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INTISARI

NORMALISA., 2018, PENGARUH EKSTRAK ETANOL BUAH BUNCIS
(Phaseolus vulgaris L.) TERHADAP KADAR GLUKOSA DARAH DAN
KADAR MALONDIALDEHID PADA TIKUS DIABETES YANG
DIINDUKSI ALOKSAN, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Penyakit degeneratif seperti diabetes, akan menyebabkan peningkatan
stress oksidatif dalam tubuh dan mengakibatkan ketidakseimbangan antara
antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan peningkatan produksi radikal
bebas. Salah satu sumber antioksidan alami sebagai antidiabetes adalah buah
buncis (Phaseolus vulgaris L.). Tujuan penelitian ini adalah mengetahui aktivitas
ekstrak etanol buah buncis dalam menurunkan kadar glukosa darah dan
menurunkan kadar malondialdehid (MDA) dan mengetahui dosis efektif ekstrak
buah buncis yang mampu sebanding dengan glibenklamid.

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan 30 ekor tikus wistar jantan
yang diinduksi dengan aloksan dosis tunggal 150 mg/kg bb secara intraperitonial.
Dibagi menjadi 6 kelompok, masing-masing 5 ekor tikus. Kelompok I: kontrol
normal, kelompok IlI: kontrol negatif, kelompok 111 kontrol positif menggunakan
glibenklamid, kelompok 1V, V, dan VI adalah kelompok perlakuan dengan
ekstrak etanol buah buncis dosis 105 mg/kg bb, 210 mg/kg bb dan 420 mg/kg bb.
Perlakuan diberikan selama 14 hari. Efek hipoglikemi dan antioksidan dievaluasi
dengan menggunakan parameter kadar glukosa darah dan kadar malondialdehid
(MDA) pada hati tikus.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah buncis dapat
menurunkan kadar glukosa darah dan kadar MDA pada tikus diabetes yang
diinduksi aloksan. Dosis efektif yang mampu sebanding dengan glibenklamid
dalam menurunkan kadar glukosa darah tikus dan kadar MDA adalah dosis 420
mg/kg bb.

Kata kunci : Buah buncis, antihiperglikemia, malondialdehid, antioksidan
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ABSTRACT

NORMALISA., 2018 EFFECT OF ETHANOLIC EXTRACT BUNCIS
(Phaseolus vulgaris L.) ON BLOOD GLUCOSE LEVELS AND
MALONDIALDEHYDE LEVELS IN DIABETIC RATS INDUCED
ALLOXAN, THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA BUDI
UNIVERSITY, SURAKARTA,

Degenerative diseases such as diabetes, increased oxidative stress in the
body will cause an imbalance between antioxidant protective and increased free
radical production. Phaseolus vulgaris one source of natural antioxidants as
antidiabetic. The purpose of this study was to determine the activity of the ethanol
extract of Phaseolus vulgaris as activity in lowering blood glucose levels and
levels of malondialdehyde (MDA) and knowing the effective dose of extract
Phaseolus vulgaris which is able to be equal to glibenclamide.

This study was conducted using 30 male Wistar rats induced by alloxan
single dose of 150 mg / kg bw intraperitoneally. Divided into six groups, each of 5
rats, group I: normal control, group II: negative control (0,5% CMC Na), group
[11: positive control using glibenclamide dose of 0,45 mg/kg bw, group IV, V and
VI were treated with ethanol extract of Phaseolus vulgaris dose of 105 mg / kg
bw, 210 mg / kg bw and 420 mg / kg bw respectively. Treatment was given for 14
days. Hypoglycaemic and antioxidant effects were evaluated using the parameters
of blood glucose levels and malondialdehyde (MDA) level in rat liver.

The results of this study showed that the ethanol extract of Phaseolus
vulgaris can lower blood glucose levels of mice and MDA level. An effective
dose comparable with glibenclamide in lowering blood glucose levels of mice and
MDA levels is a dose of 420 mg / kg bw.

Keywords : Phaseolus vulgaris, antihyperglycemic, malondiadehyde, antioxidant

XVi



BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Berkembangnya penyakit degeneratif seperti penyakit diabetes mellitus
(DM) di Indonesia yang meningkat dari tahun ke tahun diduga berkaitan dengan
kebiasaan pola makan masyarakat Indonesia yang berubah. Masyarakat cenderung
lebih memilih makanan cepat saji, junk food atau disebut juga fast food karena
rasa malas maupun waktu dan kesibukan yang membatasi, akhirnya lama-
kelamaan menyebabkan masyarakat tidak memperhatikan keseimbangan
kandungan gizi makanan yang dikonsumsi (Adji 2008).

Penyakit DM dikategorikan sebagai gangguan sistem endokrin dengan
prevalensi paling tinggi, dikarakteristikkan dengan kegagalan atau penurunan
kemampuan proses sekresi insulin dan peningkatan kadar glukosa darah
(hiperglikemia). Hiperglikemia menyebabkan autooksidasi glukosa, glikasi
protein, dan aktivasi jalur metabolisme poliol yang selanjutnya mempercepat
pembentukan senyawa oksigen reaktif. Pembentukan senyawa oksigen reaktif
tersebut dapat meningkatkan modifikasi lipid, DNA, dan protein pada berbagai
jaringan (Ueno et al. 2002). Modifikasi molekuler pada berbagai jaringan tersebut
mengakibatkan ketidakseimbangan antara antioksidan protektif (pertahanan
antioksidan) dan peningkatan produksi radikal bebas. Hal itu merupakan awal
kerusakan oksidatif yang dikenal sebagai stres oksidatif (Nuttal et al. 1999).

Stres oksidatif yang terjadi pada penderita DM berasal dari peningkatan
produksi radikal bebas akibat autooksidasi glukosa, konsentrasi antioksidan di
jaringan rendah, dan gangguan aktivitas pertahanan antioksidan enzimatik
(Kowluru et al. 2001). Glukolipotoksisitas yang terjadi pada penderita DM akan
diperberat dengan adanya disfungsi endotel dan menyebabkan penderita menjadi
rentan terhadap stres oksidatif karena kadar glukosa darah yang lebih tinggi
terkait dengan terjadinya peroksidasi lipid yang dimediasi oleh radikal bebas.
Radikal bebas pada penyakit DM akan menyebabkan kerusakan peroksidatif
fosfolipid yang mengakibatkan akumulasi malondialdehid (MDA) (Bhutia et al.



2011). Aktivitas radikal bebas dapat ditandai dengan adanya MDA yang
merupakan produk hasil peroksidasi lipid pada membran sel (Adji 2008).

Antioksidan diperlukan untuk meredam kerusakan oksidatif tersebut.
Peningkatan suplai antioksidan yang cukup akan membantu pencegahan
komplikasi klinis DM (Rahbani-Nobar et al. 1999). Penelitian pada hewan
percobaan membuktikan bahwa antioksidan dapat menghambat tahap awal
retinopati, nefropati, dan neuropati (Kowluru et al. 2001; Ueno et al. 2002).
Demikian juga penelitian pada manusia, antioksidan dapat menghambat
komplikasi mikrovaskular, penurunan insidensi penyakit jantung koroner,
perbaikan sistem saraf otonom jantung, dan perbaikan vasodilatasi (Beckman et
al. 2001).

Salah satu tanaman yang mampu berperan sebagai antioksidan dan mampu
menurunkan kadar glukosa darah pada penderita DM adalah buah buncis karena
mengandung senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan
kandungan p-sitosterol dan stigmasterol yang diduga mampu merangsang
pankreas untuk menghasilkan insulin (Perdana et al. 2010; Achmad et al. 2016).
Dari penelitian yang dilakukan Luka et al. (2013) melaporkan bahwa ekstrak air
buncis memiliki potensi hipoglikemik dan antidiabetes yang bisa digunakan
sebagai terapi komplementer penderita DM. Hasil penelitian Atchibri et al. (2010)
menunjukkan bahwa biji buncis mengandung alkaloid, flavonoid, glikosida,
polifenol, saponin, steroid, tanin, dan terpenoid yang merupakan senyawa
fitokimia dengan aktivitas biologis yang mampu menurunkan risiko berbagai
penyakit kronis dan degeneratif seperti kanker, obesitas, penyakit kardiovaskular,
dan diabetes. Penelitian lain yang dilakukan Putra (2013) menyatakan bahwa
ekstrak etanol buncis memiliki efek menurunkan kadar glukosa darah pada mencit
yang diinduksi aloksan. Skrining fitokimia dari ekstrak buah buncis memiliki
kandungan poliphenol seperti saponin, fenol, alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid
(Nugrahani et al. 2016). Senyawa flavonoid yang terdapat dalam kandungan
buncis memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang menekan apoptosis sel beta
tanpa mengubah poliferasi dari sel beta pankreas yaitu dengan mengikat radikal

bebas sehingga dapat mengurangi resistensi insulin. Antioksidan dapat



menurunkan Reactive Oxygen Spesies (ROS), pada proses pembentukan ROS
oksigen akan berikatan dengan elektron bebas yang menghasilkan ROS dalam
mitokondria. Aktivitas antioksidan pada senyawa flavonoid bekerja dengan
menyumbangkan atom hidrogennya, senyawa flavanoid akan teroksidasi dan
berikatan dengan radikal bebas sehingga radikal bebas menjadi senyawa yang
lebih stabil sehingga mencegah kerusakan pada sel beta pankreas (Oktarlina &
Rachmawani 2017).

Berdasarkan latar belakang ini, penulis tertarik untuk memastikan khasiat
dan pengaruh buah buncis dalam menurunkan kadar glukosa darah dan kadar
malondialdehid pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan, karena buah buncis
mampu menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes karena kandungan
senyawa stigmasterol dan sitosterol serta diduga mampu menurunkan kadar MDA
karena kandungan flavonoid yang beraktivitas sebagai antioksidan (Perdana et al.
2010; Achmad et al. 2016) dan penggunaan induksi aloksan karena senyawa

aloksan secara cepat dapat mencapai pankreas.

B. Perumusan Masalah
Pertama, apakah ekstrak etanol buah buncis memiliki efek menurunkan
kadar glukosa darah pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan ?
Kedua, apakah ekstrak etanol buah buncis mampu menurunkan kadar
malondialdehid pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan ?
Ketiga, berapakah dosis efektif ekstrak etanol buah buncis dalam
menurunkan kadar glukosa darah dan kadar malondialdehid pada tikus diabetes

yang diinduksi aloksan ?

C. Tujuan Penelitian
Pertama, mengetahui aktivitas ekstrak etanol buah buncis dalam
menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.
Kedua, mengetahui aktivitas ekstrak etanol buah buncis dalam

menurunkan kadar malondialdehid pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.



Ketiga, mengetahui dosis efektif ekstrak etanol buah buncis dalam
menurunkan kadar glukosa darah dan kadar malondialdehid pada tikus diabetes

yang diinduksi aloksan.

D. Kegunaan Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah ilmu pengetahuan tentang
bahan alam yang dapat dijadikan obat tradisional serta berperan dalam
pencegahan dan pengobatan diabetes. Hasil penelitian dapat berguna untuk acuan
masyarakat dan industri obat bahan alam khususnya IOT dalam pengembangan

obat tradisional untuk masyarakat yang menderita diabetes.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Buncis

1. Sistematika tanaman buncis

Kingdom : Plantae

Famili : Papilionaceae

Tribe : Phaseolae

Sub tribe : Phaseolinae

Genus : Phaseolus

Spesies - vulgaris

Sinonim : Phaseolus aborigineus Burkat (Saleem et al. 2016).

2. Nama lain

Kacang merah (Malaysia), mula (Filipina), kacang buncis (Sunda), boncis
(Jawa), bai fan dou (Tionghoa), french bean, haricot bean (Inggris)
(Wijayakusuma 2005; Dalimartha 2008)
3. Deskripsi tanaman

Tanaman buncis bukanlah tanaman asli Indonesia, tetapi berasal dari
Amerika di wilayah selatan Meksiko dan wilayah panas Guatemala. Tanaman
buncis berbentuk semak atau perdu. Tinggi tanaman buncis tipe tegak berkisar
antara 30-50 cm sedangkan tipe merambat dapat mencapai 2 m. Tanaman buncis
mulai berbunga pada umur 45-48 hari setelah ditanam dan mulai dapat dipanen
pada umur 55-58 hari setelah ditanam. Batangnya bersegi empat atau hampir
berbentuk silindris, daunnya berselang-seling, bunga buncis tersusun dalam
karangan yang berbentuk tandan, kuntum bunga berwarna putih, merah jambu,
atau lembayung. Polong muda berwarna hijau muda, bentuk agak bulat masif
(tidak berongga), agak melengkung pada ujung seperti pancing, rasanya manis,
panjang 15,5-17,25 cm, lebar 0,9 cm dan berserat halus (stringless) serta bobot
per polong 8,6-9 gram. Ukuran, bentuk serta warna dari biji buncis bervariasi
(Andayani 2003; Waluyo & Djuariah 2013)



4. Khasiat tanaman

Buah buncis memiliki banyak khasiat antara lain berguna sebagai
tambahan pada pengobatan kanker payudara, nasofaring, suplemen pada
kemoterapi atau radioterapi, juga berkhasiat untuk beri-beri, diuretik, hipertensi,
menurunkan kadar glukosa darah, meningkatkan fungsi limpa, dan mempunyai
aktivitas sebagai antikanker. Komponen PHA pada biji dapat menghambat
sarcoma-180 dan Ehrlich-Ascites kanker pada mencit. Selain itu, juga dapat
menghambat sintesis asam nukleat pada sel kanker dan meningkatkan fagositosis
dari makrofag (Wijayakusuma 2005; Dalimartha 2008). Buah buncis juga
memiliki khasiat sebagai antioksidan karena kandungan flavonoid yang berfungsi
melindungi sel beta pankreas dari kerusakan akibat radikal bebas, dapat
meningkatkan sensitivitas insulin dan juga berfungsi sebagai a-amylase inhibitor.
Aktivitas antioksidan pada flavonoid yang terdapat pada buah buncis juga dapat
menekan apoptosis sel beta tanpa mengubah poliferasi dari sel beta pankreas
dengan mengikat radikal bebas sehingga dapat mengurangi resistensi insulin
(Oktarlina & Rachmawani 2017).

Luka et al. (2013) melaporkan hasil penelitiannya ekstrak air buncis selain
sebagai antidiabetes ekstrak air buncis juga mampu menurunkan kadar ALT dan
AST pada hewan uji.

5. Kandungan kimia

Buah buncis mengandung kalori, karbohidrat, lemak, protein, dan serat.
Buah buncis juga mengandung mineral, dan vitamin seperti kalsium, fosfor, besi,
natrium, kalium, vitamin A, vitamin B1, vitamin B3 dan vitamin C. Komponen
kimia yang terkandung dalam buah buncis yang pernah dilaporkan antara lain
alkaloid, flavonoid, steroid dan triterpenoid (Andayani 2003)

Biji buncis mengandung glukoprotein, hemagglutinine, tripsin inhibitor,
stigmasterol, sitosterol, campesterol, lectins, allantoin, dan inositol. Kulit biji
mengandung leucopelargonidin, leucocyanidin, leucodelphinidin, kaempferol,
quercetin, myricetin, pelargonidin, dan malvidin. Cotyledon dan hypocotyl
mengandung stigmasterol, sitosterol, campesterol dan phytohemagglutinin (PHA)
(Wijayakusuma 2005).



Pada penelitian Nugrahani et al. (2016) skrining fitokimia dari serbuk dan
ekstrak buah buncis mengandung senyawa kimia golongan flavonoid, alkaloid,
fenol, saponin, steroid dan triterpenoid.

B. Simplisia

1. Definisi Simplisia

Simplisia adalah bahan alamiah yang digunakan sebagai obat yang belum
mengalami proses pengolahan apapun kecuali dinyatakan lain simplisia
merupakan bahan yang telah dikeringkan. Berdasarkan bahan bakunya simplisia
terbagi menjadi tiga macam, diantaranya yaitu simplisia nabati, simplisia hewani,
dan simplisia pelikan atau mineral. Simplisia nabati adalah simplisia berupa
tanaman utuh, bagian tanaman atau eksudat (isi sel yang secara spontan keluar
dari tanaman atau dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya atau zat-zat nabati
lainnya yang dengan cara tertentu dipisahkan dari tanamannya dan belum berupa
zat kimia murni). Simplisia hewani adalah simplisia yang merupakan hewan utuh,
bagian hewan atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa
zat kimia murni. Simplisia pelikan atau mineral adalah simplisia yang berupa
bahan pelikan atau mineral yang belum diolah atau telah diolah dengan cara yang
sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Katno 2008)
2. Perajangan

Bahan baku simplisia seringkali harus diubah bentuknya agar
memudahkan dalam proses pengeringan, pengemasan, penggilingan, dan
penyimpanan serta pengolahan selanjutnya. Perajangan juga dimaksudkan untuk
memperbaiki tampilan fisik, memenuhi standar kualitas (keseragaman ukuran),
dan membuat lebih praktis. Perajangan harus dilakukan hati-hati agar kualitas
simplisia tidak menurun dan tidak rusak. Semakin tipis hasil perajangan maka
akan semakin mempercepat proses pengeringan, tetapi jangan terlalu tipis karena
bisa menyebabkan simplisia rusak (Katno 2008).
3. Pengeringan

Pengeringan merupakan suatu upaya untuk menurunkan kadar air pada

bahan simplisia hingga tingkat yang diinginkan. Tujuan pengeringan ini adalah



untuk menghentikan reaksi enzimatis yang ada pada tumbuhan, mencegah
timbulnya jamur dan bakteri yang membutuhkan air dalam jumlah tertentu untuk
kelangsungan hidupnya.

Pengeringan simplisia dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu secara
alamiah dan buatan. Pengeringan secara alamiah dapat dilakukan dengan dua cara,
yaitu pengeringan di bawah sinar matahari dan pengeringan di tempat teduh.
Pengeringan secara alamiah sangat bergantung dengan cuaca yang tidak stabil,
berbeda dengan pengeringan secara buatan dengan alat pengering lebih stabil
sehingga pengeringan lebih terkontrol dan kualitas yang dihasilkan bisa lebih
baik. Pengeringan buatan dilakukan dengan menggunakan alat yang
memanfaatkan energi panas, listrik, atau api. Penggunaan alat pengering mampu
mempercepat proses pengeringan, menekan kerusakan simplisia, dan
meminimalkan kontaminan jamur. Hal-hal yang perlu diperhatikan selama proses
pengeringan yaitu suhu pengeringan, kelembaban udara, aliran udara, waktu
pengeringan, dan luas permukaan bahan. Pengeringan simplisia harus dilakukan
dengan benar agar dapat menghindari terjadinya face bardening yang berarti
bagian luarnya kering tetapi bagian dalamnya masih basah.

Suhu pengeringan tergantung pada bahan simplisia dan cara
pengeringannya. Bahan simplisia umumnya dikeringkan pada suhu kurang dari
atau sama dengan 60°C, bahan simplisia yang mengandung senyawa volatile dan
termolabil sebaiknya dikeringkan pada suhu (30°- 40°C) (Katno 2008).

4. Penyarian

Penyarian adalah kegiatan penarikan zat yang dapat larut dari bahan yang
tidak dapat larut dengan pelarut cair. Simplisia yang disari mengandung senyawa
aktif yang dapat larut dan zat yang tidak dapat larut seperti serat, protein,
karbohidrat, dan lain-lain (Depkes 1985). Beberapa metode penyarian antara lain :

4.1 Metode maserasi. Maserasi berasal dari kata “macerare” yang berarti
melunakkan. Maserasi adalah cara penarikan zat aktif simplisia dengan cara
merendam simplisia tersebut dalam cairan penyari (Syamsuni 2006). Metode ini
dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai ke dalam

wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi dihentikan



ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari
sampel dengan penyaringan (Mukhriani 2014).

4.2 Metode perkolasi. Perkolasi adalah prosedur yang paling sering
digunakan untuk mengekstrak bahan aktif dalam penyusunan tingtur dan ekstrak
cairan. Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai terjadi
penyarian sempurna yang dilakukan pada temperatur kamar. Proses perkolasi
terdiri dari tahap pengembangan bahan, tahap maserasi, tahap perkolasi antara,
tahap perkolasi sebenarnya (penampungan ekstrak) secara terus menurus sampai
diperoleh ekstrak (perkolat) (Tiwari et al. 2011)

4.3 Metode infundasi. Infundasi adalah proses yang umum untuk
melakukan penyarian zat aktif dari bahan-bahan nabati yang larut dalam air. Cara
ini sangat sederhana dan sering digunakan oleh perusahaan obat tradisional.
Infusa adalah sediaan cair yang dibuat dengan menyari simplisia dengan air
selama 15 menit pada suhu 90° C. Pembuatan infus dilakukan dengan cara
mencampur simplisia dengan air secukupnya, dipanaskan di atas penangas air
selama 15 menit dihitung mulai suhu mencapai 90° sambil diaduk, kemudian
diserkai selagi panas melalui kain flannel, ditambahkan air secukupnya melalui
ampas sehingga diperoleh volume (Depkes 1986).

4.4 Metode soxhletasi. Soxhletasi merupakan penyarian dimana bahan
yang akan diekstraksi berada dalam sarung selulosa (dapat digunakan kertas
saring) dalam klonsong yang ditempatkan di atas labu dan di bawah kondensor.
Pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam labu dan suhu penangas diatur di bawah
suhu reflux. Keuntungan dari metode ini adalah proses ekstraksi yang kontinyu,
sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil kondensasi sehingga tidak
membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan banyak waktu. Kerugiannya
adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi karena ekstrak yang
diperoleh terus-menerus berada pada titik didih (Mukhriani 2014).

5. Ekstrak
Ekstrak adalah hasil penyarian zat-zat aktif atau berkhasiat dari bagian

tanaman obat, hewan, dan beberapa jenis ikan termasuk biota laut. Sel tanaman
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dan sel hewan berbeda dalam ketebalannya, sehingga diperlukan metode dan
pelarut tertentu dalam mengekstraknya untuk mengambil zat aktifnya (Harborne
1987). Ekstrak merupakan sediaan sari pekat tumbuhan atau hewan yang
diperoleh dengan cara melepaskan zat aktif dari masing-masing bahan obat
menggunakan pelarut yang cocok dan menguapkan semua atau hampir semua
pelarutnya dan sisa endapan atau serbuk diatur untuk penetapan standarnya.
Sediaan ekstrak dibuat agar kadar zat berkhasiat yang diperoleh dari simplisia
tinggi, sehingga memudahkan dalam menentukan dosis (Ansel 1989).

6. Pelarut

Pelarut adalah cairan yang digunakan untuk ekstraksi. Pemilihan pelarut
yang akan digunakan sesuai dengan daya larut dari zat aktif, zat yang tidak aktif
serta zat yang tidak diinginkan tergantung preparat yang digunakan dari bahan
obat tertentu. Pelarut yang biasanya digunakan dalam penelitian adalah air, etanol
atau campuran air dan etanol (Ansel 1989).

Pelarut yang biasa digunakan adalah etanol 96% dengan indeks polaritas
4,3 dan titik didih 78°C. Pemilihan etanol sebagai pelarut karena etanol memiliki
sifat selektif, kapang dan kuman sulit tumbuh dalam etanol, mempunyai absorbsi
yang baik, dapat bercampur dengan air pada segala perbandingan, dan panas yang
diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit (Depkes 1986).

Pelarut etanol merupakan pelarut yang baik digunakan pada ekstraksi
pendahuluan, selain etanol dapat juga digunakan methanol, butanol, air dan lain-
lain. Etanol sangat efektif menghasilkan jumlah bahan aktif yang optimal,
keuntungan menggunakan pelarut etanol yaitu tidak menyebabkan pembengkakan
membran sel dan memperbaiki stabilitas bahan obat terlarut, etanol juga
mempunyai sifat yang mampu mengendapkan albumin dan menghambat kerja
enzim (Voight 1994).

C. Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus (DM) adalah kelompok kelainan metabolik yang
ditandai dengan hiperglikemia dan kelainan metabolisme karbohidrat, lemak, dan

protein. Ini akibat kelainan pada sekresi insulin, sensitivitas insulin, atau
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keduanya. Bisa terjadi komplikasi mikrovaskuler, makrovaskular, dan neuropati
kronis (Dipiro et al. 2009).
1. Klasifikasi diabetes mellitus

Klasifikasi diabetes mellitus menurut World Health Organization (WHO)
adalah:

1.1 Diabetes mellitus tipe 1. Diabetes tipe ini merupakan diabetes yang
jarang atau sedikit populasinya, diperkirakan kurang dari 5-10% dari keseluruhan
populasi penderita diabetes. Destruksi sel f umumnya menjurus ke arah defisiensi
insulin absolut melalui proses imunologik atau idiopatik. Gangguan produksi
insulin pada DM tipe 1 umumnya terjadi karena kerusakan sel-sel p pulau
Langerhans yang disebabkan oleh reaksi autoimun, selain karena autoimun DM
tipe 1 juga ada yang disebabkan oleh virus, diantaranya virus Cocksakie, Rubella,
CMVirus, Herpes, dan lain sebagainya (Depkes 2005). Pengobatan satu-satunya
terhadap DM tipe 1 adalah dengan pemberian insulin seumur hidup (Tjay &
Rahardja 2007).

Insulin merupakan salah satu hormon di dalam tubuh manusia yang
dihasilkan oleh sel f pulau Langerhans yang berada di dalam kelenjar pankreas.
Kelenjar pankreas ini terletak di dalam rongga perut bagian atas tepatnya di
belakang lambung. Insulin merupakan suatu polipeptida, sehingga dapat juga
disebut protein (Dalimartha 2005). Insulin dapat meningkatkan simpanan lemak
maupun glukosa (sumber energi) dalam sel sasaran khusus, serta mempengaruhi
pertumbuhan sel dan fungsi medan metabolisme berbagai jaringan.

1.2 Diabetes mellitus tipe 2. Diabetes tipe 2 merupakan diabetes yang
umumnya banyak diderita oleh masyarakat usia 45 tahun keatas, tetapi sekarang
tidak hanya pada usia 45 tahun, diabetes pada anak-anak dan remaja pun
prevalensinya semakin meningkat (Depkes 2005). Diabetes tipe 2 ditandai dengan
gangguan aksi insulin dan sekresi insulin yang merupakan ciri utama (WHO
1999).

Pada penderita DM tipe 2, terutama yang berada pada tahap awal
umumnya dapat dideteksi dengan adanya jumlah insulin yang cukup di dalam

darahnya, disamping kadar glukosa yang juga tinggi. Jadi, awal patofisiologis DM
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tipe 2 bukan disebabkan oleh kurangnya sekresi insulin, tetapi karena sel-sel
sasaran insulin gagal atau tak mampu merespon insulin secara normal. Keadaan
ini lazim disebut sebagai “Resistensi Insulin”. Resistensi insulin banyak terjadi
sebagai akibat dari obesitas, gaya hidup, kurang gerak atau olahraga, dan penuaan.
Selain resistensi insulin, pada penderita DM tipe 2 dapat juga timbul gangguan
sekresi insulin dan produksi glukosa hepatik yang berlebihan. Tidak terjadi
pengrusakan sel-sel B Langerhans secara autoimun pada DM tipe 2 sebagaimana
yang terjadi pada DM tipe 1. Defisiensi fungsi insulin pada penderita DM tipe 2
hanya bersifat relatif, tidak absolut (Depkes 2005). Sebagian besar penderita DM
tipe 2 tidak memerlukan insulin eksogen untuk kelangsungan hidupnya, tetapi
banyak memerlukan suplemen eksogen dari sekresi endogen untuk mencapai
kesehatan yang optimum (Katzung 2002). Penanganan pasien DM tipe 2
umumnya tidak memerlukan terapi pemberian insulin. (Depkes 2005).

1.3 Diabetes mellitus gestasional. Diabetes mellitus gestasional (GDM)
adalah keadaan diabetes atau intoleransi glukosa yang timbul selama masa
kehamilan, dan biasanya berlangsung hanya sementara atau temporer. Sekitar 4-
5% wanita hamil diketahui menderita GDM, dan umumnya terdeteksi pada atau
setelah trimester kedua (Depkes 2005). Pada wanita hamil dengan resiko penyakit
glukosa reglukosasi glukosa yang ketat sangat penting untuk menurunkan resiko
akan keguguran, bayi cacat, dan overweight atau kematian perinatal (Tjay &
Rahardja 2007)

1.4 Diabetes mellitus lain. Diabetes lain yaitu diabetes yang disebabkan
oleh penyakit lain yang berakibat tingginya kadar glukosa dalam darah karena
infeksi berat, penggunaan obat-obatan, dan lain-lain.

2. Diagnosis diabetes mellitus

Diagnosis klinis penyakit DM umumnya ada keluhan khas berupa poliuria,
polidipsia, polifagia, dan penurunan berat badan yang tidak dapat dijelaskan
penyebabnya. Keluhan lain yang mungkin dilaporkan penderita antara lain badan
terasa lemah, sering kesemutan, gatal-gatal, mata kabur, disfungsi ereksi pada
pria, dan pruritus vulvae pada wanita. Jika pasien memiliki keluhan khas, hasil

pemeriksaan kadar glukosa darah sewaktu > 200 mg/dl sudah cukup untuk
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menegakkan diagnosis DM. Hasil pemeriksaan kadar glukosa darah puasa > 126
mg/dl juga dapat digunakan sebagai patokan diagnosis (Depkes 2005).
3. Manifestasi klinik diabetes mellitus

Penderita DM tipe 1 biasanya memiliki tubuh yang kurus dan cenderung
berkembang menjadi ketoasidosis karena insulin sangat kurang dan disertai
peningkatan hormon glukagon. Jumlah pasien yang mengalami ketoasidosis 20-
40% setelah beberapa hari mengalami poliuria, polidipsia, polifagia, dan
kehilangan berat badan (Sukandar et al. 2008)

Pasien DM tipe 2 sering mengalami asimptomatik. Munculnya komplikasi
dapat mengindikasikan bahwa pasien telah menderita diabetes mellitus sudah
bertahun-tahun, umumnya muncul komplikasi neuropati dan terdeteksi latargi,
poliuria, nokturia dan polidipsia, sedangkan penurunan berat badan secara
signifikan jarang terjadi (Sukandar et al. 2008).

4. Komplikasi diabetes mellitus

Diabetes yang tidak terkontrol dengan baik dapat menimbulkan komplikasi
akut dan kronis. Komplikasi yang sering terjadi pada penyakit DM diakibatkan
karena kelainan pembuluh darah seperti makro dan mikroangiopati. Timbulnya
komplikasi kronis ini memang bukan disebabkan oleh beratnya penyakit DM,
tetapi lebih disebabkan oleh lamanya pasien menderita penyakit DM (Dalimartha
2005).

Komplikasi yang biasa diderita pasien diabetes tersebut antara lain berupa
penyakit vaskular sistemik (percepatan aterosklerosis), penyakit jantung, penyakit
mikrovaskular pada mata sebagai penyebab kebutaan dan degenerasi retina
(retinopati diabetik), katarak, kerusakan ginjal sebagai penyebab gagal ginjal serta
kerusakan saraf tepi (neuropati diabetik) (Halliwel & Gutteridge 1999).
Komplikasi lainnya yang bisa terjadi adalah impotensi pada pria, infeksi
stafilokok pada kulit (gatal-gatal) dan keluhan claudication (penyakit etalase)
yang ditunjukkan dengan nyeri dibetis setelah jalan beberapa meter (Tjay &
Rahardja 2007). Biasanya begitu diabetes terdeteksi, sindrom ini sudah
berkembang dan telah terdapat satu atau dua komplikasi. Luasnya komplikasi

pada diabetes tampaknya berkorelasi dengan konsentrasi glukosa darah sehingga
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glukosa berlebih diduga menjadi penyebab utama kerusakan jaringan (Rahbani-
Nobar et al. 1999).
5. Terapi farmakologi diabetes mellitus

Terapi farmakologi dengan obat-obatan antihiperglikemik oral biasanya
lebih ditujukan untuk penderita DM tipe 2 yang tidak dapat dikontrol dengan
terapi non farmakologi. Obat hipoglikemik oral dapat digunakan satu jenis atau
kombinasi dengan jenis lain tergantung tingkat keparahan serta penyakit penyerta
yang mungkin ada pada pasien (Depkes 2005). Berdasarkan mekanisme kerja obat
hipoglikemik oral dapat digolongkan menjadi tiga golongan, yaitu:

5.1 Meningkatkan sekresi insulin. Obat-obat yang meningkatkan sekresi
insulin, meliputi obat hipoglikemik oral golongan glinida (meglitinida dan turunan
fenilalanin) dan sulfonilurea (glibenklamid). Glibenklamid merupakan
pengobatan farmakologis lini pertama untuk orang dengan diabetes tipe 2 yang
telah gagal dalam diet dan terapi olahraga. Dapat juga digunakan sebagai terapi
tambahan pada pasien yang tidak efektif dengan monoterapi (Alldredge et al.
2013). Pengobatan dengan glibenklamid dimulai dari dosis rendah (2,5 mg)
diberikan pada pagi hari, sedangkan profil mingguan glukosa serum dipantau.
Dosis permulaan 1 kali sehari 2,5-5 mg, bila perlu dinaikkan setiap minggu
sampai maksimal 2 kali sehari 10 mg (Tjay & Raharja 2002). Mekanisme kerja
dari glibenklamid yaitu merangsang pelepasan insulin dari sel p pankreas dan
meningkatkan sensitivitas sel B terhadap glukosa. Reseptor sulfonilurea spesifik
yang terkait erat dengan saluran ion ATP-sensitive potassium yang ada pada sel .
Glibenklamid menghambat saluran ion kalium, sehingga menghalangi efesiensi
kalium dan menurunkan potensi membran untuk menyebabkan depolarisasi. Efek
samping glibenklamid umumnya ringan dan frekuensinya rendah, antara lain
gangguan saluran cerna dan gangguan susunan syaraf pusat. Gangguan saluran
cerna berupa mual, diare, sakit perut, hipersekresi asam lambung dan sakit kepala.
Gangguan susunan syaraf pusat berupa vertigo, bingung, ataksia dan lain
sebagainya (Depkes 2005)

5.2 Sensitiser insulin. Obat-obat yang dapat meningkatkan sensitifitas sel

terhadap insulin, meliputi obat-obat hipoglikemik golongan biguanida dan
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tiazolidindion yang dapat membantu tubuh untuk memanfaatkan insulin secara
lebih efektif.

5.3 Inhibitor katabolisme karbohidrat. Obat yang bekerja dengan
menghambat kerja o glucosidase didalam saluran cerna antara lain inhibitor a-
glukosidase yang bekerja menghambat absorpsi glukosa dan umum digunakan
untuk mengendalikan hiperglikemia post-prandial (post-meal hyperglycemia).
Disebut juga “starch-blocker” (Depkes 2005).

6. Terapi non farmakologi

6.1 Terapi gizi medis (diet). Terapi gizi medis menurut Depkes (2005)
diet yang baik merupakan kunci keberhasilan penatalaksanaan terapi untuk
penyakit diabetes mellitus. Diet yang dianjurkan adalah dengan mengkonsumsi
makanan dengan komposisi yang seimbang seperti karbohidrat (60-70%), protein
(10-15%) dan lemak (20-25%). Jumlah kalori yang dibutuhkan tiap orang
berbeda, jumlah kalori biasanya disesuaikan dengan pertumbuhan, umur, status
gizi, stress akut dan kegiatan fisik guna mempertahankan berat badan yang ideal.
Selain jumlah kalori, pilihan jenis makanan lainnya juga perlu diperhatikan seperti
kolestrol tidak lebih dari 300 mg per hari. Sumber lemak yang baik berasal dari
lemak nabati yang hanya mengandung sedikit lemak jenuh. Dan disarankan
protein diperoleh dari ikan, ayam (bagian dada), tahu dan tempe karena tidak
banyak mengandung lemak.

Konsumsi serat juga penting bagi penderita diabetes, setidaknya konsumsi
serat 25 g per hari, selain membantu menghambat penyerapan lemak, serat juga
membantu mengatasi rasa lapar yang kerap dirasakan penderita diabetes mellitus.
Makanan berserat seperti buah dan sayuran juga kaya akan kandungan vitamin
dan mineral (Depkes 2005)

6.2 Olahraga. Olahraga secara teratur akan membantu menurunkan dan
menjaga kadar glukosa dalam darah dalam keadaan normal. Olahraga yang
dilakukan tidak perlu olahraga yang berat, cukup olahraga yang ringan tetapi
dilakukan secara teratur dan terus-menerus seperti lari atau jalan pagi, bersepeda,

berenang, senam dan sebagainya. Olahraga tidak hanya menurunkan kadar
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glukosa dalam darah, tetapi olahraga juga akan membantu meningkatkan aktivitas
reseptor insulin dalam tubuh (Depkes 2005)

6.3 Berhenti merokok. Kandungan nikotin yang terdapat pada rokok
akan menghasilkan radikal bebas di dalam tubuh dan dapat mempengaruhi
penyerapan glukosa oleh sel, akibatnya kadar glukosa dalam darah menjadi
meningkat (Tjay & Rahardja 2007).

7. Stress oksidatif pada diabetes mellitus

Stres oksidatif adalah ketidakseimbangan antara radikal bebas dan
antioksidan yang dipicu oleh adanya dua kondisi umum yaitu kekurangan
antioksidan serta kelebihan produksi radikal bebas. Stres oksidatif bisa
menyebabkan kerusakan oksidatif mulai dari tingkat sel, jaringan hingga
kerusakan organ tubuh dan munculnya berbagai patogenesis penyakit (Benhar et
al. 2002).

Pertahanan antioksidan dan sistem perbaikan seluler pada penderita DM
akan terangsang sebagai respons tantangan oksidatif (Nuttal et al. 1999). Sumber
stres oksidatif yang terjadi berasal dari peningkatan produksi radikal bebas akibat
autooksidasi glukosa, penurunan konsentrasi antioksidan berat molekul rendah di
jaringan, dan gangguan aktivitas pertahanan antioksidan enzimatik (Kowluru et
al. 2001).

Stres oksidatif dan gangguan pertahanan antioksidan merupakan
keistimewaan penyakit DM yang terjadi sejak awal penyakit, stres oksidatif juga
memiliki kontribusi pada perburukan dan perkembangan kejadian komplikasi.
Beberapa studi mengungkapkan penurunan status antioksidan dalam plasma dan
serum sampel dibandingkan kontrol berdasarkan usia. Fenomena ini dapat terjadi
sejak anak-anak serta berjalan secara progresif dan memburuk sesuai perjalanan

waktu dan berkembangnya komplikasi (Nuttal et al. 1999).

D. Antioksidan
Secara umum antioksidan didefinisikan sebagai senyawa yang mampu

menunda, memperlambat dan mencegah proses oksidasi lipid. Secara khusus arti
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antioksidan adalah senyawa yang mampu menunda atau mencegah terjadinya
reaksi oksidasi radikal bebas dalam oksidasi lipid (Kochhar & Rosseli 1990).

Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang dapat
menangkal atau meredam dampak negatif dari oksidan. Secara kimia senyawa
antioksidan adalah senyawa yang mendonorkan elektronnya kepada oksidan,
sehingga antioksidan mampu menghambat aktivitas senyawa oksidan (Winarti
2010).

Antioksidan merupakan agen yang dapat membatasi efek dari reaksi
oksidasi dalam tubuh. Efek yang secara langsung diberikan oleh antioksidan
dalam tubuh yaitu mereduksi radikal bebas yang terdapat dalam tubuh dan secara
tidak langsung yaitu dengan mencegah terbentuknya radikal di dalam tubuh
(Wildman 2001). Antioksidan juga mampu menghambat reaksi oksidasi dengan
cara mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif sehingga kerusakan
sel dapat dicegah. Reaksi oksidasi dengan radikal bebas sering terjadi dengan
molekul asam nukleat, lemak, protein dan polisakarida (Winarsi 2007)

1. Penggolongan antioksidan

Antioksidan berdasarkan fungsi dan mekanisme kerjanya dibagi menjadi:

1.1 Antioksidan primer. Antioksidan primer adalah antioksidan yang
sifatnya sebagai pemutus reaksi berantai (chain-breaking antioxidant) yang bisa
bereaksi dengan radikal-radikal lipid dan bisa mengubahnya menjadi produk yang
lebih stabil.

Antioksidan primer bekerja untuk mencegah terbentuknya radikal baru,
yaitu mengubah senyawa radikal bebas menjadi senyawa yang dampak negatifnya
berkurang sebelum radikal bebas bereaksi. Antioksidan primer mengikuti
mekanisme pemutusan rantai reaksi radikal dengan mendonorkan atom hidrogen
secara cepat pada senyawa lipid yang radikal, produk yang dihasilkan akan lebih
stabil dari produk awal.

Superoksida Dismutase (SOD), Glutation Peroksidase (GPx), katalase dan
protein pengikat logam adalah contoh antioksidan primer. Superoksida Dismutase

(SOD), GPx disebut juga dengan antioksidan enzimatis yaitu antioksidan yang
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melindungi jaringan dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas
oksigen (Sayuti & Yenrina 2015).

1.2 Antioksidan sekunder. Antioksidan sekunder bekerja sebagai
pengkelat logam yang bertindak sebagai pro-oksidan, menangkap radikal dan
mencegah terjadinya reaksi berantai. Antioksidan sekunder berperan sebagai
pengikat ion-ion logam, penangkap oksigen, pengurai hidroperoksida menjadi
senyawa non radikal, menyerap radiasi UV atau deaktivasi singlet oksigen.

Senyawa pengelat logam yang membentuk ikatan-ikatan o dengan logam
sifatnya efektif sebagai antioksidan sekunder karena hanya senyawa ini yang
menurunkan potensil redoks dan mampu menstabilkan bentuk teroksidasi dari
ion-ion logam.

Asam sitrat, EDTA dan turunan asam fosfat adalah senyawa —senyawa
pengkelat ion-ion logam. Asam sitrat yang banyak digunakan pada produk pangan
adalah asam sitrat yang lemah, walaupun asam sitrat tersebut lemah, senyawa
asam sitrat yang terdapat pada makanan tersebut sangat efektif dalam
mengahambat kerusakan oksidatif dari lipida dalam bentuk produk pangan.
Contoh antioksidan sekunder vitamin E, vitamin C, B-caroten, isoflavin, bilirubin
dan albumin (Sayuti & Yenrina 2015).

1.3 Antioksidan tersier. Antioksidan tersier bekerja dengan memperbaiki
kerusakan biomolekul yang disebabkan radikal bebas. Contoh antioksidan tersier
adalah enzim-enzim yang memperbaiki DNA dan metionin sulfida reduktase
(Sayuti & Yenrina 2015).

2. Radikal bebas

Menurut ahli biokimia radikal bebas adalah salah satu senyawa oksigen
yang reaktif dan memiliki elektron yang tidak berpasangan. Radikal bebas adalah
atom, molekul atau senyawa yang mampu berdiri sendiri yang mempunyai
elektron tidak berpasangan, oleh sebab itu radikal bebas sangat reaktif dan tidak
stabil. Elektron radikal bebas cenderung akan reaktif untuk mencari pasangan
electron, sehingga mudah berikatan atau bereaksi dengan zat lain (protein, DNA
dan lemak) dalam tubuh (Winarti 2010).

Tubuh manusia mengandung molekul oksigen yang stabil dan molekul

yang tidak stabil. Molekul yang stabil sangat penting untuk memelihara
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kehidupan sel, dan radikal bebas dalam jumlah tertentu juga diperlukan untuk
kesehatan, akan tetapi radikal bebas bersifat merusak dan sangat berbahaya bagi
kesehatan. Fungsi radikal bebas dalam tubuh untuk melawan radang, membunuh
bakteri dan mengatur tonus otot polos dalam organ dan pembuluh darah
(Giriwijoyo 2004).

3. Mekanisme kerja antioksidan

Antioksidan di dalam tubuh mempunyai mekanisme tertentu dalam
aktivitasnya. Tingginya kadar MDA dalam plasma merupakan salah satu indikasi
telah terjadi aktivitas oksidasi. Konsumsi antioksidan yang cukup mampu
menekan aktivitas oksidasi (Rice-Evans et al. 1995). Antioksidan dapat
menghentikan proses perusakan sel dengan cara memberikan elektron kepada
radikal bebas. Antioksidan akan menetralisir radikal bebas sehingga tidak
mempunyai kemampuan mengambil elektron dari sel DNA.

Prinsip kerja antioksidan dalam menghambat otooksidan pada lemak dapat
dilihat sebagai berikut :

Oksigen bebas di udara akan mengoksidasi ikatan rangkap pada asam
lemak yang tidak jenuh. Kemudian radikal bebas yang terbentuk akan bereaksi
dengan oksigen sehingga akan meghasilkan peroksida aktif (Sayuti & Yenrina
2015).

Suatu asam lemak yang terdapat dalam minyak tidak mengandung
antioksidan, maka peroksida aktif akan bereaksi dengan ikatan rangkap lemak.
Peroksida aktif ditambah satu antioksidan, maka akan bereaksi dengan
antioksidan tersebut sehingga pembentukan radikal bebas dapat dihentikan dengan
penambahan antioksidan. Mekanisme antioksidan primer adalah dengan cara
mencegah pembentukan senyawa radikal bebas baru atau mengubah radikal bebas
yang telah terbentuk menjadi lebih stabil dan kurang reaktif dengan cara memutus
reaksi berantai (polimerisasi) atau dikenal dengan istilah chain-breaking
antioxidant (Winarsi 2007).

Mekanisme kerja antioksidan sekunder adalah dengan cara memotong
reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas atau dengan cara menangkap radikal

bebas (free radical scavenger), akibatnya radikal bebas tidak akan bereaksi
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dengan komponen seluler. Antioksidan sekunder ini bekerja dengan satu atau
lebih mekanisme seperti memberikan suasana asam pada medium (sistem
makanan), meregenerasi antioksidan utama, mengkelat atau mendeaktifkan
kontaminan logam prooksidan, menangkap oksigen dan mengikat singlet oksigen
dan mengubahnya ke bentuk triplet oksigen (Sayuti & Yenrina 2015).

Mekanisme antioksidan dalam menghambat oksidasi atau menghentikan
reaksi berantai pada radikal bebas dari lemak yang teroksidasi dapat disebabkan
oleh 4 macam reaksi yaitu pelepasan hidrogen dari antioksidan, pelepasan elekron
dari antioksidan, penambahan lemak ke dalam cincin aromatik pada antioksidan,
pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari
antioksidan (Ketaren 1986).

Pada antioksidan tersier enzim-enzim tersebut berfungsi dalam perbaikan
biomolekuler yang rusak akibat aktivitas radikal bebas. Kerusakan DNA akibat
radikal bebas dapat dicirikan oleh rusaknya single atau double strand pada gugus

basa dan non-basa (Winarsi 2007).

E. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid adalah ketoaldehida fisiologis yang dihasilkan oleh
dekomposisi peroksidatif lipida tak jenuh sebagai produk sampingan dari
metabolisme arakidonat. Tingginya kadar MDA dalam plasma, merupakan ukuran
di mana terjadi peningkatan radikal bebas dan penurunan antioksidan dalam
tubuh. MDA bersifat toksin terhadap sel dan dapat menimbulkan perubahan pada
DNA bahkan sampai oksidasi lesi mutagenik (Dalle-Done et al. 2006; Winarsih
2011).

1. Pengukuran kadar MDA

Radikal bebas memiliki waktu paruh yang sangat pendek sehingga sulit
diukur dalam laboratorium. Kerusakan jaringan lipid akibat ROS dapat diperiksa
dengan mengukur senyawa MDA yang merupakan produk peroksidasi lipid.

Produksi ROS secara tidak langsung dinilai dengan kadar peroksidasi lipid.
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Pengukuran kadar MDA serum dapat dilakukan melalui beberapa cara, yaitu
sebagai berikut :

1.1 Tes thiobarbituric acid-reactive substance. Dasar pemeriksaan adalah
reaksi spektrofotometrik sederhana, dimana satu molekul MDA akan terpecah
menjadi 2 molekul 2-asam thiobarbiturat. Reaksi ini berjalan pada pH 2-3. TBA
akan memberikan warna pink-chromogen yang dapat diperiksa secara
spektrofotometrik.

Tes TBA selain mengukur kadar MDA yang terbentuk karena proses
peroksidasi lipid juga mengukurproduk aldehid lainnya termasuk produk non-
volatil yang terjadi akibat panas yang ditimbulkan pada saat pengukuran kadar
MDA serum yang sebenarnya. Kadar MDA dapat diperiksa baik di plasma,
jaringan maupun urin (Arkhaesi 2008). Beberapa metode pengukuran TBA adalah
sebagai berikut :

1.1.1 Pengukuran reaksi TBA dengan metode kolorimetri. Pengukuran
reaksi TBA dengan metode kolorimetri dengan spektrofotometer merupakan
kadar MDA yang paling sering dilakukan. Metode yang digunakan adalah metode
Yagi. Metode ini mudah dilakukan akan tetapi bersifat tidak spesifik oleh karena
mengukur produk aldehid lainnya (Dalle-Donne et al. 2006).

1.1.2 Pengukuran reaksi TBA dengan metode fluorosens. Metode ini
memiliki keungglukosan dibanding metode kolorimetri oleh karena tidak
terganggu oleh beberapa substansi produk reaksi TBA yang larut air. Pemeriksaan
dilakukan dengan metode spektrofluorometri (Arkhaesi 2008).

1.2 Pengukuran MDA-TBA dengan HPLC (High Performance Ligiud
Chromatography). Metode ini secara spesifik dapat mengukur kompleks MDA-
TBA, sehingga pengukuran kadar MDA lebih akurat. Metode ini membutuhkan
kondisi asam dengan suhu tinggi sehingga tetap ada kemungkinan terbentuknya
MDA yang bukan karena peroksidasi lipid (Arkhaesi 2008).

1.3 Pengukuran kadar MDA serum bebas dengan metode HPLC
(High Performance Ligiud Chromatography). Metode pengukuran kadar MDA
serum yang paling sensitif dan spesifik. MDA bukan produk yang spesifik dari

proses peroksidasi lipid sehingga dapat menimbulkan positif palsu yang berakibat
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nilai duga positif yang rendah, dan telah dilaporkan dapat meningkatkan

spesifisitas pada pemeriksaan kadar MDA serum (Arkhaesi 2008).

F. Uji Antidiabetes
1. Metode uji induksi zat diabetogenik

1.1 Induksi aloksan. Aloksan merupakan suatu substrat yang secara
struktural merupakan derivat pirimidin sederhana. Aloksan murni diperoleh dari
oksidasi asam urat oleh asam nitrat. Aloksan adalah senyawa kimia tidak stabil
dan senyawa hidrofilik. Waktu paruh aloksan pada pH 7,4 dan suhu 37° C adalah
1,5 menit. Aloksan merupakan bahan kimia yang digunakan untuk menginduksi
diabetes pada binatang percobaan. Aloksan bersifat toksik selektif terhadap sel B
pankreas yang memproduksi insulin karena terakumulasinya aloksan secara
khusus melalui transporter glukosa yaitu GLUT2. Aloksan bereaksi dengan
merusak substansi esensial di dalam sel B pankreas sehingga menyebabkan
berkurangnya granula — granula pembawa insulin di dalam sel B pankreas.
Sehingga pemberian aloksan adalah cara yang cepat untuk menghasilkan kondisi
diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada binatang percobaan (Yuriska 2009).

Metode induksi aloksan bisa digunakan untuk semua hewan percobaan
dengan dosis 140-180 mg/kg bb (umumnya 150 mg/kg bb) yang disuntikkan
secara intravena ke vena telinga kelinci atau secara intraperitoneal untuk tikus.
Sebelum hewan uji diindukasi aloksan, hewan uji dipuasakan selama 18 jam,
setelah dipuasakan hewan uji disuntikkan aloksan 150 mg/kg bb untuk
menginduksi hiperglikemia pada tikus percobaan. Setelah disuntikkan aloksan
pantau kadar glukosa darah pada hewan uji menggunakan glucometer (Etuk
2010).

1.2 Induksi streptozotocin. Streptozotocin (STZ) digunakan untuk
menginduksi DM tipe 1 atau DM tipe 2 pada hewan uji (Szkudelski 2001). Pada
tikus dan anjing, STZ dosis 50 mg/kg secara IV dapat menginduksi DM
sedangkan dosis 40 mg/kg berulang secara IP dapat menginduksi DM tipe 1
(Martindale 1989). Pemberian dosis tinggi dilaporkan banyak menyebabkan

kematian pada minggu pertama setelah pemberian karena kerusakan sel beta
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pankreas secara menyeluruh yang mengakibatkan kenaikan glukosa dalam darah
tidak terkendali, sedangkan pada pemberian dosis kecil kerusakan sel beta
pankreas hanya sebagian sehingga memungkinkan hewan uji bertahan lama dan
memudahkan pengamatan terhadap kelainan kronis lainnya (Zulkarnain 2013).
2. Metode uji toleransi glukosa.

Prinsip metode uji toleransi glukosa yaitu kelinci dipuasakan selama 20-24

jam, diberikan larutan glukosa peroral setengah jam setelah pemberian larutan uji.
Pada awal percobaan sebelum pemberian sediaan uji, dilakukan pengambilan
cuplikan darah vena dari masing-masing kelinci sebanyak 0,5 ml sebagai kadar
glukosa darah awal. Pengambilan cuplikan darah vena diulangi setelah perlakuan
pada waktu-waktu tertentu (Depkes 1993).
3. Metode uji resistensi insulin

Prinsip dari metode ini yaitu induksi diabetes dilakukan pada mencit yang
diinduksi obesitas dengan pemberian pakan kaya lemak dan karbohidrat serta
asupan glukosa tinggi dilakukan sampai terjadinya peningkatan kadar glukosa
darah yang dapat terjadi dalam waktu 4 minggu. Pada kondisi demikian mencit
diasumsikan sudah mengalami resitensi insulin pemeriksaan untuk melihat
sensitivitas insulin dilakukan dengan cara mencit dipuasakan selama 5 jam
kemudian larutan insulin diinjeksikan secara intraperitoneal dengan dosis 0,75
U/kgbb (Lian et al. 2007). Kadar glukosa dipantau setiap 15-30 menit selama 60-
90 menit setelah insulin diinjeksikan dengan menggunakan glucometer (Ayala et

al. 2010).

G. Metode Analisa Kadar Glukosa Darah
Metode analisa kadar glukosa darah ada beberapa macam, berikut ini
metode-metode analisa glukosa darah yaitu :
1. Metode analisa glukosa darah dengan alat glucometer
Kadar glukosa darah ditetapkan dengan menggunakan alat Glucometer
(GlucoDr Biosensor AGM-2100). Cuplikan darah yang diambil dari vena lateralis

ekor tikus dalam jumlah sangat sedikit yang berkisar hanya 1ul disentuhkan dalam
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test strip, kemudian alat tersebut akan segera mengukur kadar glukosa darah
setelah strip terisi oleh darah.

Prinsip glukometer yaitu sampel darah akan masuk ke dalam strip melalui
aksi kapiler. Glukosa yang ada dalam darah akan bereaksi dengan glukosa
oksidase dan kalium ferisianida yang ada dalam strip dan akan dihasilkan kalium
ferosianida. Kalium ferosianida yang dihasilkan sebanding dengan konsentrasi
glukosa yang ada dalam sampel darah. Oksidasi kalium ferosianida akan
menghasilkan muatan listrik yang akan diubah oleh glukometer untuk ditampilkan
sebagai konsentrasi glukosa pada layar.

B-D-Glukosa + kalium ferisianida glukosa gksidase as. Glukonat + Kalium
ferosianida

Kalium ferosianida %%, kalium ferosianida + e- (Linghuat 2008).

2. Metode GLUC-DH (Glucose dehydrogenase)

GLUC-DH adalah sebuah metode rutin enzimatik yang dibedakan dari
yang lain oleh kespesifikannya yang tinggi, kepraktisan dan keluwesannya.
Pengukuran dilakukan pada daerah UV. Prinsip metode ini adalah glucose
dehydrogenase mengkatalisa oksidasi dari glucose menurut persamaan berikut :
3-D-Glukose + NAD "2 D.Glukonolactone + NADH + H + (1) Metode
Gluc-DH dapat digunakan pada bahan sampel yang dideproteinisasi atau yang
tidak dideproteinisasi, serta untuk hemolisate (Merck 1987).

3. Metode GOD-PAP

Metode GOD-PAP vyaitu reaksi kolorimetrik-enzimetik untuk pengukuran
pada daerah cahaya yang terlihat oleh mata. Prinsip dari metode ini adalah glucose
oxidase (GOD) mengkatalisa oksidase dari glucose menurut persamaan berikut :
Glukosa + O, + HO %25 asam glukonat + H,0; (2) Hidrogen peroksida yang
terbentuk bereaksi dengan 4-aminoantipyrin dan 2,4-dichlorohenol dengan adanya
peroxidase (POD) dan menghasilkan antipirylquinonimine, yaitu suatu zat warna
merah. Jumlah zat warna yang terbentuk ini sebanding dengan konsentrasi
glukosa (Merck 1987).
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H. Hewan Uji
1. Sistematika hewan uji
Hewan uji yang akan digunakan untuk penelitian ini adalah tikus putih

jantan dengan sistematika sebagai berikut (Sharp et al. 1998) :

Dunia : Animalia

Filum : Chordata

Sub Filum : Vertebrata

Classis : Mamalia

Sub classis  : Plasentalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Sciurognathi
Familia : Muridae

Genus . Rattus

Species : Rattus norvegicus.

2. Karakteristik utama tikus putih

Tikus sering digunakan pada berbagai macam penelitian medis. Tikus
putih pada umumnya tenang, mudah untuk ditangani dan tidak begitu fobia. Tikus
putih akan menjadi galak apabila mendapat perlakuan kasar dan sering menyerang
pemegang (Sugiyanto 1995).

Tikus putih sering digunakan dalam penelitian karena memiliki beberapa
kelebihan antara lain: dalam populasi sangat banyak tikus putih mudah dipelihara,
berkembang biak dengan pesat, dan memiliki ukuran yang lebih besar dengan
tikus, sehingga untuk beberapa penelitian penggunaan tikus lebih menguntungkan
(Sharp et al. 1998).

3. Kondisi ruangan dan pemeliharaan hewan uji

Suhu 22°C (+ 30°C) merupakan suhu yang digunakan untuk hewan
pengerat, sedangkan untuk penerangannya adalah 12 jam terang dan 12 jam gelap.
Hewan dikelompokkan dalam kandang berdasarkan jenis kelamin. Ukuran
kandang yang digunakan sesuai dengan jumlah hewan perkandang (Lu 1995).
Ukuran kandang dapat disesuaikan dengan jumalah hewan tikus (berat 200-300 g)
luas kandang 148,4 cm?, tinggi 17,8 cm (BPOM 2014).
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4. Cara pemegangan dan penandaan hewan uji

Pemegangan dilakukan dengan cara mengangkat pangkal ekor dengan
menggunakan tangan kanan, lalu tikus diletakkan diatas permukaan kasar atau
kawat. Tangan kiri diletakakkan diatas punggung tikus kearah kepala. Kepala
tikus diletakan diantara ibu jari dan jari tengah, kemudian jari manis dan
kelingking disekitar perut sehingga kaki depa Kiri dan kanan terselip diantara jari-
jari (Harmita & Radji 2005).

Penandaan hewan uji dilakukan dengan cara memberikan larutan asam
pikrat 10% dalam alkohol. Tujuan penandaan hewan uji dilakukan untuk
membedakan antara hewan satu dengan hewan yang lainnya. Penandaan biasanya
dilakukan pada bagian kepala, punggung, ekor, serta kaki (BPOM 2014).

5. Pemberian sediaan uji

Pada penelitian ini, hewan uji diberikan sediaan secara peroral dengan
sonde lambung yaitu alat suntik berupa spuit oral berujung tumpul. Spuit diisi
dengan sediaan uji kemudian tikus dipegang dibagian tengkuk dan ekor dijepit
dengan jari manis dan jari kelingking. Ujung sonde lambung dimasukkan sampai
rongga tekak dan sediaan uji disuntikkan perlahan, atau sediaan uji dapat juga
disemprotkan diantara gigi dan pipi bagian dalam hingga tikus bisa menelan

sendiri (Permatasari 2012).

I. Landasan Teori

Tanaman buncis (Phaseolus vulgaris L.) berkhasiat sebagai tambahan
pada pengobatan kanker payudara dan nasofaring, suplemen pada kemoterapi dan
radioterapi, busung air dan juga biri-biri (Wijayakusuma 2005). Buncis juga
berkhasiat meluruhkan kencing (diuretik), mengeluarkan racun, menurunkan
tekanan darah tinggi (hipertensi), dan menurunkan kadar glukosa darah
(hipoglikemi) (Dalimartha 2008).

Kandungan kimia dari buncis meliputi phytohemagglutinin (PHA),
stigmasterol, sitosterol, campesterol, glukoprotein, tripsin inhibitor, allantoin dan

inositol (Wijayakusuma 2005). Kulit biji buncis mengandung luecopelargonidin,
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leucocyanidin, leucodelphinidin, kaempferol, quercetin, myricetin, pelargonidin,
cyanidin, dan malvidin. Cotyledon dan hypocotyl mengandung PHA, campesterol,
stigmasterol, dan sitosterol (Dalimartha 2008). Stigmasterol dan sitosterol yang
terdapat dalam kandungan buncis mampu merangsang pankreas untuk
memproduksi insulin (Perdana et al. 2010). Penelitian lain yang dilakukan
Nugrahani et al. (2016) juga melaporkan ekstrak buncis mengandung komponen
senyawa polifenol seperti saponin, alkaloid, fenol, triterpenoid, dan flavonoid.
Flavonoid memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang mampu melindungi
pankreas dari kerusakan akibat radikal bebas, juga dapat meningkatkan
sensitivitas insulin dan juga berfungsi sebagai a-amylase inhibitor. Aktivitas
antioksidan dari senyawa flavanoid dalam kandungan buncis dapat menekan
apoptosis sel beta tanpa mengubah proliferasi dari sel beta pankreas yaitu dengan
mengikat radikal bebas sehingga dapat mengurangi resistensi insulin. Antioksidan
dapat menurunkan Reactive Oxygen Spesies (ROS) (Oktarlina & Rachmawani
2017).

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan Andayani (2003) menyatakan
bahwa ekstrak etanol buncis 300 mg/kg bb tikus memiliki efek antihiperglikemi
lebih lama dibanding ekstrak kloroform buncis dengan dosis yang sama.
Penelitian lain yang dilakukan Luka et al. (2013) melaporkan bahwa ekstrak
buncis dengan dosis 400 mg/kg bb mampu menurunkan kadar glukosa darah
dengan cara merangsang sel § pankreas untuk menghasilkan lebih banyak insulin.
Aktivitas hipoglikemi karena adanya kandungan alkaloid, saponin, flavonoid, dan
terpenoid. Terpenoid dilaporkan sebagai komponen bioaktif yang bertanggung
jawab pada aktivitas antidiabtes pada beberapa tanaman. Putra (2013) melakukan
penelitian yang menyatakan bahwa ekstrak etanol buncis 300 mg/kg bb mencit
memiliki khasiat sebagai antidiabetes karena kandungan zat aktif, dosis pada
penelitian Putra (2013) akan digunakan sebagai dosis literatur dalam penelitian ini
yang akan dikonversikan ke dosis untuk tikus yaitu sebesar 210 mg/kg bb.

Pengujian aktivitas antidiabetes dan antioksidan dapat dilakukan secara in
vivo. Pengujian antioksidan secara in vivo dilakukan dengan melihat status kadar

glukosa darah dan kadar malondialdehid pada jaringan pankreas tikus diabetes
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yang diinduksi oleh aloksan. Malondialdehid (MDA) adalah senyawa aldehid
yang merupakan produk akhir peroksidasi lemak tak jenuh dalam tubuh oleh
radikal bebas. Tingginya kadar MDA dalam tubuh, merupakan tanda dimana
terjadi peningkatan radikal bebas dan penurunan antioksidan dalam tubuh.

J. Hipotesis

Berdasarkan landasan teori dapat diambil kesimpulan untuk menyusun
hipotesis dalam melaksanakan penelitian ini adalah sebagai berikut:

Pertama, ekstrak etanol buah buncis dapat menurunkan kadar glukosa
darah pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.

Kedua, ekstrak etanol buah buncis dapat menurunkan kadar
malondialdehid pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.

Ketiga, ekstrak etanol buah buncis 210 mg/kg bb mampu menurunkan
kadar glukosa darah dan kadar malondialdehid pada tikus diabetes yang diinduksi

aloksan.



BAB I11
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan sampel

1. Populasi

Populasi adalah semua obyek yang menjadi sasaran penelitian. Populasi
pada penelitian ini adalah buah buncis yang diperoleh dari daerah Tawangmangu,
Jawa Tengah.
2. Sampel

Sampel adalah sebagian kecil dari populasi yang digunakan dalam
melakukan penelitian. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah
buncis yang diambil secara acak berwarna hijau, umur 52-54 hari setelah
ditanaman, masih segar dan tidak rusak yang diperoleh pada bulan Februari 2018

dari daerah Tawangmangu, Jawa Tengah.

B. Variabel penelitian

1. ldentifikasi variabel utama

Variabel utama pertama pada penelitian ini adalah ekstrak etanol buah
buncis (Phaseolus vulgaris L.) dalam berbagai variasi dosis yang diperoleh dari
hasil maserasi dengan etanol. Variabel utama kedua pada penelitian ini adalah
aktivitas penurunan kadar glukosa darah dan kadar MDA ekstrak etanol buah
buncis. Variabel utama ketiga pada penelitian ini adalah hewan uji tikus putih
jantan.
2. Klasifikasi variabel utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi terlebih dahulu dapat
diklasifikasikan ke dalam berbagai macam variabel, yaitu variabel bebas, variabel
tergantung, variabel terkendali.

Variabel bebas adalah variabel yang diteliti pengaruhnya terhadap variabel
tergantung. Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak etanol buah buncis
(Phaseolus vulgaris L.) dalam berbagai dosis yang diberikan pada tikus putih

jantan.
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Variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar glukosa darah dan
kadar MDA pada tikus setelah pemberian ekstrak etanol buah buncis (Phaseolus
vulgaris L.) dengan dosis yang berbeda-beda. Variabel tergantung merupakan
variabel akibat dari variabel utama, variabel tergantung dalam penelitian ini
adalah selisin penurunan kadar glukosa darah pada hewan uji sesudah dan
sebelum diberi perlakuan.

Variabel terkendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel
tergantung sehingga perlu dinetralisir atau ditetapkan kualifikasinya agar hasil
yang didapatkan tidak tersebar dan dapat diulang oleh peneliti lain secara tepat.
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode ekstraksi buah buncis,
kondisi fisik hewan uji meliputi berat badan tikus, galur, jenis kelamin, kondisi
percobaan, laboratorium, zat penginduksi, dan peneliti.

3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, buah buncis adalah seluruh buah pada tanaman buncis yang
segar, berwarna hijau, tidak terlalu tua dan tidak terlalu muda dan tidak rusak

Kedua, serbuk adalah simplisia kering buah buncis yang dihaluskan
dengan penggiling dan diayak dengan pengayak ukuran mesh 40,

Ketiga, ekstrak etanol buah buncis adalah cairan hasil dari penarikan sari
dari buah buncis dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 96%,
kemudian diuapkan dengan evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental.

Keempat, hewan uji yang dipakai adalah tikus jantan galur wistar dengan
berat badan 150-200 g.

Kelima, glibenklamid yang digunakan adalah glibenklamid konvensional.

Keenam, aloksan adalah bahan yang diberikan secara intra peritoneal
untuk merusak sel B pankreas pulau Langerhans yang fungsinya menghasilkan
insulin sehingga terjadi diabetes.

Ketujuh, kadar glukosa darah adalah kadar glukosa dalam darah yang
diambil melalui vena ekor tikus dan ditetapkan dengan alat glukometer dalam
satuan mg/dl.

Kedelapan, kadar MDA adalah kadar MDA yang diamati kadarnya pada
hati tikus yang telah dipreparasi.
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C. Bahan, alat dan hewan uji
1. Bahan

1.1 Bahan sampel. Bahan sampel yang digunakan pada penelitian ini
adalah buah buncis (Phaseolus vulgaris L.) yang diperoleh dari daerah
Tawangmangu, Jawa Tengah.

1.2 Bahan kimia. Bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini adalah
etanol 96% sebagai larutan penyari. Bahan untuk uji farmakologi digunakan
aloksan monohidrat, glibenklamid, CMC Na 0,5%, larutan fisiologis (NaCl 0,9%).
Bahan untuk uji identifikasi senyawa tanaman antara pereaksi Dragendroff,
ammonia pekat, asam sulfat, pereaksi Mayer, serbuk magnesium, asam Klorida,
alkohol, dan asam asetat.

2. Alat

Alat untuk membuat simplisia yaitu oven dengan suhu rendah dan
konstan, mesin penggiling dan ayakan no. 40, Alat penyari yang digunakan adalah
seperangkat alat maserasi, evaporator, kain flannel, neraca elektrik, pipet, tabung
reaksi, beaker glass. Alat untuk perlakuan hewan uji adalah timbangan analitik,
jarum oral, spuit injeksi 1.0 ml merck, pipa kapiler, gelas ukur dan beaker glass.
3. Hewan uji

Hewan uji yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih galur
wistar kelamin jantan, umur 2-3 bulan dengan berat badan rata-rata 150-200 g
sebanyak 30 ekor. Pengelompokan dilakukan secara acak masing-masing 5 ekor
per kelompok. Semua tikus dipelihara dengan cara yang sama, mendapat diet
yang sama, ukuran kandang yang sesuai dengan temperature 30+10°C.

Penerangan diatur dengan siklus 12 jam terang dan 12 jam gelap. Selama
penelitian kebutuhan makanan dan minuman harus selalu terkontrol agar
mencegah kematian tikus terutama saat diinduksi aloksan untuk membuat tikus

diabetes.
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D. Jalannya Penelitian
1. Determinasi buah buncis

Tahap pertama yang dilakukan dalam penelitian ini adalah melakukan
determinasi tanaman untuk menetapkan kebenaran sampel tanaman berkaitan
dengan ciri-ciri mikroskopis dan makroskopis, serta ciri-ciri morfologis yang ada
pada tanaman terhadap pustaka yang dilakukan di laboratorium biologi Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (MIPA) Universitas Sebelas Maret.

2. Pengambilan sampel dan pembuatan serbuk buah buncis

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah buncis segar,
tidak rusak, dan dipanen pada umur 52-54 hari setelah ditanam yang diperoleh
pada bulan Februari dari Tawangmangu, Jawa Tengah.

Dicuci buah buncis untuk membersihkan kotoran atau bahan asing lainya
yang menempel pada buncis. Buah buncis dikeringkan dengan cara di oven atau
dijemur langsung di bawah sinar matahari dengan ditutupi kain hitam yang
bertujuan untuk mengurangi kadar air dan mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lama. Setelah itu dibuat
serbuk dengan cara digiling, lalu diayak dengan ayakan nomor mesh 40,
kemudian dilakukan perhitungan persentase bobot kering terhadap bobot basah.

3. Penetapan kadar air

Penetapan kadar air buah buncis dilakukan dengan cara menimbang serbuk
buah buncis sebanyak 20 gram dimasukkan ke dalam labu destilasi dan
ditambahkan pelarut sampai serbuk terendam, kemudian memasang alat Sterling-
Bidwell. Tahap selanjutnya dipanaskan, pemanasan dihentikan bila air pada
penampung tidak menetes lagi (kurang lebih 1 jam), kemudian diukur kadar
airnya dengan melihat volume pada skala alat tersebut dan dihitung % air dari
berat sampel (Sudarmadji et al. 1997)

4. Pembuatan ekstrak etanol buah buncis

Pada penelitian ini ekstrak etanol buah buncis dilakukan dengan metode
maserasi. Serbuk simplisia buah buncis diekstraksi menggunakan pelarut etanol
96%, dengan cara merendam serbuk simplisia buah buncis dengan pelarut etanol

96% dengan perbandingan 1 : 10, Rendam selama 6 jam pertama sambil sekali-



33

sekali diaduk, kemudian didiamkan selama 18 jam. Maserat dipisahkan dengan
cara filtrasi. Proses diulangi sekurang-kurangnya satu kali dengan setengah dari
jumlah pelarut awal (Kemenkes 2010).

5. Ildentifikasi senyawa kimia berdasarkan warna

5.1 Identifikasi alkaloid. Sebanyak 1 gram sampel dimasukan dalam
tabung reaksi dan ditambah dengan 5 tetes amonia pekat. Setelah itu, disaring
kemudian ditambah 2 ml asam sulfat 2N dan dikocok hingga memberi lapisan atas
dan bawah. Larutan dibagi menjadi 3 bagian, pada tabung pertama ditambahkan 1
tetes larutan mayer, adanya alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan putih
keruh, jika pada tabung kedua ditambah 1 tetes pereaksi Dragendorf dan
terbentuknya endapan menandakan adanya alkaloid (Harborne 1987).

5.2 Identifikasi senyawa flavonoid. Sejumlah tertentu ekstrak
dilembabkan dengan 100 ml air panas kemudian didihkan selama 5 menit, saring
dan ambil filtratnya 5 ml masukkan ke dalam tabung reaksi tambahkan serbuk
magnesium secukupnya, 1 ml asam klorida dan 2 ml amil alkohol, dikocok kuat-
kuat kemudian dibiarkan memisah. Terbentuknya warna merah/kuning/jingga
pada lapisan amil alkohol menunjukkan positif flavonoid (Sarker 2006).

5.3 ldentifikasi saponin. Sebanyak 0,05 gram serbuk dan ekstrak
ditambah air kemudian dididihkan selama beberapa menit. Larutan disaring dan
filtratnya dikocok kuat-kuat. Timbulnya buih yang stabil selama 10 menit setelah
pengocokkan menunjukkan terdapatnya saponin (Depkes 1995).

5.4 Identifikasi steroid. Sejumlah tertentu ekstrak ditambahkan dengan
satu tetes Liebermann Bourchard yang terdiri dari 1 ml asam asetat amhidrat dan
asam sulfat pekat 1 tetes. Terbentuk warna merah berubah menjadi hijau, ungu
dan terakhir biru, menunjukkan positif steroid dan triterpenoid (Sarker 2006).

6. Uji bebas alkohol ekstrak etanol buah buncis

Uji bebas alkohol ekstrak etanol buah buncis dilakukan dengan cara
esterifikasi alkohol dimana ekstrak etanol buah buncis ditambahkan asam asetat
dan asam sulfat pekat kemudian dipanaskan, bila tidak terdapat bau ester berarti

pada ekstrak sudah tidak terdapat alkohol (Depkes 1993).
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7. Pembuatan larutan uji

7.1 Larutan suspensi CMC Na 0,5%. CMC Na konsentrasi 0,5% adalah
larutan yang digunakan sebagai kontrol negatif, dibuat dengan cara menimbang
serbuk CMC Na sebanyak 500 mg kemudian dimasukkan ke dalam cawan
penguap dan ditambah sedikit aqudest. Selanjutnya dipanaskan sampai
mengembang kemudian dimasukkan ke dalam mortar dan menggerusnya dan
menambahkan sedikit demi sedikit aquadest hingga 100 ml, diaduk hingga
homogen.

7.2 Larutan glibenklamid. Suspensi glibenklamid 0,09 mg/ml dibuat
dengan cara mensuspensikan serbuk glibenklamid sebanyak 9 mg dalam CMC Na
0,5% sampai volume 100 ml.

7.3 Larutan garam fisiologis. Larutan fisiologis 0,9% dibuat dengan cara
melarutkan 0,9 g NaCl dalam air suling pada volume 100 ml.

7.4 Larutan aloksan monohidrat. Larutan aloksan monohidrat adalah
larutan yang digunakan sebagai penginduksi diabetes. Dibuat dengan cara
melarutkan aloksan monohidrat 1.5 g dalam larutan garam fisiologis 0,9% pada
volume 100 ml.

7.5 Larutan ekstrak buah buncis. Banyaknya ekstrak buah buncis yang
akan digunakan, dihitung berdasarkan berat tikus dari masing-masing tikus,
kemudian ditambahkan dalam suspensi CMC Na 0,5% yang sudah dikembangkan
dan diaduk hingga homogen.

8. Penentuan dosis

8.1 Penentuan dosis glibenklamid. Dosis glibenklamid dihitung dari
dosis lazim yang biasa digunakan penderita diabetes mellitus. Dari dosis lazim
yang biasa digunakan untuk manusia diubah ke dosis untuk tikus dengan faktor
konverensi. Faktor konversi manusia dengan berat badan 70 kg ke tikus dengan
berat badan 200 g adalah 0,018. Dosis terapi glibenklamid untuk manusia 70 kg
adalah 5 mg. dosis untuk tikus (sekitar 200 g) adalah 5 mg dikali 0,018 sehingga
didapatkan 0,09 mg.

8.2 Dosis sediaan uji. Dosis sediaan uji yang diberikan sesuai dengan
literatur. Dosis sediaan uji dibuat menjadi 3 variasi dosis ekstrak etanol buah
buncis yaitu 105 mg/kg bb, 210 mg/kg bb dan 420 mg/kg bb.
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8.3 Dosis aloksan monohidrat. Dosis aloksan yang digunakan untuk
membuat tikus diabetes adalah 150 mg/kg bb secara injeksi intraperitoneal
(Sujono & Sutrisna 2010). Tikus yang digunakan adalah tikus yang memiliki berat
sekitar 200 g, sehingga didapatkan dosis aloksan yang digunakan pada penelitian
ini adalah 150 mg/kg bb tikus.

9. Perlakuan hewan uji

Pengujian dilakukan dengan metode induksi aloksan secara injeksi
intraperitoneal terhadap 6 kelompok tikus. Tikus ditimbang dan masing-masing
diberi tanda pengenal, tikus yang digunakan sebanyak 30 ekor. Semua tikus
dipuasakan terlebih dahulu selama 18 jam dan diperiksa kadar glukosa darah
awalnya dan diinduksi dengan aloksan kecuali pada tikus kelompok | sebagai
kontrol negatif pada penelitian ini. Induksi aloksan dengan dosis 150 mg/kg bb
tikus, kemudian dilihat kadar glukosa darahnya pada hari ke 3. Darah diambil dari
Plexus Retroorbitalis melalui mata hewan uji. Jika kadar glukosa darah lebih dari
200 mg/dl maka tikus dikatakan sudah diabetes. Pemberian sedian uji secara
peroral selama 14 hari pada kelompok tikus. Kemudian diukur kadar glukosa
darahnya pada hari ke 7 dan hari ke 14 setelah pemberian sediaan uji. Tikus
dibagi menjadi 6 kelompok secara acak, masing-masing kelompok terdiri dari 5
ekor.

Kelompok I = Kontrol normal ( hanya diberi makan dan minum)
Kelompok Il = Kontrol negatif (CMC)

Kelompok Il = Kontrol positif (glibenklamid 0,09 mg/200 gbb)
Kelompok IV = Ekstrak etanol buah buncis dosis 105 mg/kg bb
Kelompok VV = Ekstrak etanol buah buncis dosis 210 mg/kg bb
Kelompok VI = Ekstrak etanol buah buncis dosis 420 mg/kg bb
10. Pengorbanan hewan uji

Pada akhir penelitian, hewan uji dikorbankan dan langsung segera dibedah
untuk dilakukan pengambilan organ hati yang dilakukan pada hari ke-15. Hewan
uji dianestesi terlebih dahulu untuk mengurangi rasa sakit dengan metode inhalasi
dengan menuangkan dietil eter kedalam toples tertutup yang berisi kapas,
kemudian setelah beberapa saat dimasukkan tikus kedalam toples yang berisi

dietil eter, setelah tikus sudah tidak sadar dislokasi leher tikus kemudian
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dilakukan pembedahan. Pembedahan dimulai dengan merebahkan tikus dengan
rebah dorsal pada papan pembedahan. Keempat kaki tikus difiksasi menggunakan
jarum. Pembedahan dilakukan dengan mengincisi peritoneum. Incisi dilakukan
selebar mungkin untuk memudahkan pengambilan organ. Hati terletak di bagian
dextra abdomen. Hati terlihat berwarna merah bata dan berlobus-lobus. Organ hati
diambil dan dicuci dengan larutan NaCl-fisiologis 0,9% kemudian dimasukkan
ke dalam formalin 10% untuk pengukuran kadar MDA.
11. Perlakuan hewan uji pasca bedah

Pada akhir penelitian setelah hewan uji dibedah dan diambil organnya,
selanjutnya jasad hewan uji dikubur dengan membuat lubang dengan kedalaman
minimal setengah meter untuk menghindari terbongkarnya tempat penguburan.
Hewan uji dikubur di tempat yang telah disediakan.
12. Pengukuran kadar glukosa darah

Pengukuran kadar glukosa darah dilakukan sebelum diinduksi aloksan
(To), 3 hari setelah diinduksi aloksan (T31), hari ke-7 (T,) dan hari ke-14 (T3)
setelah pemberian sediaan uji. Pengukuran kadar glukosa darah dengan metode
GOD-PAP. Darah sebanyak 0,5 ml ditampung di dalam tabung ependorf
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 4.000 rpm selama 15 menit agar
didapatkan serum. Serum (bagian bening) sebanyak 10 ul ditambah reagen GOD-
PAP sebanyak 1000 pl. Larutan diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit,

kemudian diukur dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.

Tabel 1. Pengukuran kadar glukosa

Sampel Standart Blanko
Aquades - - 10 pl
Sampel 10 pl - -
Standart - 10 pl -
Reagen 1000 pl 1000 pl 1000 pl

13. Pengukuran kadar malondialdehid
Sebanyak + 1,25 g hati segar dicacah dalam kondisi dingin dalam 2,5 mL
larutan PBS yang mengandung 11,5 g/L KCIl. Homogenat disentrifugasi pada

4.000 rpm selama 10 menit. Sebanyak 0,5 mL sampel atau standar ditambah
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dengan 2 mL campuran HCI 0,25 N dingin yang mengandung 15% tricloro acetic
acid (TCA), 0,38% thio barbituric acid (TBA) dan 0,5% butylated
hydroxytoluene (BHT). Campuran larutan ini dipanaskan 80°C selama 1 jam,
setelah dingin campuran larutan dan standar disentrifugasi 3.500 rpm selama 10
menit. Absorbansi supernatan diukur pada A 532 nm, sebagai larutan standar
digunakan 1,1,3,3-tetraetoksipropana (TEP) (Suarsana et al. 2013). Larutan TEP
dibuat seri konsentrasi yaitu 0 ; 375 ;750 ;1500 ;3000 umol/ml menggunakan
larutan stok dengan konsentrasi 30,000 umol/ml. Kadar malondialdehid diukur
dengan menggunakan persamaan y = a + bx dimana y adalah absorbansi dan x
adalah konsentrasi.

Tabel 2. Pengukuran kadar MDA

Larutan standar HCI

Serum (TEP) 0,25N TCA TBA BHT
Sampel 0,5ml - 2ml 15% 0,38% 0,5%
Standar - 0,5ml 2ml 15% 0,38% 0,5%

Blanko - - - 0,38%
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Buah buncis yang masih segar dicuci bersih

}

Dikeringkan buah buncis dengan oven suhu 40°C hingga kering

.

Buah buncis yang sudah kering diserbuk dengan penggilingan dan diayak
dengan ayakan mesh no 40

\ 4

Serbuk buah buncis ditimbang , lalu dimasukkan kedalam wadah maserasi
ditambahkan 10 bagian pelarut

v

Direndam selama 6 jam pertama sambil sesekali diaduk, kemudian diamkan
sampai 18 jam

v

Dipisahkan maserat dengan pelarut, ulangi proses penyarian satu kali dengan 5
bagian pelarut

A 4

Filtrat dipekatkan dengan evaporator

v

Ekstrak diuapkan dengan oven pada suhu 50°C

Gambar 1. Pembuatan ekstrak Buah buncis



30 ekor tikus putih jantan dibagi menjadi 6
kelompok

. 4
adaptasi lingkungan dan dipuasakan selama 18 jam

¥

Ditimbang berat badan dan diukur kadar
glukosa darah tikus (To)

\ 4
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1 kelompok tanpa induksi aloksan sebagai

kelompok normal

5 kelompok diinduksi aloksan dengan
dosis 150 mg/kg bb secara ip

] }

Setelah 3 hari diukur kadar glukosa darah tikus

Setelah 3 hari diukur kadar glukosa darah

(T1) tikus (T1)
v ¥ ¥ ¥ v ¥

Kel. | Kel. Il Kel. 111 Kel. IV Kel.V Kel. VI
Kelompok Kelompok Kelompok Sedian uji Sediaan uji Sediaan uji

normal kontrol kontrol dosis 105 dosis 210 dosis 420

diberi negatif diberi positif diberi mg/kg bb mg/kg bb mg/kg bb
pakan dan CMC 0,5% glibenklamid
air minum 0,45 mg/ kg

saja bb

\ 4 \ 4 . 4
Diberikan perlakuan selama 14 hari e

\ 4

A 4

Kadar glukosa darah tikus diukur pada hari ke-7 dan hari ke-14

!

Pada hari ke-15 tikus dianastesi dan diambil jaringan hatinya dan dilakukan
pengukuran kadar malondialdehid (MDA)

Gambar 2. Skema jalannya penelitian
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F. Analisis Statistik

Data yang didapat pada penelitian ini adalah penurunan kadar glukosa
darah dan penurunan kadar malondialdehid. Analisa statistik yang pertama
digunakan dalam penelitian ini untuk melihat apakah data tersebut terdistribusi
normal atau tidak yaitu dengan menggunakan uji distribusi normal (Saphiro Wilk),
sedangkan untuk menguji kehomogenitasan digunakan uji Levene. Jika data
terdistribusi normal (p > 0,05), analisis data dilanjutkan dengan uji parametrik
(One Way ANOVA) untuk mengetahui perbedaan yang nyata diantara perlakuan.
Jika hasil uji One Way ANOVA dan uji Levene menunjukkan hasil normal
(p>0,05), selanjutnya dilakukan uji Post Hoc untuk melihat penurunan kadar
glukosa darah dan penurunan kadar malondialdehid yang efektif diantara
kelompok perlakuan. Namun, jika hasilnya tidak normal (p<0,05), maka
dilakukan uji non parametrik untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Tanaman Buah Buncis

1. Hasil determinasi buah buncis

Determinasi buah buncis dilakukan di Laboratorium Program Studi
Biologi Universitas Sebelas Maret dengan cara mengamati bagian dari buah
buncis. Tujuan dilakukannya determinasi adalah untuk memastikan dan
membuktikan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini benar-benar
buah buncis (Phaseolus vulgaris L.).

Hasil determinasi yang diperoleh dapat dilihat pada kunci sebagai berikut:
Ib-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b- 18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b- 25b-26b-27a-
28b-29b-

30a 108.Papilionaceae/Fabaceae Ic-
13b-23a-24b-25b-26b-27b-28c-29b-32b-39a-40b-50b-51b-75a-76a 79.
Phaseolus 1la-2a-3b-4a-5a Phaseolus vulgaris L.

Deskripsi lengkap dari tanaman buncis dapat dilihat pada Lampiran 1.
2. Pengambilan sampel dan pembuatan serbuk

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia buah buncis
yang diperoleh dari petani di daerah Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah
pada bulan Februari 2018 dalam keadaan bersih dan tidak busuk.

Buah buncis dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40°C selama 3
hari untuk menghindari terurainya kandungan kimia dan kontaminasi debu.
Pengeringan dimaksudkan untuk mencegah timbulnya kuman, kapang dan khamir
yang dapat menyebabkan pembusukan. Simplisia buah buncis yang sudah kering
dihaluskan dengan menggunakan blender dan diayak dengan ayakan mesh 40
dimaksudkan untuk memperkecil ukuran dan memperluas permukaan partikel
yang akan memudahkan proses maserasi. Hasil penimbangan berat basah buah
buncis sebanyak 5 kg didapatkan berat keringnya sebesar 413 gram, sehingga
diperoleh persentase rendemen sebesar 8,26%. Hasil selengkapnya dapat dilihat
pada Tabel 3.
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Tabel 3. Hasil rendemen simplisia buah buncis

Berat basah (gram) Berat kering (gram) Rendemen (%)

5000,00 413,273 8,26

3. Hasil penetapan kadar air
Penetapan kadar air serbuk buah buncis dilakukan dengan menggunakan
alat Sterling-Bidwell. Hasil penetapan kadar air dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil penetapan kadar air serbuk buah buncis

Replikasi Berat awal (gram) VOIEJr:]I; ar Kadar (%)
1 20,184 1,6 7,93
2 20,159 1,8 8,93
3 20,163 1,6 7,94
Rata-rata + SD 8,26 + 0,58

Kadar air serbuk buah buncis memenuhi syarat yaitu kadar air tidak
melebihi 10%. Kadar air yang tinggi dapat menyebabkan perubahan kerja enzim
dan perubahan kimia zat aktif sehingga menurunkan mutu serbuk dan akan mudah
ditumbuhi oleh jamur (Gunawan & Mulyani 2004).

4. Hasil pembuatan ekstrak etanol buah buncis

Pembuatan ekstrak etanol buah buncis dilakukan dengan metode maserasi
untuk menghindari kerusakan senyawa yang tidak tahan panas dan menggunakan
pelarut etanol 96% karena polaritasnya tinggi sehingga senyawa yang terekstraksi

lebih banyak. Perhitungan rendemen ekstrak dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil rendemen ekstrak etanol buah buncis
Simplisia Berat wadah Berat wadah +  Berat ekstrak ~ Rendemen
(gram) kosong (gram)  ekstrak (gram) (gram) (%)
313,148 156,398 171,684 15,286 4,88

Berdasarkan data yang diperoleh maka rendemen ekstrak etanol buah
buncis yang didapat sebesar 4,88% yang artinya dari 313 gram serbuk buah
buncis diperoleh metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, saponin, dan
steroid sebasar 15,285 gram.

5. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia
Identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk dan ekstrak etanol buah

buncis dilakukan dengan menggunakan uji tabung untuk membuktikan bahwa
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serbuk dan ekstrak yang diperoleh mengandung adanya senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin, dan steroid. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia
serbuk dan ekstrak etanol buah buncis dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk dan ekstrak etanol buah buncis

Kand Kimi Kesimpulan
andungan Kimia Serbuk Ekstrak
Alkaloid (+) (+)
Flavonoid (+) (+)
Saponin (+) (+)
Steroid (+) (+)

Berdasarkan pada hasil identifikasi kandungan senyawa kimia dapat
disimpulkan bahwa serbuk dan ekstrak etanol buah buncis terbukti positif
mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan steroid. Hal ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya yang dilakukan Nugrahani (2016) bahwa buah buncis
mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan steroid. Penelitian penapisan
fitokimia ekstrak buncis yang dilakukan oleh Andayani (2003) menyatakan bahwa
senyawa triterpenoid dan steroid merupakan senyawa yang dominan yang
terkandung dalam ekstrak buncis. Penelitian lain yang dilakukan oleh Jannah et
al. (2013) menyatakan ekstrak etanol buah buncis mengandung steroid berupa
fitosterol yaitu stigmasterol dan y-sitosterol. Foto hasil identifikasi dapat dilihat
pada lampiran 7.

6. Hasil uji bebas alkohol ekstrak etanol buah buncis

Uji bebas alkohol ekstrak etanol buah buncis bertujuan untuk memastikan
bahwa kandungan alkohol (etanol) yang terkandung di dalam ekstrak telah hilang
dan tidak mempengaruhi hasil penelitian. Uji ini dilakukan dengan cara
esterifikasi alkohol dengan menambahkan asam asetat dan asam sulfat pekat pada
ekstrak kemudian dipanaskan. Hasil uji bebas alkohol pada penelitian ini adalah
sudah tidak tercium lagi bau ester etil asetat yang merupakan hasil reaksi antara
etanol dan asam asetat, sehingga ekstrak bisa digunakan untuk penelitian.

7. Persiapan hewan uji
Hewan uji yang digunakan adalah tikus putih jantan dari galur wistar

(Rattus norvegcius) sebanyak 30 ekor yang diperoleh dari Laboratorium Gizi,
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Pusat Studi Pangan dan Gizi Universitas Gadjah Mada pada bulan April 2018.
Dengan berat badan 150-200 gram, usia 2-3 bulan. Hewan uji yang akan
digunakan diadaptasi terlebih dahulu selama 1 minggu.
8. Hasil penimbangan berat badan hewan uji

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan
galur Wistar yang diperoleh dari Laboratorium Gizi, Pusat Studi Pangan dan Gizi
Universitas Gadjah Mada. Sebelum memulai perlakuan, tikus yang akan
digunakan diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari, kemudian setelah diadaptasi
tikus dipuasakan selama 12 jam. Tujuan tikus dipuasakan dahulu adalah untuk
menghindari pengaruh makanan yang dapat mempengaruhi kadar glukosa darah
tikus. Setelah dipuasakan dilakukan penimbangan berat badan dan pengambilan
darah untuk mengetahui kadar gula darah awal (T0). Penimbangan berat badan
dilakukan pada hari ke-0 sebelum darah hewan uji diambil, TO berguna untuk
memastikan kondisi hewan uji antara kelompok perlakuan sama. Selanjutnya
pengukuran berat badan hewan uji dilakukan setiap kali pengambilan darah yaitu
pada hari ke-3 setelah induksi aloksan, hari ke-7 dan hari ke-14 setelah pemberian
perlakuan untuk melihat perubahan berat badan tikus yang terjadi pada masing-
masing perlakuan sebelum dan sesudah diberikan perlakuan. Profil rata-rata berat
badan tikus tiap kelompok dapat dilihat pada gambar 4 dan hasil rata-rata

penimbangan berat badan tikus tiap kelompok dapat dilihat pada tabel 7.
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Positif 105 mg/kg bb
210 mg/kg bb 420 mg/kg bb

Gambar 3. Grafik profil berat badan tikus
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Kelompok T2 T3
Kontrol normal 207 £ 5,51° 215,8 + 5,84
Kontrol negatif 186,4 + 4,88% 184 + 4,95%
Kontrol positif 198 + 3,67° 205,2 + 3,27
EBB 105 mg/kg bb 191,4 +577° 195,4 + 5,46%
EBB 210 mg/kg bb 195,4 + 3,05 201 + 3,08%
EBB 420 mg/kg bb 190 + 3,39° 198,6 + 4,16%
Keterangan :

a : berbeda signifikan terhadap kelompok normal
b : berbeda signifikan terhadap kelompok kontrol negatif
c : berbeda signifikan terhadap kelompok kontrol positif

Berdasarkan profil dan data berat badan hewan uji (Gambar 4 dan Tabel 7)
yang digunakan sebagai indikator untuk memastikan tingkat penyerapan glukosa,
menunjukkan bahwa pada kelompok normal terjadi peningkatan berat badan
hewan uji. Peningkatan berat badan pada kelompok normal disebabkan oleh
kondisi hewan uji yang sehat, asupan makanan tercukupi dan penyerapan glukosa
serta nutrisi lainnya yang normal. Pada kelompok kontrol negatif terjadi
penurunan berat badan hewan uji setelah diinduksi aloksan secara injeksi
intraperitoneal. Hal ini menunjukkan bahwa induksi aloksan dengan dosis 150
mg/kg bb tikus yang dilakukan berhasil membuat hewan uji mengalami kondisi
diabetes. Kondisi eksperimental diabetes akan mengakibatkan tikus normal
menjadi tikus diabetes dengan ditandai salah satu ciri diagnosa klinis dengan
terjadinya penurunan berat badan, poliuria (banyak kencing), polidipsi (banyak
minum) dan polifagi (banyak makan/peningkatan nafsu makan) yang disebabkan
oleh defisiensi hormon insulin sehingga transport glukosa ke dalam sel jaringan
perifer berkurang. Hal tersebut mengakibatkan sel akan melakukan metabolisme
dengan menggunakan cadangan glikogen melalui proses glikolisis, meningkatnya
katabolisme protein dimana asam amino yang dihasilkan digunakan sebagai
substrat untuk glukoneogenesis dalam hati (Pasaribu et al. 2015), sehingga pada
pengukuran berat badan hari ke-7 dan hari ke-14 kelompok kontrol negatif tidak
mengalami perbaikan dikarenakan hanya diberikan CMC Na. Pada kelompok

kontrol positif terjadi penurunan berat badan setelah dilakukan induksi aloksan
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namun terjadi peningkatan berat badan setelah diberikan perlakuan. Peningkatan
berat badan pada hari ke-7 dan hari ke-14 ini dapat dikaitkan sebagai akibat dari
pemberian glibenklamid yang menyebabkan jumlah insulin yang dilepaskan dari
sel B pankreas meningkat. Peningkatan pelepasan insulin ini akan meningkatkan
transport glukosa ke dalam sel sampai ke jaringan perifer dan mengarah pada
pemanfaatan nutrisi penting lain, penyerapan asam amino dan komponen
makromolekul lainnya (Kumar et al. 2013).

Pengukuran berat badan tikus pada kelompok perlakuan ekstrak etanol
buah buncis dengan 3 variasi dosis juga menunjukkan terjadinya peningkatan
berat badan setelah tikus yang mengalami diabetes diberikan perlakuan, tetapi
pada hari ke-7 peningkatan berat badan hewan uji tidak signifikan sehingga tidak
memberikan perbedaan bermakna dengan kontrol negatif. Pengukuran pada hari
ke-14 berat badan tikus kelompok ekstrak etanol buah buncis 105 mg/kg bb
mengalami peningkatan tetapi belum mampu sebanding dengan kontrol positif,
sedangkan pada kelompok ekstrak etanol buah buncis dosis 210 mg/kg bb dan 420
mg/kg bb mengalami peningkatan berat badan yang sebanding dengan kontrol
positif. Peningkatan berat badan ini dikaitkan dengan kandungan kimia buah
buncis yang berperan sebagai antihiperglikemik dan antioksidan alami yang
berfungsi untuk melindungi sel P pankreas dari radikal bebas (Oktarlina &
Rachmawani 2017), sehingga sel beta pankreas mampu mensekresi insulin yang
cukup.

9. Hasil pengukuran kadar glukosa

Uji aktivitas antidiabetes ekstrak buah buncis dilakukan terhadap hewan
uji tikus putih jantan galur wistar. Tikus diadaptasi terlebih dahulu selama 1
minggu sebelum digunakan dan setelah diadaptasi tikus dipuasakan selama 12 jam
sebelum diberi perlakuan, kemudian dicek kadar glukosa darah dan berat badan
tikus (To). Tikus kemudian dikondisikan diabetes dengan induksi zat diabetogen
yaitu aloksan. Senyawa aloksan merupakan salah satu zat diabetogenik yang
bersifat toksik, terutama terhadap sel beta pankreas, dan apabila diberikan kepada
hewan coba seperti tikus maka dapat menyebabkan hewan coba tikus menjadi

diabetes. Mekanisme toksisitas aloksan diawali dengan masuknya aloksan ke



47

dalam sel-sel beta pankreas. Kerusakan pada sel-sel B terjadi melalui beberapa
proses secara bersamaan, yaitu melalui oksidasi gugus sulfidril dan pembentukan
radikal bebas (Szkuldelski 2001). Mekanisme Kkerja aloksan menghasilkan
kerusakan pada sel-sel B pankreas terutama menyerang senyawa-senyawa seluler
yang mengandung gugus sulfidril, asam-asam amino sistein dan protein yang
berikatan dengan gugus SH (termasuk enzim yang mengandung gugus SH).
Aloksan bereaksi dengan dua gugus SH yang berikatan pada bagian sisi dari
protein atau asam amino membentuk ikatan disulfida sehingga menginaktifkan
protein yang berakibat pada gangguan fungsi protein tersebut (Szkuldelski 2001).

Pengukuran kadar glukosa darah tikus dilakukan dengan metode GOD-
PAP menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis. Sampel darah diambil dari
semua tikus pada masing-masing kelompok, kemudian disentrifugasi untuk
memperoleh serum. Serum yang diperoleh akan digunakan untuk pemeriksaan
kadar glukosa darah yang dihasilkan dari nilai absorbansi standart dan absorbansi
sampel serum darah yang digunakan. Kadar glukosa darah diukur sebelum diberi
perlakuan (To), hari ke-3 setelah induksi (Ty), hari ke-7 (T2), dan hari ke-14 (T3)
setelah diberikan sediaan uji.

Pengukuran kadar glukosa darah pada hari ke-0 (To) digunakan sebagai
pembanding untuk melihat berhasil atau tidaknya induksi aloksan pada kelompok
tikus diabetes dan memastikan bahwa sebelum diberikan perlakuan tikus dalam
keadaan sehat, tidak diabetes. Pengukuran kadar glukosa darah dilakukan 3 hari
setelah induksi aloksan (T;) untuk memastikan bahwa tikus sudah mengalami
kondisi diabetes. Pengukuran kadar glukosa darah selanjutnya dilakukan pada hari
ke-7 (T,) dan hari ke-14 (T3) setelah tikus diberikan sediaan uji. Aktivitas
antidiabetes ekstrak etanol buah buncis akan dilihat dari kadar glukosa darah tikus
sebelum dan sesudah pemberian sediaan uji. Profil kadar glukosa darah dan data
rata-rata kadar glukosa darah tikus pada masing-masing kelompok dapat dilihat

pada gambar 5.
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Gambar 4. Grafik profil kadar glukosa darah

Berdasarkan profil data kadar glukosa darah (Gambar 4) menunjukkan
hasil, kelompok kontrol normal memiliki kadar glukosa darah yang normal di
mana tidak terjadi peningkatan kadar glukosa darah yang bermakna karena hewan
uji hanya diberikan pakan dan minum tanpa induksi aloksan. Kelompok kontrol
negatif memiliki kadar glukosa darah tetap tinggi yaitu lebih dari 225 mg/dl yang
mengindikasikan bahwa kelompok mengalami kondisi diabetes. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian suspensi CMC Na 0,5% tidak berpengaruh
terhadap penurunan kadar glukosa darah.

Kelompok kontrol positif yang diberikan glibenklamid menunjukkan
terjadinya penurunan kadar glukosa darah tikus. Glibenklamid merupakan obat
antihiperglikemi oral yang bekerja dengan merangsang pelepasan insulin dari sel
B pankreas dan meningkatkan sensitivitas sel B terhadap glukosa. Reseptor
sulfonilurea spesifik yang terkait erat dengan saluran ion ATP-sensitive potassium
yang ada pada sel B. Glibenklamid menghambat saluran ion kalium, sehingga
menghalangi efesiensi kalium dan menurunkan potensi membran untuk
menyebabkan depolarisasi (Depkes 2005). Kelompok perlakuan yang diberikan
ekstrak etanol buah buncis dengan dosis 105 mg/kg bb, 210 mg/kg bb, dan 420

mg/kg bb juga menunjukkan penurunan kadar glukosa darah pada tikus.



49

Penurunan kadar glukosa darah tikus pada semua kelompok perlakuan yang
diberikan ekstrak etanol buah buncis pada penelitian ini menunjukkan bahwa
adanya pengaruh pemberian ekstrak etanol buah buncis terhadap penurunan kadar
glukosa darah tikus. Data rata-rata penurunan kadar glukosa darah tikus pada
masing-masing kelompok dapat dilihat pada tabel 8.

Tabel 8. Data kuantitatif rata-rata hasil penurunan kadar glukosa darah berbagai
kelompok perlakuan

Kel. Uji

Rata-rata AT tiap kelompok £+ SD

(AleTl-Tz) (AT2:T1-T3)

Kontrol normal -0,96£0,55 -2,09 +0,47 ™
Kontrol negatif -0,67 +0,67 * -1,64+0,95%
Kontrol positif 50,11 +£0,91 ® 127,86 + 4,45 ®
EBB 105 mg/kg bb 31,80 + 1,39 *° 65,75 + 2,35 *°
EBB 210 mg/kg bb 39,83+ 0,38 ** 89,86 + 2,55 **
EBB 420 mg/kg bb 44,48 +0,90 125,30 + 0,94 ®

Keterangan

a = berbeda signifikan terhadap kelompok normal

b = berbeda signifikan terhadap kelompok diabetes

c = berbeda signifikan terhadap kelompok kontrol positif (glibenklamid)

Hasil analisis statistik post hoc tets terhadap penurunan kadar glukosa
darah menunjukkan terjadi perbedaan nilai signifikansi antara penurunan kadar
glukosa darah hari ke-7 dengan hari ke-14, dimana hasil perlakuan pada hari ke-7
(T,) terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol positif yang
diberikan glibenklamid dengan kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak etanol
buah buncis dosis 105 mg/kg bb, 210 mg/kg bb, dan 420 mg/kg bb, sedangkan
pada hari ke-14 tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol
positif dengan kelompok ekstrak etanol buah buncis dosis 420 mg/kg bb.
Perubahan aktivitas ekstrak etanol buah buncis pada hari ke-14 dapat dikaitan
dengan prinsip efek kerja obat tradisional yaitu reaksi yang lambat tidak seperti
obat kimia yang dapat langsung bereaksi. Hal itu disebabkan karena senyawa-
senyawa berkhasiat yang terdapat pada obat tradisional membutuhkan waktu
untuk dimetabolisme dalam tubuh. Berbeda dengan obat sintetik yang bekeja
dengan cara meredam sakit dan gejalanya, obat tradisonal bekerja dengan
berfokus pada sumber penyebabnya yakni dengan membangun dan memperbaiki
sel-sel jaringan dan organ-organ yang rusak. Oleh karena itu maka dibutuhkan
waktu yang relatif lebih lama untuk melihat hasil efek obat tradisonal

dibandingkan jika menggunakan obat kimia (Katno 2008).
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Berdasarkan penurunan kadar glukosa darah tikus pada AT; dan AT, pada
tabel 8 dapat diketahui bahwa pemberian ekstrak etanol buah buncis dengan tiga
variasi dosis dan kelompok kontrol positif terbukti mampu menurunkan kadar
glukosa darah tikus. Hasil stastistik uji post hoc test AT; pada lampiran 21
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan (P<0,05) pada semua
kelompok perlakuan, namun pada hasil statistic AT, pada lampiran 22
menunjukkan bahwa kelompok kontrol positif dengan kelompok dosis 420 mg/kg
bb menunjukkan hasil (P>0,05), hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak buah buncis
dosis 420 mg/kg bb mampu sebanding dengan kontrol positif karena tidak ada
perbedaan bermakna.

Berdasarkan data yang diperoleh dari penelitian ini dapat diketahui bahwa
semakin tinggi dosis ekstrak etanol buah buncis yang diberikan maka semakin
tinggi pula penurunan kadar glukosa darah yang dihasilkan. Hal ini disebabkan
karena semakin tinggi dosis yang diberikan maka semakin tinggi pula senyawa
yang dapat menurunkan kadar glukosa darah terkandung didalamnya. Penelitian
yang telah dilakukan oleh Andayani (2003) menunjukkan bahwa ekstrak buncis
mampu menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes. Buah buncis
mengandung senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan
kandungan B-sitosterol dan stigmasterol yang mampu merangsang pankreas untuk
menghasilkan insulin (Perdana et al. 2010; Achmad et al. 2016).

Penelitian yang dilakukan Nugrahani et al. (2016) skrining fitokimia dari
ekstrak buah buncis memiliki kandungan poliphenol seperti saponin, fenol,
alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid. Putra (2013) dalam penelitiannya
membuktikan bahwa ekstrak etanol buah buncis memiliki efek sebagai
antidiabetes karena kandungan triterpenoid. Pada penelitian lain yang dilakukan
Singh et al. (2014) menyatakan bahwa tritepenoid mampu menurunkan kadar
glukosa darah dengan cara meningkatakan sekresi insulin, teriterpenoid mampu
merangsang sel-sel pankreas untuk mensekresi insulin. Nualkaew et al. (2015)
dalam penelitiannya menyatakan bahwa aktivitas senyawa stigmasterol dan B-
sitosterol dapat dihubungkan dengan aktivitas stimulasi insulin, pernyataan ini

dibuktikan dengan kelompok perlakuan yang diberikan stigmasterol, B-sitosterol,



51

dan glibenklamid, terutama yang diberikan B-stigmasterol memiliki kadar serum
insulin yang tertinggi pada tikus diabetes. Senyawa stigmasterol dan sitosterol
pada buah buncis diduga mempunyai mekanisme yang sama dengan glibenklamid
sebagai kontrol positif, yaitu dengan cara menstimulasi sekresi insulin.

Flavonoid dapat menurunkan kadar glukosa darah karena bersifat protektif
terhadap kerusakan sel beta pankreas sebagai penghasil insulin serta dapat
meningkatkan sensitivitas insulin. Senyawa flavonoid yang terdapat dalam
kandungan buncis memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang menekan apoptosis
sel beta tanpa mengubah poliferasi dari sel beta pankreas (Oktarlina &
Rachmawani 2017). Flavonoid akan menyumbangkan atom hidrogennya sehingga
flavonoid akan teroksidasi dan berikatan dengan radikal bebas yang akan
menyebabkan radikal bebas menjadi senyawa yang lebih stabil. Mekanisme kerja
lain dari flavonoid sebagai antioksidan adalah dengan cara menghambat proses
fosfodiesterase sehingga meningkatkan CcAMP pada sel beta pankreas.
Peningkatan cCAMP pada sel beta pankreas akan menstimulasi pengeluaran
protein kinase A (PKA) yang merangsang sekresi insulin semakin meningkat
(Harapan 2010).

Quercetin merupakan salah satu flavonoid yang terkandung di dalam buah
buncis (Wijayakusuma 2005). Aktivitas senyawa quercetin yang terkandung di
dalam buah buncis diduga mampu melindungi sel beta pankreas, hal ini
dibuktikan dengan penelitian yang dilakukan oleh Srinivasan et al. (2017) yang
menyatakan bahwa senyawa quercetin mampu melindungi berat badan tikus
sehingga tidak menurun dan mampu menurunkan kadar glukosa darah dengan
cara melindungi sel beta pankreas.

Alkaloid merupakan senyawa yang terdapat pada buah buncis. Dalam
penelitian Suryono dan Yudha (2012) menyatakan alkaloid mampu menurunkan
kadar glukosa darah dengan cara menghambat absorbsi gula di usus (absorbsi gula
secara perlahan. Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Tiong et al. (2013)
menyatakan bahwa senyawa alkaloid mampu meningkatkan ambilan glukosa pada
sel B-TC6 dan C2C12. Ambilan glukosa berhubungan dengan aktivitas
penghambatan PTP-1B. PTP-1B adalah pengatur negatif dari jalur pensinyalan
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insulin pada manusia dan dianggap sebagai target terapi potensial yang
menjanjikan untuk pengobatan diabetes tipe 2. Alkaloid juga mampu mengurangi
stres oksidatif pada sel beta pankreas.

Senyawa saponin menurunkan kadar glukosa darah dengan cara
menghambat aktivitas enzim alfa glucosidase, yaitu enzim dalam pencernaan yang
bertanggung jawab terhadap pengubahan karbohidrat menjadi glukosa (Makalalag
et al. 2013). Saponin meningkatkan permeabilitas usus Kkecil, sehingga
meningkatkan serapan zat yang sesungguhnya kurang diserap dan menyebabkan
hilangnya fungsi normal usus. Pengaruh saponin terhadap susunan membran sel
dapat menghambat absorbsi molekul gizi yang lebih kecil yang seharusnya cepat
diserap, misalnya glukosa. Struktur membrane sel yang terganggu diduga akan
menyababkan terganggunya penyerapan glukosa (Oktaria & Fiana 2016).

10. Hasil pengukuran kadar malondialdehid (MDA)

Diabetes yang tidak terkontrol akan menyebabkan peningkatan produksi
radikal bebas (Chikezie et al. 2015). Sistem pertahanan tubuh yang lemah tidak
mampu melawan radikal bebas yang terbentuk sehingga terjadi
ketidakseimbangan antara antioksidan pertahanan dan produksi radikal bebas
yang akan menyebabkan kerusakan oksidatif yang biasa disebut sebagai kondisi
stress oksidatif (Tiwari et al. 2013). Radikal bebas pada DM akan menyebabkan
kerusakan peroksidatif fosfolipid yang mengakibatkan akumulasi malondialdehid
(MDA) (Bhutia et al. 2011). Malondialdehid adalah senyawa dialdehid yang
merupakan produk akhir peroksidasi lemak tak jenuh dalam tubuh oleh radikal
bebas. Tingginya kadar MDA dalam plasma, merupakan ukuran dimana terjadi
peningkatan radikal bebas dan penurunan antioksidan dalam tubuh (Winarsi
2007).

Kemampuan ekstrak etanol buah buncis dalam meningkatkan antioksidan
dalam tubuh dievaluasi dengan mengukur kadar MDA pada homogenat hati tikus
yang diberi pelakuan ekstrak etanol buah buncis selama 2 minggu. Pengukuran
kadar MDA menggunakan larutan standar 1,1,3,3-tetraetoksipropana TEP yang
akan digunakan untuk membuat kurva baku. Persamaan regresi linear dan kurva

baku dapat dilihat pada lampiran 16.
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Pengukuran kadar malondialdehid dilakukan dengan metode TBARS
(thiobarbituric acid-reactive subtance). Pengukuran kadar MDA pada hati
digunakan larutan TEP sebagai standar, karena MDA merupakan senyawa yang
tidak stabil. TEP dihidrolisi oleh air menjadi alkohol dan MDA. Prinsip dari
metode TBARS adalah malondialdehid (MDA) akan bereaksi dengan asam
tiobarbiturat (TBA) akan membentuk senyawa berwarna merah muda yang
menyerap cahaya pada panjang gelombang 532 nm. Semakin pekat warna yang
dihasilkan maka konstentrasi MDA juga semakin tinggi (Arkhaesi 2008).
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H, + 2 — = =
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I ; OH OH

MDA TBA MDA-TBA,
Gambar 5. Reaksi MDA dengan TBA

Berikut tabel hasil rata-rata pengukuran kadar MDA pada masing-masing

kelompok.
Tabel 9. Rata-rata hasil pengukuran kadar malondialdehd (MDA) pada hati tikus
Kelompok N Kadar MDA (nmol/g) + SD
Kontrol normal 5 1,95 + 0,25
Kontrol negatif 5 9,49 + 0,45*
Kontrol positif 5 3,17 40,29 ®
EBB 105 mg/kg bb 5 6,94 + 0,45%°
EBB 210 mg/kg bb 5 5,59 + 0,45 **
EBB 420 mg/kg bb 5 346+042%
Keterangan
N = Jumlah hewan uji
a = berbeda signifikan terhadap kelompok normal
b = berbeda signifikan terhadap kelompok diabetes
c = berbeda signifikan terhadap kelompok kontrol positif (glibenklamid)

Pada kelompok normal hasil rata-rata pengukuran kadar MDA
menunjukkan kadar yang rendah (tabel 10). Hal ini disebabkan pada kondisi
normal berbagai organ tubuh mampu bekerja dengan baik tak terkecuali jaringan
pankreas yang memiliki mekanisme sistem pertahanan alamiah berupa enzim
antioksidan endogen yaitu SOD, catalase (Cat), dan GPx yang berperan sebagai
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lini pertahanan terdepan berfungsi menetralkan dan mempercepat degradasi
senyawa radikal bebas untuk mencegah kerusakan komponen makromolekul sel
(Valko et al. 2007). Pada kondisi normal terjadi keseimbangan antara radikal
bebas dan antioksidan di dalam tubuh sehingga tidak terjadi peroksidasi lipid yang
merupakan proses perusakan oksidasi asam lipid tidak jenuh berantai panjang
(polyunsaturated fatty acids) pada membran sel yang menghasilkan senyawa
MDA (Yustika 2013).

Hasil pengukuran rata-rata kadar MDA pada kelompok negatif
menunjukkan (p<0,05) terhadap kelompok normal. Kelompok kontrol negatif
memiliki kadar MDA yang lebih tinggi dibanding dengan kelompok normal. Hal
ini karena kondisi hiperglikemi akibat induksi aloksan. Aloksan pada penelitian
ini menyebabkan kerusakan sel beta pankreas tikus yang mengakibatkan tikus
menjadi hiperglikemi. Hiperglikemia memicu terjadinya pembentukan radikal
bebas lebih tinggi pada DM dan dapat menimbulkan stres oksidatif yang
didefinisikan sebagai suatu keadaan kadar prooksidan yang lebih tinggi dibanding
kadar enzim antioksidan serta dapat memicu penuaan dini dan kematian sel
(Halliwell 2006). Suarsana et al. (2013) menyatakan stres oksidatif pada tikus
dapat menyebabkan kadar MDA pada hati meningkat. Tingginya kadar MDA
pada kelompok kontrol negatif menunjukkan status enzim antioksidan dalam
tubuh rendah, sehingga tidak dapat mencegah reaktivitas senyawa radikal bebas.
Produk MDA tersebut dapat diukur sebagai indeks tidak langsung kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh peroksidasi lipid (Suarsana et al. 2011).

Hasil pengukuran rata-rata kadar MDA kontrol positif dan kelompok
perlakuan ekstrak etanol buah buncis lebih rendah dibandingkan dengan rata-rata
kadar MDA kelompok negatif. Berdasarkan hasil analisis statistik kadar MDA
kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan dosis 420 mg/kg bb
menunjukkan (p>0,05) jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal
ini disebabkan aktivitas glibenklamid yang mampu menurunkan kadar glukosa
darah dan senyawa metabolit yang terkandung dalam ekstrak etanol buah buncis
diduga bertindak sebagai antihiperglikemi dan antioksidan.

Glibenklamid merupakan antidiabetik golongan sulfonilurea yang bekerja

dengan cara meningkatkan sekresi insulin. Glibenklamid mengikat reseptor
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spesifik sulfonilurea (SUR) pada sel beta pankreas. Menutup kanal ion K*
dependent adenosine triphospate, yang mengakibatkan penurunan efluk kalium
dan selanjutnya terjadi depolarisasi membran. lon kalsium dependent voltage
terbuka dan menyebabkan translokasi Ca®*. Peningkatan Ca®* di dalam
intraseluler menyebabkan translokasi sekresi insulin ke permukaan sel dan
eksositosis granul insulin. Peningkatan sekresi insulin ke permukaan sel dan
eksositosis granul insulin. Peningkatan eksositosis granul insulin dari pankreas
menyebabkan intake glukosa darah, sehingga kadar glukosa darah menjadi turun.
Glibenklamid juga dapat menyebabkan homeostasis pada pankreas berjalan baik
(Shakya et al. 2012).

Hasil analisa statistik kadar MDA pada lampiran 23 menunjukkan bahwa
kelompok kontrol positif yang menggunakan glibenklamid dan kelompok
perlakuan ekstrak etanol buah buncis dosis 420 mg/kg bb tidak terdapat perbedaan
yang signifikan (p>0,05). Pemberian ekstrak etanol buah buncis dengan dosis 420
mg/kg bb memiliki pengaruh yang hampir sama dengan glibenklamid sebagai
kontrol positif, karena aktivitas senyawa metabolit yang terkandung dalam ekstrak
etanol buah buncis diduga mampu bertindak sebagai antihiperglikemi dan
antioksidan.

Hasil uji fitokimia membuktikan bahwa ekstrak buah buncis mengandung
flavonoid, alkaloid, steroid dan saponin. Senyawa flavonoid yang terdapat dalam
kandungan buncis memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang menekan apoptosis
sel beta tanpa mengubah poliferasi dari sel beta pankreas yaitu dengan mengikat
radikal bebas sehingga dapat mengurangi resistensi insulin. Antioksidan dapat
menurunkan Reactive Oxygen Spesies (ROS), pada proses pembentukan ROS
oksigen akan berikatan dengan elektron bebas yang menghasilkan ROS dalam
mitokondria. Aktivitas antioksidan pada senyawa flavonoid bekerja dengan
menyumbangkan atom hidrogennya, senyawa flavonoid akan teroksidasi dan
berikatan dengan radikal bebas sehingga radikal bebas menjadi senyawa yang

lebih stabil sehingga mencegah kerusakan pada sel beta pankreas (Oktarlina &
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Rachmawani 2017). Quercetin merupakan salah satu flavonoid yang terkandung

di dalam buah buncis (Wijayakusuma 2005). Aktivitas senyawa quercetin yang

terkandung di dalam buah buncis diduga mampu melindungi sel beta pankreas,

hal ini dibuktikan dengan penelitian yang dilakukan oleh Srinivasan et al. (2017)

yang menyatakan bahwa senyawa quercetin mampu melindungi sel beta pankreas.

11. Hubungan antara kadar glukosa darah dan kadar malondialdehid
(MDA)

Hasil uji korelasi antara kadar glukosa darah dan kadar MDA dengan
signifikan (p<0,05) yang menunjukkan adanya kolerasi yang kuat. Jika kadar
glukosa darah menurun maka kadar MDA di dalam tubuh juga akan menurun. Hal
ini membuktikan bahwa penurunan kadar glukosa darah sangat mempengaruhi
antioksidan endogen yang ada di dalam tubuh. Flavonoid yang berperan
membersihkan radikal bebas yang berlebihan, memutuskan rantai reaksi radikal
bebas, mengikat ion logam (chelating), dan memblokade jalur poliol dengan
menghambat enzim aldose reduktase (Patel 2012). Flavonoid juga dapat berperan
melindungi terhadap kerusakan jaringan pankreas yang diakibatkan oleh alkilasi
DNA sehingga dapat memperbaiki morfologi pankreas tikus dan meningkatkan
sensitivitas reseptor insulin pada tikus yang resistensi insulin, sehingga dapat
menurunkan kadar glukosa dan kadar MDA (Mohan & Nandhakumar 2014).

Berdasarkan nilai statistik diketahui bahwa besarnya korelasi (Pearson
correlation) adalah 0,981 dan nilai sig. (2-tailed) adalah 0,000 maka, dapat
disimpulkan bahwa terdapat korelasi yang kuat antara kadar glukosa darah dan
kadar MDA. Antioksidan endogen di dalam tubuh berfungsi untuk menangkal
radikal dan stress oksidatif. Penurunan stress oksidatif dalam sel berarti akan
menurunkan proses kerusakan maupun meningkatkan degenerasi sel B pankreas
dan menurunkan kadar MDA yang merupakan hasil dari peroksidasi lipid yang

diakibatkan oleh stress oksidatif.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan
bahwa :

Pertama, ekstrak etanol buah buncis dapat menurunkan kadar glukosa
darah pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.

Kedua, ekstrak etanol buah buncis dapat menurunkan kadar
malondialdehid (MDA) pada tikus diabetes yang diinduksi aloksan.

Ketiga, dosis efektif ekstrak etanol buah buncis yang mampu sebanding
dengan glibenklamid dalam menurunkan kadar glukosa dan kadar malondialdehid
(MDA) adalah dosis 420 mg/kg bb.

B. Saran
Dalam penelitian ini masih banyak kekurangan, maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai:
Pertama, penelitian lebih lanjut dengan menggunakan fraksi-fraksi dari
ekstrak etanol buah buncis.

Kedua, penelitian lebih lanjut tentang toksisitas akut dan kronik ekstrak
etanol buah buncis.
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Lampiran 1. Surat keterangan determinasi tumbuhan
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FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

LAB. PROGRAM STUDI BIOLOGI

JI. Ir. Sutami 36A Kentingan Surakarta 57126 Telp. (0271) 663375 Fax (0271) 663375
http://ww.biology.mipa.uns.ac.id, E-mail biologi @ mipa.uns.ac.id

Nomor : 72/UN27.9.6.4/Lab/2018
Hal . Hasil Determinasi Tumbuhan
Lampiran Y

Nama Pemesan : Normalisa
NIM : 20144065A
Alamat . Program Studi S1 Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel : Phaseolus vulgaris L.
Familia : Fabaceae

Hasil Determinasi menurut C.A, Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr. (1963) :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b-25b-26b-27a-28b-29b-

30a ' 108.Papilionaceae/Fabaceae
1c-13b-23a-24b-25b-26b-27b-28¢c-29b-32b-39a-40b-50b-51b-75a-76a B 9. Phaseolus
la-2a-3b-4a-5a e Phaseolus vulgaris L.

Deskripsi Tumbuhan :

Habitus : perdu membelit, semusim, panjang 0.3-3 m. Akar : tunggang, bercabang, putih kotor atau putih
kekuningan hingga coklat kekuningan. Batang : bentuk bulat, sedikit berkayu, permukaan berbulu. Daun
: majemuk menyirip; bentuk anak daun bulat telur hingga bulat telur melebar, panjang 5-13 cm. lebar
3.5-9.5 cm, ujung anak daun runcing hingga meruncing, tepi anak daun rata, pangkal anak daun
membulat lebar. kedua permukaan anak daun berbulu, pertulangan anak daun menyirip: daun penumpu
(stipula) bentuk lanset, panjang 4 mm, tetap melekat lama pada pangkal ibu tangkai daun (persistent).
Bunga : majemuk tipe tandan, seringkali terdiri dari 1-2 bunga yang berpasangan, terletak di ketiak daun
(aksiler). panjang ibu tangkai bunga 6 cm tetapi seringkali lebih pendek; anak daun pelindung bunga
(brakteola) berbentuk bulat telur, terletak di bawah pangkal kelopak bunga, panjang 3-9 mm, persistent;
kelopak bunga berbentuk piala, bertaju 5, panjang daun kelopak bunga 3-9 mm, taju daun kelopak
paling atas seringkali lebih pendek, berwarna hijau; daun mahkota bunga berwarna putih dan kemudian
berubah menjadi kuning, bagian bendera (vexi/lum) pada pangkalnya mempunyai 2 telinga, diameter 9-
14 mm, bagian lunas (carina) memutar pada bagian ujungnya, panjang 1 cm, sayap (afae) berbentuk
bulat telur terbalik, berkuku panjang, panjang 5-7 mm; benang sari berlepasan, sebagian lagi bersatu;
tangkai putik dekat kepala putik berjanggut, bakal buah (ovarium) berbulu. Buah : buah polong,
berbentuk garis memanjang, panjang 10-15 cm, lebar 1-1.5 cm, membengkok lemah pada bagian ujung,
pipih, permukaan gundul. Biji : 4-10 tiap buah, bentuk ginjal, panjang 0.9-2 c¢m, lebar 0.3-1.2 cm,
warna merah.
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PENGARUH EKSTRAK ETANOL BUAH BUNCIS (Phaseolus vulgaris L.) TERHADAP KADAR GLUKOSA DARAH DAN
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Lampiran 3. Buncis segar, buncis kering, serbuk buncis, dan ekstrak buncis

Buncis kering

lk iv

™
>

Serbuk buncis Ekstrak buah buncis
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Lampiran 4. Perhitungan rendemen berat kering terhadap berat basah

buah buncis
Berat basah () Berat kering (g) Rendemen (%)
5000,00 413,273 8,26

Perhitungan % rendemen buncis kering terhadap buncis basah

Rumus:

berat buncis kering
% Rendemen = - X 100%
berat buncis basah

413 gram
=B 4 100%
5000 gram

% Rendemen = 8,26 %
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Lampiran 5. Perhitungan penetapan kadar air serbuk buah buncis

Replikasi Berat awal (gram) Volume air Kadar (%)
(ml)
1 20,184 1,6 7,93
2 20,159 1,8 8,93
3 20,163 1,6 7,94
Rata-rata + SD 8,26 + 0,58
Replikasi 1.
: )
0% Kadar = 2MMeATy 100%
Berat awal
=_L6mL 5 100%
20,184 gr
=7,93%
Replikasi 2
' ,
% Kadar = WX 100%
Berat awal
8ml
=28 1 100%
20,159 gr
=8,93 %
Replikasi 3
' ,
% Kadar = wX 100%
Berat awal
6ml
=10 1 100%
20,163 gr
=7,94 %

_793%+893%+ 7,94 %

Rata-rata kadar air serbuk buah buncis 3

=8,26 %



Lampiran 6. Perhitungan rendemen ekstrak

Simplisia Berat wadah Berat wadah Berat ekstrak ~ Rendemen
(gram) kosong + ekstrak (gram) (%)
(gram) (gram)
313,148 156,398 171,684 15,286 4,88

Perhitungan berat ektrak

Berat wadah + ekstrak =171,684 gr
Berat wadah kosong = 156,398 gr
Berat ekstrak = 15,286&

Perhitungan % rendemen ekstrak

berat ekstrak
% Rendemen = m X 100%
erat serbu

_ 15,286 gram
" 313,148 gram

=4,88 %

X 100%
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Lampiran 7. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk dan
ekstrak buah buncis

Serbuk

Saponin

Steroid Alkaloid



Flavonoid

Steroid

Ekstrak

Saponin

Alkaloid
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Lampiran 8. Perhitungan penyesuaian dosis

1. Konversi dosis mencit ke dosis tikus. Dosis yang digunakan dalam

penelitian ini berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan pada mencit

sehingga perlu dikonversi dosis mencit ke dosis tikus.

Dosis mencit 300 mg/kg bb

Dosis mencit (20 g)

209
1000 g

x 300 mg = 6 mg

Konversi dosis mencit (20 g) ke dosis tikus (200 g)
Dosis mencit (20 g) x faktor konversi
6 mg X 7 = 42 mg/200 g bb tikus atau 210 mg/kg bb

2. Induksi aloksan. Induksi aloksan diberikan dengan dosis 150 mg/kg bb.

Larutan stok aloksan 1 %

1 gram _ 1000 mg _
100 ml 100 ml

10 mg/ml

Dosis aloksan untuk tikus (200 g)

200
= <00 gram X 100 mg
1000 gram

=30 mg

Volume pemberian

=_30mM3  _am
10 mg/ ml

3. Kontrol negatif. Pembuatan suspensi CMC Na 0,5% adalah dengan 1000 mg

Na CMC ditambahkan aqua destilata sampai volume 100 ml. Volume yang

diberikan adalah 2 ml karena syarat volume maksimum larutan sediaan uji

yang diberikan pada hewan uji tikus (200 g) secara per oral (p.o.) adalah 5,0

ml.

Larutan stock CMC Na 0,5%

0,5gram _ 500 mg _
100 ml 100 ml

5 mg/mi



Volume pemberian untuk tikus yang beratnya 200 gram dengan larutan
CMC Na 0,5 % adalah 2 mL. Menimbang CMC Na 500 mg dilarutkan
dengan aquadest sampai larut kemudian dicukupkan volume sampai 100

ml.

4. Kontrol positif. Glibenklamid yang digunakan dalam penelitian ini adalah

tablet glibenklamid generik. Konversi dosis manusia (70 Kg) ke dosis untuk
hewan uji tikus dikali 0,018.

Dosis glibenklamid untuk tikus (200 g)
=5mg x 0,018

= 0,09 mg / 200 g bb tikus

Dosis tablet glibenklamid untuk tikus (200 g)

= 22279 ¥ 200 mg
5mg

=3,6 mg

Berat tablet 200 mg (mengandung 5 mg glibenklamid)

Perhitungan tablet yang digunakan
229 % 200 mg = 180 mg

5mg

Suspensi glibenklamid 180 mg/100 ml
_ 180 mg
~ 100 ml

= 1,8 mg/ml
Volume pemberian (tikus 200 g)
3,6 mg

=———=2ml
1,8 mg/ ml

5. Sediaan uji. Sediaan uji menggunakan ekstrak buah buncis dengan dosis 105
mg/kg bb, 210 mg/kg bb, dan 420 mg/kg bb.

1)

Dosis ekstrak buah buncis 105 mg/kg bb tikus
Larutan stok 1,05 %

1,05 gram _ 1050 mg _

100mi  100ml 10,5 mg/ml
Dosis tikus (200 g)

200 gram

x 105 mg =21 mg

1000 gram

Volume pemberian :
21mg

10,5 mg/ml =2ml



2)

3)

Dosis tikus ke manusia : Dosis tikus x faktor konversi tikus ke manusia
=21 mg x 56
=1,176 mg / 70 kgbb manusia
= 1,18 g/ 70 kgbb manusia

Dosis ekstrak buah buncis 210 mg/kg bb tikus
Larutan stok 2,1 %

2,1gram _ 2100 mg _

100ml  100ml 21 mg/ml
Dosis tikus (200 g)

200 gram

X 210 mg = 42 mg

1000 gram

Volume pemberian
42 mg

21 mg/ml =2ml

Dosis tikus ke manusia: Dosis tikus x faktor konversi tikus ke manusia
=42 mg x 56
= 2.352 mg/ 70 kgbb manusia
= 2.35 g/70 kgbb manusia

Dosis ekstrak buah buncis 420 mg/kg bb tikus

Larutan stok 4,2 %

4,2 gram _ 4200 mg
100 ml 100 ml

Dosis tikus (200 g)

200 gram

=42 mg/mi

x 420 mg = 84 mg

1000 gram

. 84
Volume pemberian : ——2— =2 m|
42 mg/m

Dosis tikus ke manusia: Dosis tikus x faktor konversi tikus ke manusia
=84 mg x 56
= 4.704 mg/ 70 kgbb manusia

= 4.7 g/70 kgbb manusia
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Lampiran 9. Hewan uji yang digunakan dan perlakuan

Induksi aloksan ‘ Pengambilan darah
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Lampiran 10. Alat dan bahan yang digunakan

Reagen glukosa )

Sntrifugasi
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Lampiran 11. Hasil penimbangan berat badan dan rata-rata berat badan

hewan uji
Kelompok 9-04-18 12-04-18 19-04-18 27-04-18
197 201 208 216
199 204 212 221
Normal 201 206 213 223
187 190 198 207
193 198 204 212
193 188 185 181
DM 187 184 180 178
(kontrol 197 195 193 190
negatif) 190 188 185 183
191 190 189 188
193 190 194 202
Gliben 195 193 198 204
(kontrol 199 197 203 210
positif) 197 196 200 207
194 190 195 203
192 188 190 194
. 190 185 187 190
B#]g‘;i'(z k1)85 188 186 187 192
193 190 192 197
199 198 201 204
196 194 199 205
. 191 189 195 201
Brﬂgﬂ'fgﬁﬁo 189 187 192 198
195 193 198 203
188 187 193 198
187 185 190 199
. 184 180 185 192
Bf‘;g‘;;;ﬁﬁo 191 190 194 203
186 184 189 198
190 188 192 201
Kelompok 9 April 12 April 19 April 27 April
Kontrol normal 1954+496  199,8 +5,60 207 +5,51 215,8 +5,84
Kontrol negatif 1916 £3,71 189 +4 186,4 + 4,88 184 + 4,95
Kontrol positif 1956 +2,41  193,2+3,27 198 + 3,67 205,2 + 3,27
Do 105 mg/kgbb  192,4+4,16  189,4+518 191,4+577 1954 +5,46
Do 210 mg/kgbb  191,8+3,56  190+3,32 1954305 201 +3,08
Do 420 mg/kgbb  187,6+2,88 1854+3,85  190+3,39  198,6+4,16




Lampiran 12. Kadar glukosa darah hewan uji TO

Kode _ Kadar
Kelompok hewan Absorbansi Kadar rata-rata SD
( mg/dL)
1.1 0,164 67,49
1.2 0,170 69,96
Normal 1.3 0,168 69,14 69,30 1,11
1.4 0,171 70,37
1.5 0,169 69,55
1.1 0,165 67,90
K () 1.2 0,166 68,31
CMC Na 1.3 0,168 69,14 69.47 1,52
0,5 % 1.4 0,174 71,60
1.5 0,171 70,37
K (+) 1.1 0,173 71,19
Gliben 1.2 0,169 69,55
0,009 1.3 0,175 72,02 70,70 0,98
mg/200 g 1.4 0,170 69,96
bb 1.5 0,172 70,78
Ekstrak V.1 0,168 69,14
buah V.2 0,164 67,49
buncis V.3 0,166 68,31 69.14 1,72
105 mg/kg V.4 0,175 72,02
bb IV.5 0,167 68,72
Ekstrak V.1 0,161 66,26
buah V.2 0,170 69,96
buncis V.3 0,165 67,90 70,04 3.31
210mg/kg V.4 0,173 71,19
bb V.5 0,182 74,90
Ekstrak VI.1 0,177 72,84
buah V1.2 0,180 74,07
buncis V1.3 0,174 71,60 73.09 1,19
420 mg/kg V1.4 0,181 74,49
bb V1.5 0,176 72,43




Lampiran 13. Kadar glukosa darah hewan uji T1

Kode _ Kadar
Kelompok hewan Absorbansi  Kadar rata-rata SD
(mg/dL)
1.1 0,178 68,20
1.2 0,184 70,50
Normal 1.3 0,182 69,73 69,96 1,14
1.4 0,186 71,26
1.5 0,183 70,11
1.1 0,590 226,05
K () 1.2 0,584 223,75
CMCNa 113 0,602 230,65 22,35 2,76
0,5 % 1.4 0,592 226,82
1.5 0,599 229,50
K (+) 1.1 0,607 232,57
Gliben 1.2 0,597 228,74
0,009 1.3 0,594 22759 231,80 3,80
mg/200 g 1.4 0,608 232,95
bb 1.5 0,619 237,16
Ekstrak V.1 0,596 228,35
buah V.2 0,582 222,99
buncis V.3 0,594 22759 225,75 3,91
105 mg/kg V.4 0,599 229,50
bb V.5 0,575 220,31
Ekstrak V.1 0,589 225,67
buah V.2 0,583 223,37
buncis V.3 0,593 22720 226,59 2,51
210mg/kg V.4 0,591 226,44
bb V.5 0,601 230,27
Ekstrak VI.1 0,595 227,97
buah VI.2 0,605 231,80
buncis VI.3 0,592 226,82 228,43 2,28
420 mglkg V1.4 0,599 229,50
bb VI.5 0,590 226,05




Lampiran 14. Kadar glukosa darah hewan uji T2

Kode _ Kadar
Kelompok hewan Absorbansi  Kadar rata-rata SD
(mg/dL)
1.1 0,195 68,66
1.2 0,204 71,83
Normal 1.3 0,199 70,07 70,92 1,63
.4 0,207 72,89
1.5 0,202 71,13
1.1 0,647 227,82
K (-) 1.2 0,636 223,94
CMC Na 1.3 0,657 231,34  228.03 2,76
0,5% 1.4 0,646 227,46
1.5 0,652 229,58
K (4) 1.1 0,520 183,10
Gliben 1.2 0,510 179,58
0,009 1.3 0,505 177,82 181,69 3,14
mg/200 g 1.4 0,517 182,04
bb 1.5 0,528 185,92
Ekstrak V.1 0,558 196,48
buah V.2 0,545 191,90
buncis IV.3 0,550 193,66 193,94 3,06
105 mglkg  1V.4 0,561 197,54
bb IV.5 0,540 190,14
Ekstrak V.1 0,529 186,27
buah V.2 0,520 183,10
buncis V.3 0,533 187,68 186,76 2,55
210mg/kg V.4 0,530 186,62
bb V.5 0,540 190,14
Ekstrak VI.1 0,521 183,45
buah V1.2 0,528 185,92
buncis V1.3 0,520 183,10 183,94 1,42
420 mg/kg V1.4 0,525 184,86
bb V1.5 0,518 182,39




Lampiran 15. Kadar glukosa darah hewan uji T3

Kode _ Kadar
Kelompok hewan Absorbansi  Kadar rata-rata SD
(mg/dL)
1.1 0,188 69,89
1.2 0,195 72,49
Normal 1.3 0,192 71,38 72,05 1,45
.4 0,198 73,61
1.5 0,196 72,86
1.1 0,617 229,37
K (-) 1.2 0,605 224,91
CMC Na 1.3 0,624 231,97 228,99 2,67
0,5% 1.4 0,614 228,25
1.5 0,620 230,48
K (4) 1.1 0,286 106,32
Gliben 1.2 0,280 104,09
0,009 1.3 0,277 102,97 103,94 1,68
mg/200 g 1.4 0,281 104,46
bb 1.5 0,274 101,86
Ekstrak V.1 0,434 161,34
buah V.2 0,430 159,85
buncis IV.3 0,428 159,11 160 2,26
106 mg/lkg V.4 0,438 162,83
bb IV.5 0,422 156,38
Ekstrak V.1 0,375 139,41
buah V.2 0,359 133,46
buncis V.3 0,366 136,06 136,73 2,19
210mg/kg V.4 0,370 137,55
bb V.5 0,369 137,17
Ekstrak VI.1 0,294 104,09
buah V1.2 0,289 107,43
buncis V1.3 0,302 103,35 103,12 2,21
420 mg/kg V1.4 0,296 106,32
bb V1.5 0,298 102,23




Lampiran 16. Persamaan regresi linear kurva baku TEP

Konsentrasi (nmol/ml) Absorbansi
0 0,028
0,375 0,048
0,75 0,083
1,5 0,169
3 0,264
a =0,0265
b =0,0817
r =0,9926
persamaan =y =a+ bx

=y =0,0265+ 0,817x
x = kadar MDA

y = absorbansi

Kurva baku TEP

0,3
0,25
0,2

0,15

Absorbansi

0,1

0 0,5 1 15 2 2,5

Konsentrasi nmol/ml
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3,5



Lampiran 17. Kadar MDA hewan uji

Kelompok hl:\?vii Absorbansi  Kadar
1.1 0,040 1,65
1.2 0,045 2,26
Normal 1.3 0,041 1,77
1.4 0,042 1,90
1.5 0,044 2,14
1.1 0,108 9,98
KO 1.2 0,099 8,87
CMC Na 0,5 % 1.3 0,102 9,24
1.4 0,107 9,85
1.5 0,104 9,49
.1 0,053 3,24
K (+) Gliben 0,009 .2 0055 3,49
mg/200 g bf) 1.3 0,049 2,75
1.4 0,051 3,00
1.5 0,054 3,37
V.1 0,085 7,16
Ekstrak buah V.2 0,080 6,95
buncis 105 mg/kg V.3 0,084 7,04
bb V.4 0,088 7,53
IV.5 0,079 6,43
V.1 0,068 5,08
Ekstrak buah V.2 0,074 5,81
buncis 210 mg/kg V.3 0,073 5,69
bb V.4 0,077 6,18
V.5 0,069 5,20
VI.1 0,056 3,61
Ekstrak buah V1.2 0,054 3,37
buncis 420 mg/kg VI.3 0,060 4,10
bb VI.4 0,053 3,24
VI.5 0,051 3,00
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Lampiran 18. Hasil statistik berat badan tikus T,

Tests of Normality

86

Berat Badan T, Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Kelompok Normal 191 5 2007 .932 5 .608

K(-) .213 5 200" .969 5 .870

K (+) 193 5 200 957 5 787

EBB 105 mg/kg bb .259 5 200" .830 5 .138

EBB 210 mg/kg bb .203 5 200" .923 5 .549

EBB 420 mg/kg bb .184 5 .200° .978 5 921

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.

Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa nilai sig. dari masing-
masing kelompok > 0,05 (H, diterima) maka dapat disimpulkan bahwa data
tersebut terdistribusi normal sehingga dapat dilanjutkan dengan pengujian

Anova.

Test of Homogeneity of Variances

Berat Badan T,

Levene Statistic dfl df2 Sig.
.739 5 24 .602
ANOVA
Berat Badan T,
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1322.700 5 264.540 12.266 .000
Within Groups 517.600 24 21,567
Total 1840,300 29

Dari ouput ANOVA diatas diketahui bahwa nilai sig. = 0,000 < 0,05 (Ho ditolak)
maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan kadar gula darah tikus yang

signifikan pada setiap kelompok.



Multiple Comparisons
Berat Badan
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Tukey HSD
(1) kelompok (J) kelompok Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1-9) Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound
Normal K () 20,600 2.937| .000 11,52 29.68
KH#) 9.000 2.937| .053 -.08 18.08
105 mg/kg bb 15.600" 2.937| .000 6.52 24.68
210 mg/kg bb 11,600 2.937| .007 2.52 20,68
420 mg/kg bb 17.000" 2.937| .000 7.92 26.08
K () Normal -20,600" 2.937| .000 -29.68 -11,52
K+ -11,600 2.937| .007 -20,68 -2.52
105 mg/kg bb -5.000 2.937| .543 -14.08 4.08
210 mg/kg bb -9.000 2.937| .053 -18.08 .08
420 mg/kg bb -3.600 2.937| .820 -12.68 5.48
K (+) Normal -9.000 2.937| .053 -18.08 .08
K () 11,600 2.937| .007 2.52 20,68
105 mg/kg bb 6.600 2.937| .254 -2.48 15.68
210 mg/kg bb 2.600 2.937| .946 -6.48 11,68
420 mg/kg bb 8.000 2.937| .107 -1,08 17.08
105 mg/kg bb Normal -15.600 2.937| .000 -24.68 -6.52
K@) 5.000 2.937| .543 -4.08 14.08
K (+) -6.600 2.937| .254 -15.68 2.48
210 mg/kg bb -4.000 2.937| .748 -13.08 5.08
420 mg/kg bb 1,400 2.937| .997 -7.68 10,48
210 mg/kg bb Normal -11,600" 2.937| .007 -20,68 -2.52
K() 9.000 2.937| .053 -.08 18.08
K(+) -2.600 2.937| .946 -11,68 6.48
105 mg/kg bb 4.000 2.937| .748 -5.08 13.08
420 mg/kg bb 5.400 2.937| .462 -3.68 14.48
420 mg/kg bb Normal -17.000" 2.937| .000 -26.08 -7.92
K() 3.600 2.937| .820 -5.48 12.68
K (+) -8.000 2.937| .107 -17.08 1,08
105 mg/kg bb -1,400 2.937| .997 -10,48 7.68
210 mg/kg bb -5.400 2.937| .462 -14.48 3.68

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

Berat Badan T,
Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0,05
N 1 2 3
K () 5 186.40
420 mg/kg bb 5 190,00 190,00
105 mg/kg bb 5 191,40 191,40
210 mg/kg bb 5 195.40 195.40
K(+) 5 198.00 198.00
Normal 5 207.00
Sig. .053 107 .053

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000,




Lampiran 19. Hasil statistik berat badan tikus T3

Tests of Normality

88

Berat Badan T; Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Kelompok Normal 187 5 200" .960 5 .810

K(-) .190 5[ .200° .953 5 .760

K (+) 243 5 .200" 922 5 544

105 mg/kg bb 201 5[ .200° 927 5 576

210 mg/kg bb .235 5[ .200° .903 5 429

420 mg/kg bb 243 5 .200" .933 5 617

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.
Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa nilai sig. dari masing-
masing kelompok > 0,05 (H, diterima) maka dapat disimpulkan bahwa data
tersebut terdistribusi normal sehingga dapat dilanjutkan dengan pengujian

Anova.
Test of Homogeneity of Variances

Berat Badan T;

Levene Statistic dfl df2 Sig.

.890 5 24 .503
ANOVA
Berat Badan T,
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 2784.000 5 556.800 24.839 .000
Within Groups 538.000 24 22.417
Total 3322.000 29




Berat Badan T3

Multiple Comparisons
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Tukey HSD
(1) kelompok (J) kelompok Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1-J) Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound

Normal K(-) 31,800 2.994| .000 22.54 41,06
K (+) 10,600 2.994| .018 1,34 19.86
105 mg/kg bb 20,400 2.994| .000 11,14 29.66
210 mg/kg bb 14.800" 2.994| .001 5.54 24.06
420 mg/kg bb 17.200° 2.994| .000 7.94 26.46

K(-) Normal -31,800" 2.994| .000 -41,06 -22.54
K (+) -21,200" 2.994| .000 -30,46 -11,94
105 mg/kg bb -11,400 2.994( .010 -20,66 214
210 mg/kg bb -17.000" 2.994| .000 -26.26 -7.74
420 mg/kg bb -14.600" 2.994| .001 -23.86 -5.34

K (+) Normal -10,600" 2.994| .018 -19.86 -1,34
K@) 21,200 2.994| .000 11,94 30,46
105 mg/kg bb 9.800" 2.994| .034 .54 19.06
210 mg/kg bb 4.200 2.994| .725 -5.06 13.46
420 mg/kg bb 6.600 2.994| .272 -2.66 15.86

105 mg/kg bb Normal -20,400" 2.994 | .000 -29.66 -11,14
K () 11,400 2.994| .010 2.14 20,66
K(+) -9.800 2.994| .034 -19.06 -.54
210 mg/kg bb -5.600 2.994| .443 -14.86 3.66
420 mg/kg bb -3.200 2.994| .889 -12.46 6.06

210 mg/kg bb Normal -14.800" 2.994| .001 -24.06 -5.54
K(-) 17.000" 2.994| .000 7.74 26.26
K (+) -4.200 2.994| .725 -13.46 5.06
105 mg/kg bb 5.600 2.994| .443 -3.66 14.86
420 mg/kg bb 2.400 2.994| .964 -6.86 11,66

420 mg/kg bb Normal -17.200° 2.994| .000 -26.46 -7.94
K(-) 14.600" 2.994| .001 5.34 23.86
K (+) -6.600 2.994| .272 -15.86 2.66
105 mg/kg bb 3.200 2.994| .889 -6.06 12.46
210 mg/kg bb -2.400 2.994| .964 -11,66 6.86

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

Berat Badan T;
Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0,05
N 1 2 3 4

K () 5 184.00

EBB 105 mg/kg bb 5 195.40

EBB 420 mg/kg bb 5 198.60 198.60

EBB 210 mg/kg bb 5 201,00 201,00

K (+) 5 205.20

Normal 5 215.80

Sig. 1,000 443 272 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000,



Lampiran 20. Hasil statistik kadar glukosa darah T1

Tests of Normality

90

Kadar Glukosa Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.

Kelompok Normal 220 5 200 .956 5 779

K@) .182 5 .200° .964 5 .839

K (+) 190 5[ .200" 943 5 684

150 mg/kg bb .281 5| .200° .892 5 .367

210 mg/kg bb .204 5| .200° .976 5 914

420 mg/kg bb 179 5| .200" .952 5 .753

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.
Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa nilai sig. dari masing-
masing kelompok > 0,05 (H, diterima) maka dapat disimpulkan bahwa data
tersebut terdistribusi normal sehingga dapat dilanjutkan dengan pengujian

Anova.

Test of Homogeneity of Variances

Kadar glukosa

Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.025 5 24 111
ANOVA
Kadar glukosa
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 104159.366 5 20831,873 2488.978 .000
Within Groups 200,872 24 8.370
Total 104360,238 29

Dari ouput ANOVA diatas diketahui bahwa nilai sig. = 0,000 < 0,05 (Hg
ditolak) maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan kadar gula darah
tikus yang signifikan pada setiap kelompok.



Multiple Comparisons
Kadar Glukosa
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Tukey HSD
(1) kelompok (J) kelompok Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1-J) Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound
Normal K@) -157.394" 1,830 | .000 -163.05 -151,74
K (+) -161,842" 1,830 | .000 -167.50 -156.18
105 mg/kg bb -155.788" 1,830 | .000 -161,45 -150,13
210 mg/kg bb -156.630" 1,830| .000 -162.29 -150,97
420 mg/kg bb -158.468" 1,830| .000 -164.13 -152.81
K@) Normal 157.394 1,830| .000 151,74 163.05
K (+) -4.448 1,830| .185 -10,11 1,21
105 mg/kg bb 1,606 1,830 | .948 -4.05 7.26
210 mg/kg bb .764 1,830 .998 -4.89 6.42
420 mg/kg bb -1,074 1,830] .991 -6.73 4.58
K (+) Normal 161,842" 1,830 | .000 156.18 167.50
K () 4.448 1,830| .185 -1,21 10,11
105 mg/kg bb 6.054" 1,830 .031 40 11,71
210 mg/kg bb 5.212 1,830| .083 -.45 10,87
420 mg/kg bb 3.374 1,830 | .458 -2.28 9.03
105 mg/kg bb Normal 155.788" 1,830| .000 150,13 161,45
K(-) -1,606 1,830 | .948 -7.26 4.05
K (+) -6.054" 1,830| .031 -11,71 -.40
210 mg/kg bb -.842 1,830 .997 -6.50 4.82
420 mg/kg bb -2.680 1,830| .689 -8.34 2.98
210 mg/kg bb Normal 156.630" 1,830 .000 150,97 162.29
K() -.764 1,830 .998 -6.42 4.89
K (+) -5.212 1,830 .083 -10,87 45
105 mg/kg bb .842 1,830 .997 -4.82 6.50
420 mg/kg bb -1,838 1,830 .912 -7.50 3.82
420 mg/kg bb Normal 158.468 1,830 .000 152.81 164.13
K() 1,074 1,830 .991 -4.58 6.73
K (+) -3.374 1,830 | .458 -9.03 2.28
105 mg/kg bb 2.680 1,830 .689 -2.98 8.34
210 mg/kg bb 1,838 1,830 .912 -3.82 7.50

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

Kadar Glukosa

Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0,05

N 1 2 3
Normal 5 69.96
105 mg/kg bb 5 225.75
210 mg/kg bb 5 226.59 226.59
K() 5 227.35 227.35
420 mg/kg bb 5 228.43 228.43
K(+) 5 231,80
Sig. 1,000 .689 .083

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000,
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Lampiran 21. Hasil statistik kadar glukosa AT: ( penurunan kadar glukosa
darah dari T1 ke T»)

Tests of Normality

kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

kadarglukosa Normal 215 5 200" 931 5 .603

K () .290 5 195 .865 5 .245

K (+) 245 5| .200° .895 5 382

105 mg/kg bb 255| 5| 200" 950 5 734

210 mg/kg bb 04| 5| 200" 932 5 610

420 mg/kg bb 231] 5| 200" 890 5 358

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

Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa nilai sig. dari masing-masing

kelompok > 0,05 (Ho diterima) maka dapat disimpulkan bahwa data tersebut

terdistribusi normal sehingga dapat dilanjutkan dengan pengujian Anova.

Test of Homogeneity of Variances

kadarglukosa

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1,128 5 24 372
ANOVA
Kadarglukosa
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 12868.317 5 2573.663 3453.006 .000
Within Groups 17.888 24 745
Total 12886.205 29

Dari ouput ANOVA diatas diketahui bahwa nilai sig. = 0,000 < 0,05 (H ditolak)
maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan penurunan kadar glukosa

darah yang signifikan pada setiap kelompok




Multiple Comparisons

Kadar Glukosa
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Tukey HSD
(1) kelompok (J) kelompok Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1-J) Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound

Normal K () -.282 546 .995 -1,97 141
KH#) 51,066 .546| .000 -52.75 -49.38
105 mg/kg bb -32.760" .546| .000 -34.45 -31,07
210 mg/kg bb -40,784" 546 | .000 -42.47 -39.10
420 mg/kg bb -45.440" 546 | .000 -47.13 -43.75

K () Normal .282 546 .995 -1,41 1,97
K+ 50,784 .546| .000 -52.47 -49.10
105 mg/kg bb -32.478" .546| .000 -34.17 -30,79
210 mg/kg bb -40,502" 546 | .000 -42.19 -38.81
420 mg/kg bb -45.158" 546 | .000 -46.85 -43.47

K (+) Normal 51,066 546 | .000 49.38 52.75
K(-) 50,784 546 | .000 49.10 52.47
105 mg/kg bb 18.306" 546 | .000 16.62 19.99
210 mg/kg bb 10,282" 546 | .000 8.59 11,97
420 mg/kg bb 5.626" 546 | .000 3.94 7.31

105 mg/kg bb Normal 32.760 546 | .000 31,07 34.45
K(-) 32.478" 546 | .000 30,79 34.17
K+ -18.306" 546 | .000 -19.99 -16.62
210 mg/kg bb -8.024 .546| .000 -9.71 -6.34
420 mg/kg bb -12.680" .546 | .000 -14.37 -10,99

210 mg/kg bb Normal 40,784" .546| .000 39.10 42.47
K() 40,502" .546| .000 38.81 42.19
K(+) -10,282" 546 | .000 -11,97 -8.59
105 mg/kg bb 8.024 .546| .000 6.34 9.71
420 mg/kg bb -4.656" .546 | .000 -6.34 -2.97

420 mg/kg bb Normal 45.440 .546 | .000 43.75 47.13
K() 45.158" .546 | .000 43.47 46.85
K (+) -5.626" .546| .000 -7.31 -3.94
105 mg/kg bb 12.680" .546 | .000 10,99 14.37
210 mg/kg bb 4.656" .546 | .000 2.97 6.34

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

KadarGlukosa
Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0,05
N 2 3 4 5

Normal 5 -.96

K (-) 5 -67

105 mg/kg bb 5 31,80

210 mg/kg bb 5 39.83

420 mg/kg bb 5 44.48

K (+) 5 50,11

Sig. .995 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000,
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Lampiran 22. Hasil statistik kadar glukosa AT, ( penurunan kadar glukosa
darah dari T1 ke T3)

Tests of Normality

kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

kadarglukosa Normal .203 5 2007 915 5 497

K@) .388 5 .013 722 5 .016

K (+) 244 5| .200" 814 5 104

105 mg/kg bb .253 5| .200° .882 5 319

210 mg/kg bb 152 5| .200° .995 5 .993

420 mg/kg bb 226 5| .200" .849 5 191

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

Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa ada nilai sig. dari salah satu
kelompok < 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data tersebut tidak terdistribusi
normal sehingga dilanjutkan dengan pengujian non parametrik.

NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
kadar 30 67.5073 54.35803 -3.32 135.30
kelompok 30 3.50 1.737 1 6
Kruskal-Wallis Test
Ranks
kelompok N Mean Rank
kadar Normal 5 4.00
K () 5 7.00
K (+) 5 23.00
dosis 105 mg/kg bb 5 13.00
dosis 210 mg/kg bb 5 18.00
Total 25
Test Statistics™”
kadar
Chi-square 22.338
df 4
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

kelompok



Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
kadar K (+) 5 8.00 40.00
dosis 105 mg/kg bb 5 3.00 15.00
Total 10
Test Statistics”
kadar
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
VA -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
kadar K (#+) 5 8.00 40.00
dosis 210 mg/kg bb 5 3.00 15.00
Total 10
Test Statistics”
kadar
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
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Ranks

Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
kadar K (+) 5 6.60 33.00

dosis 420 mg/kg bb 5 4.40 22.00

Total 10

Test Statistics”
kadar

Mann-Whitney U 7.000
Wilcoxon W 22.000
VA -1.149
Asymp. Sig. (2-tailed) .251
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .310°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
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Lampiran 23. Hasil statistik kadar MDA

Tests of Normality

Kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

kadar MDA kontrol normal .180 5| .200° .953 5 .756

kontrol negatif .190 5| .200" .959 5 .802

kontrol positif 193 5| .200" .958 5 793

105 mg/kgbb .207 5| .200" .942 5 .682

210 mg/kgbb .207 5| .200" .942 5 .682

420 mg/kgbb .189 5| .200" .961 5 .817

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

Dari data output diatas maka dapat diketahui bahwa nilai sig. dari masing-masing
kelompok > 0,05 (H, diterima) maka dapat disimpulkan bahwa data tersebut
terdistribusi normal sehingga dapat dilanjutkan dengan pengujian Anova.

Test of Homogeneity of Variances
kadar MDA

Levene Statistic dfl df2 Sig.
.620 5 24 .686
ANOVA
kadar MDA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 196.169 5 39.234 250,194 .000
Within Groups 3.764 24 157
Total 199.932 29

Dari ouput ANOVA diatas diketahui bahwa nilai sig. = 0,000 < 0,05 (Ho ditolak)
maka dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan penurunan kadar MDA yang
signifikan pada setiap kelompok



Multiple Comparisons
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KadarMDA
Tukey HSD
(1) kelompok  (J) kelompok Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1-J) Std. Error | Sig. | Lower Bound Upper Bound

Normal K(-) -7.54200" .25045| .000 -8.3164 -6.7676
K (+) -1,22600" .25045| .001 -2.0004 -.4516
105 mg/kg bb -4.99800" .25045| .000 -5.7724 -4.2236
210 mg/kg bb -3.64800" .25045| .000 -4.4224 -2.8736
420 mg/kg bb -1,52000" .25045| .000 -2.2944 -. 7456

K () Normal 7.54200° .25045| .000 6.7676 8.3164
K+ 6.31600" .25045| .000 5.5416 7.0904
105 mg/kg bb 2.54400 .25045| .000 1,7696 3.3184
210 mg/kg bb 3.89400 .25045| .000 3.1196 4.6684
420 mg/kg bb 6.02200 .25045| .000 5.2476 6.7964

K (+) Normal 1,22600" .25045| .001 4516 2.0004
K(-) -6.31600" .25045| .000 -7.0904 -5.5416
105 mg/kg bb -3.77200" .25045| .000 -4.5464 -2.9976
210 mg/kg bb -2.42200" .25045| .000 -3.1964 -1,6476
420 mg/kg bb -.29400 .25045| .845 -1,0684 4804

105 mg/kg bb  Normal 499800 .25045| .000 4.2236 5.7724
K(-) -2.54400" .25045| .000 -3.3184 -1,7696
K+ 3.77200 .25045| .000 2.9976 4.5464
210 mg/kg bb 1,35000 .25045| .000 5756 2.1244
420 mg/kg bb 3.47800 .25045| .000 2.7036 4.2524

210 mg/kg bb  Normal 3.64800° .25045| .000 2.8736 4.4224
K@) -3.89400" .25045| .000 -4.6684 -3.1196
K(+) 2.42200° .25045| .000 1,6476 3.1964
105 mg/kg bb -1,35000° .25045| .000 -2.1244 -.5756
420 mg/kg bb 2.12800 .25045| .000 1,3536 2.9024

420 mg/kg bb  Normal 1,52000" .25045| .000 .7456 2.2944
K() -6.02200° .25045| .000 -6.7964 -5.2476
K (+) .29400 .25045| .845 -.4804 1,0684
105 mg/kg bb -3.47800° .25045| .000 -4.2524 -2.7036
210 mg/kg bb -2.12800° .25045| .000 -2.9024 -1,3536

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

KadarMDA
Tukey HSD?
kelompok Subset for alpha = 0,05
N 1 2 3 4 5

Normal 5 1,9440

K (+) 5 3.1700

420 mg/kg bb 5 3.4640

210 mg/kg bb 5 5.5920

105 mg/kg bb 5 6.9420

K() 5 9.4860

Sig. 1,000 .845 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000,
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Lampiran 24.Hasil statistik korelasi antara kadar glukosa dengan kadar

MDA
Correlations
Kadar Glukosa | Kadar MDA
Kadar glukosa  Pearson Correlation 1 981"
Sig. (2-tailed) .000
N 30 30
Kadar MDA Pearson Correlation 981" 1
Sig. (2-tailed) .000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed).



