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ABSTRAK

Kondisi hiperglikemia pada penyakit diabetes mellitus tipe 2 dapat menyebabkan kematian sel baik pada sel
pankreas maupun sel lain. Pencegahan kematian sel tersebut diperlukan untuk mencegah terjadinya komplikasi
pada DMT2. Salah satu cara pencegahannya melalui konsumsi zat antioksidan. Kacang kedelai hitam varietas
detam Il memiliki kandungan senyawa flavonoid tinggi dan berperan dalam antioksidan. Penelitian dilakukan
selama 9 bulan dari bulan Februari- Oktober 2020 di Laboratorium Farmakologi dan Sitohistoteknologi STI1Kes
Mitra Keluarga. Metode penelitian yang digunakan yaitu Randomized Controlled Pretest-posttest design.
Kelompok sampel terbagi menjadi 5 kelompok yaitu kontrol negatif, positif, perlakukan dengan kadar tablet 500
mg/BB, 750 mg/BB, 1.000mg/BB, pembuatan preparat dengan metode paraffin dan pewarnaan HE. Hasil
pewarnaan menunjukkan perbaikan jaringan pankreas yang optimum terdapat pada kelompok tikus yang diberikan
tablet kedelai hitam varietas detam 11 750 mg/BB. Hasil penelitian ini menunjukkan kedelai hitam varietas detam
2 memiliki kemampuan mencegah kerusakan sel akibat kondisi stress oksidatif.

Kata kunci: jaringan pankreas, kedelai hitam, detam 11, diabetes mellitus tipe 2

ABSTRACT

Hyperglycemia in type 2 diabetes mellitus can cause cell death in both pancreatic f cells and other
cells. Prevention of cell death is needed to prevent complications in T2DM. One way to prevent this is
through consumption of antioxidants. Detam Il black soybean varieties contain high flavonoid
compounds and play a role in antioxidants. The research was conducted for 9 months from February to
October 2020 at the Laboratory of Pharmacology and Cytohistotechnology, STIKes Mitra Keluarga.
The research method used was the Randomized Controlled Pretest-post test design. The sample group
was divided into 5 groups, namely negative control, positive control, treated with tablet levels of 500
mg / BW, 750 mg / BW, 1,000 mg / BW, preparation of preparations using the paraffin method and HE
staining. The results of the staining showed that the optimum repair of pancreatic tissue was found in
the group of rats given black soybean tablets of detam Il variety 750 mg / BW. The results of this study
indicate that the detam Il variety black soybeans have the ability to prevent cell damage due to oxidative
stress conditions.

Keywords: pancreatic tissue, black soybean, detam Il, diabetes mellitus type 2.
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Pendahuluan

Diabetes mellitus (DM) merupakan salah
satu penyakit tidak menular (PTM) dari empat
PTM yang masuk ke dalam rencana strategis
kementerian kesehatan tahun 2015-2019 untuk
pengendalian dan pencegahannya. Hal ini
dikarenakan jumlah penderita DM di Indonesia
terus meningkat dalam dua dekade terakhir dan
DM dengan komplikasi merupakan penyebab
kematian nomor tiga di Indonesia®. Penderita
diabetes mellitus tipe 2 (DMT2) merupakan
90% dari seluruh diabetes?. Diabetes mellitus
tipe 2 (DMT2) disebabkan karena adanya
gangguan metabolik dan resistensi sel terhadap
insulin. Gangguan metabolik dapat dikarenakan
menurunnya produksi insulin oleh sel f
pankreas sedangkan resisten insulin merupakan
kondisi menurunnya respon sensitivitas sel atau
Kedua faktor

tersebut mengakibatkan tubuh berada dalam

jaringan terhadap insulin®.

kondisi  hiperglikemia sehingga glukosa
menumpuk di dalam darah tetapi tidak dapat
masuk ke dalam sel karena reseptor insulin pada
membran sel telah resisten.

Glukosa dalam darah tetap dibutuhkan sel
sebagai sumber energi, karena kedua faktor
diatas, glukosa tidak dapat masuk ke dalam sel
menyebabkan ketidakstabilan elektron
sehingga terbentuk radikal bebas superoksida
(O2) yang dapat menyebabkan kematian sel®.
Jika kematian sel berlangsung lama maka
DMT2 dapat berkembang dari akut menjadi
kronis yang ditandai dengan adanya komplikasi
pada beberapa organ penting®. Salah satu solusi
dalam mengatasi radikal bebas melalui asupan
nutrisi yang memiliki kemampuan antioksidan

tinggi untuk menetralkan radikal bebas di dalam
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sel sehingga kematian sel dapat dihindari.
Ekstrak kedelai hitam varietas detam |1 terbukti
dapat memperbaiki jaringan ginjal pada tikus
yang terpapar logam timbal®. Ekstrak kacang
kedelai mempunyai aktivitas hipoglikemik dan
meningkatkan ekspresi insulin®. Berdasarkan
hal tersebut diduga kacang kedelai hitam
varietas detam Il juga memiliki potensi sebagai
sumber antioksidan dan aktivitas hipoglikemik
dengan cara memperbaharui dan mencegah
kematian sel P pankreas pada kasus DMT2.
Penelitian ini bertujuan mendapatkan kadar
optimum dari tablet kacang kedelai hitam
varietas detam Il dalam memperbaiki jaringan
pankreas pada tikus dengan kondisi DMT2

akibat induksi streptozotozin-nikotinamid.

Metode

Rancangan penelitian yang digunakan
yaitu Randomized Controlled Pretest-post test
design. Jumlah Sampel yang digunakan
sebanyak 30 ekor tikus wistar. kelompok hewan
uji tikus dibagi atas 3 kelompok kontrol
(normal, positif dan negatif) dan 3 kelompok
sediaan tablet dengan masing-masing dosis 500
mg, 750 mg dan 1000 mg.
Pembuatan Tablet

Pembuatan tablet kacang kedelai hitam
varietas detam 11 dengan metode slugging yaitu
biji kedelai hitam varietas detam Il dihaluskan
menggunakan blender kemudian disaring agar
memperoleh serbuk kedelai dengan ukuran
molekul yang sama. Setelah itu, bubuk kedelai
ditimbang dengan kadar 250 mg/tablet dan
ditambahkan bahan pengisi
MCC102, PVP K30, SSG, MgS dan Gelatin

sampai komposisi berat tablet 700mg. setelah

tablet seperti
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semua bahan tercampur dimasukkan ke dalam
mesin pembuatan tablet.

Pengujian Efek Antihiperglikemik.

efek

meliputi, kelompok hewan uji tikus dibagi atas

Pengujian antihiperglikemik

3 kelompok kontrol (normal, positif dan
negatif) dan 3 kelompok sediaan tablet dengan
masing-masing dosis 500 mg, 750 mg dan 1000
mg. Perhitungan hari (HO) dimulai pada saat
sampel berada di kandang hewan. Pada hari TO
dilakukan pengecekan kadar glukosa sewaktu
pada semua kelompok dengan glukometer
metode strip. Kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan diberi streptozotozin-nikotinamid
pada hari ke-4. Pada hari ke-5 semua kelompok
tikus dilakukan pengecekkan glukosa puasa.

kadar

dilakukan dengan menggunakan glukometer

Pengukuran glukosa puasa
setelah hewan uji dipuasakan selama x10jam.
Pengambilan sampel darah dilakukan melalui
Pada hari

perlakukan diberikan tablet kacang kedelai

vena lateralis. ke-7 kelompok
hitam varietas detam Il selama 28 hari dan
setiap minggunya akan dilakukan pengecekkan
glukosa puasa pada semua kelompok tikus
hingga hari ke 34 hari. Setelah dilakukan
pengecekkan  glukosa  puasa,  sampel
didekapitasi dengan cara cervical dislocation.
Setelah dikorbankan kemudian organ pankreas
tikus dimasukkan ke dalam larutan formalin dan
didiamkan selama 10 jam untuk selanjutnya
dibuat preparat histologi dengan metode blok
parafin dan pengecetan HE.
Pembuatan Blok Jaringan

Jaringan pankreas yang telah diambil
dipotong melintang menjadi 2 bagian yang sama

untuk mempercepat proses fiksasi pada larutan
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formalin 10% selama 10 jam. Masukkan
jaringan yang telah di fiksasi ke dalam blok
stainless ratakan permukaan jaringan kemudian
tuangkan paraffin cair ke 1/2 cetakan blok
stainless lalu beri penyaring plastik agar
jaringan menempel ke dalam penyaring plastik
tersebut kemudian menuang kembali parafin
cair sampai batas maksimum blok stainless.
Diamkan sampai beku dan paraffin mudah
dilepaskan dari cetakan blok stainless.
Pemotongan jaringan dan pembuatan
sediaan
Blok parafin yang berisi jaringan
dilakukan trimming pada mikrotom agar lapisan
lilin yang menutupi preparat terkikis.
Jika bagian preparat sudah terlihat dengan baik
maka hasil pemotongan jaringan dengan
mikrotom diletakkan ke dalam waterbath lalu
diambil hasil potongan jaringan tersebut dengan
objek glass. Lalu objek glass yang berisi sayatan
jaringan ditaruh sebentar diatas hot plate untuk
menghilangkan parafin yang tersisa. Setelah itu
preparat jaringan siap untuk di lakukan
pewarnaan HE.
Prosedur Pewarnaan HE
Preparat jaringan yang masih terdalam
dilakukan

merendam jaringan ke larutan xylol selama 1

parafin deparafinisasi  dengan
jam. Setelah itu dilakukan rehidrasi dengan
mencelupkan preparat ke dalam larutan alkohol
bertingkat mulai dari konsentrasi tinggi ke
rendah yaitu 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%,
30%.
tingkatan persentase alkohol yaitu 5 menit.

Setelah dicelupkan ke dalam alkohol 30%

Lamanya pencelupan pada setiap

preparat direndam ke dalam aquades selama 10

menit agar mempermudah masuknya senyawa
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hemaktosilin yang bersifat hidrofilik pada saat
direndam ke dalam larutan hematoksilin selama
5 menit.

Preparat yang telah direndam dalam
hematoksilin dibilas dengan air mengalir selam
5 menit kemudian lakukan proses dehidrasi
dengan mencelupkan preparat pada larutan
alkohol mulai dari tingkat persentase yang
rendah ke tinggi seperti 30%, 40%. 50%, 60%,
70%, 80%, dan 90%.
preparat ke dalam larutan Orange-G selama 3

Setelah itu rendam

menit lalu celupkan preparat ke dalam alkohol
96% sebanyak 8 kali. Setelah itu, rendam
preparat ke dalam larutan eosin-alkohol selama
3 menit, lalu preparat dicelupkan kembali ke
dalam alkohol 96% sebanyak 8 Kali.

Setelah itu dilakukan proses clearing
dengan mencelupkan preparat ke dalam larutan
(3:1) sebanyak 4x,
(1:1) sebanyak 4x,
alkohol:xylol (1:3) sebanyak 4x, Xylol 1 selama

alkohol:xylol larutan

alkohol:xylol larutan
5 menit, Xylol 2 selama 5 menit, dan Xylol 3
selama 5 menit. Tiriskan sisa larutan xylol pada
preparat kemuduan tutup preparat dengan cover
glass menggunakan entelan. Perhatikan jangan
sampai ada gelembung didalam cover glass
karena dapat mengganggu pengamatan jaringan
di dalam mikroskop (Sudiana, | Ketut. 2013).
Pengamatan jaringan

Preparat jaringan pankreas diamati
dibawah mikroskop dengan perbesaran 10x dan
40x. Pengambilan gambar pada mikroskop
menggunakan kamera yang dekatkan dengan

lensa okuler.
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Hasil

Pengukuran berat badan tikus dilakukan
secara bertahap. Pengukuran berat badan tikus
bertujuan untuk mengetahui adanya perubahan
yang dipengaruhi karna pemberian perlakuan.
Diagram batang hasil rata-rata berat badan tikus

dapat dilihat pada Tabel 1 dibawah ini.

Tabel 1. Rata-Rata Berat Badan Hewan Uji
(sumber: data primer)

Pengukuran Kelompok Perlakuan

BB (mg) 1 2 3 4 5 6
BB Awal 109 995 104 126 120 112
BB Tengah 205 190 194 201 203 171
BB Akhir 216 225 200 227 203 190

Ket: 1. Normal, 2. Positif, 3. Negatif, 4. 500mg/BB,
5. 7750 mg/BB, 6. 1.000 mg/BB.

Kriteria hewan uji diabetes mellitus tipe
2 yang menggunakan tikus putih (Rattus
novergicus) strain Wistar yaitu berjenis kelamin
jantan, berusia 4-6 minggu, berat badan 150-
200 gram, dalam kondisi sehat dan tidak
menderita DM dengan kadar glukosa darah
(Wulansari, 2018). Penimbangan berat badan
dapat digunakan sebagai salah satu parameter
obesitas pada hewan uji yang berhubungan
dengan perkembangan resistensi insulin akibat

diinduksi streptozotozin-nikotinamid.

Hasil Rata-Rata Nilai Glukosa Darah

Sewaktu

Setelah hewan uji masuk kedalam kriteria
inklusi maka penelitian dilanjutkan ke tahap
pemeriksaan gula darah sewaktu (GDS)
sebelum pemberian streptotozocin-nikotinamid
(TO) dan dilanjutkan dengan penyuntikan
didaerah

pada kelompok

streptotozocin-nikotinamid
intraperitoneal hewan uji
positif, negatif dan perlakuan tablet kedelai

hitam detam 1l 500 mg/BB, 750 mg/BB, dan
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1.000mg/BB. Setelah itu, 48 jam setelah Tabel 2. Rata-rata Nilai GDS

) . . (sumber: data primer)
pemberian streptotozocin-nikotinamid Nilai Kelompok Perlakuan
dilakukan pemeriksaan gula darah sewaktu GDS 1 2 3 4 5 6
(T1) dan selang 7 hari setelah T1 dilakukan (mg/Dl)

. TO 118 117 108 114 128 130
pemeriksaan gula darah sewaktu sebanyak 4 T1 122 244 144 107 155 104
kali (T2, T3, T4 dan T5). Hasil Pengukuran T2 107 202 186 139 250 153
glukosa darah sewaktu (GDS) dapat dilihat T3 114 244 152 156 236 109
pada Tabel 2. dibawah ini: T4 192 183 114 119 173 115

T5 105 222 125 107 156 104
Rata- 126 202 123 124 183 119
rata

Ket: 1. Normal, 2. Positif, 3. Negatif, 4. 500mg/BB,
5. 7750 mg/BB, 6. 1.000 mg/BB.

Hasil Preparat Jaringan Pankreas

Gambar 1. Histologi pankreas tikus putih

Keterangan: Wistar pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) pada beberapa kelompok eksperimen. A. Sel islet (tanda
panah hitam) di pulau langerhans yang dikelilingi sel acinar (tanda panah biru) pada kelompok tikus normal. B.
Sel islet dikelilingi sel acinar yang mulai terdapat vakuola kecil dan terdapat jarak pada interlobular sel asinar yang
menandakan kematian sel pada kelompok tablet kacang kedelai hitam varietas detam 11 500mg/BB. C. Sel islet
dikelilingi sel acinar yang tersusun padat tetapi masih terdapat terdapat jarak pada interlobular sel asinar pada
kelompok tablet kacang kedelai hitam varietas detam 11 750mg/BB. D. Sel isletdikelilingi sel acinar yang terdapat
terdapat jarak renggang pada interlobular sel asinar pada kelompok tablet kacang kedelai hitam varietas detam 11
1.000mg/BB. E. Pulau langerhans yang terdapat hanya sedikit sel islet akibat induksi streptozotocin-nikotinamid
pada kelompok positif. F. Pulau langerhans yang berongga karena sebagian sel islet mengalami kematian dan
terdapat rongga intralobular (panah berwarna hijau) serta rongga intralobular pada sel asinar pada kelompok
negatif. (Sumber: Data Primer).
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Pembahasan

Menurut Otto, G.M., et al. 2015 rentang
nilai glukosa darah normal pada tikus jantan
putih yaitu 115 £ 16.9 mg/dL atau minimal 98.1
mg/dL 131.9 mg/dL".
Berdasarkan hal itu hasil rata-rata pemeriksaan
TO pada Tabel 2.

menunjukkan hasil dalam rentang nilai normal.

dan  maksimal

gula darah sewaktu

Hasil pemeriksaan gula darah sewaktu T1 yang
menunjukkan terjadinya hiperglikemia atau
diatas nilai fisiologis glukosa darah normal
tikus terjadi pada kelompok positif dan
kelompok perlakuan tablet kedelai hitam detam
Il 750mg/BB sedangkan keempat kelompok
lainnya masih berada direntang nilai normal.
Nilai glukosa darah yang normal pada keempat

kelompok tersebut mungkin disebabkan karena

efek  induksi induksi streptotozocin-
nikotinamid belum terlihat’.
Menurut Husna, F., et al,. 2019

streptozotozin bersifat toksik terhadap sel P
pankreas dan efeknya dapat terlihat 72 jam
setelah  pemberian  streptozotozin  dan
tergantung pada dosis pemberian®. Hal ini juga
dibuktikan

histologi jaringan pankreas dari hasil penelitian.

dari hasil gambaran preparat

Hasil pewarnaan HE pada jaringan
pankreas memiliki kesesuaian dengan hasil
rata-rata pemeriksaan glukosa darah sewaktu.
Pada kelompok positif dengan nilai rata-rata
glukosa darah sewaktu sebesar 202 mg/dL
(Tabel 2) paling tinggi diantara kelompok yang
lain. Hal ini menandakan keberhasilan induksi
streptozotocin-nicotinamid dalam
mengkondisikan hewan uji menjadi diabetes
mellitus  tipe 2.

Streptozotocin  mampu

mempengaruhi glukosa darah melalui tiga
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mekanisme yaitu 1) Penumpulan respon insulin

tahap pertama, 2) Penurunan sensitifitas insulin

sebagai respon terhadap glukosa sehingga

menyebabkan hiperglikemia, 3) Penggagalan

sel B dalam memberikan stimulasi terhadap
respon insulin yang wajarn®.

Berbeda dengan halnya pada kelompok
negatif yang memiliki nilai rata-rata hasil
glukosa darah sewaktu yang tidak stabil.
Sempat mengalami kenaikan pada T2 lalu turun
pada T3 dan T4 kemudian terjadi peningkatan
pada T5. Nilai glukosa darah sewaktu yang
tidak stabil tersebut menandakan memang
terjadinya kerusakan pada jaringan pankreas
yang dapat diliihat pada, dimana terdapat pulau
sel

langerhans yang isletnya mengalami

kematian sel dan terdapat rongga pada

interlobar dan intralobular pada sel asinar.
Selain itu, hewan uji yang diinduksi
streptozotocin dalam menimbulkan gejala
diabetes mellitus tipe 2 memiliki tiga fase yaitu
kadar darah

(hiperglikemia) dan diikuti penurunan glukosa

peningkatan glukosa
darah (hipoglikemia), lalu diikuti hiperglikemia
permanen?®,
Kerusakan sel
ditimbulkan akibat

nikotinamid dikarenakan zat tersebut masuk

B pankreas yang

induksi  streptozotocin-
kedalam sel B pankreas melalui membrane
transporter glukosa-2 (GLUT-2)!. Masuknya
streptozotocin-nikotinamid menyebabkan
pelepasan radikal bebas yang memicu stress
oksidatif

Superoxide oxidants (O;") merupakan salah satu

instraseluler sel B pankreas®?
radikal bebas yang diproduksi sel B pankreas
yang dapat menyebabkan kematian sel sehingga

menyebabkan terjadinya inflamasi akut pada
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jaringan pankreas!®. Tanda adanya inflamasi
akut akibat kerusakan dapat berupa kenaikan
kadar C-Reaktif Protein dan kreatinin!*, Banyak
kematian sel

B pankreas menyebabkan

hiperglikemia ringan —sedang, peningkatan

HbA1C,  glukosuria  dan  polifagial®.
Hiperglikemia mempengaruhi  peningkatan
nilai HbA1C?,

Hasil morfologi jaringan pankreas pada
kelompok perlakuan tablet kacang kedelai
hitam varietas detam 11 500 mg/BB, 750 mg/BB
dan 1.000mg/BB (Gambar 4, 5, dan 6) juga
terdapat tanda kerusakan pada jaringan. Namun
kerusakan tersebut tidak separah kerusakan
jaringan pada kelompok positif dan negatif
(Gambar 2 dan 3). Pada ketiga kelompok
perlakuan masih terdapat sel islet dan sel acinar
yang tersusun padat walau terdapat vakuola dan
rongga interlobular. Gambaran morfologi pada
jaringan pankreas pada ketiga kelompok
tersebut sesuai dengan hasil nilai rata-rata
yang
mengalami penurunan. Kesesuaian kedua hasil

glukosa darah  sewaktu konstan
tersebut menunjukkan bahwa kedelai hitam

varietas detam Il memiliki kemampuan
hipoglikemia yang dapat menurunkan kadar
glukosa darah. Kandungan fitokimia pada
kedelai hitam yaitu isoflavon, sterol, asam fitat,
saponin, dan fenolik yang efektif terhadap
kesehatan manusia dan mencegah berbagai
penyakit kronis salah satunya diabetes mellitus
tipe 2. Penelitian lain menyebutkan bahwa
kedelai hitam memiliki kandungan antioksidan
terbesar di antara varietas yang lain karena
adanya senyawa fenolik khususnya didominasi

oleh senyawa antosianin pada lapisan bijinya®.
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Hasil penelitian ini menunjukkan kedelai

hitam varietas detam Il memiliki kemampuan
hipoglikemik. Kecepatan penurunkan kadar
glukosa darah pada tablet kedelai hitam varietas
detam |l lebih cepat dibandingkan dengan
glibenklamid dan dapat mencegah kerusakan
akibat kondisi

sel stress oksidatif karena

senyawa antioksidan yang dikandungnya.

Kesimpulan dan Saran
Kedelai hitam varietas detam Il (Glycine
L.)

memperbaiki jaringan pankreas pada tikus

max mempunyai  efektivitas dalam
dengan kondisi DMT2 dengan dosis yang
paling baik yaitu 750 mg/BB. Penelitian
lanjutan disarankan lebih menggunakan teknik
imunohistokimia agar dapat mendeteksi
perbaikan sel beta pankreas yang baru dapat

menjalankan fungsi fisiologisnya.
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