati (2018) menyatakan bahwa paparan zat toksik secara terus
menerus pada organ hepar dapat menyebabkan sel mengalami degenerasi hingga
kematian sel (nekrosis) yang ditandai dengan ciri-ciri kromatin inti menggumpal

(piknosis), pecah (karioreksis), dan menghilang (kariolisis).

2.6.2 Pengaruh Antioksidan Terhadap Histologi Hepar

Tubuh secara alami memiliki sistem pertahanan terhadap radikal bebas, yaitu
antioksidan endogen intrasel. Antioksidan merupakan senyawa yang dapat
menghambat reaksi oksidasi molekul-molekul penting seperti protein, lemak, dan
DNA dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif. Sumber
antioksidan berdasarkan mekanisme kerjanya digolongkan menjadi tiga kelompok
yaitu antioksidan primer, antioksidan sekunder, dan antioksidan tersier.

Antioksidan primer berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas,
meliputi enzim superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase
(GSH-Px). Antioksidan sekunder memiliki sistem pertahanan secara preventif
dengan memotong reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas. Antioksidan ini
bersumber dari komponen non nutrisi dan komponen nutrisi dari sayuran dan
buah-buahan meliputi vitamin E, vitamin C, karoten, bilirubin dan albumin.
Antioksidan tersier adalah senyawa yang dapat memperbaiki sel dan jaringan
yang rusak karena serangan radikal bebas. Antioksidan ini meliputi DNA-repair

dan metionin superoksida reduktase (Winarsi, 2007).
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Vitamin E merupakan antioksidan golongan steroid yang terkandung dalam
bekatul. Vitamin E terdiri dari struktur tokoferol dengan berbagai gugus metil
pada strukturnya dan sebuah rantai sisi fitil. Vitamin ini berfungsi menghentikan
penyebaran radikal bebas pada membran lemak karena bentuk radikal bebas
distabilkan oleh resonansi. Radikal vitamin E dapat berinteraksi secara langsung
dengan radikal peroksi lemak dan menjadi tokoferil kuinon yang teroksidasi
sempurna (Marsk, 2000). Reaksi peredaman radikal bebas oleh tokoferol

ditunjukkan pada Gambar 2.13 (Marsk, 2000).
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Gambar 2.13 Reaksi peredaman radikal bebas oleh tokoferol (Marsk, 2000)

Antioksidan yang terdapat dalam tubuh harus terdapat dalam jumlah yang
memadai. Keadaan patologik terjadi akibat terbentuknya radikal bebas dalam
jumlah berlebihan sehingga enzim-enzim yang berfungsi sebagai antioksidan
endogen dapat menurun aktivitasnya. Histologi hepar pada Gambar 2.14 setelah

terapi (B) dengan senyawa fenolik menunjukkan adanya perbaikan sel hepatosit
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normal yang ditandai dengan inti aktif vesikuler yang berbentuk sentral bulat, dan
sinusoid darah terlihat teratur (Faddladdeen dkk, 2020). Senyawa fenolik
merupakan senyawa antioksidan yang dapat mengurangi stress oksidatif dan

menekan terjadinya kerusakan sel  pankreas (Widowati, 2008).
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Gabr 2.14 otoikrograhar tiku (pewanaan HE). Keterangan:
A.Diabetes, B. Setelah terapi antioksidan (Faddladdeen dkk, 2020)

2.7 Uji Antidiabetes pada Hewan Coba
2.7.1 Mencit (Mus musculus)

Mencit merupakan salah satu hewan percobaan di laboratorium yang biasa
disebut tikus putih. Mencit adalah hewan pengerat yang termasuk golongan
mamalia. Berbeda dengan hewan-hewan lainnya, mencit tidak memiliki kelenjar

keringat. Pada umur empat minggu berat badannya mencapai 18-20 gram. Hewan

ini memiliki karakter lebih aktif pada malam hari daripada pada siang hari.

Gambar 2.15 Mencit (Mus musculus)
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Mencit dipilih menjadi subyek eksperimental sebagai bentuk relevansinya
pada manusia. Hewan ini mempunyai struktur fisik dan anatomi yang jelas
berbeda dengan manusia, tetapi mencit merupakan hewan mamalia yang
mempunyai beberapa ciri fisiologi dan biokimia yang hampir menyerupai
manusia terutama dalam aspek metabolisme glukosa melalui perantara hormon
insulin. Selain itu mencit memiliki banyak keunggulan sebagai hewan percobaan
yaitu siklus hidup relatif pendek, jumlah anak setiap kelahiran banyak, variasi
sifatnya tinggi dan mudah dalam penanganan. Adapun taksonomi mencit sebagai

berikut (Kusumawati, 2004):

Kingdom : Animalia
Phylum : Cordata
Sub phylum : Vertebrata
Class : Mamalia
Ordo : Rodentin
Sub ordo : Myomorpha
Family : Muridae
Sub family : Murinae
Genus : Mus
Spesies : Musculus

Tabel 2.5 Data biologis mencit di Laboratorium

Lama hidup : 1-2 tahun, bisa sampai 3 tahun
Lama hamil :19-21 hari

Lama disapih : 21 hari

Umur dewasa : 35 hari

Umur dikawinkan
Berat dewasa
Berat lahir

Jumilah anak

Suhu (rektal)
Konsumsi oksigen
Volume darah

Sel darah merah
Sel darah putih
Trombosit

Hb

Kecepatan tumbuh

: 8 minggu (jantan dan betina)
: 20-40 g jantan; 18-35 g betina
:05-10¢

. rata-rata 6-15

: 35-39°C (rata-rata 37,4°C)

: 2,38-4,48 ml/g/jam

: 75-80 ml/kg

£ 7,7-12,5 x 10°/mm°

£ 6,0-12,6 x 10°/mm®

: 150-400 x 10°/mm°

: 13-16 g/100 ml

1 g/ hari

Sumber: Smith dkk. (1987)
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2.7.2 Aloksan sebagai Agen Diabetogenik
Aloksan (C4H2N,0,4) merupakan suatu senyawa turunan pirimidin yang dapat
menyebabkan diabetes pada hewan percobaan. Aloksan merusak sel 3 pankreas
dengan pembentukan reaksi reduksi oksidasi yang menghasilkan peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS). Aloksan merupakan senyawa hidrofilik dan tidak

stabil (Watkins dkk, 1964).

HN

A

0 N @)
H
Gambar 2.16 Struktur aloksan (Lenzen, 2008)

Aloksan dapat menjalankan aksi diabetogeniknya ketika diberikan secara
parental, intravena, intraperitonium dan subkutan (Szkudelski, 2001). Tingginya
konsentrasi aloksan tidak berpengaruh pada jaringan yang lain. Efek
diabetogeniknya bersifat antagonis terhadap glutation yang bereaksi dengan gugus
-SH. Aloksan bereaksi dengan merusak substansi esensial di dalam sel 3 pankreas
sehingga menyebabkan berkurangnya granula-granula pembawa insulin. Aloksan
meningkatkan pelepasan insulin dan protein dari sel B pankreas tetapi tidak
memberikan pengaruh pada sekresi glukagon. Aksi sitotoksik aloksan dimediasi
oleh radikal bebas yang dibentuk oleh reaksi redoks. Aloksan dan produk
reduksinya (asam dialurat) membentuk siklus redoks dengan formasi radikal
superoksida (Watkins dkk, 1964). Berikut merupakan reaksi redoks antara aloksan

dan asam dialurat (Lenzen, 2008).
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Gambar 2.17 Reaksi redoks antara aloksan dan asam dialurat. A, aloksan;
AHe radikal aloksan; AH,, asam dialurat; GSe,radikal
glukokinase; GSSG, disulfida teroksidasi; OHe, radikal
hidroksil; O, radikal superoksida (Lenzen, 2008)

Reduksi aloksan di dalam sel p membutuhkan agen pereduksi seperti senyawa
seluler yang mengandung gugus -SH, glutation (GSH), sistein, asam askorbat dan
senyawa sulfhidril terikat protein (misalnya SH-containing enzyme). Hasil dari
proses reduksi aloksan adalah asam dialurat yang dapat teroksidasi kembali
menjadi aloksan. Reaksi autooksidasi asam dialurat menghasilkan senyawa
intermediet radikal aloksan (AHe) dan membentuk senyawa radikal superoksida
(O,*") dan hidrogen peroksida (H,O,). Radikal superoksida dapat membebaskan
ion ferri dari ferinitin, dan mereduksi menjadi ion ferro. lon ferro dan hidrogen
peroksida membentuk radikal hidroksil yang sangat reaktif melalui reaksi fenton.
Radikal hidroksil merupakan salah satu senyawa ROS yang sangat reaktif dan
dapat merusak sel B pankreas (Lenzen, 2008). Efek agen diabetogenik senyawa
aloksan menyebabkan 40-50% sel beta pankreas pada tikus mengalami nekrosis

dan degenerasi (Kim dkk, 2006). Hasil penelitian Boudreau dkk. (2006)
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menunjukkan bahwa inti sel 3 mengalami Kkariolisis, komponen sitoplasma

mengalami disintegrasi, dan batas-batas antar sel tidak jelas.

2.8 Ekstraksi dengan Metode Maserasi

Ekstraksi merupakan penarikan kandungan kimia yang dapat larut sehingga
terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Senyawa aktif yang
terdapat dalam simplisia dapat digolongkan ke dalam golongan minyak atisiri,
falvonoid, alkaloid dan lain-lain. Simplisia yang lunak seperti rimpang dan daun
mudah ditembus oleh pelarut, karena itu pada proses ekstraksi tidak perlu di
serbuk sampai halus. Simplisia yang keras seperti biji, kulit kayu dan kulit akar
sulit untuk di tembus oleh pelarut sehingga perlu diserbuk sampai halus (Depkes
RI, 2000).

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang dilakukan melalui
proses perendaman serbuk bahan dalam larutan pengekstrak. Metode ini
digunakan untuk mengekstrak zat aktif yang mudah larut dalam cairan
pengekstrak, tidak mengembang dalam pengekstrak, serta tidak mengandung
benzoin. Keuntungan dari metode ini adalah peralatannya mudah ditemukan dan
pengerjaannya sederhana (Hargono dkk, 1986). Menurut Voight (1994)
menyatakan bahwa metode maserasi akan lebih efektif jika proses pengadukan
dilakukan secara berkala sehingga diperoleh suatu keseimbangan konsentrasi
bahan ekstraktif yang lebih cepat masuk ke dalam cairan pengekstrak. Kelebihan
metode maserasi yaitu sederhana, relatif murah, tidak membutuhkan peralatan
yang rumit, menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak tahan panas,

dan kontak yang terjadi antara sampel dan pelarut cukup lama.
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Pemilihan pelarut organik yang akan digunakan dalam proses ekstraksi
komponen aktif merupakan faktor penting untuk mencapai tujuan dan sasaran
ekstraksi komponen. Semakin tinggi nilai konstanta dielektrik, titik didih dan

kelarutan dalam air, maka pelarut akan bersifat polar (Sax dkk, 1998).

Tabel 2.6 Konstanta dielektrum dan tingkat kelarutan pada pelarut

Jenis Pelarut Konstanta Dielektrum Tingkat Kelarutan

dalam Air

Heksana 1,9 Tidak larut

Petroleum eter 2,28 Tidak larut

Kloroform 4,81 Sedikit

Etil asetat 6,02 Sedikit

Etanol 24,30 Larut

Air 78,4 Larut

(Sumber : Sax dkk, 1998)

2.9 Pewarnaan Hematoksilin-Eosin

Prinsip pewarnaan jaringan adalah berdasarkan afinitas antara bahan cat (zat
warna) dengan bahan yang diwarna (sel/jaringan). Hematoksilin merupakan zat
yang diambil dari ekstrak getah pohon haematoxylon campehianus yang memiliki
afinitas sangat kecil yang perlu dikombinasikan dengan bahan lain agar
mempercepat pewarnaan sel inti. Eosin merupakan zat warna pembanding
(counter stain) yang digunakan untuk mewarnai sitoplasma (Putra, 2012).

Hematoksilin berperan sebagai pewarna dasar. Hematoksilin bersifat basa
yang khusus mewarnai unsur asam pada sel sehingga tampak kebiruan, karena
unsur asam pada sel sehingga tampak kebiruan, karena unsur yang paling asam
adalah asam deoksiribonukleat (DNA) dan asam ribonukleat (RNA), maka inti
dan lingkungan sitoplasma yang banyak terdapat ribosom akan tampak berwarna

biru tua sehingga disebut basofilik. Eosin bersifat asam yang mewarnai unsur basa
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dari sel pada jaringan seperti mitokondria, granula sekretoris, dan kolagen
berwarna merah muda, unsur-unsur ini disebut asidofilik (Setiawan, 2016). Eosin
berperan sebagai pewarna asam yang mewarnai komponen jaringan yang tidak

berinti sehingga berwarna merah sampai merah muda (Ariyadi dkk, 2017).



BAB IlI
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei-Oktober 2019 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia, Hewan Coba dan Fisiologi Hewan Jurusan Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.2 Alat dan Bahan
1.2.1 Alat

Alat pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, ayakan 60 mesh, jarum
ose, cawan, vortex, kertas saring, bola hisap, oven, desikator, autoclave,
inkubator, corong Buchner, rotary evaporator, kapas, timbangan analitik, alat
sonde, kandang mencit, tempat makan mencit, botol minum mencit, spuit 1 mL,
glukometer Gluco DR, aluminium foil, plastik wrap, meja preparat, mikrotom,
gelas objek, dan mikroskop.
1.2.2 Bahan

Bahan pada penelitian ini adalah bekatul (diperoleh dari penggilingan padi di
daerah Singosari, Malang), inokulum Rhizopus oryzae, media Potato Dextrose
Agar (PDA), Na-CMC, asam sulfat (H,SO4) pekat, alkohol, hewan coba, pakan
standar, aloksan, etanol 95%, akuades, larutan FeCls 1%, HCI pekat, methanol
50%, serbuk Mg, larutan HCL 2 M, reagen Dregendorff, reagen Mayer, NaCl,

formaldehid, parafin, xylol, alkohol bertingkat, Hematoksilin, dan eosin.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri
dari satu faktor, yaitu hubungan antara ekstrak bekatul terfermentasi terhadap
kadar glukosa darah dan histologi hepar mencit (Mus musculus) diabetes. Sampel
berupa bekatul yang disaring dengan ayakan 60 mesh kemudian distabilisasi di
dalam oven. Bekatul kemudian dibagi menjadi 2 yaitu bekatul terfermentasi dan
tanpa fermentasi. Selanjutnya bekatul disterilisasi di dalam autoclave. Bekatul
fermentasi ditambahkan dengan Rhizopus oryzae dan difermentasi selama 5 hari.
Sedangkan bekatul tanpa fermentasi ditambahkan akuades. Bekatul terfermentasi
dan tanpa fermentasi diekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 95%.
Setelah itu ekstrak dipisahkan dari pelarutnya menggunakan rotary evaporator
dan dipekatkan menggunakan gas No.

Ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi dilanjutkan dengan uji
fitokimia menggunakan uji reagen untuk mengetahui adanya senyawa alkaloid,
flavonoid, fenolik, saponin, dan steroid/triterpenoid. Setelah itu dilakukan uji
antidiabetes secara in vivo. Setiap perlakuan menggunakan 3 ekor mencit dengan
pengelompokan sebagai berikut:

a. 3 ekor kontrol normal yaitu mencit tanpa induksi aloksan.

b. 3 ekor kontrol negatif (-) yaitu mencit diinduksi aloksan diberikan Na CMC.

c. 3 ekor kontrol 1 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak
bekatul tanpa fermentasi dosis 100 mg/KgBB.

d. 3 ekor kontrol 2 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak

bekatul tanpa fermentasi dosis 200 mg/KgBB.
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e. 3 ekor kelompok 1 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak
bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB.

f. 3 ekor kelompok 2 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak
bekatul terfermentasi dosis 200 mg/KgBB.

Pengkondisian mencit diabetes mellitus dilakukan dengan induksi aloksan
dosis 200mg/KgBB secara intraperitonial. Mencit hiperglikemia diberikan
perlakuan sesuai kelompok selama 19 hari. Kadar glukosa darah diuji sebelum
induksi aloksan pada hari ke-0 dan setelah induksi aloksan (pasca diabetes) pada
hari ke-1,7,11,14, dan 19. Pada hari ke-20 organ hepar diambil dan dilakukan
pewarnaan Hematoksilin-eosin serta pengamatan sel hepatosit menggunakan
mikroskop. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA

dengan signifikansi a=0,05.

3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi alat dan bekatul.
2. Analisis kadar air bekatul.
3. Fermentasi bekatul.
4. Ekstraksi bekatul fermentasi dan tanpa fermentasi dengan metode maserasi.
5. Uji fitokimia dengan uji warna menggunakan reagen pereaksi.
6. Uji antidiabetes.
7. Peningkatan kadar glukosa darah.
8. Perlakuan dengan ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi.

9. Pengukuran kadar glukosa darah.
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10. Pengambilan organ dan pengamatan histologi hepar

11. Analisis Data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Alat dan Bahan
3.5.1.1 Sterilisasi Alat (Fikriyah, 2018)

Sterilisasi alat dilakukan sebelum proses fermentasi. Alat-alat yang
disterilisasi berupa peralatan gelas dicuci bersih dan dibungkus dengan plastik
tahan panas. Alat yang sudah siap disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit.
3.5.1.2 Stabilisasi Bekatul (Sholeha, 2019)

Sampel berupa bekatul diayak dengan ayakan 60 mesh. Setelah itu bekatul
ditimbang sebanyak 100 gram dan dibungkus menggunakan aluminium foil.
Setelah itu, bekatul distabilisasi menggunakan oven pada suhu 40°C selama 60
menit, kemudian didinginkan pada suhu ruang. Sampel kering disimpan untuk

analisis lebih lanjut.

3.5.2 Analisis Kadar Air (Sholeha, 2019)

Analisis kadar air dilakukan metode thermogravimetri atau pemanasan.
Cawan yang digunakan dipanaskan terlebih dahulu dalam oven pada suhu 100-
105°C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar airnya, kemudian cawan
disimpan dalam desikator sekitar 10 menit. Cawan tersebut selanjutnya ditimbang.
Sampel bekatul dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui beratnya.
Sampel ditimbang sekitar 5 gram, selanjutnya dikeringkan di dalam oven pada

suhu 100-105°C sekitar 1 jam. Sampel yang kering didinginkan dalam desikator
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dan ditimbang. Sampel dipanaskan kembali dalam oven + 20 menit, didinginkan
dalam desikator kembali. Perlakuan diulang sampai tercapai berat konstan.

Kadar air dihitung menggunakan rumus berikut:

. (b-0)
Kadar air = o) X LO0Y0 .ot (3.1)

Keterangan : a = berat cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

c = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
3.5.3 Fermentasi Bekatul
3.5.3.1 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDA dilakukan dengan cara melarutkan 3,9 gram media
PDA bubuk dalam 100 mL akuades dan dipanaskan hingga mendidih sambil
diaduk. Larutan tersebut dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak 4 mL dan
ditutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan plastic wrap. Selanjutnya, media
PDA disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°C. Kemudian,
didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat.
3.5.3.2 Regenerasi Jamur Rizhopus oryzae (Fikriyah, 2018)

Media miring Potato Dextrose Agar (PDA) disiapkan pada suhu 4°C di dalam
tabung reaksi yang sudah disterilisasi. Regenerasi dilakukan dengan cara
mengambil 1 ose isolat jamur digoreskan pada media miring Potato Dextrose
Agar (PDA). Kemudian media didiamkan pada suhu kamar hingga bersporulasi
penuh selama kurang lebih 3 hari.
3.5.3.3 Pembuatan Inokulum Jamur (Fikriyah, 2018)

Suspensi jamur diperoleh dari pemanenan isolat yang berumur £5 hari setelah

inkubasi pada media PDA. Sebanyak 5 mL akuades steril dimasukkan dalam
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cawan petri kemudian jamur yang sudah diregenerasi dalam media PDA dikerok
kemudian diinokulasikan ke dalam 5 mL akuades steril. Media akuades yang telah
diinokulasi dengan jamur divortex selama +5 menit sehingga sel jamur
tersuspensi sempurna pada media akuades.
3.5.3.4 Fermentasi Bekatul Menggunakan Rhizopus oryzae (Fikriyah, 2018)

Sebanyak 30 gram bekatul dimasukkan dalam 2 buah erlenmeyer 250 mL
Selanjutnya bekatul ditambahkan dengan air dengan perbandingan 1:1 (b/v).
Erlenmeyer kemudian ditutup dengan aluminium foil dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C. Bekatul terfermentasi ditambah
dengan inokulum jamur Rhizopus oryzae sebanyak 5 mL dan dikocok dengan
spatula steril. Sedangkan pada kontrol bekatul tanpa fermentasi, ditambahkan 5
mL akuades steril. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 hari. Setelah
proses fermentasi selesai, bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi dikeringkan

di dalam oven pada suhu 50°C selama 1 hari.

3.5.4 Ekstraksi Senyawa Antioksidan Bekatul Terfermentasi dan Tanpa
Fermentasi (Oliviera dkk, 2012)

Ekstraksi senyawa antioksidan dilakukan dengan metode maserasi. Bekatul
terfermentasi dan tanpa fermentasi ditimbang sebanyak 30 gram dan dimasukkan
ke dalam Erlenmeyer 250 mL. Kemudian dilakukan ekstraksi maserasi
menggunakan etanol 95% p.a (1:5,b/v) sebanyak 150 mL dan ditutup mulut
Erlenmeyer dengan aluminium foil. Ekstraksi maserasi dilakukan menggunakan

shaker incubator dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 30°C selama 24 jam.
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Filtrat disaring menggunakan corong Bunchner dan dipisahkan dari pelarutnya

menggunakan rotary evaporator kemudian dipekatkan menggunakan gas No.

3.5.5 Uji Fitokimia (Harborne, 1984)

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif untuk mengetahui kandungan senyawa
antioksidan golongan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan triterpenoid
pada bahan alam. Uji ini dilakukan pada ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa
fermentasi.
3.5.5.1 Uji Alkaloid

Ekstrak bekatul terfermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
selanjutnya ditambah 0,5 mL HCI 2% dan larutan dibagi menjadi 2 tabung.
Tabung pertama larutan ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendorff dan tabung
kedua larutan ditambah 2-3 tetes reagen Mayer. Apabila pada tabung kedua
terbentuk endapan jingga dan pada tabung ketiga terbentuk endapan kekuningan,
hal ini menunjukkan terdapat golongan senyawa alkaloid dalam sampel.
Perlakuan diulang pada ekstrak bekatul tanpa fermentasi.
3.5.5.2 Uji Flavonoid

Ekstrak bekatul terfermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
dilarutkan dalam 1-2 mL metanol 50% panas. Kemudian ditambahkan logam Mg
dan 4-5 tetes HCI pekat. Apabila larutan membentuk warna merah atau jingga
menunjukkan terdapat golongan senyawa flavonoid dalam sampel. Perlakuan

diulang pada ekstrak bekatul tanpa fermentasi.
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3.5.5.3 Uji Saponin
Ekstrak bekatul terfermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 10 mL akuades dan dikocok 1 menit, diamati perubahan yang
terjadi. Jika menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes HCI 1 N. Apabila terbentuk
busa yang mantap (tidak hilang selama 30 detik) maka identifikasi menunjukkan
adanya senyawa golongan saponin dalam sampel. Perlakuan diulang pada ekstrak
bekatul tanpa fermentasi.

3.5.5.4 Uji Steroid/Triterpenoid

Ekstrak bekatul terfermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambahkan dengan 0,5 mL asam asetat
anhidrat. Selanjutnya, campuran ditetesi dengan 1-2 mL H,SO, pekat melalui
dinding tabung reaksi tersebut. Apabila terbentuk cincin kecoklatan atau violet
pada perbatasan dua pelarut maka menunjukkan adanya triterpen, sedangkan
munculnya warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid. Perlakuan diulang
pada ekstrak bekatul tanpa fermentasi.

3.5.5.5 Uji Fenolik

Ekstrak Dbekatul terfermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
Ditambahkan larutan FeClz 10% dalam akuades. Apabila terjadi perubahan warna
hijau, merah, ungu, biru, atau hitam yang kuat maka menunjukkan uji positif.

Perlakuan diulang pada ekstrak bekatul tanpa fermentasi.

3.5.6 Uji Antidiabetes
3.5.6.1 Persiapan Hewan Coba
Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit (Mus musculus) galur Balb/C

jenis kelamin jantan dengan berat +20 gram. Sebelum perlakuan, dilakukan
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aklimatisasi selama 7 hari, mencit dipelihara dalam kandang yang diberi alas
serbuk kayu dan anyaman kawat sebagai penutup. Pemberian makan dan minum
dilakukan setiap hari. Pada akhir aklimatisasi dilakukan pemeriksaan kadar

glukosa darah puasa pada hewan percobaan.

3.5.6.2 Perlakuan Hewan Coba
Penelitian ini dilakukan dengan 6 kelompok perlakuan dengan 3 sediaan
mencit untuk setiap kelompok dengan ketentuan sebagai berikut:
Kontrol normal yaitu mencit normal tanpa induksi aloksan.
Kontrol negatif (-) yaitu mencit diinduksi aloksan diberikan Na CMC.
Kontrol 1 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak bekatul
tanpa fermentasi dosis 100 mg/Kg BB.
Kontrol 2 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak bekatul
tanpa fermentasi dosis 200 mg/Kg BB.
Kelompok 1 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak bekatul
terfermentasi dosis 100 mg/Kg BB.
Kelompok 2 yaitu mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak bekatul

terfermentasi dosis 200 mg/Kg BB.

3.5.7 Peningkatan Kadar Glukosa Darah pada Mencit (Sohiyyah, 2017)
Mencit diinduksi dengan aloksan dosis 200 mg/kgBB melalui intraperitonial.

Aloksan monohidrat dilarutkan dalam larutan fisiologis (NaCl 0,9% b/v) dengan

konsentrasi 200 mg/mL. Mencit dipuasakan selama 18 jam, kemudian diinjeksi

sesuai berat badan. Mencit diposisikan terlentang hingga terlihat bagian
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abdomennya. Pada bagian abdomen disemprotkan alkohol 70% agar tidak terjadi
infeksi. Mencit diinkubasi selama 7 hari, kemudian dilakukan pengukuran kadar
glukosa darah. Mencit yang memiliki kadar glukosa darah =200 mg/dL ditandai

sebagai mencit hiperglikemia.

3.5.8 Perlakuan Terapi Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa
Fermentasi pada Mencit
Hewan coba diberikan perlakuan berbeda sesuai masing-masing kelompok.

Pada kontrol normal mencit diberikan pakan standar. Pada kontrol negatif (-)
mencit diinduksi aloksan dan diberikan Na CMC. Pada kontrol 1 dan kontrol 2,
mencit diabetes diberikan pakan standar dengan terapi ekstrak bekatul tanpa
fermentasi. Pada kelompok 1 dan kelompok 2, mencit diabetes diberikan pakan
standar dengan induksi ekstrak bekatul terfermentasi. Perlakuan tersebut
dilakukan secara berulang selama 19 hari. Kemudian masing-masing mencit diuji
kadar glukosa darahnya pada hari ke-1, 7, 11, 15, dan 19 namun terlebih dahulu

mencit dipuasakan selama 18 jam.

3.5.9 Pengukuran Kadar Glukosa Darah (Susilawati, 2017)

Pengukuran kadar glukosa darah mencit dilakukan dengan alat Glukometer
GlucoDr. Alat terlebih dahulu dikalibrasi. Test strip untuk uji kadar gula darah
diselipkan pada tempat khusus pada alat kemudian akan muncul gambar tetesan
darah. Darah mencit diambil dengan bantuan disposable syringe yang ditusukkan
pada aliran darah vena ekor mencit. Volume minimal darah yang dapat diukur

adalah 0,5 pL yang kemudian dimasukkan pada celah sensor di ujung strip.
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3.5.10 Pewarnaan Hematoksilin-Eosin (Suryani, 2013)
3.5.10.1 Pembuatan Preparat

Sebelum dilakukan pembedahan, mencit dipuasakan selama 18 jam,
kemudian didislokasi leher. Selanjutnya skalpel dan alat bedah disiapkan untuk
pengambilan organ hepar. Dislokasi leher merupakan cara untuk membuat hewan
coba mati, dengan memegang buntut mencit kemudian menariknya dengan kuat
ke arah belakang dan ditahan, secara bersamaan menekan leher mencit ke arah
depan. Setelah itu mencit dibedah dan diambil organ hepar. Organ hepar dicuci
menggunakan NaCl steril. Kemudian difiksasi menggunakan formalin 10%
selama 24 jam. Setelah itu organ hepar diiris dan dimasukkan dalam cetakan.
Kemudian didehidrasi menggunakan alkohol bertingkat (70%, 80%, dan 96%)
masing-masing selama 30 menit. Setelah itu, dimasukan ke dalam xylol selama 30
menit. Organ hepar yang sudah didehidrasi dimasukkan ke dalam parafin cair
dengan suhu 70°C selama 24 jam. Organ hepar diambil dan diblok menggunakan
blok parafin. Organ hepar dipotong menggunakan mikrotom dengan ketebalan 4-5
um. Kemudian organ hepar dimasukkan dalam air hangat suhu 60°C dan
diletakkan pada gelas objek. Preparat organ hepar dikeringkan dan diwarnai
menggunakan Hematoksilin-Eosin.
3.5.10.2 Pewarnaan Preparat

Preparat dalam gelas objek direndam dalam xylol selama 2 menit. Kemudian
preparat direndam dalam alkohol absolut, alkohol 96%, alkohol 80% masing-
masing selama 2 menit. Setelah itu, preparat direndam dalam Hematoksilin
selama 3 menit kemudian dibilas dengan akuades. Selanjutnya preparat direndam

dalam eosin selama 1 menit. Preparat yang sudah diwarnai kemudian direndam
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dalam alkohol bertingkat (70%, 80% dan 96%) selama 2 menit. Tahap selanjutnya
adalah clearing yaitu memasukkan ke dalam xylol 1 dan xylol 2 masing-masing
selama 2 menit. Tahap terakhir adalah mounting yaitu menutup gelas objek
dengan cover glass. Preparat yang sudah diwarnai kemudian dikeringkan dan
diamati dibawah mikroskop untuk dilakukan pengamatan histologi. Jumlah sel
hepatosit dihitung pada sel yang telah dipilih per lapang pandang pada perbesaran

400x.

3.5.11 Analisis Data

Data berupa jumlah sel limfosit mencit yang diperoleh dianalisis secara
statistik menggunakan uji One Way Anova dengan a= 0,05. Jika ada perbedaan
signifikan pada perlakuan maka dilakukan uji lanjut dengan Tukey. Analisis

statistik menggunakan program SPSS 23.0.



BAB IV
PEMBAHASAN

Penelitian ini berjudul “Pengaruh Ekstrak Bekatul Terfermentasi dengan
Rhizopus oryzae terhadap Histologi Hepar Mencit (Mus musculus) Diabetes”.
Sampel bekatul diperoleh dari hasil penggilingan padi di daerah Singosari,
Malang. Tahapan pada penelitian ini diantaranya preparasi sampel, analisis kadar
air, fermentasi bekatul menggunakan jamur Rhizopus oryzae, ekstraksi maserasi
dengan pelarut etanol 95% dan uji fitokimia. Tahapan selanjutnya uji in vivo
ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi terhadap penurunan kadar
glukosa darah dan perbaikan sel hepatosit mencit diabetes yang diinduksi aloksan.
Tahapan terakhir pengambilan organ hepar dan pengamatan histologi hepar secara

mikroskopik.

4.1 Preparasi Sampel

Proses preparasi diawali dengan pengayakan bekatul menggunakan ayakan
berukuran <60 mesh untuk menseragamkan ukuran serbuk. Semakin kecil ukuran
serbuk maka semakin besar luas permukaan sampel sehingga mempermudah
kelarutan komponen bioaktif. Interaksi antara pelarut dan sampel semakin besar
sehingga proses ekstraksi lebih efektif dan senyawa aktif yang terekstrak semakin
banyak (Baraja, 2008).

Bekatul yang telah diayak distabilisasi dalam oven pada suhu 40°C selama
satu jam. Proses ini bertujuan menginaktifkan aktivitas enzim lipase sebagai
katalis reaksi hidrolisis lemak yang dapat menyebabkan ketengikan (Kusumawati

dkk, 2013). Bekatul hasil stabilisasi disimpan dalam wadah yang tertutup rapat
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dan kedap udara agar bekatul lebih tahan lama, dan tidak mudah mengalami

kerusakan.

4.2 Kadar Air

Sampel bekatul dianalisis kadar air menggunakan metode termogravimetri.
Penentuan kadar air berfungsi untuk menghindari pengaruh aktivitas mikroba
terhadap perubahan sifat fisik kimia bahan. Kandungan kadar air yang rendah
dapat meningkatkan umur simpan dan mencegah kontaminasi pertumbuhan
mikroba. Kadar air terbaik berkisar antara 3-7% karena dapat menghambat
pertumbuhan mikroba, dan mengurangi reaksi kimiawi yang menyebabkan
munculnya bau tengik pada bekatul (Luthfianto dkk, 2017). Hasil pengukuran
kadar air pada bekatul bahan baku dan bekatul stabilisasi yaitu 7,07% dan 6,43%.
Hasil ini menunjukkan bahwa sampel yang dianalisis mempunyai kadar air yang
baik. Semakin kecil nilai kadar air maka proses penarikan senyawa aktif oleh
pelarut akan lebih maksimal karena tidak terhalang oleh air yang terdapat pada

sampel.

4.3 Sterilisasi dan Pembuatan Media
4.3.1 Sterilisasi Bekatul

Proses sterilisasi bertujuan membunuh pertumbuhan mikroorganisme untuk
menghindari terjadinya kontaminasi pada bahan dan alat. Bekatul yang telah
distabilisasi kemudian disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C
dengan tekanan 15-17,5 psi (2 atm). Pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi air

sebagai media pensteril akan mendidih. Uap dalam autoclave dapat mendenaturasi
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protein pada mikroorganisme hidup, sehingga akan mematikan organisme tersebut

(Adji dkk, 2007).

4.3.2 Pembuatan Media PDA

Media adalah zat yang mengandung nutrisi untuk menumbuhkan dan
memperbanyak jumlah mikroorganisme. Media Potato Dextrose Agar (PDA)
merupakan media umum untuk pertumbuhan jamur. PDA mengandung dekstrosa
dan ekstrak kentang sebagai sumber nutrisi yang baik untuk pertumbuhan jamur
(Putri, 2016). Jamur Rhizopus oryzae ditumbuhkan dalam media PDA miring
dalam tabung reaksi. Pembuatan media PDA dilakukan dengan melarutkan bubuk
PDA dalam akuades dengan pemanasan dan pengadukan untuk membantu
pelarutan media. Media disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C dan
tekanan 15 psi. Media PDA kemudian digunakan untuk regenerasi jamur

Rhizopus oryzae.

4.3.3 Regenerasi jamur Rhizopus oryzae

Regenerasi jamur dilakukan pada media PDA miring sebagai media
pertumbuhannya. Media PDA mengandung nutrisi yang dibutuhkan untuk
pertumbuhan jamur. Regenerasi merupakan tindakan pembaharuan, pertumbuhan
dalam memperbanyak sel, menjaga ketersediaan nutrisi dan menghindari adanya
perubahan karakteristik dari kultur murni yang ditanam. Peremajaan dilakukan
secara aseptis untuk menghindari adanya kontaminan yang dapat mempengaruhi
pertumbuhan jamur. Jarum ose dipijarkan di atas api sebelum dan sesudah

melakukan proses pemindahan jamur serta melewatkan tabung tempat biakan di



48
atas api sebelum dan sesudah memasukkan jarum dan segera menutup tabung
(Saropah dkk, 2012).

Peremajaan dilakukan dengan mengambil 1 ose jamur Rhizopus oryzae dan
digoreskan secara aseptis pada media PDA miring kemudian diinkubasi pada suhu
kamar selama 5 hari. Penelitian Melgar dkk. (2013) menyatakan bahwa fase lag
(adaptasi) jamur Rhizopus oryzae berada pada masa inkubasi 0-2 hari, fase
logaritmik (eksponensial) pada masa inkubasi 2-4 hari, fase stasioner berada pada

masa inkubasi 4-6 hari, dan fase kematian berada pada pada masa inkubasi 6 hari.

4.4 Fermentasi Bekatul
4.4.1 Pembuatan Inokulum Jamur

Inokulum merupakan kultur mikroba yang diinokulasikan ke dalam sebuah
medium pada saat kultur mikroba berada pada fase pertumbuhan. Pembuatan
inokulum bertujuan memperpendek fase lag dengan cara mengadaptasikan sel ke

dalam media fermentasi (Siburian, 2015).

Gambar 4.1 Inokulum jamur Rhizopus oryzae

Pembuatan inokulum dilakukan dengan menambahkan akuades ke dalam
jamur yang ditumbuhkan pada cawan petri. Kemudian dilakukan pengerokan

badan jamur sehingga diperoleh suspensi miselia jamur Rhizopus oryzae. Suspensi
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miselia yang berupa larutan berwarna putih keruh disaring dengan kasa steril.

Suspensi miselia jamur tersebut siap digunakan pada proses fermentasi bekatul.

4.4.2 Fermentasi Bekatul Menggunakan Rhizopus oryzae

Proses fermentasi bertujuan memecah atau merenggangkan kompleks
selulosa dalam bekatul dengan bantuan mikroorganisme jamur Rhizopus oryzae.
Bekatul untuk fermentasi dan tanpa fermentasi ditambahkan akuades steril dengan
perbandingan 1:1 (bekatul:akuades). Fermentasi bekatul dilakukan dengan teknik
Solid State Fermentation (SSF) menggunakan kadar air yang sedikit karena dapat
meminimalisasi kontaminan, produktivitas tinggi, dan menghindari adanya
senyawa aktif pada bekatul yang ikut terlarut dan terbuang dalam akuades selama
proses fermentasi (Kurniati dkk, 2017). Inkubasi dilakukan selama 5 hari yang
merupakan fase log menuju fase stasioner dimana terjadi peningkatan jumlah sel
(Melgar dkk, 2013). Fase log merupakan fase dimana mikroba membelah dengan
cepat dan konstan sampai pada fase stasioner yaitu fase ketika jumlah sel yang

tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati (Setyati, 2015).

Gambar 4.2. A. Bekatul tanpa fermentasi, B. Bekatul terfermentasi
Sifat fisik bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi menunjukkan adanya

perubahan warna dan aroma. Aroma bekatul terfermentasi lebih harum
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dibandingkan bekatul tanpa fermentasi. Aroma tersebut berasal dari asam lemak
hasil degradasi lemak oleh enzim lipase yang bereaksi dengan alkohol sehingga
membentuk senyawa ester yang menghasilkan aroma harum (Svendsen, 2000).
Warna bekatul terfermentasi lebih gelap dibandingkan warna bekatul tanpa
fermentasi. Hal ini disebabkan oleh aktivitas metabolisme Rhizopus oryzae yang
memanfaatkan bekatul sebagai sumber zat makanan untuk hidup dan berkembang
(Yosi dkk, 2014). Jamur memanfaatkan sumber karbon dan nitrogen dari substrat

bekatul untuk menghasilkan energi (Sukma, 2010).

4.5 Ekstraksi Bekatul

Ekstraksi merupakan metode pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutan terhadap dua cairan yang tidak saling larut (Khopkar, 2008). Ekstraksi
senyawa antioksidan pada bekatul menggunakan metode maserasi. Ekstraksi
maserasi merupakan proses penyaringan simplisia dengan cara perendaman
menggunakan pelarut dengan pengadukan pada temperatur kamar. Maserasi
merupakan metode ekstraksi dingin karena pengerjaannya tidak membutuhkan
suhu tinggi (Depkes RI, 2000). Kelebihan proses ekstraksi maserasi adalah
mencegah kerusakan senyawa antioksidan pada sampel, lebih sederhana, mudah
dan murah untuk diterapkan secara komersial.

Pelarut yang digunakan adalah etanol 95%. Etanol memiliki dua gugus yang
berbeda kepolarannya yaitu gugus hidroksil yang bersifat polar dan gugus alkil
yang bersifat non polar. Gugus pada etanol tersebut menyebabkan senyawa-
senyawa yang memiliki tingkat kepolaran berbeda (bersifat polar, semi polar dan

non polar) dapat terekstrak (Effendy, 2006).
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Ekstraksi bekatul dengan pelarut etanol menggunakan perbandingan 1:5
(bekatul:etanol). Proses ekstraksi dilakukan dengan kecepatan 120 rpm pada suhu
ruang selama 5 jam yang bertujuan untuk memaksimalkan interaksi sampel
dengan pelarut. Plasmolisis sel (pemecahan dinding sel) terjadi pada proses
perendaman sampel, pelarut akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam
rongga sel yang menyebabkan senyawa aktif akan larut karena adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan senyawa aktif di dalam dan di luar sel, cairan hipertonis
akan masuk ke cairan yang hipotonis sehingga terjadi keseimbangan (Hayati dkk,
2012).

Filtrat dan residu dipisahkan melalui proses penyaringan menggunakan
corong Buchner dan kertas saring. Prinsip penyaringan corong Buchner dengan
tekanan vakum berdasarkan ukuran molekul, dimana molekul yang berukuran
lebih besar akan tetap bertahan pada kertas saring (Vogel, 1987). Pompa vakum
akan memperkecil tekanan dalam erlenmeyer yang secara otomatis memperbesar
tekanan di luar (sekitar erlenmeyer), sehingga tekanan di luar akan mendorong
filtrat masuk ke dalam erlenmeyer. Filtrat yang diperolen berwarna kuning
kehijauan. Filtrat hasil penyaringan dipekatkan menggunakan rotary evaporator
yang bertujuan untuk memisahkan pelarut dengan senyawa aktif. Suhu pada
rotary evaporator adalah 50°C yang merupakan suhu dibawah titik didih pelarut
etanol dan bertujuan melindungi senyawa yang terkandung dalam pelarut. Prinsip
rotary evaporator adalah adanya penurunan tekanan dan dipercepatnya putaran
labu alas bulat sehingga pelarut akan menguap pada suhu dibawah titik didih
(Vogel, 1987). Proses pemekatan dihentikan ketika ekstrak yang diperoleh cukup

pekat dan ditandai dengan berhentinya tetesan pelarut pada labu alas bulat.



52
Ekstrak hasil rotary evaporator dipekatkan dengan pemberian gas N, untuk
menghilangkan sisa-sisa pelarut. Rendemen ekstrak kemudian ditimbang untuk
mengetahui perbandingan hasil timbangan yang diperoleh setiap ekstrak. Hasil
rendemen ekstrak etanol 95% bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi dapat

dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Rendemen ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi
Berat Sampel Berat Ekstrak Rendemen (%)

Sampel

(gram) (gram)
Bekatul Tanpa Fermentasi
(BNF) 30 2,2081 7,3603
Bekatul Fermentasi (BF) 30 2,8299 9,4330

Tabel 4.1 menunjukkan rendemen bekatul terfermentasi dengan Rhizopus
oryzae lebih besar dibandingkan rendemen sampel tanpa fermentasi. Hal tersebut
dimungkinkan pada proses fermentasi senyawa bioaktif yang terikat pada serat
kasar terputus karena adanya enzim selulase, sehingga senyawa antioksidan
terekstrak secara maksimal. Hasil ini sesuai dengan penelitian Fikriyah (2018)
yang menunjukkan bahwa rendemen tertinggi diperoleh pada ekstrak bekatul
terfermentasi 5 hari menggunakan Rhizopus oryzae yaitu sebesar 12,33%

dibandingkan ekstrak bekatul tanpa fermentasi yaitu 8,46%.

4.6 Uji Fitokimia Ekstrak Bekatul

Senyawa fitokimia merupakan senyawa bioaktif metabolit sekunder yang
diproduksi tumbuhan sebagai salah satu cara untuk kelangsungan hidupnya atau
sebagai alat pertahanan diri. Uji fitokimia yang dilakukan pada penelitian ini

adalah uji alkaloid, saponin, terpenoid/steroid, alkaloid, dan fenolik. Tahap yang
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dilakukan yaitu mengambil ekstrak bekatul dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Kemudian ditambahkan reagen yang sesuai dengan senyawa aktif yang
diidentifikasi. Hasil uji fitokimia dari ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa

fermentasi ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil uji fitokimia ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi
Hasil Uji Ekstrak Bekatul
Bekatul

i Bekatul
Analisis Tanpa _ Warna Sampel
. Terfermentasi
Fermentasi d
5 Hari
(Kontrol)
Flavonoid + 5 Kekuningan
Saponin - - Tidak terbentuk busa
Steroid ++ +++ Hijau
Terpenoid + ++ Coklat
.. Dragendorff g 7 En njin
Alkaloid agendo dapan jingga
Mayer At +++ Kekuningan
Fenolik + +++ Kuning Kemerahan
Keterangan: +++ = Terjadi perubahan warna/endapan dengan intensitas tinggi
++ = Terjadi perubahan warna/endapan dengan intensitas sedang
+ = Terjadi perubahan warna/endapan dengan intensitas rendah

= Tidak terjadi perubahan warna/endapan

Berdasarkan Tabel 4.2 menunjukkan hasil uji fitokimia ekstrak bekatul
terfermentasi dan tanpa fermentasi positif mengandung senyawa flavonoid,
steroid/terpenoid, alkaloid dan fenolik. Ekstrak bekatul terfermentasi
menghasilkan perubahan warna yang lebih pekat yang menunjukkan kandungan
senyawa aktif pada ekstrak bekatul terfermentasi lebih tinggi dibandingkan
dengan ekstrak bekatul tanpa fermentasi. Aruben (2016) menyatakan bahwa pada
proses fermentasi jamur Rhizopus oryzae menghasilkan enzim selulase yang
mampu membuka serat selulosa pada bekatul sehingga terjadi penurunan serat

yang mengakibatkan senyawa antioksidan yang didapat lebih banyak. Hasil ini
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sesuai dengan Prabhu dkk. (2014) yang menyatakan kandungan senyawa polifenol
dan flavonoid meningkat sebesar 24% dan 18% setelah di fermentasi selama 48
jam.

Identifikasi senyawa saponin tidak menunjukkan hasil positif karena buih
yang terbentuk setelah pengocokan tidak bertahan lama, hanya bertahan beberapa
detik. Saponin bersifat polar (dapat larut dalam air) dan non polar karena memiliki
gugus hidrofob yaitu aglikon (sapogenin). Busa yang dihasilkan pada uji saponin
disebabkan karena adanya glikosida yang dapat membentuk busa dalam air dan

terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Sangi dkk, 2008).

4.6.1 Kandungan Senyawa Flavonoid

Skrining fitokimia untuk mengidentifikasi kandungan flavonoid diuji dengan
penambahan HCI pekat yang berfungsi untuk menghidrolisis flavonoid menjadi
aglikonnya, yaitu menghidrolisis O-glikosil dan logam Mg untuk mereduksi inti
benzopiron yang terdapat dalam senyawa flavonoid sehingga terbentuk warna
merah tua jingga pada senyawa tersebut. Reduksi dengan Mg dan HCI pekat
menghasilkan senyawa komplek yang berwarna merah atau jingga pada flavonol,
flavon, flavononol, dan xanton (Robinson, 1985).

Hasil uji fitokimia menunjukkan ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa
fermentasi menunjukkan adanya warna kekuningan yang mengindikasikan positif
uji flavonoid. Ekstrak bekatul terfermentasi menunjukkan perubahan warna
kekuningan yang lebih pekat dibandingkan dengan ekstrak bekatul tanpa
fermentasi yang mengindikasikan senyawa flavonoid pada ekstrak bekatul

terfermentasi lebih banyak dibandingkan pada ekstrak bekatul tanpa fermentasi.
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Reaksi dugaan flavonoid dengan serbuk Mg ditunjukkan pada Gambar 4.3.

glukosil
o

+ serbuk Mg

O/Mg

Gambar 4.3 Reaksi dugaan flavonoid dengan serbuk Mg (Arum dkk, 2012)

4.6.2 Kandungan Senyawa Steroid dan Terpenoid

Skrining fitokimia untuk menganalisis kandungan steroid/terpenoid diuji
dengan menggunakan metode Liebermenn-Buchard dengan pereaksi asetat
anhidrat dan penambahan H,SO, pekat yang bertujuan untuk mendekstruksi
kompleks steroid (Harborne, 1984).

Kandungan steroid dan terpenoid dapat dideteksi berdasarkan perubahan
warna akibat pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi pada golongan senyawa
steroid atau terpenoid. Reaksi diawali dengan proses asetilasi gugus hidroksil oleh
asetat anhidrat. Kemudian terjadi perpindahan ikatan rangkap yang disebabkan
oleh pelepasan gugus hidrogen beserta elektronnya dan menyebabkan resonansi

dan membentuk karbokation. Karbokation yang terbentuk akan menyebabkan
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adisi elektrofilik dan mengakibatkan perpanjangan konjugasi dan memunculkan

cincin coklat. Reaksi dugaan yang terjadi ditunjukkan pada Gambar 4.4.

/Ejigjg\/\gjﬂxcmzso[; dig;gw
[e)

Carbanium lon

. AC,0
3,5-Diena
(SOs)
Ho0s OO d&g\/%
Cholestahexaena Sulfonic Acid Pentaenylic cation

Gambar 4.4 Reaksi dugaan senyawa steroid/terpenoid dengan pereaksi
Liebermann-burchard

Hasil pengujian fitokimia menunjukkan ekstrak bekatul terfermentasi dan
tanpa fermentasi positif uji terpenoid dengan adanya cincin coklat diantara dua
larutan dan positif steroid dengan terbentuknya lapisan hijau. Friedman (2014)
menyatakan bahwa bekatul mengandung beberapa jenis steroid diantaranya
tokotrienol, tokoferol, (-sitosterol ferulat, y-oryzanol, dan sikloartenol ferulat.
Ekstrak bekatul terfermentasi menunjukkan terbentuknya cincin coklat dan
lapisan hijau yang lebih pekat dibandingkan dengan ekstrak bekatul tanpa
fermentasi.
4.6.3 Kandungan Senyawa Alkaloid

Senyawa alkaloid dengan uji Dragendorff ditandai dengan endapan jingga

kecoklatan. Endapan tersebut merupakan kalium-alkaloid. Reagen Dragendorff
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terbuat dari bismut nitrat yang dilarutkan dalam HCI agar keseimbangan tidak
bergeser ke arah Kiri sehingga bismut nitrat tidak terhidrolisis menjadi bismutil
(BiO") (Vogel, 1987). lon Bi*" bereaksi dengan kalium iodida membentuk
endapan bismut (I11) iodida kemudian terlarut dalam kalium iodida berlebih
membentuk tetraiodobismutat. Atom nitrogen yang terkandung pada rangka
alkaloid akan membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion logam K*. Kedua
ekstrak menghasilkan endapan jingga yang mengindikasikan positif uji alkaloid.

Reaksi dugaan yang terbentuk ditunjukkan pada Gambar 4.5.

Bi(NO3); + 3KI —» Bil; + 3KNO;
) Coklat
Bil; + K1 ———» K[Bil]
Kalium tetraiodomerkurat (I1)

SN X
+ K[Bil,] ——» + BT
Z P
N N Oranye
K+
Kalium-Alkaloid

endapan oranye
Gambar 4.5 Reaksi dugaan reagen Dragendorff dengan alkaloid
(Nafisah, 2014)

Senyawa alkaloid mengandung atom nitrogen yang mempunyai pasangan
elektron bebas untuk mengganti ion iodo dalam reagen tersebut sehingga
membentuk ikatan kovalen koordinasi dengan ion logam (Agustina, 2017). Pada
uji aikaloid dengan reagen Mayer atom nitrogen pada aikaloid akan bereaksi
dengan ion logam K dari kalium tetraiodomerkurat (11) membentuk kompleks
kalium-alkaloid yang mengendap (Agustina, 2018). Kedua ekstrak memberikan
hasil positif dengan terbentuknya endapan. Reaksi dugaan antara reagen Mayer

dan alkaloid ditunjukkan pada Gambar 4.6.
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HgCl, + 2KI — Hgl, + 2KCl

Hgl, + 2KIH — Ky[Hgl]

Kalium tetraiodomerkurat (11)

X X
+ Ky[Hgh] ——— > +  K[Hgl,]”
/ /
N N
K+

Kalium-Alkaloid
endapan putih

Gambar 4.6 Reaksi dugaan reagen mayer dengan alkaloid
(Agustina, 2018)

Uji alkaloid menggunakan reaksi Mayer dan Dragendorff menunjukkan hasil
positif pada ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi. Warna yang
terbentuk pada kedua ekstrak menunjukkan kepekatan yang sama. Hasil ini sesuai
dengan penelitian Sholeha (2019) yang menyatakan bahwa ekstrak bekatul positif

mengandung senyawa alkaloid.

4.6.4 Kandungan Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik pada ekstrak bekatul dilarutkan dalam air dan direaksikan
dengan FeCl;. Senyawa fenolik membentuk kompleks dengan pewarnaan biru
atau biru ungu dengan besi (I11) klorida. Komples yang terbentuk merupakan besi
(1) heksafenolat, sehingga uji ini memberikan indikasi gugus OH aromatik. lon
Fe** mengalami hibridisasi orbital d®sp® dimana berdasarkan hasil hibridisasi ion
Fe** (4s°3d°) memiliki 6 orbital kosong yang diisi oleh pendonor pasangan
elektron yang berasal dari atom oksigen pada senyawa fenolik yang memiliki

elektron bebas (Marliana, 2011). Uji positif ditunjukan dengan perubahan warna
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hijau, merah, coklat, ungu, biru, dan hitam (Harborne, 1987). Reaksi dugaan

ditunjukkan pada Gambar 4.7.

OH O

+ FeCly () —> | Fe¥* + 3CI' + 6H"
6

Gambar 4.7 Reaksi dugaan antara reagen FeCls dengan fenol_(Arum dkk, 2012)

Uji fenolik menggunakan reagen FeCl; menunjukkan hasil positif pada
ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi dengan perubahan warna
kuning kemerahan. Warna yang terbentuk pada ekstrak bekatul terfermentasi lebih
pekat dibandingkan ekstrak bekatul tanpa fermentasi. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Rashid dkk. (2015) yang melaporkan bahwa kandungan senyawa
fenolik pada bekatul meningkat sebesar 8,56 ug/mL dari 6,19 pg/mL akibat

degradasi senyawa fenolik oleh enzim (-glukosidasi.

4.7 Pengaruh Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi pada
Mencit Diabetes Mellitus
4.7.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba pada penelitian ini adalah mencit putih jantan galur Balb/C.
Mencit jantan secara hormonal lebih stabil dan tidak dipengaruhi oleh hormon
estrogen yang dapat memicu efek stres serta tidak mengalami fase etrus yang
mengakibatkan peningkatan kadar glukosa darah (Yusuf dkk, 2019). Aklimatisasi
mencit dilakukan selama satu minggu untuk mengadaptasikan hewan coba dengan

lingkungan baru. Secara keseluruhan rata-rata berat badan mencit sebelum
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aklimatisasi adalah 15-18 gram dan setelah diaklimatisasi mengalami peningkatan

sebesar 17-22 gram.

Tabel 4.3 Rata-rata perubahan berat badan mencit sebelum dan setelah
aklimatisasi

Berat Badan Mencit (gram)

Kelompok Sebelum Aklimatisasi Setelah Aklimatisasi
KN 16,7 17,2
K. 18,7 22,27
BNF 100 10 e
BNF 200 16,7 18,5
BF 100 16,07 17,43
BF 200 16,63 204

KN:kontrol normal;K-:kontrol negatif (Na-CMC);BNF 100:bekatul tanpafermentasi dosis 100
mg/kg BB;BNF 200:bekatul tanpafermentasi dosis 200 mg/kg BB BF 100: bekatul fermentasi
dosis 100 mg/kg BB;BF 200:bekatul fermentasi dosis 200 mg/kg BB

Berat badan mencit setelah aklimatisasi pada semua kelompok perlakuan
mengalami kenaikan. Hal ini disebabkan adanya asupan nutrisi dari pakan dan
minuman yang diberikan secara terus menerus. Asupan nutrisi tersebut menjadi
simpanan lemak berlebih dalam bentuk triasilgliserol pada sel-sel adiposit yang
digunakan untuk kebutuhan energi tubuh (Rias, 2017). Susanty dkk. (2014)
menyatakan hewan uji dinyatakan sehat apabila tidak menunjukkan deviasi berat
badan (>10%). Rakmadi dkk. (2009) melaporkan peningkatan berat badan terjadi
karena adanya peningkatan aktivitas makan dari masing-masing mencit selama
masa aklimatisasi dan merupakan indikasi mencit telah beradaptasi dengan
lingkungannya dan siap digunakan sebagai hewan percobaan.

Pengukuran kadar glukosa darah mencit dilakukan setelah proses aklimatisasi
untuk memastikan bahwa mencit dalam keadaan normal. Mencit dikelompokkan
menjadi 6 kelompok. Kelompok kontrol normal (KN) adalah kelompok yang

tidak diinduksi aloksan untuk mengetahui kadar glukosa darah normal. Kelompok
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negatif (-) adalah kelompok mencit yang diinduksi aloksan dengan terapi Na-
CMC. Kelompok BNF 100 dan 200 adalah kelompok mencit diabetes dan
diberikan terapi ekstrak bekatul tanpa fermentasi dosis 100 dan 200 mg/kg BB.
Kelompok BF 100 dan 200 adalah kelompok mencit diabetes dan diberikan terapi

ekstrak bekatul terfermentasi dosis 100 dan 200 mg/kg BB.

4.7.2 Pengkondisian Mencit Diabetes Mellitus

Hewan coba dikondisikan diabetes dengan induksi larutan aloksan. Aloksan
merupakan agen diabetogenik yang diperantarai oleh oksidasi senyawa dengan
gugus SH, penghambatan glukokinase, pembentukan oksigen reaktif dan
gangguan homeostatis ion kalsium intraseluler (Nugroho, 2006). Aloksan
menyebabkan penurunan glikogen hepatik dalam 24-72 jam dan efek
sitotoksiknya dapat merusak sel B pankreas sehingga terjadi penuruan kadar
insulin (Husna dkk, 2019).

Induksi aloksan dilakukan secara intraperitonial yaitu pada daerah rongga
abdomen yang sejajar dengan kaki. Hal ini memungkinkan aloksan dengan cepat
menembus membran plasma memasuki sel B melalui perantara glukosa
transporter GLUT2 (Lenzen, 2008). Dosis aloksan yang diberikan yaitu
200mg/kg BB karena dapat meningkatkan kadar glukosa darah pada mencit
dengan induksi secara intraperitonial (Song dkk, 2007).

Kondisi diabetes pada mencit dapat diketahui dengan mengukur kadar
glukosa darah menggunakan glukometer strip. Prinsip pemeriksaan pada metode
ini adalah strip test diletakkan pada alat, ketika darah diteteskan pada zona reaksi

tes strip, katalisator glukosa akan mereduksi glukosa dalam darah. Intensitas dari
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elektron yang terbentuk dalam alat setara dengan konsentrasi glukosa dalam darah
(Nugroho, 2006). Penginjeksian aloksan dilakukan pada mencit kontrol negatif
dan kelompok perlakuan terapi. Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa setelah
induksi aloksan kemudian ditunggu selama 7 hari mencit belum mengalami gejala
diabetes dengan kadar gula darah <200 mg/dL. Sehingga dilakukan injeksi
aloksan tahap kedua dengan dosis yang sama. Sebagian mencit mengalami gejala
diabetes yang ditandai dengan kadar glukosa >200 mg/dL. Mencit yang belum
mengalami gejala diabetes diinjeksi ulang dengan dosis yang sama sampai
keseluruhan kadar glukosa darah mencit >200 mg/dL (Lampiran 7). Proses
induksi aloksan dilakukan sebanyak 3 kali dengan dosis sama yaitu 200
mg/KgBB. Daya tahan tubuh mencit yang berbeda terhadap aloksan menyebabkan
kondisi awal keadaan diabetes tidak seragam (Suarsana dkk, 2010). Pada kondisi
genetik dan internal hewan yang stabil mengakibatkan mekanisme kerja reseptor
aloksan berjalan lambat untuk merusak sel B pankreas sehingga tidak terjadi

peningkatan kadar glukosa darah (Kendran dkk, 2013).

4.7.3 Terapi Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi pada
Mencit Diabetes Mellitus

Perlakuan terapi pada mencit diabetes dilakukan dengan metode sonde atau
biasa disebut oral. Terapi diberikan selama 19 hari dengan pengamatan berat
badan, kadar glukosa darah dan jumlah sel hepatosit normal pada mencit. Ekstrak
bekatul tidak larut sempurna dalam air sehingga disuspensikan dalam Na CMC
0,5% (b/v). Agen pensuspensi Na CMC dipilih karena menghasilkan suspensi

yang stabil, memiliki kejernihan tinggi, dan bersifat inert (Susanty dkk, 2014).
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Dosis ekstrak bekatul yang digunakan adalah 100 dan 200 mg/kg BB. Wahyuni
dkk. (2016) menyatakan bahwa terapi ekstrak bekatul beras hitam dosis 100 dan
200 mg/kg BB dapat menurunkan kadar glukosa darah tikus dari 400 dan 458

mg/dL hingga mencapai kadar glukosa darah normal sebesar 139 dan 131 mg/dL.

4.7.3.1 Perubahan Berat Badan Mencit Diabetes Mellitus Setelah Terapi
Penderita diabetes mellitus mengalami defisiensi insulin yang mengakibatkan
glukosa dalam tubuh tidak tersedia sehingga terjadi glukoneogenesis berlebihan
pada sel-sel hati sehingga meningkatkan produksi glukosa, mengganggu
penggunaan glukosa dalam jaringan otot serta lemak yang mengakibatkan
terjadinya pengurangan jaringan otot dan adiposa yang mengarah pada penurunan
berat badan (Rias, 2017). Perubahan berat badan mencit diamati setiap 3 hari
sekali selama perlakuan terapi ekstrak bekatul. Adapun rata-rata perubahan berat
badan mencit (Mus musculus L) setelah terapi ekstrak bekatul terfermentasi dan

tanpa fermentasi ditunjukkan pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Perubahan berat badan mencit diabetes setelah terapi

Kelompok Berat Badan Mencit (gram) Hari ke-

Perlakuan 0 3 6 9 12 15 18
KN 17,2 2317 24,97 2547 253 28,27 26,63
K- 225 20,27 21,83 23,17 24,77 2537 27,07

BNF 100 23,47 22,77 23,7 241 2543 251 24,87
BNF 200 18,77 18,23 20,23 19,37 19,57 21 20,23
BF 100 19,57 19,87 20,27 17,23 188 19,5 18,17

BF 200 21,57 20,7 216 20,37 21,13 22,13 22,43
KN:kontrol normal;K-:kontrol negatif (Na-CMC);BNF 100:bekatul tanpafermentasi dosis 100
mg/kg BB;BNF 200:bekatul tanpafermentasi dosis 200 mg/kgBB;BF 100: bekatul fermentasi dosis
100 mg/kg BB;BF 200:bekatul fermentasi dosis 200 mg/kg BB




64

Berat badan pada kontrol negatif (K-) terus mengalami peningkatan seperti
pada kontrol normal. Hal ini dikarenakan mencit tidak mengalami penurunan
selera makan sehingga asupan nutrisi masuk secara terus menerus dan
mengakibatkan berlebihnya simpanan lemak dalam bentuk triasilgliserol yang
dapat melindungi tubuh dari efek toksik.

Hari ke-3 terjadi penurunan berat badan pada kelompok perlakuan terapi
ekstrak bekatul. Kondisi diabetes menyebabkan tubuh tidak dapat memanfaatkan
glukosa sebagai sumber energi secara maksimal sehingga membongkar cadangan
energi dari protein dan lemak tubuh. Katabolisme lemak dan protein secara
berlebihan menyebabkan terjadinya pengurangan jumlah jaringan otot dan
jaringan adiposa secara signifikan sehingga menyebabkan penurunan berat badan
(Rias, 2017). Hari ke-6 sampai ke-18 perubahan berat badan kelompok perlakuan
terapi ekstrak bekatul relatif berubah-ubah. Peningkatan berat badan pada
kelompok perlakuan terapi ekstrak bekatul terjadi pada hari ke-6. Hal ini
disebabkan karena kandungan senyawa flavonoid pada ekstrak bekatul. Senyawa
flavonoid bekerja sebagai radical scavenger dengan menekan reaktivitas radikal
bebas dan membentuk molekul yang lebih stabil (Rahmawati, 2014). Flavonoid
juga berfungsi merangsang sekresi insulin yang dapat mengaktifkan sensitifitas
insulin terhadap kinerja GLUT-4 untuk mengangkut glukosa dari darah menuju ke
sel otot, adiposa dan sel-sel lain sehingga mengakibatkan peningkatan berat

badan (Sherwood, 2004).
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4.7.3.2 Penurunan Kadar Glukosa Darah Mencit Diabetes Mellitus
Kadar glukosa darah puasa diukur untuk menghindari pengaruh makanan
yang dapat meningkatkan kadar glukosa darah pada mencit. Rata-rata kadar
glukosa darah (mg/dL) mencit pada hari ke-1 sampai hari ke-19 dapat dilihat

pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Kadar glukosa darah mencit diabetes setelah terapi
Rata-rata Kadar Glukosa Darah (mg/dL) hari ke- % Penurunan

Kelompok Kadar
Perlakuan 0 1 7/ il 15 19 Glukosa
Darah
KN 118 118 152 94 91 126 -8,57
K- 149 415 368 384 285 440 -14,65
BNF 100 126 273 202 212 307 242 11,65
BNF 200 137 414 164 328 310 241 42,24
BF 100 142 278 136 g 1l 263 135 49,14
BF 200 144 491 235 355 265 414 14,14

KN:kontrol normal;K-:kontrol negatif (Na-CMC);BNF 100:bekatul tanpafermentasi dosis 100
mg/kg BB;BNF 200:bekatul tanpafermentasi dosis 200 mg/kg BB BF 100: bekatul fermentasi
dosis 100 mg/kg BB;BF 200:bekatul fermentasi dosis 200 mg/kg BB

Terapi ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi pada kelompok
mencit diabetes menunjukkan adanya penurunan kadar glukosa darah. Kelompok
perlakuan terapi ekstrak bekatul tanpa fermentasi dosis 100 mg/KgBB (BNF 100)
dan 200 mg/KgBB (BNF 200) menunjukkan penurunan kadar glukosa darah
sebesar 11,65% (dari 273 mg/dL menjadi 242 mg/dL) dan 42,24% (dari 414
mg/dL menjadi 241 mg/dL).

Penurunan kadar glukosa darah tertinggi ditunjukkan kelompok terapi ekstrak
bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB (BF 100) yaitu 49,14% dimana kadar
glukosa darah mencapai kadar glukosa darah normal sebesar 135 mg/dL.

Penurunan kadar glukosa darah dipengaruhi oleh senyawa antioksidan pada
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bekatul. Senyawa antioksidan tersebut diantaranya golongan flavonoid, alkaloid
dan steroid/terpenoid. Senyawa flavonoid memiliki efek hipoglikemik dengan
mengurangi penyerapan glukosa dan mengatur aktivitas ekspresi enzim yang
terlibat dalam metabolisme karbohidrat (Brahmachari, 2011). Flavonoid juga
mampu meregenerasi sel 8 pankreas dan membantu merangsang sekresi insulin
(Dheer, 2010). Aktivitas senyawa antioksidan pada bekatul meningkat setelah
proses fermentasi sehingga memaksimalkan perannya dalam penurunan kadar
glukosa darah. Oliveira dkk. (2012) menyatakan bahwa proses fermentasi dapat
meningkatkan senyawa bioaktif pada bekatul yang disebabkan kemampuan
kapang mendegradasi senyawa antioksidan yang menempel pada matriks
lignoselulosa dan polisakarida secara enzimatis. Hasil ini sesuai dengan Lim dan
Boo (2010) yang menyatakan produk fermentasi bekatul dan kedelai
menggunakan Bacillus sp. lebih efektif dalam menurunkan kadar glukosa darah
mencit diabetes sebesar 186 mg/dL dari 394 mg/dL.

Kelompok terapi ekstrak bekatul terfermentasi dosis 200 mg/KgBB (BF 200)
menunjukkan penurunan kadar glukosa darah yang paling rendah sebesar 14,14%
(dari 491 mg/dL menjadi 414 mg/dL). Hal ini dimungkinkan karena aktivitas
ekstrak bekatul yang merupakan campuran multikomponen tidak bekerja secara
sinergis sehingga aktivitasnya sebagai antioksidan berubah menjadi prooksidan.
Gordon (1990) menyatakan bahwa dosis yang terlalu tinggi memungkinkan
terjadinya penghambatan respon dan terjadi prooksidasi terhadap senyawa
antioksidan dalam ekstrak oleh antioksidan dalam tubuh. Besar konsentrasi
antioksidan yang ditambahkan dapat berpengaruh pada laju oksidasi (Suryani,

2013). Adapun reaksi prooksidan yang terjadi ditunjukkan pada Gambar 4.8.
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AH+0, — A +HOO
AH+ROOH — RO'+H,0+A
Gambar 4.8 Reaksi prooksidan. AH:antioksidan, Ae: radikal antioksidan,
HOOe: radikal hedroperoksida, ROOH:hiperoksida, ROe:
radikal bebas (Gordon, 1993)
Aktivitas antioksidan pada konsentrasi tinggi mengubah fungsinya menjadi
prooksidan yang dapat merusak sel sebagai radikal bebas. Suryani (2013)
melaporkan terapi ekstrak biji mahoni dosis 250 mg/kgBB dapat menurunkan

kadar glukosa darah tikus diabates lebih baik sebesar 110 mg/dL dibandingkan

pada terapi dosis 400 mg/kgBB sebesar 152 mg/dL.

4.7.4 Pengaruh Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi pada
Histologi Hepar Mencit Diabetes Mellitus

Hepar berperan dalam menjaga homeostatik pengaturan kadar glukosa dalam
darah dan bertanggung jawab terhadap biotransformasi zat-zat berbahaya menjadi
zat-zat yang tidak berbahaya. Proses ini menyebabkan hepar mudah mengalami
kerusakan baik berupa kerusakan struktur sel maupun gangguan fungsi pada
hepar. Zat kimia yang terlalu banyak dalam parenkim hati mengakibatkan
kerusakan sel hepar, seperti infiltrasi sel radang, degenerasi melemak, piknosis
dan kongesti (Guyton, 1997). Kerusakan pada organ hepar mengakibatkan
penumpukan radikal bebas yang dapat memperburuk kondisi hiperglikemia.

Organ hepar diambil setelah 19 hari terapi (hari ke-20). Preparat histologi

dibuat dengan metode blok parafin dengan pewarnaan Hematoksilin-eosin.
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Kerusakan pada preparat diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran

400x.

4.7.4.1 Pengaruh Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi
pada Sel Hepatosit Mencit Diabetes Mellitus

Hepatosit merupakan sel yang menyusun sebagian besar organ hepar dan
bertanggung jawab terhadap peran sentral hepar dalam proses metabolisme.
Hepatosit normal memiliki sel berbentuk polihedral dengan membran sel yang
jelas dengan inti bulat di tengah. Sel hepatosit berderet secara radier dalam
lobulus hepar dan membentuk lapisan 1-2 sel serupa dengan susunan bata.
Lempeng sel inti mengarah dari tepian lobulus ke pusatnya dan beranastomosis
secara bebas membentuk labirin dan busa serta memiliki celah diantara lempeng-
lempeng tersebut yaitu sinusoid (Nugraha, 2018). Sinusoid hepar merupakan
saluran yang berliku-liku dengan diameter tidak teratur dan dilapisi sel endotel
bertingkat yang tidak utuh (Maulina, 2018). Sinusoid dipisahkan dari hepatosit
dibawahnya oleh spatium perisinusoideum subendotelial, selain itu struktur dan
jalur sinusoid yang berliku di hepar memungkinkan terjadinya pertukaran zat yang
efisien antara hepatosit dan darah (Eroschenko, 2012).

Kerusakan sel hepatosit ditandai dengan terjadinya degenerasi sel hepatosit.
Degenerasi merupakan tanda awal kerusakan sel hepar yang ditunjukkan dengan
adanya sel hepar berwarna lebih gelap dan mengalami pembengkakan. Degenerasi
yang terjadi secara terus menerus dapat mengakibatkan kerusakan sel berupa
nekrosis (kematian sel). Nekrosis diawali dengan perubahan inti sel berupa
piknosis (menghitam) kemudian inti pecah (karioheksis) dan inti menghilang

(kariolisis) (Prasetyo dkk, 2019).
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bar 4.9 Histologi Hepar Mencit Setelah Terapi Ekstrak Bekatul (perbesaran
400x, pewarnaan HE). A. KN, B. K-, C. BNF 100, D. BNF 200, E. BF
100, F. BF 200, keterangan: a. hepatosit normal, b. sinusoid, c.

nekrosis, d. dilatasi sinusoid, e. degenerasi sel hepatosit

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



70

Tabel 4.6 Jumlah sel hepatosit setelah terapi ekstrak bekatul

Rata- rata Jumlah Sel Hepatosit % Kerusakan
Kelompok Perlakuan -
Normal Nekrosis Sel
KN 60 30 0,5
K- 11 73 6,6
BNF 100 11 45 4,9
BNF 200 29 41 1,4
BF 100 30 31 1,0
BF 200 25 58 2,3

KN:kontrol normal;K-:kontrol negatif (Na-CMC);BNF 100:bekatul tanpa fermentasi dosis 100
mg/kg BB;BNF 200:bekatul tanpa fermentasi dosis 200 mg/kg BB BF 100: bekatul fermentasi
dosis 100 mg/kg BB;BF 200:bekatul fermentasi dosis 200 mg/kg BB

Berdasarkan Tabel 4.6 diketahui bahwa jumlah sel hepatosit normal pada
kontrol normal (KN) lebih banyak dibandingkan pada kontrol negatif (K-) dan
kelompok perlakuan terapi. Jumlah sel hepatosit normal pada kelompok KN
sebanyak 60 sel dengan tingkat kerusakan sel (nekrosis) sebesar 0,5%. Sinusoid
pada kelompok KN terlihat normal, beraturan dan tidak mengalami pelebaran.
Kelompok kontrol negatif (K-) menunjukkan jumlah sel hepatosit normal yaitu 11
sel dengan tingkat kerusakan sel sebesar 6,6%. Sinusoid mulai terlihat tidak
beraturan dan mengalami dilatasi. Menurut Surasa dkk. (2014) menyatakan bahwa
sel hepatosit dan sinusoid dibatasi oleh celah subendotel yang mengandung
mikrovili dari sel hepatosit, hal ini memudahkan terjadinya kontak langsung
antara sel hepatosit dan sinusoid sehingga adanya penyaluran aliran darah yang
kuat dan rusaknya sel hepatosit akibat senyawa toksik dapat mengakibatkan
terjadinya pelebaran sinusoid.

Kelompok terapi ekstrak bekatul tanpa fermentasi dosis 100 mg/KgBB (BNF
100) menunjukkan jumlah sel hepatosit normal yaitu 11 sel dengan tingkat
kerusakan sel sebesar 4,9%. Kerusakan sel berupa nekrosis ditandai dengan

edema sel (pembengkakan sel). Pembengkakan sel terjadi karena muatan elektrolit
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di luar dan di dalam sel tidak seimbang yang menyebabkan masuknya cairan
ekstraseluler ke dalam sel dan sel tidak mampu memompa ion natrium ke luar
sehingga sel akan mengeluarkan materi sel yang mengakibatkan kematian sel
(nekrosis) (Sukarni, 2012).

Terapi ekstrak bekatul tanpa fermentasi dosis 200 mg/KgBB (BNF 200) dan
ekstrak bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB (BF 100) pada mencit diabetes
menunjukkan perbaikan sel hepatosit sebanyak 29 sel dan 30 sel dengan tingkat
kerusakan sel berturut-turut 1,4% dan 1,0%. Hasil ini lebih efektif dibandingkan
Rarangsari (2015) yang menyatakan perbaikan sel hepar mencit diabetes
ditunjukkan kelompok terapi ekstrak daun sirsak dosis 150 mg/Kg BB selama 30
hari. Perbaikan sel hepatosit dimungkinkan karena adanya kandungan senyawa
antioksidan yang meningkat setelah proses fermentasi sehingga menghasilkan
perbaikan sel hepar lebih baik dibandingkan terapi ekstrak bekatul tanpa
fermentasi. Senyawa flavonoid dalam ekstrak bekatul berperan sebagai anti
hepatotoksik yang melindungi sel hepar dari zat-zat toksik, memperbaiki jaringan
sel hepar dengan cara detoksifikasi senyawa racun dan meningkatkan regenerasi
sel hepar (Sulistianto dkk, 2004). Arif (2016) juga menyatakan bahwa pemberian
terapi infusa buah pare yang mengandung senyawa triterpenoid mampu
meningkatkan jumlah sel hepatosit normal pada tikus diabetes sebesar 5,6 sel
daripada kontrol diabetes sebesar 3 unit sel. Faddladdeen dkk. (2020) menyatakan
bahwa perbaikan sel hepatosit tikus diabetes dapat menurunkan kadar glukosa
darah tikus diabetes.

Perlakuan terapi ekstrak bekatul terfermentasi dosis 200 mg/KgBB (BF 200)

menunjukkan jumlah sel hepatosit normal yaitu 25 sel dengan tingkat kerusakan
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2,3%. Sinusoid terlihat tidak beraturan dan mengalami dilatasi (pelebaran). Sel
hepatosit mengalami degenerasi yang mengakibatkan terjadinya perubahan
susunan sel selain itu ketidakteraturan sinusoid disebabkan oleh peroksidasi lipid
dan stress oksidatif akibat kondisi hiperglikemia (Paramita, 2019). Proses
fermentasi menyebabkan peningkatan aktivitas antioksidan pada terapi ekstrak
terfermentasi dosis tinggi. Hal ini menyebabkan senyawa antioksidan berubah
menjadi prooksidan. yang dapat merusak sel.

Data sel hepatosit yang diperoleh diolah secara statistik menggunakan uji
normalitas (Uji Saphiro Wilk) dan uji homogenitas dan dilanjutkan dengan
analisis statistik One Way ANOVA. Dalam penelitian ini menujukkan data
terdistribusi normal dan homogen dengan taraf signifikansi lebih besar dari 0,05
(Lampiran 7) sehingga dilanjutkan dengan analisis statistik One Way ANOVA.
Adapun hasil analisis dari uji ANOVA dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Hasil Analisis ANOVA Jumlah Sel Hepatosit Normal

SK JK Db KT Fhitunq Ftabel Slg
Perlakuan 4139.167 5 827.833 1.770 3,11 194
Galat 5611.333 12 467.611
Total 9750.500 17

Berdasarkan Tabel 4.7 hasil analisis ANOVA dengan taraf signifikansi o 5%
didapatkan nilai signifikansi 0,000 > 0,05 dan nilai Fniwng (1,883) <Ftapel (3,11),
sehingga Ho diterima. Hal tersebut menunjukkan tidak adanya pengaruh terapi
ekstrak bekatul terhadap perbaikan sel hepatosit mencit diabetes. Senyawa aktif
pada ekstrak bekatul diasumsikan lebih terfokus dalam menyeimbangkan ion

radikal dan menstimulasi hormon insulin untuk menurunkan kadar glukosa darah.
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Sehingga perbaikan sel hepatosit pada mencit diabetes tidak sebanding dengan

penurunan kadar glukosa darah.

4.8 Pemanfaatan Bekatul dalam Perspektif Islam

Allah SWT menciptakan alam semesta beserta isinya untuk mencukupi
kehidupan manusia. Manusia diciptakan dengan akal untuk berfikir dan
merenungi nikmat beserta kekuasaan Allah SWT dengan cara memanfaatkannya

secara maksimal. Allah berfirman dalam surat Ali Imron ayat 190-191.:

A 585 ) 1y Y LY oY ey sl o35 ez sl )
g st Yt 1is s B o385 ot als 3 0gSaEs aads Jog 155485 g

grany L0 ole

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam dan
siang terdapat tanda tanda (kebesaran Allah) bagi orang berakal (yaitu) orang-
orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan
berbaring dan mereka memikirkan penciptaan langit dan bumi (seraya berkata):
“Ya Tuhan kami Tiadalah Engkau menciptakan semua ini sia-Sia, Maha Suci
Engkau, lindungilah Kami dari azab neraka. ”QS. Ali Imron ayat 190-191.

Lafadz % LY <6¥ menunjukkan salah satu fungsi akal yang diberikan

yaitu untuk merenungi tanda-tanda yang diberikan oleh Allah SWT (Quthb,
2001). Seseorang yang mau menggunakan akal pikirannya untuk berfikir dan
memahami akan selalu bersyukur dengan nikmat yang telah Allah SWT berikan.
Sebagaimana yang dinyatakan dalam Al-Qur’an surat Ar Rahman ayat 12:

£y Yoy el 5 4T
“Dan biji-bijian yang berkulit dan bunga-bunga yang harum baunya”.Q.S. Ar

Rahman ayat 12.
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Ayat diatas menerangkan bahwa Allah SWT menciptakan tumbuhan yang
merekah dengan biji-bijian yang mempunyai bulir dan daun yang melilit pada
batangnya. Biji-biji tersebut seperti halnya padi yang akan menghasilkan beras
dan bekatul. Bekatul merupakan limbah dari penggilingan padi yang memiliki
potensi sebagai obat penyakit diabetes mellitus. Berdasarkan hasil penelitian
bekatul mengandung senyawa antioksidan yang berperan sebagai antidiabetes
diantaranya senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, steroid dan terpenoid. Oleh karena
itu Allah SWT meminta manusia untuk selalu berfikir karena ujian yang datang
dari Allah SWT yang berupa penyakit tidak lepas dari pertolongan Allah SWT
yang juga menurunkan obat sebagai penawarnya. Allah SWT berfirman dalam Al

Qur’an surat As-Syu’ara ayat 80:

€A Poriisls Lo

“Dan apabila aku sakit, maka hanya Dia Yang menyembuhkan aku.”(Q.S. As-
Syu’ara’ ayat 80.

Berdasarkan tafsir lbnu Katsir, ayat diatas menerangkan bahwa segala
penyakit merupakan pemberian Allah SWT dan tidak ada yang mampu
menyembuhkan selainNya. Oleh karena itu, manusia hanya bisa berusaha dan
mencari pengobatan untuk kesembuhan penyakitnya. Maka kita sebagai umat
yang beriman harus yakin dan bertakwa kepada Allah SWT agar kita diberikan
kemudahan dan jalan keluar karena sesungguhnya ujian yang Allah SWT berikan

tidak akan melebihi batas kemampuan umatNya.



BAB V
PENUTUPAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak bekatul terfermentasi dosis 100 mg/kgBB (BF 100) merupakan dosis
terbaik dalam menurunkan kadar glukosa darah mencapai kadar glukosa darah

normal sebesar 135 mg/dL dan perbaikan sel hepatosit sebanyak 30 sel.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penambahan variasi waktu pemberian terapi ekstrak bekatul
untuk mengetahui penurunan kadar glukosa darah dan perbaikan sel
hepatosit mencit diabetes.

2. Perlu dilakukan pewarnaan jaringan menggunakan perwarnaan

imunohistokimia agar mengetahui  perbedaan sel secara jelas.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian

LAMPIRAN

Bekatul

Preparasi bekatul

I
Analisis kadar air

Bekatul A
(Fermentasi)

Bekatul B
(Tanpafermentasi)

Pembuatan media PDA

Regenerasi jamur
Rhizopus oryzae

Pembuatan inokulum
jamur

Fermentasi bekatul

Ekstraksi maserasi dengan etanol 96 %

Ekstrak pekat etanol 96 %

l

Uji Fitokimia

Uji Antidiabetes pada Mencit

Alkaloid

Flavonoid

Saponin

Steroid/
Triterpenoid

Fenolik

Kontrol normal (KO)

Kontrol negatif (K-)

Perlakuan bekatul terfermentasi dan
tanpa fermentasi dosis 100 mg/ Kg
BB dan 200 mg/ Kg BB pada mencit

Pengamatan Histologi Hepar
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Lampiran 2. Skema Kerja
L.2.1 Preparasi Alat dan Bahan
L.2.1.1 Sterilisasi Alat

Alat

Dicuci seperangkat alat gelas sampai bersih
Dibungkus dengan plastik tahan panas

Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C

Alat steril

L.2.1.2 Stabilisasi Bekatul

Bekatul

Diayak bekatul dengan ayakan 60 mesh

Ditimbang sebanyak 100 gram

Dibagi kedalam 2 erlenmeyer masing-masing 50 gram
Dibungkus menggunakan aluminium foil

Distabilisasi bekatul dengan oven pada suhu 40°C selama 60
menit

Dikeringkan pada suhu ruang

Disimpan

Hasil
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L.2.2 Analisis Kadar Air

Bekatul

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

- Dikeringkan dalam desikator selama 10 menit

- Ditimbang dan diulangi perlakuan sampai memperoleh berat
konstan

- Dimasukkan sampel bekatul ke dalam cawan yang diketahui berat
konstannya

- Ditimbang sampel bekatul sebanyak 5 gram

- Dikeringkan dalam oven pada suhu 100-105°C selama 1 jam

- Didinginkan sampel bekatul dalam desikator dan ditimbang

Hasil

L.2.3 Fermentasi Bekatul
L.2.3.1 Pembuatan Media PDA

Media PDA

- Dilarutkan media PDA bubuk sebanyak 3,9 gram dalam 100 mL
aquades

- Dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk

- Dituang larutan PDA ke dalam tabung reaksi sebanyak 4 mL

- Ditutup tabung reaksi dengan kapas dan plastic wrap

- Disterilisasi media PDA menggunakan autoclave pada suhu 121°C

- Didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat

Hasil




L.2.3.3 Regenerasi Jamur Rhizopus oryzae

Isolat jamur

- Disiapkan media miring PDA pada suhu 4°C dalam tabung reaksi
yang sudah disterilisasi

- Diambil satu isolat jamur dan digoreskan pada media miring PDA

- Didiamkan media pada suhu kamar hingga bersporulasi penuh

selama £ 5 hari

Hasil

L.2.3.4 Pembuatan Inokulum Jamur

Jamur

- Diinokulasikan jamur sebanyak 2 ose dalam 5 mL aquades steril

- Divortex selama = 5 menit

Hasil

L.2.3.5 Fermentasi Bekatul Menggunakan Rhizopus oryzae
1. Sterilisasi Bekatul

Bekatul

- Disiapkan 100 gram bekatul hasil stabilisasi

- Dimasukkan dalam 2 erlenmeyer masing-masing 50 gram

- Ditambahkan air pada bekatul dengan perbandingan 1:1 (b/v)

- Ditutup dengan aluminium foil dan disterilisasi dengan autoclave
pada suhu 121°C

Hasil
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2. Fermentasi Bekatul

Bekatul

- Disiapkan 50 mL bekatul hasil sterilisasi

- Ditambahkan 5 mL inokulum Rhizopus oryzae dan dikocok dengan
spatula steril

- Diinkubasi pada suhu 30°C selama 5 hari

- Dikeringkan bekatul dalam oven selama 1 hari

- Dimasukkan dalam 2 erlenmeyer masing-masing 50 gram

Hasil

3. Bekatul Tanpafermentasi

Bekatul

- Disiapkan 50 mL bekatul hasil sterilisasi

- Ditambahkan 5 mL aquades dan dikocok dengan spatula steril

- Diinkubasi pada suhu 30°C selama 5 hari

- Dikeringkan bekatul dalam oven selama 1 hari

- Dimasukkan dalam 2 erlenmeyer masing-masing 50 gram

- Dikeringkan bekatul tanpafermentasi di dalam oven pada suhu 60°C

selama 1 hari

Hasil
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L.2.4 Ekstraksi Senyawa Antioksidan Bekatul

Bekatul

Hasil

L.2.5 Uji Fitokimia
L.2.5.1 Uji Alkaloid

- Disiapkan bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi masing-
masing sebanyak 20 gram

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL

- Ditutup erlenmeyer dengan aluminium foil

- Diekstrak menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm pada
suhu 30°C selama 24 jam

- Dipisahkan filtrat menggunakan corong bunchner dan dipekatkan
dengan rotary evaporator

- Dikeringkan bekatul di dalam oven pada suhu 60°C selama 24 jam

Ekstrak Bekatul

Diambil dan dimasukkan dalam tabung
reaksi
Ditambahkan 0,5 mL HCI 2%

Larutan dibagi dua tabung

|
Tabung 1

- Ditambahkan 2-3 tetes

reagen Dragendrof

Hasil*

Tabung 2

- Ditambahkan 2-
3 tetes reagen
Maver

Hasil**
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* Hasil positif uji alkaloid dengan penambahan reagen Dragendrof, apabila
terbentuk endapan berwarna merah atau jingga.
**Hasil positif uji alkaloid dengan penambahan reagen Mayer, apabila terbentuk
endapan berwarna putih atau kekuning-kuningan.



91

L.2.5.2 Uji Flavonoid
Ekstrak Bekatul

- Dimasukkan ekstrak bekatul ke dalam tabung reaksi
- Dilarutkan dalam 1-2 mL metanol 50% panas
- Ditambahkan logam Mg dan 4-5 tetes HCI pekat dan diamati

perubahan warna

Hasil*

* Hasil positif uji flavonoid larutan membentuk warna merah atau jingga.

L.2.5.3 Uji Saponin
Ekstrak Bekatul

- Dimasukkan ekstrak bekatul ke dalam tabung reaksi
- Ditambahkan 10 mL aquades dan dikocok 1 menit

- Diamati perubahan yang terjadi

- Ditambahkan 2 tetes HCI 1 N jika terbentuk busa

- Diamati terbentuknya busa selama 30 detik

Hasil*

* Hasil positif dari saponin apabila terbentuk busa selama 30 detik.

L.2.5.4 Uji Steroid/Triterpenoid
Ekstrak Bekatul

- Dimasukkan ekstrak bekatul ke dalam tabung reaksi

- Dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

- Ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- Ditambahkan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung
reaksi tersebut

- Diamati perubahan warna

Hasil*
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* Apabila terbentuk cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut
maka menunjukkan adanya triterpen, dan jika terbentuk warna hijau kebiruan
menunjukkan adanya steroid.

L.2.5.5 Uji Fenolik
Ekstrak Bekatul

- Dimasukkan ekstrak bekatul ke dalam tabung reaksi
- Dilarutkan dalam metanol
- Ditambahkan FeCl;

- Diamati perubahan warna

Hasil*

* Hasil positif uji fenolik yaitu terbentuknya warna hijau, kuning, atau merah.

L.2.6 Uji Antidiabetes
L.2.6.1 Persiapan Hewan Coba

Mencit

- Disiapkan mencit galur Balb/c jenis kelamin jantan
- Dimasukkan ke dalam kandang yang diberi alas serbuk kayu dan
ditutup dengan anyaman kawat

- Diberikan makan dan minum

Hasil




L.2.6.2 Perlakuan Hewan Coba

Mencit

badan +20 gram

mencit)

- Diberi perlakuan sebagai berikut:

Kontrol normal: mencit normal tanpa induksi aloksan.

Kelompok 1 : mencit diinduksi aloksan dengan diberikan
bekatul terfermentasi dosis 100 mg/KgBB.
Kelompok 2 : mencit diinduksi aloksan dengan diberikan

bekatul terfermentasi dosis 200 mg/KgBB.
- Diamati perubahan kondisi mencit

Hasil

L.2.7 Peningkatan Kadar Glukosa Darah pada Mencit

Mencit

- Diposisikan mencit dalam keadaan terlentang

- Disemprotkan alkohol 70% pada bagian abdomen mencit agar
tidak terjadi infeksi

- Diinjeksi mencit dengan dosis 200 mg/Kg BB melalui rule
intraperitonial

- Diinkubasi mencit selama 3 hari

- Dilakukan pengukuran kadar glukosa darah

Hasil

bekatul tanpafermentasi dosis 200 mg/KgBB.
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- Disiapkan mencit galur Balb/c jenis kelamin jantan dengan berat

- Dikelompokkan menjadi 6 kelompok (tiap kelompok berjumlah 3

Kontrol (-) : mencit diinduksi aloksan dengan pemberian aquades.

Kontrol 1 : mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak
bekatul tanpafermentasi dosis 100 mg/KgBB.

Kontrol 2  : mencit diinduksi aloksan dengan diberikan ekstrak

ekstrak

ekstrak



L.2.8 Perlakuan Dengan Ekstrak Bekatul

Mencit

- Diberikan perlakuan berbeda pada masing-masing kelompok yang
sudah diinduksi aloksan

- Diberikan pakan standar pada kontrol normal dan kontrol negatif (-)

- Diberikan pakan standar dan ekstrak bekatul tanpafermentasi sesuai
berat badan mencit dengan dosis yang telah ditentukan pada kontrol
1 sampai kontrol 2

- Diberikan pakan standar dan ekstrak bekatul terfermentasi sebanyak
sesuai berat badan mencit dengan dosis yang telah ditentukan pada
kelompok 1 sampai kelompok 2

- Dilakukan selama 19 hari

- Dilakukan pengukuran kadar glukosa darah pada hari ke-7, 11,14
dan 19

Hasil

L.2.9 Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Darah Mencit

- Dilakukan pengukuran dengan alat Gluco Dr

- Dikalibrasi alat Gluco Dr

- Diambil darah mencit dengan bantuan disposable syringe yang
ditusukkan pada aliran darah vena ekor mencit

- Dimasukkan darah pada celah sensor di ujung strip

Hasil
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L.2.10 Pengambilan Organ Hepar dan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)
L.2.10.1 Pengambilan Organ Hepar

Organ Hepar

- Dipuasakan mencit selama 18 jam sebelum dilakukan pembedahan
kemudian didislokasi leher

- Disiapkan skapel dan alat bedah untuk pengambilan organ hati

- Dibedah mencit dan diperfusi pada bagian vena porta hepatica

- Dicuci hati menggunakan larutan NacCl steril

- Dipotong dan dimasukkan ke dalam tempat spesimen yang terbuat
dari plastik

- Disimpan dalam wadah tertutup yang berisi larutan buffer formalin
10%

- Difiksasi organ hepar selama 24 jam

Hasil

L.2.10.2 Pembuatan Preparat

Organ Hepar

- Diambil orgam hepar yang sudah difiksasi

- Dilakukan proses dehidrasi menggunakan alkohol bertingkat (70%,
80%, dan 96%) masing-masing selama 30 menit

- Dilakukan penjernihan dengan xylol selama 30 menit

- Dimasukkan ke dalam parafin cair dengan suhu 70°C selama 24
jam

- Diambil organ hepar dan diblok menggunakan blok parafin

- Dipotong blok parafin menggunakan mikrotom dengan ketebalan
4-5 um

- Dimasukkan dalam air hangat suhu 60°C dan diletakkan pada gelas
objek

- Dilakukan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan

L.3.1 Pembuatan Alkohol 70 %
MixVi =M2x V3
96% x V1 = 70% x 1000 mL
V1=729mL=73mL
Cara pembuatannya adalah diisi labu takar 100 mL dengan 73 mL etanol p.a

(96%). Kemudian ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.

L.3.2 Pembuatan Alkohol 80 %
MixVi =My X Vs,
96% x V1 = 80% x 1000 mL
V1 =83,3mL=83mL
Cara pembuatannya adalah diisi labu takar 100 mL dengan 83 mL etanol p.a
(96%). Kemudian ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.

L.3.3 Pembuatan Alkohol 90 %
MixVi =My X Vs,
96% x V1 =90% x 1000 mL
V1 =93,7mL=74mL
Cara pembuatannya adalah diisi labu takar 100 mL dengan 94 mL etanol p.a

(96%). Kemudian ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.

L.3.4 Pembuatan Reagen Dragendorff
Larutan I. 0,6 gram bismuth subnitrat dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL H,0
Larutan I1. 6 gram KI dalam 10 mL H,O.

Kedua larutan tersebut dicampur dengan 7 mL HCI pekat dan 15 mL H,0.

L.3.5 Pembuatan Reagen Mayer
Larutan I. HgCl; 1,358 gram dalam aquades 60 mL.
Larutan Il. KI 5 gram dalam aquades 10 mL.
Larutan | dituang ke dalam larutan Il, diencerkan dengan aquades sampai
tanda batas pada labu ukur 100 mL.
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L.3.6 Pembuatan Reagen FeCl; 1%

1 gram
100 mL

Serbuk FeCl; 1% ditimbang sebanyak 1 gram. Kemudian dimasukkan dalam

FeCl31% =

labu ukur 100 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.7 Pembuatan Reagen FeCl; 1%

1 gram
100 mL

Serbuk FeCls 1% ditimbang sebanyak 1 gram. Kemudian dimasukkan dalam

FeCl31% =

labu ukur 100 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.8 Pembuatan Larutan HCI 2%
My x Vi =M; x V,
37% x Vi =2% x 10mL
Vi =054mL
Larutan HCI pekat 37% dipipet sebanyak 0,54 mL. Kemudian dimasukkan
dalam labu ukur 10 mL. Selanjutnya, ditambahkan aquades sampai tanda batas

dan dihomogenkan.

L.3.9 Pembuatan Larutan Metanol 50%
M; x Vi =M, x
99,8% x Vi =50% x 10mL
Vi =5mL
Larutan metanol 99,8% diambil sebanyak 5 mL. Kemudian dimasukkan
dalam labu ukur 10 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan

dikocok hingga homogen.
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L.3.10 Pembuatan Larutan HCI 1 N

BJ HCI pekat =1,267 g/mL
Konsentrasi =379 = — i
100 g larutan
BM HCI = 36,5 g/mol
n =1 (jumlah mol ion H")
mol = 25 =372 —1 014 mol
Mr HCl 36,5 g/mol
100 gram larutan = ——£— = 78,9 mL = 0,0789 L
1,267 g/mL

mol _ 1,014 mol

Molaritas = 7 M =12,85 M

normalitas HCI = n x Molaritas HCI

=1x12,85M
=12,85N
N; X Vi =N x Vs
12,85 N x Vi = 1N x 100 mL

V: =7,8mL
Teknik Pembuatan:
Larutan HCI 37% diambil sebanyak 7,8 mL. Kemudian dimasukkan dalam

labu ukur 100 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas dan dihomogenkan.

L.3.8 Pembuatan Larutan NaCl 0,5%

Padatan NaCl ditimbang sebanyak 0,9 gram dan dimasukkan dalam beaker
glass untuk dilarutkan menggunakan akuades. Setelah homogen, dimasukkan ke
dalam labu ukur 100 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas dan

dihomogenkan.
L.3.9 Pembuatan Larutan Aloksan

Dosis aloksan yang digunakan yaitu 200 mg/Kg BB.

20g
1000 g

=4 mg/20 g BB
Jumlah gram aloksan =4 mg x 40 mencit
=160 mg

Dosis permencit =200 mg x
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Konsentrasi aloksan = ——2& = 20 mg/mL
0,2 ml
=20 mg/mL

Pembuatan aloksan =20 mg/mL x 10 mL
=200 mg
Pembuatan larutan aloksan dilakukan dengan ditimbang aloksan sebanyak
200 mg dan dimasukkan ke dalam beaker glass. Padatan aloksan ditambahkan
dengan 10 mL larutan fisiologis NaCl 0,9% dan diaduk hingga larut sempurna.
Larutan dipindahkan pada labu ukur 10 mL dan ditandabataskan menggunakan

larutan fisiologis NaCl 0,9%.
L.3.10 Pembuatan Larutan CMC-Na 0,5%

Padatan CMC-Na ditimbang sebanyak 0,5 gram dan dimasukkan dalam
gelas beaker. Dilarutkan menggunakan akuades hangat. Setelah homogen,

dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL dan ditandabataskan.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Dosis

Tabel L.4.1 Konversi perhitungan dosis untuk hewan dan manusi berdasarkan
laurence & Bacharach (1964):

Hewan Mencit Tikus Marmut Kelinci Kucing Kera Anjing Manusia
danBB 20g 200g 400g 15Kg 4Kg 4Kg 12Kg 70Kg
rata-rata

Mencit 1 7 12,29 27,8 28,7 64,1 1242 3879
209
Tikus 0,14 1 1,79 3,9 4,2 92 178 60,5
200 g
Marmut 0,06 0,57 1 2,25 2,4 52 10,2 31,5
400 g
Kelinci 0,04 0,25 0,44 1 2526 2,4 4,5 14,2
1,5 Kg
Kucing 0,03 0,23 0,41 0,92 1 242 4,1 13
4 Kg
Kera 0,016 0,11 0,19 0,42 0,45 1 1,9 6,1
4 Kg
Anjing 0,008 0,06 0,1 0,22 0,24 0,52 1 3,1
12 Kg
Manusia 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,76 0,16 0,32 1
70 Kg

L.4.1 Perhitungan Konversi Dosis Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan
Tanpafermentasi

Dosis 1 = 100 mg/kg BB tikus
Pada tikus 200 g = 100 mg x

200g
e 20 mg /200 g

Pada mencit20g=20mgx 0,14 = 2,8 mg /200 g

Dosis 2 = 200 mg/kg BB tikus

200g
1000g

Pada mencit20g=40mgx 0,14 = 5,6 mg /200 g

Pada tikus 200 g = 200 mg x

40mg /200 g

L.4.1 Perhitungan Larutan Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan
Tanpafermentasi

Dosis 1 = 100 mg/kg BB = 2,8 mg / 20 g mencit
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Konsentrasi dosis 1 = 2228 — 14 mg/mL
0,2 mL

=14 mg/mL x 20 mL = 280 mg

Ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi ditimbang sebanyak

280 mg kemudian dimasukkan dalam gelas beaker. Ekstrak dilarutkan
menggunakan larutan CMC Na 0,5% hangat. Setelah homogen larutan ekstrak

dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan ditandabataskan.

Dosis 2 = 200 mg/kg BB = 5,6 mg / 20 g mencit

- - 5,6
Konsentrasi dosis 1 =228 =
0,2 ml

28 mg/mL

=28 mg/mL x 20 mL = 560 mg
Ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa fermentasi ditimbang sebanyak
560 mg kemudian dimasukkan dalam gelas beaker. Ekstrak dilarutkan
menggunakan larutan CMC Na 0,5% hangat. Setelah homogen larutan ekstrak
dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan ditandabataskan.
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Lampiran 5. Perhitungan Uji Kadar Air dan Rendemen Ekstrak Bekatul
L.5.1 Perhitungan Kadar Air

Berikut rumus perhitungan kadar air, yaitu:

Kadar air = 229 x 100 %
(b—a)

Keterangan :  a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum di oven
¢ = berat konstan + sampel setelah dikeringkan

Data Pengukuran Kadar Air Sampel Bekatul

Ulangan 1
Sampel Cawan Cawan+ Cawan +
sampel sampel kering
Bekatul bahan 65,9500 66,9504 66,8824
baku
Bekatul 44,0794 45,0799 45,0142
distabilisasi
Ulangan 2
Sampel Cawan Cawan+ Cawan +
sampel sampel kering
Bekatul bahan 58,5463 59,5456 59,4720
baku
Bekatul 54,2589 55,2590 55,1929
distabilisasi
Ulangan 3
Sampel Cawan Cawan+ Cawan +
sampel sampel kering
Bekatul bahan 62,4194 63,4192 63,3496
baku
Bekatul 42,6341 43,6343 43,5725
distabilisasi
Persentase Kadar Air
Sampel Ul U2 U3
Bekatul bahan 6,7973% 7,4393% 6,9614%
baku
Bekatul 6,5667% 6,5569% 6,1788%

distabilisasi




a. Perhitungan kadar air bekatul bahan baku

Ulangan ke 1

Kadar air = ®£=2 x 100 %
(b—a)

_ (66,9504—66,8824)

~ (66,9504—65,9500)
Ulangan ke 2

Kadar air =229 x 100 %
(b—a)

_ (59,5464—59,4720)
(59,5464—58,5463)

Ulangan ke 3
Kadar air =22 x 100 %
(b—a)

_ (66,9504—66,8824)
(66,9504—65,9500)

x 100 % =6,7973%

x 100 % = 7,4393%

x100 % =6,7973%

b. Perhitungan kadar air bekatul distabilisasi

Ulangan ke 1
Kadar air =272 x 100 %
(b—a)

_ (45,0799—-45,0142)
(45,0799—44,0794)

Ulangan ke 2

Kadar air = =2 x 100 %
(b—a)

_ (55,2590—55,1929)
(55,2590—54,2589)

Ulangan ke 3

Kadar air = (=9 x 100 %

c
(b-a)

_ (43,6343-43,5725)
(43.6343-42,6341)

x 100 % = 6,5667%

x 100 % = 6,5569%

x 100 % =6,1788%
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L.5.2. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Data Perhitungan Berat Sampel Bekatul

Berat Sampel Berat Ekstrak
Sampel
(gram) (gram)
Bekatul Tanpa
Fermentasi (BN) 30 2,2081
Bekatul Fermentasi 30 28299

(BF)

1. Ekstrak bekatul tanpa fermentasi

berat ekstrak
Rendemen = X220 100 %
berat sampel

12,2081

x 100 %

=7,3603 %

2. Ekstrak bekatul terfermentasi
Rendemen — beratekstrak - 100 %

" berat sampel

— 2'230081 x 100 %

=9,4330 %
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Lampiran 6. Pengamatan Berat Badan Mencit
L.6.1 Berat Badan Selama Aklimatisasi

Kelompok U Berat Badan Mencit (gram)
Sebelum Sesudah
Aklimatisasi Aklimatisasi
KN 1 17,3 18,1
2 17,7 18,0
3 15,1 15,5
Rata-rata 16,7 17,2
K- il 19,7 22,7
2 17,0 19,1
3 19,4 25,0
Rata-rata 18,7 2A3
BNF 100 1 17,7 22,8
2 15,7 20,1
3 14,3 17,0
Rata-rata 15,9 19,9
BNF 200 1 14,7 1788
2 19,9 19,9
3 56 18,3
Rata-rata 16,7 18,5
BF 100 1 18,6 20,0
2 16,6 15,1
3 13,0 17,2
Rata-rata 16,1 17,4
BF 200 1 18,6 21,3
2 16,3 20,0
3 15,0 19,9

Rata-rata 16,63 20,4
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L.6.2 Berat Badan Setelah Terapi Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa
Fermentasi

Berat Badan Mencit Hari Ke-

Kelompok U 0 3 6 9 12 15 18
1 18,1 25,7 272 289 289 328 332
KN 2 180 22,4 249 249 248 274 237
3 155 214 228 226 223 246 230
Rata-rata 17,2 232 249 255 253 283 26,6
1 205 17,0 21,7 223 229 228 226
y 2 20,1 169 169 166 205 22,7 2472
8 269 269 269 306 309 306 344
Rata-rata 22,5 20,3 218 232 248 254 271
1 285 273 305 292 308 313 27,7
2 17,7 16,8 16,2 189 205 20,2 20,6

BNF 100
3 24128 1242 82447 P24 758050 238 D@ 3
Rata-rata 235 22,8 23,7 24,1 254 251 249
1 15,7 156 181 180 185 204 194
2 224 208 236 229 231 234 227

BNF 200
3 18,2 183 19,0 17,2 17,1 19,2 186
Rata-rata 18,8 18,2 20,2 194 196 210 20,2
1 184 19,7 20,2 16,1 185 196 17,1
2 16,8 171 178 153 168 17,6 183

BF 100
3 235 228 228 203 211 213 191
Rata-rata 196 199 20,3 172 188 195 182
1 198 189 216 17,1 19,0 20,8 20,9
2 26,0 250 250 246 246 243 251
BF 200

3 189 182 182 194 20,1 213 213

Rata-rata 20,7 21,6 204 21,1 221 224 216
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L.6.3 Grafik Perubahan Berat Badan Sebelum dan Setelah Aklimatisasi

Rata-rata Berat Badan Mencit (gram)

25 v
20 14
15 -
10 -
5 -
0 T
Sebelum Aklimatisasi Setelah Aklimatisasi

= KN

m K-

= BNF 100
= BNF 200
= BF 100
= BF 200

L.6.4 Grafik Perubahan Berat Badan Setelah Terapi Ekstrak Bekatul
Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi

Berat Badan Mencit (gram)
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Lampiran 7. Kadar Glukosa Darah
L.7.1 Kadar Glukosa Darah Setelah Induksi Aloksan

Kadar Glukosa Darah (mg/dL)

Kelompok i i i
Aklimatisasi Induksi Induksi Induksi
Pertama kedua ketiga
1 120 - - -
KN 2 120 - - -
3 115 - - -
1 149 102 HI -
K- 2 146 152 400 -
3 153 108 113 246
1 182 157 293 -
BNF 100 2 73 368 324 -
3 122 141 180 201
1 128 113 470 -
BNF 200 2 134 90 370 -
3 153 % 128 402
1 177 95 315 -
BF 100 2 123 174 225 -
3 127 114 181 293
1 157 114 459 -
BF 200 2 151 115 118 427
3 125 114 144 588
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L.7.2 Kadar Glukosa Darah Setelah Terapi Ekstrak Bekatul Terfermentasi
dan Tanpa Fermentasi

Kadar Glukosa Darah (mg/dL)

Kelompok Ulangan

1 7 11 15 19
1 120 120 144 72 94 119
KN 2 120 120 178 109 91 134
3 115 115 133 100 88 124
Rata-rata 118 118 152 94 91 126
1 149 600 367 310 207 583
¥ 2 146 400 157 421 162 340
3 153 246 579 420 485 398
Rata-rata 149 415 368 384 285 440
1 182 293 378 223 281 269
2 73 324 85 288 279 284

BNF 100
3 122 201 144 126 362 172
Rata-rata 126 273 202 212 307 242
1 128 470 67 256 190 270
2 134 370 181 386 171 158

BNF 200
3 148 402 245 343 569 294
Rata-rata 137 414 164 328 310 241
1 177 315 155 173 127 109
2 123 225 135 121 179 161

BF 100
3 127 293 119 219 484 136
Rata-rata 142 278 136 171 263 135
1 157 459 337 353 239 379
2 151 427 219 391 410 443
BF 200

3 125 588 149 321 145 419

Rata-rata 144 491 235 355 265 414
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L.7.3 Grafik Kadar Glukosa Darah Setelah Terapi Ekstrak Bekatul
Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi

Kadar Glukosa Darah (mg/dL)
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L.7.4 Penurunan Kadar Glukosa Darah Setelah Terapi Ekstrak Bekatul
Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi

Rata-rata kadar glukosa darah normal =

_Ykadar glukosa darah normal

n

111

120+120+115+149+146+153+182+73+122+128+134+148+177+123+127+157+151+125 _

136,11

Penurunan Kadar Glukosa Darah

_ H1-H19

~ H1-136,11

X 100%

18

Persentase Penurunan Kadar Glukosa Darah

Kadar Glukosa Darah

% Penurunan Kadar

Kelompok Ulangan (mg/dL) Glukosa darah
0 1 19 (mg/dL)
1 120 120 119 -6,21
KN 2 120 120 134 -11,67
K/ 115 115 124 -7,83
1 149 600 583 2,83
K- 2 146 400 340 15,00
3 b3 246 398 -61,79
1 182 293 269 8,19
BNF 100 2 73 324 284 12,35
3 122 201 172 14,43
1 128 470 270 42,55
BNF 200 2 134 370 158 57,30
3 148 402 294 26,87
1 diif 315 109 65,40
BF 100 2 123 225 161 28,44
3 127 293 136 53,58
1 157 459 379 17,43
BF 200 2 151 427 443 -3,75
3 125 588 419 28,74
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Lampiran 8. Jumlah Sel Hepatosit Mencit

Jumlah Sel Hepatosit % Kerusakan Sel

Kelompok Ulangan Normal Nekrosis

1 75 35 0,47

2 46 20 0,43

KN 3 58 36 0,62

Rata-rata 60 30 0,5
1 3 112 37,33

9 25 70 2,8

) 3 15 36 2,4
Rata-rata 11 73 6,64

1 31 45 1,45

5 44 71 1,61

1R 3 67 28 0,42
Rata-rata 11 45 4,09

1 9 23 2,56

9 49 37 0,76

BNF 200 3 30 62 2,07
Rata-rata 29 41 1,41

1 77 24 0,31
2 4 59 14,75

BF 100 £ " 0 .

Rata-rata 30 31 1,03

1 36 49 1,36

2 17 54 3,18

BF 200 3 22 70 3,18

Rata-rata 25 58 2,32
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Lampiran 9. Hasil Analisis ANOVA

L.9.1 Hasil Uji Normalitas (Saphiro-wilk) Jumlah Sel Hepatosit Mencit

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal
Hipotesis: Ho : Data tidak terdistribusi normal
H; : Data terdistribusi normal
Kesimpulan: Hy diterima apabila nilai signifikansi <0,05
H, ditolak apabila nilai signifikansi >0,05
Tests of Normality
Kelompok Kolmogorov- Shapiro-Wilk
Smirnov®
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Jumlah | K () 212 3 .990 3| 811
sel K(-) 1853 3 .824 3| 174
hepatosit | BNF 100 239 8 975 3| .696
BNF 200 .180 3 .999 3 | .945
BF 100 .359 9 811 3| 142
BF 200 .286 3 : .930 3| .490
Kesimpulan : Nilai signifikansi > 0,05 yang menunjukkan bahwa data tidak

terdistribusi secara normal.

L.9.2 Uji Homogenitas (Uji Levene) pada Jumlah Sel Hepatosit Normal

Tujuan : Untuk mengetahui apakah data mempunyai varian yang sama
Hipotesi : Ho= Seluruh perlakuan adalah sama
H,= Seluruh perlakuan tidak sama
Kesimpulan : Hp diterima apabila nilai signifikansi > 0,05
Ho ditolak apabila nilai signifikansi < 0,05
Test of Homogeneity of VVariances
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
Jumlah Based on Mean 2.900 5 12 .061
sel Based on Median 424 5 12 .823
hepatosit | Based on Median 424 5 3.584 .813
and with adjusted df 2.577 5 12 .083
Based on trimmed
mean
Kesimpulan : Nilai signifikansi > 0,05 sehingga H, diterima dan keseluruhan

perlakuan adalah sama.
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L.9.3. Hasil Uji ANOVA Jumlah Sel Hepatosit

Tujuan : Untuk mengetahui apakah kelima perlakuan mempunyai rata-rata yang
sama

Hipotesis : Ho: Tidak ada pengaruh perlakuan terhadap jumlah sel hepatosit
Hi: Ada pengaruh terhadap jumlah sel hepatosit
a: 0,05
Kesimpulan : Ho diterima apabila nilai signifikansi > 0,05 dan Fniwung <Fapel
Ho ditolak apabila nilai signifikansi < 0,05 dan Fhiwng =Ftabel

ANOVA
Jumlah sel hepatosit

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4139.167 5 827.833 | 1.770 | .194
Within Groups 5611.333 12 467.611
Total 9750.500 17

Kesimpulan: Nilai signifikansi > 0,05 dan nilai Fhiwng (1,770) <Faper (3,11)
sehingga Hp diterima dan tidak ada pengaruh perlakuan terhadap jumlah sel
hepatosit.



Lampiran 10. Dokumentasi

L.10.1 Preparasi Sampel

Bekatul

Suspensi jamur

Sebelum maserasi

Fermentasi bekatul

Setelah maserasi

115

Pengeringan bekatul
fermentasi

Hasil penyaringan
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#

Penghilangan pelarut Ekstrak pekat bekatul ~ Ekstrak pekat bekatul
tanpa fermentasi terfermentasi

L.10.2 Uji Fitokimia Ekstrak Bekatul Terfermentasi dan Tanpa Fermentasi

Alkaloid (Dragendorff) Alkaloid (Mayer)

- 1 i o ‘
al b b E ) o~ .
.. - '_' L
=R o

Fenolik Saponin Flavonoid
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L.10.3 Uji Antidiabetes pada Mencit

OV

Pemberian pakan Pengukuran berat
dan minum badan

s

Spuit 1 mL Larutan aloksan Injeksi aloksan secara

intraperitonial

-

Pengambilan darah Pengukuran Kadar Terapi dengan alat
Glukosa Darah sonde
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Larutan CMC Na Suspensi ekstrak Suspensi ekstrak bekatul
bekatul terfermentasi tanpa fermentasi

L.10.4 Pengamatan Histologi Hepar Mencit

Dislokasi leher Pembedahan Organ hati

Pemotongan organ Fiksasi Kaset preparat
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Pemotongan peparat

Proses pewarnaan HE

Pengamatan histologi
hepar
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DIAVISI 31VLS NIHVAEAI MITTVIN VNVTINVIN 40
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BNF 200 2
BF 100 3

BNF 200 1
BF 100 2

BF 200 3

BF 200 2
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