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RINGKASAN

Sargassum sp merupakan salah satu jenis rumput laut coklat sebagai
sumber polifenol di bidang perikanan dan kelautan. Polifenol merupakan
senyawa bioaktif alami yang memiliki ciri adanya cincin aromatik dan satu gugus
hidroksil sehingga dapat bertindak sebagai penagkal radikal bebas dalam tubuh.
Polifenol memiliki kemampuan sebagai antioksidan, antivirus, antialergi,
antikangker dan antihperglikemik. Diabetes mellitus merupakan salah satu
penyakit yang disebabkan gangguan metabolik dan memiliki karakteristik
hiperglikemik atau kadar glukosa tinggi diatas kadar normal. Tingginya kadar
glukosa dapat menyebabkan penumpukan radikal bebas dalam tubuh dan
menjadi manivestasi terjadinya kerusakan sel pada organ. Hati merupakan organ
yang rentan terhadap gangguan metabolik, toksis, mikroba, dan radikal bebas.
Pencegahan hiperglikemik dan radikal bebas pada penderita diabetes melitus
dapat dilakukan pemberian polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengetahui kemampuan polifenol pada Sargassum sp sebagai antihiperglikemik
dan mencegah kerusakan sel histopatologi hati

Prosedur pembuatan ekstrak yaitu Sargassum sp dikeringkan,
ditepungkan, dimaserasi dengan pelarut metanol p.a, disaring, dipekatkan,
disemprot gas N, dan dikering bekukan. Kadar florotanin ditentukan dengan
menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Kadar florotanin ekstrak ditentukan
dengan spektrofotometer dengan menggunakan floroglusinol sebagai standar.

Pengujian dalam penelitian ini dilakukan pada tikus (Rattus norvegicus)
dengan berat badan + 200 g. Tikus diabetes melitus didapat dengan menginduksi
streptozotocin dosis 40 mg/kg BB dalam larutan penyangga sitrat pH 4,5. Tikus
dengan kadar glukosa darah > 200 mg/dL pada hari ketujuh setelah
penginduksian digunakan dalam penelitian. Perlakuan dalam uji ini meliputi
normal, normal + gliklazid 30 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen,
diabetes melitus, diabetes melitus + gliklazid 30 mg/kg BB yang dilarutkan dalam
minyak wijen, diabetes melitus + ekstrak 200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam
minyak wijen, diabetes melitus + ekstrak 400 mg/kg BB yang dilarutkan dalam
minyak wijen, dan diabetes melitus + ekstrak 600 mg/kg BB yang dilarutkan
dalam minyak wijen. Pengamatan kadar glukosa darah dilakukan pada hari ke-45.
Pada hari ke-46 tikus coba dibedah untuk pengujian histpatologi hati.

Hasil menunjukkan bahwa yield ekstrak Sargassum sp sebesar 0,31%.
Kadar florotanin ekstrak Sargassum sp sebesar 0,00067496 mg/mg sampel.
Kadar florotanin yang terserap pada tikus coba perlakuan E (dosis 200 mg/kg
BB) yaitu 98,84%, pada perlakuan F (dosis 400 mg/kg BB) sebesar 99,66%, dan
pada perlakuan G (dosis 600 mg/kg BB) yaitu 99,75%.

Hasil pengamatan kadar glukosa darah pada akhir masa penelitian
menunjukkan bahwa florotanin ekstrak Sargassum sp dosis 600 mg/kgBB belum
mampu menurunkan kadar glukosa darah dan histopatologi hati tikus coba
mencapai kondisi normal.

Kata kunci: diabetes melitus, florotanin, histopatologi, Sargassum sp
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sargassum sp merupakan salah satu jenis rumput laut yang termasuk
dalam kelompok rumput laut coklat (Phaeophyta) (Kadi, 2014). Sargassum sp
adalah salah satu tanaman sumber polifenol di bidang perikanan dan kelautan
(Firdaus, 2011). Sargassum sp atau rumput laut coklat memiliki fungsi kesehatan,
dapat dimanfaatkan sebagai bahan pangan fungsional , serta dapat memberikan
pengaruh positif terhadap kesehatan tubuh (Arie et al.,, 2013). Keuntungan
produk Sargassum sp juga berpotensi untuk digunakan sebagai obat kanker,
alergi, diabetes, stres oksidatif, inflamasi, obesitas, hipersensitif dan penyakit
degeneratif lainnya yaitu karena adanya kandungan senyawa bioaktif polifenol
(Mohamed et al., 2012).

Polifenol merupakan senyawa bioaktif yang memiliki ciri-ciri adanya
cincin aromatik dengan satu gugus hidroksil, sehingga polifenol memiliki sifat
polar dan mampu bertindak sebagai penangkal radikal bebas (Baihakki et al.,
2014). Polifenol memiliki kemampuan sebagai antioksidan, antialergi, antivirus,
antimikroba, antikanker, apoptosis, dan sebagai penurun hiperglikemik juga
penangkal radikal bebas (Ridwan et al., 2012). Komponen fenolik mampu
menghambat oksidasi lipid dengan menyumbangkan atom hidrogen kepada
radikal bebas (Septiana dan Asnani, 2012). Polifenol sangat stabil sehingga
dapat dijadikan pilihan sebagai antioksidan (Thomas dan Kim, 2012). Polifenol
yang terkandung dalam Sargassum sp salah satunya adalah golongan florotanin.
Florotanin pada rumput laut coklat yang merupakan polimer dari floroglusinol
(1,3,5-trinydroxybenzene) (Casas et al., 2016). Polimer tersebut ditemukan
dalam ganggang coklat dan dibentuk oleh polimerisasi dari floroglusinol (Suleria

et al.,, 2016). Florotanin diketahui memiliki kemampuan sebagai inhibitor a



glukosidase dan menurukan kadar glukosa darah pada model tikus diabetes
(Maeda, 2013). Florotanin juga mempunyai sifat mampu melindungi sel dari
kerusakan akibat radikal bebas (Wijesekara et al., 2012).

Diabetes melitus merupakan salah satu penyakit yang disebabkan
gangguan metabolik dan memiliki karakteristik hiperglikemik atau kadar glukosa
tinggi diatas kadar normal (Jeon et al., 2013). Pada kondisi DM terjadi
abnormalitas metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein (Soegondo, 2011).
Abnormalitas metabolisme dapat menyebabkan manisfestasi gangguan antara
lain : poliurea (peningkatan pengeluaran urine), polidipsia (peningkatan rasa
haus), polifagia (peningkatan rasa lapar), penurunan berat badan,kenaikan kadar
glukosa darah, hingga kerusakan sel jaringan organ (Ekawati, 2012).

Penyakit diabetes melitus dapat dibedakan menjadi 2 macam, yaitu DM
tipe 1 (DM-1) dan DM tipe 2 (DM-2) (Ridwan et al., 2012). DM Tipe 1 terjadi
akibat kondisi tubuh tidak mampu memproduksi insulin karena kerusakan sel 3
pankreas sehingga diperlukan insulin dari luar tubuh (Anonymous, 2009). DM
tipe 2 terjadi akibat kondisi resistensi dalam tubuh dan relatifisiensi insulin dalam
tubuh yang dapat diketahui sejak awal ataupun setelah usia 40 tahun (Prasad et
al., 2016)

Hiperglikemik dapat menyebabkan terjadinya produksi radikal bebas
yang berlebihan atau ROS (Reactive Oxygen Species) dan akan memicu
terjadinya stress ssoksidatif, hal ini terjadi karena radikal bebas dalam tubuh
lebih banyak daripada antioksidan yang terdapat di dalam tubuh (Apriani et al.,
2011). Stres oksidatif terbentuk akibat tubuh tidak mampu lagi mengendalikan
kadar glukosa yang berlebih (Soviana et al., 2014). Penumpukan radikal bebas
dalam tubuh juga menyebabkan terjadinya kerusakan sel dalam tubuh. Salah
satu kerusakan sel akibat manifestasi DM adalah kerusakan sel jaringan hati

atau dikenal istilah lain patologi hati (Erwin et al., 2013).



Hati adalah oragan yang sangat penting dalam tubuh yaitu sebagai
pengatur kadar glukosa dalam darah dan bertanggung jawab atas
biotransformasi zat-zat berbahaya menjadi zat-zat tidak berbahaya atau
detoksikasi (Adji dan Karyono, 2010). Dari sudut pandang patologik hati
merupakan organ yang rentan terhadap gangguan metabolik, toksin, mikroba
dan sirkulasi sehingga akan menyebabkan kerusakan sel (Robbins et al., 2002).
Sehingga jika adanya zat toksin yang berlebih di dalam tubuh akan
menyebabkan kerusakan sel.

Kerusakan sel jaringan hati akibat DM ditandai dengan adanya
perlemakan hepatosit dan inflamasi (peradangan) (Kendran et al., 2013).
Kerusakan sel yang terjadi mengindikasi adanya akumulasi radikal bebas dalam
tubuh (Herawati, 2014). Kerusakan sel dapat dikelompokkan menjadi hepatosis
piknosis (inti menyusut), hepatosit karioreksis (ini pecah dan menyebar),
hepatosit kariolisis (inti pecah dan tidak dapat diwarnai), dan hepatosit nekrosis
(inti sel menghilang). Histopatologi merupakan analisa yang berperan penting
dalam pertimbangan diagnosis terjadinya kerusakan, yaitu melalui pengamatan

struktur jaringan atau pada sel (Endah, 2015)

Radikal bebas dalam tubuh penderita DM dapat diredam oleh obat kimia
salah satunya adalah obat hipoglikemik, ataupun senyawa bioaktif alami yaitu
polifenol (Dewi et al.,2013). Kerja polifenol sebagai antihiperglikemik yaitu dapat
menurunkan penyerapan karbohidrat pada usus, pengaturan enzim yang
berperan pada metabolisme glukosa, perbaikan kerja insulin, serta perangsang
sekresi insulin. Mekanisme polifenol menurunkan kadar glukosa yaitu dengan
menghambat aktivitas enzim a-amilase dan a-glucosidase (Bahadoran et al.,

2013).



Saat ini pengobatan dengan memanfaatkan bahan-bahan alami atau

back to nature lebih diminati masyarakat. Oleh karena itu, pada penelitian ini

akan dikaji pemanfaatkan rumput laut coklat (Sargassum sp) sebagai alternatif

hipoglikemik dan penangkal radikal bebas. Parameter yang akan diteliti pada

penelitian ini antara lain kadar glukosa dan histopatologi hati

1.2

1.

1.3

1.4

Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak florotanin Sargassum sp terhadap
kadar glukosa darah tikus DM?

Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak florotanin Sargassum sp terhadap

tikus DM?

Tujuan Penelitian

Mengetahui pengaruh ekstrak florotanin =~ Sargassum sp terhadap kadar
glukosa darah tikus DM.

Mengetahui pengaruh ekstrak  florotanin Sargassum sp terhadap

histopatologi hati tikus DM.

Manfaat

Mengangkat potensi Sargassum sp dalam bidang farmasi.

Memberikan informasi pemanfaatan Sargassum sp sebagai agen
hipoglikemik

Memberikan Informasi tentang potensi ekstrak Sargassum sp dapat
berperan sebagai pencegah komplikasi diabetes melitus secara

makrovaskuler maupun mikrovaskuler



1.5 Hipotesis
Ekstrak florotanin Sargassum sp berpengaruh terhadap kadar glukosa

darah dan histopatologi hati tikus DM.

1.6 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya,
Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan dan Laboratorium Perekayasaan Hasil
Perikanan Fakultas Perikanan dan Ilimu Kelautan Universitas Brawijaya,
Laboratorium Patologi dan Anatomi dan Laboratorium FAAL Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang, dan Laboratorium Tropical Disease Center

Universitas Airlangga Surabaya pada bulan Januari hingga Juni 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA
2.1  Sargassum sp

Rumput laut atau seaweed merupakan tanaman tingkat rendah yang tidak
memiliki perbedaan susuna kerangka dan hanya berbentuk thallus. Berdasarkan
pigmen yang dikandung rumput laut dibagi menjadi empat kelas, yaitu
Cynophyceae, Rhodophyceae, Phaeophyceae, dan Chlorophyceae (Suparmi
2009). Rumput laut menghasilkan senyawa koloid yang disebut fikokoloid yakni
agar, alginat dan karaginan (Yudhi, 2012). Komponen bioaktif dari rumput laut
mempunyai beberapa manfaat dalam aktivitas biologi diantaranya sebagai
antioksidan, antikoagulan, antihipertensi, antibateri dan antitumor (Senthil et al,.
2012).

Rumput laut coklat mempunyai ukuran yang lebih besar dibandingkan
rumput laut hijau dan rumput laut merah (Marianingsih et al., 2013). Phaeophyta
(alga coklat) adalah alga yang memiliki anggota cukup banyak, yaitu sekitar
1.500 spesies (Firmansyah, 2013). Rumput laut coklat memiliki pigmen antofil
dan fucoxanthin. Dinding rumput laut coklat terdiri dari selulosa dan asam
alinat.Terdapat banyak metabolit bioaktif telah diisolasi dari rumput laut colat
dengan aktivitas farmakologi (Gamal, 2012)

Sargassum sp merupakan salah satu jenis rumput laut yang termasuk
dalam kelompok rumput laut coklat (Phaeophyta) (Kadi, 2014). Sargassum
tumbuh di daerah perairan jernih yang memiliki substrat dasar batu karang,
karang mati, batuan vulkanik, juga tumbuh di daerah yang memiliki ombak besar
dan arus deras (Pratama et al., 2015). Sargassum sp umumnya berbentuk talus
yang umumnya silindris atau gepeng, panjang talus mencapai 7 meter,
percabangannya rimbun seperti pohon di darat. Bentuk daunnya melebar,
lonjong atau menyerupai pedang. Sargassum sp mempunyai gelembung udara

yang disebut bladder yang umumnya soliter. Gelembung udara ini berguna untuk



menopang cabang-cabang talus terapung ke arah permukaan air untuk
mendapatkan intensitas cahaya matahari (Asfar, 2015). Gambar Sargassum sp

dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Sargassum sp

Sistem reproduksi Sargassum sp ada dua macam, yaitu seksual
(generatif) dan aseksual (vegetatif) (Tjitrosoepomo, 2001). Reproduksi generatif
melalui organ jantan (atheridia) dan organ betina (oogenia). Kedua organ
tersebut terletak dalam satu lubang yaitu di atas sel stipe yang tertanam pada
dasar konseptakel. Reproduksi vegetatif dilakukan melalui fragmentasi yaitu
potongan batang berkembang melakukan pertumbuhannya (Firdaus, 2011).
Pertumbuhan Sargassum sp dapat membentuk padang rumput laut coklat yang
cukup luas, terutama pada pantai dengan dasar karang mati (Septiana dan

Asnani, 2012). Klasifikasi Sargasssum sp adalah sebagai berikut:

Kerajaan . Protista

Divisi : Phaeophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo . Fucales
Famili . Sargassaceae
Genus : Sargassum

Spesies : Sargassum sp



Pigmen fotosintetik dari rumput laut coklat yaitu klorofil a dan c, beta
karoten, fukosantin dan violasantin (Nawaly et al., 2013), persediaan makanan
(hasil fotosintesis) berupa laminaran (beta, 1-3 ikatan glukan), pada bagian
dalam dinding selnya terdapat asam alginik dan alginat, mengandung pirenoid
dan tilakoid (lembaran fotosintesis) (Putranti, 2013). Sargassum sp memiliki
kandungan berupa protein, lemak, karbohidrat, alginat, vitamin, mineral, dan
iodin (Aulannia’am et al., 2011). Sargassum sp juga mengandung fukoidan dan
komponen fenolik. Jenis komponen fenolik yang banyak dijumpai pada
Sargassum sp adalah florotanin. Komponen fenolik dapat menghambat oksidasi
lipid dengan menyumbangkan atom hidrogen kepada radikal bebas (Firdaus,
2013).

Sargassum sp mengandung fukoidan dan komponen fenolik. Jenis
komponen fenolik yang banyak dijumpai pada Sargassum sp adalah florotanin.
Komponen fenolik dapat menghambat oksidasi lipid dengan menyumbangkan
atom hidrogen kepada radikal bebas (Asfar, 2015). Kandungan florotanin dalam
rumput laut coklat berkisar antara 0.74% sampai 5,06% Samee et al., (2009).
Bioaktif yang terkandung dalam ekstrak metanol S. echinocarpum antara lain
tanin, polifenol, saponin, glikosida, dan steroid (Firdaus et al., 2012).

Fungsi kesehatan dari rumput laut coklat sebagai pangan fungsional
dapat memberikan keuntungan (Apostolidis dan Lee, 2012). Rumput laut ini
dapat menambah nilai gizi serta memberikan pengaruh positif terhadap
kesehatan tubuh (Arie et al., 2013). Keuntungan produk rumput laut juga
berpotensi untuk digunakan sebagai obat kanker, alergi, diabetes, stres oksidatif,
inflamasi, obesitas, hipersensitif dan penyakit degeneratif lainnya (Mohamed et
al., 2012). Produksi dari bahan laut alami ini kaya akan sumber kimia yang dapat

digunakan sebagai agen terapi yang sangat bernilai (Kim et al., 2012).



2.2 Polifenol

Polifenol merupakan senyawa fenol yang memiliki gugus hidroksil (-OH)
dan senyawa ini merupakan antioksidan pemberi elektron (elektron donor) atau
reduktan ( Kikukazi dan Nagatami, 1993). Polifenol termasuk dalam bagian dari
metabolisme sekunder dari tumbuhan. Polifenol mempunyai molekul dan
biasanya mudah larut dalam pelarut polar (Scalbert, 1991). Polifenol sangat stabil
dapat dijadikan pilihan sebagai antioksidan (Thomas dan Kim, 2012).

Polifenol memiliki kemamapuan sebagai antioksidan, antialergi, antivirus,
antimikroba, apoptosis, penurunan hiperglikemik dan penangkal radikal bebas.
Kerja polifenol sebagai antihiperglikemik yaitu dapat menurunkan penyerapan
karbohidrat pada usus, pengaturan enzim yang berperan pada metabolisme
glukosa, perbaikan fungsi sel beta dan kerja insulin serta perangsang sekresi
insulin (Bahadoran et al., 2013). Manfaat polifenol (florotanin) sebagai
antioksidan alami yaitu menghambat proses oksidasi yang menyebabkan radikal
bebas (Wong, 1987). Polifenol rumput laut coklat diketahui memiliki kemampuan
penangkal radikal bebas karena adanya gugus hidroksil yang menempel pada
cincin aromatis dan berperan dalam kemampuan pereduksi senyawa radikal
bebas (Zemestani et al., 2015).

Polifenol mampu mengurangi stres oksidatif dengan cara mencegah
terjadinya reaksi berantai pengubahan superoksida menjadi hidrogen
superoksida dengan mendonorkan atom hidrogen dari kelompok aromatik
hidroksil (-OH) polifenol untuk mengikat radikal bebas (Prameswari dan Simon,
2014). Selain itu polifenol juga memiliki kemampuan untuk mengkelat logam
terutama besi dan tembaga, sehingga dapat menghambat pembentukan radikal

bebas yang dikatalis oleh logam (Firdaus, 2011).
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Pemberian polifenol pada mencit DM mampu meningkatkan toleransi
glukosa oral, dan menurunkan kadar glukosa darah mencit walaupun tidak
sampai batas normal. Ada indikasi bahwa polifenol dapat menghambat
kerusakan sel [ pankreas akibat stres oksidatif yang dihasilkan oleh
hiperglikemik kronis (Ridwan et al., 2012). Polifenol juga mengurangi respon
glikemik pada penderita DM (Coe et al., 2013). Polifenol mempunyai sifat
melindungi sel dari kerusakan (Suleria et al., 2016).

Senyawa polifenol merupakan salah satu senyawa bioaktif yang
ditemukan pada rumput laut Sargassum sp dan mampu bertindak sebagai
scavenger (penangkap) radikal bebas. Kerja dari senyawa polifenol yaitu dengan
menyumbangkan atom hidroksilnya kepada radikal bebas. Polifenol memiliki ciri
yaitu memiliki cincin aromatik dengan satu gugus hidroksil atau lebih hidroksil
(OH). Adanya gugus hidroksil pada senyawa ini sehingga polifenol cenderung
bersifat polar (Baihakki et al., 2014). Pada rumput laut coklat diketahui terdapat
senyawa florotanin yang merupakan polimer dari phloglucinol (1,3,5-
trihydroxybenzene) (Casas et al., 2016). Jumlah florotanin yang banyak juga
diidentifikasi di Sargassum sp termasuk floreton, fuhanol, fusifloretol (Liu et al,.

2012). Struktur polifenol dapat dilihat pada Gambar 2

HO. o~ /CHO:O /,//\\/,.OH
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Gambar 2. Rumus Floroglusinol dan Florotanin (Wijesekara et al., 2012)

Polifenol dapat digunakan pengganti obat hipoglikemik oral, untuk

penderita DM (Suleria et al., 2016). Pemberian polifenol dapat menurunkan
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tingkat cekaman oksidatif sehingga mampu mencegah terjadinya stres oksidatif
yang memicu DM (Prameswari dan Widjanarko, 2014). Mekanisme polifenol
mencegah stres oksidatif yaitu dengan meningkatkan massa sel beta pankreas
dan menjaga kandungan insulin didalamnya, menurunkan stres oksidatif
sehingga mencegah kerusakan sel (Erwin et al., 2013).

Salah satu polifenol yang terkandung dalam Sargassum sp adalah
florotanin yang dapat menghambat kerja enzim a-glukosidase dalam luteolin,
enzim glukosidase merupakan enzim yang juga digunakan untuk mengetahui
potensi suatu tumbuhan sebagai antidiabetes secara in vitro dengan cara
menghambat dan mampu bertindak sebagai scavenger (penangkap) radikal
bebas (Sang, 2000). Senyawa florotanin yang terkandung pada rumput laut
coklat memiliki kemampuan sebagai penangkal radikal bebas sehingga dapat
menurunkan kadar glukosa yang berlebih dalam tubuh (Uktosedja et al., 2013).
Pada pengamatan tikus DM yang mengalami kerusakan sel, dan diberikan
perlakuan pemberian perbaikan oleh polifenol, menunjukkan terjadi regenerasi
sel pada pulau langerhans yang ditandai dengan adanya sel yang berkoloni dan
terjadi perbaikan jumlah sel normal. Kemampuan Sargassum sp sebagai
antihiperglikemik yaitu dengan menekan pembentukan ROS, sehingga sel rusak
mengalami regenerasi (Shofia et al., 2013). Dosis pemberian senyawa bioaktif
florotanin yang dapat diberikan kepada tikus DM yaitu sekitar 600 mg/kgBB
(Prameswari dan Simon, 201). Mekanisme polifenol menurunkan kadar glukosa
pada penderita DM dengan menghambat aktivitas enzim a-amilase dan a-
glukosidase (Firdaus, 2015).

2.3 Diabetes Melitus

International Diabetes Federation (IDF) merilis pada tahun 2013, terdapat

kurang lebih sekitar 382 juta orang di dunia yang menderita penyakit diabetes

mellitus (DM). Pada tahun 2035 diperkirakan kasus penderita DM akan
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meningkat hingga mencapai sekitar 592 juta orang (Anonymous, 2014). Di
Indonesia kasus penderita DM tiap tahun mengalami peningkatan (Pasaribu,
2012). Pada tahun 2015 tercatat jumlah penderita terbanyak adalah perempuan
sebesar 70,76% dengan rata-rata usia dibawah 45 tahun (Rosdiana et al., 2015).

Diabetes melitus merupakan salah satu jenis gangguan metabolik yang
memiliki karakteristik hiperglikemik atau kadar glukosa tinggi diatas kadar
glukosa normal (Jeon et al., 2013). Insulin merupakan hormon yang menanggapi
berbagai rangsangan seperti sulphonylureas, arginin, dan yang utama mengatur
glukosa darah dalam tubuh (Ullah et al., 2015). Gangguan produksi insulin ini
akhirnya akan menimbulkan gangguan pada sebagian besar organ tubuh, yang
diindikasikan dengan peningkatan kadar glukosa darah yang lebih tinggi dari
pada kondisi normal atau sering disebut dengan hiperglikemia (Dewi et al., 2013).

Pada kondisi DM terjadi dalam tubuh terjadi abnormalitas metabolisme
karbohidrat, lemak, dan protein sehingga metabolisme dalam tubuh tubuh tidak
berfungsi maksimal (Soegondo et al., 2011). Abnormalitas metabolisme dapat
menyebabkan manisfestasi gangguan antara lain : poliurea (peningkatan
pengeluaran urine), polidipsia (peningkatan rasa haus), polifagia (peningkatan
rasa lapar), penurunan berat badan,kenaikan kadar glukosa darah, hingga
kerusakan sel organ (Ekawati, 2012). Gangguan DM disebabkan beberapa faktor
antara lain faktor genetik, infeksi oleh kuman, faktor nutrisi, zat diabetogenik, dan
radikal bebas (Katzung, 2012).
2.3.1 Klasifikasi

Penyakit diabetes melitus dapat dibedakan menjadi 2 macam, yaitu DM
tipe 1 (DM-1) dan DM tipe 2 (DM-2) (Ridwan et al., 2012). DM Tipe 1 terjadi
akibat kondisi tubuh tidak mampu memproduksi insulin, sehingga diperlukan
insulin dari luar tubuh (Anonymous, 2009). DM tipe 2 terjadi akibat kondisi

resistensi dalam tubuh dan relatifisiensi insulin dalam tubuh yang dapat diketahui
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sejak awal ataupun setelah usia 40 tahun (Prasad et al., 2016). DM Tipe lain
terjadi akibat efek genetik fungsi sel beta pankreas , penyakit metabolik, inveksi
virus, dan kelainan genetik (Anonymous, 2014). DM gestasional adalah DM yang
terjadi selama masa kehamilan (Ndraha, 2014) .

Diabetes melitus tipe 1 merupakan kelainan sistemik yang diakibatkan
oleh metabolisme glukosa yang ditandai oleh hiperglikemia kronik. Hal ini
diakibatkan kerusakan sel-B pankreas baik oleh proses autoimun sehingga
produksi insulin berkurang bahkan terhenti (Masharani et al., 2004). Gejala
spesifik DM tipe 1 ialah hiperglikemia dan penurunan berat badan. Selain itu juga
ditemukan gejala klinis seperti poliuria, polidipsia, dan polifagia (Erwin et al.,
2013). Secara patofisiologi DM Tipe 1 terjadi lambat dan membutuhkan waktu
yang bertahun-tahun, biasanya terjadi sejak masa anak-anak ataum masa awal
remaja (Nugraha et al., 2014)

DM tipe 2 adalah gangguan metabolik yang ditandai oleh kenaikan gula
darah akibat penurunan sekresi insulin oleh sel beta pankreas dan atau
gangguan fungsi insulin (resistensi insulin). Karena insulin tetap dihasilkan oleh
sel-sel beta pankreas, maka diabetes melitus tipe 2 dianggap sebagai non insulin
dependent diabetes mellitus (Fatimah, 2015). Hampir 90% kasus DM ialah DM
tipe 2 dan terjadi pada orang pada usia 30 tahun ke atas, sering juga terjadi pada
usia antara 50-60 tahun. Ciri gangguan metabolik pada penyandang DM tipe 2
antara lain kegemukan, resistensi insulin, hiperglikemia puasa, abnormalitas lipid,
dan hipertensi (Guyton dan Hall, 2006). Secara patofisiologi, DM tipe 2
disebabkan karena dua hal yaitu (1) penurunan respon jaringan perifer terhadap
insulin, peristiwa tersebut dinamakan resistensi insulin, dan (2) Penurunan
kemampuan sel B pankreas untuk mensekresi insulin sebagai respon terhadap

beban glukosa (Unger dan Foster, 1992).
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2.3.2 Streptozotocin (STZ)

Streptozotocin (STZ) merupakan salah satu senyawa kimi diabetogenik
kelompok nitrosoureas toksik yang memiliki kemampuan merusak sel 3 pankreas
melalui alkilasi DNA (asam- deoksiribonukleotida) (Apriani et al., 2011). STZ
dapat meningkatkan oksigen reaktif yang apabila diinduksi ke dalam tubuh tikus
model dapat menyebabkan peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species).
Peningkatan ROS pada sel beta pankreas dapat mengakibatkan kerusakan sel
beta pankreas yang menyebabkan penghambatan sintesis insulin serta sekresi
insulin sehingga hal ini dapat menyebabkan DM (Karunia et al., 2014). Sifat STZ
yang memiliki kemampuan merusak sel B dapat menyebabkan penderita terkena
diabetes tipe 1 (Amma, 2009).

Streptozotosin (STZ) atau 2-deoksi-2-[3-(metil-3-nitrosoureido)-D-gluko
piranose] diperoleh dari Streptomyces achromogenes dapat digunakan untuk
menginduksi baik DM tipe 1 maupun tipe 2 pada hewan uji (Szkudelski, 2001).
STZ juga merupakan senyawa kimia yang berupa toksik yang termasuk dalam
kelompok nitrosoureas. Alkilasi tersebut berujung pada kekurangan nikotinamida
adenin dinukleotida (NAD+, suatu koenzim yang berperan dalam proses
oksidasi-reduksi) dan aktivasi enzim poly (ADP-ribose) synthetase sehingga
berakibat pada overstimuli ATP (adenosin trifosfat / energi kimia sel). Terjadinya
overstimuli ATP tersebut sebagai upaya dalam memperbaiki DNA yang rusak.
Mekanisme tersebut berakibat pada matinya sel B, sehingga biosintesis dan
sekresi insulin terhambat (Ghozali, 2013).

Dosis yang digunakan untuk menginduksi DM tipe 1 melalui
intraperitoneal adalah 40-60 mg/kg sehingga menyebabkan tikus menderita DM
tipe 1 dalam 2 — 4 hari (Zubaidah dan Widiyana, 2016). Penyuntikan STZ pada
hewan uji tikus dewasa sebanyak 35 — 65mg/kg BB mampu menginduksi tikus

model DM tipe 2 (Katsuma et al., 1992). Induksi STZ ini dapat membuat
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pankreas membengkak dan pada akhirnya dapat menyebabkan degenerasi pada
Pulau Langerhans sel B pankreas. Preparasi diabetogenik STZ dilakukan dengan
melarutkan STZ kedalam larutan buffer sitrat pH 4,5. Penggunaan buffer
bertujuan untuk mempertahankan pH (Ganda et al., 1976). STZ mampu memiliki

selektivitas terhadap sel beta pankreas dikarenakan afinitasnya terhadap GLUT 2,

meskipun lemah. Hal ini dibuki CHOH yang menujukkan
0

bahwa sel B pankreas yang 1 HC g HO it resisten terhadap

STZ. (Unger dan Foster, 199; F OH 3 dapat dilihat pada
H3C—N—(!—NH

Gambar 3. N—0

Gambar 3. Struktur kimia streptozotocin (Nugroho, 2006)

STZ dapat menembus sel B langerhans melalui proses tansporter glukosa
GLUT2. Aksi STZ intraseluler menghasikan perubahan DNA sel B pankreas.
Alkilasi DNA oleh STZ melalui gugus nitrosourea mengakibatkan kerusakan pada
sel B pankreas. STZ merupakan donor NO (nitric oxide) yang mempunyai
kontribusi terhadap kerusakan sel tersebut melalui peningkatan aktivitas guanilil
siklase dan pembentukan cGMP. NO dihasilkan sewaktu STZ mengalami
metabolisme dalam sel (Akpan et al., 1987). STZ juga menyebabkan pelepasan
radikal bebas yang memicu stress oksidatif intraseluler. STZ secara selektif
cenderung masuk dan terakumulasi dalam sel B pankreas, yang diperantarai
oleh ikatan transpoter glukosa 2 (GLUT2) di membran plasma (Elazu et al., 2015).
Organ-organ yang mengekspresikan GLUT2 akan mengalami kerusakan akibat

induksi STZ. Kerusakan sel 3 pankreas terjadi dalam waktu 2-4 hari setelah
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pemberian STZ, yang ditandai dengan pembengkakan dan pada degenerasi sel

B pankreas di dalam tubuh (Zulkaranin, 2013).

2.3.3 Obat Hipoglikemik Oral (OHO)

Pengobatan pada penderita DM dapat dilakukan dengan mencegah
terjadinya hiperglikemia yang berlebih, memelihara agar tidak terjadi kelebihan
berat badan berupa pengaturan pola makan, menjaga agar kolesterol dalam
darah penderita tetap pada batas normal, dan mencegah kerusakan pembuluh
darah (Santoso, 2003). Penggunaan OHO merupakan salah satu cara
penanganan pengobatan yang diberikan kepada para penderita DM.
Berdasarkan cara kerjanya, OHO dibagi menjadi 4 golongan yaitu; sulfonylurea,
glinid, penambahan sensitivitas ~ terhadap insulin, penghambatan
glukoneogenesis, penghambatan glukoneogenesis alfa (Rachmawati, 2009).

Cara kerja OHO golongan sulfonylurea yakni menstimulasi pelepasan
insulin yang tersimpan, menurunkan ambang insulin, serta meningkatkan sekresi
insulin sebagai akibat rangsangan glukosa. Untuk menghidari resiko hipoglikemia
berkepanjangan seperti gangguan faal ginjal dan hati, kurang nutrisi, serta
penyakit kardiovaskular, tidak dianjurkan penggunaan sulfonylurea jangka
panjang (Wulandari, 2012). Sulfonilurea terikat dengan permukaan reseptor pada
membran sel B dan menghambat “ATP-Sensitive Potassium Channel” sehingga
mencegah keluarnya kalium dan terjadilah depolarisasi membran sel yang
merangsang insulin (Henrichs, 1988).

Sulfonylurea terbagi menjadi 2 golongan atau generasi senyawa.
Golongan pertama diantaranya tolbutamida, asetoheksamida, tolazamida, dan
klorpropamida. Golongan kedua mencakup, glibenklamida (gliburida), glipizida,
gliklazid dan glimepirida. Obat-obat generasi kedua lebih kuat dibandingkan

senyawa sebelumnya (Zulkarnain, 2013). OHO dari kelas sulfoniluria dengan
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kandungan glikazid mempunyai efek hipoglikemik sedang sehingga tidak begitu
sering menyebabkan hipoglikemik. Obat ini juga mempunyai fungsi sebagai anti
agregasi trombosit. Glikazid dapat diberikan pada penderita dengan gangguan
fungsi hati dan ginjal yang ringan (Anynomous, 2005). Mekanisme kerja gliklazid
yakni dengan merangsang sel-sel B pankreas untuk melepaskan insulin,
bermanfaat juga untuk mencegah penumpukasn lemak di arteri. Turunan
sulfonylurea ini juga meningkatkan pemanfaatan glukosa perifer, menurunkan
glukoneogenesis hepatik, dan dapat meningkatkan jumlah dan sensitivitas

reseptor insulin (Sarkar et al., 2011).

2.3.4 Minyak Wijen

Wijen merupakan tanaman minyak nabati, bijinya dapat digunakan untuk
aneka industri dan minyak makan. Wijen (Sesamum indicum) salah satu ko-
moditas sumber minyak nabati. Minyak wijen mengandung banyak asam lemak
tak jenuh, terutama asam oleat dan asam linoleat Selain itu, minyak wijen juga
mengandung banyak vitamin E dan komponen fungsional lainnya yang berguna
bagi kesehatan (Handayani et al., 2004). Minyak wijen memiliki beberapa
kelebihan yakni bersifat stabil dan terdapat bebarapa antioksidan alami yang
berupa sesamin, episesamin dan lignan lainnya (Fatmawati et al., 2012). Akan
tetapi minyak wijen dalam bentuk roasted lebih bersifat stabil dibandingkan
bentuk lainnya. Hal ini disebabkan adanya proses roasting sesamolin dirubah
menjadi sesamol, sehingga memiliki kandungan lignan yang lebih banyak (Nakai
et al., 2003).

Biji wijen mengandung phytic acid dan tanin (Mukhopadhyay, 2001).
Tanin sebagai astringen berperan dalam melindungi jaringan dari kerusakan
(Wahyudi, 2005). Minyak biji wijen kaya akan asam lemak tak jenuh,

khususnya asam oleatdan asam linoleat, 8-10% asam lemak jenuh, dan sama
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sekali tidak mengandung asam linolenat. Minyak biji wijen juga kaya akan
vitamin E (Schuster, 1992).

Penggunaan minyak wijen biasanya digunakan pada penelitian hewan
coba bertujuan untuk meningkatkan kelarutan zak aktif dan untuk membuat
pelepasan gliklazid maupun ekstrak di tubuh berjalan perlahan. Minyak yang
digunakan harus berbentuk cair. Minyak wijen dipilih karena minyak wijen
merupakan minyak yang paling stabil dibandingkan minyak tumbuhan lain
(Diamita, 2009).

Minyak wijen selain memiliki fungsi sebagai pelarut zat aktif, minyak wijen
juga dapat menurunkan trigliserida karena memiliki kandungan asam lemak
tak jenuh yang berupa linoleat. Selain itu minyak wijen sebagai pelarut yang
sifatnya stabil juga memiliki kandungan antioksidan alami yang berupa
seamin ,episeamin, dan lignin lainnya (Winarno, 1994). Kandungan senyawa
alami minyak wijen dapat membantu menurunkan stress oksidatif dan mencegah
kerusakan sel (Setyawati, 2012).

2.4 Perubahan Jaringan Hati Akibat Hiperglikemik

Hati merupakan kelenjar terberat didalam tubuh, berat hati mencapai 1,5
kg atau lebih, konsistensinya lunak dan terletak dibawah diafragma dalam
rongga abdomen atas (Lesson et al., 1990). Struktur hati terbungkus oleh sebuah
kapsul fibroelastik yang disebut kapsul Glisson dan secara makroskopik
dipisahkan menjadi lobus kiri dan lobus kanan. Lobulus terdiri dari sel-sel hati
(hepatosit ) yang dianggap sebagai fungsional hati. Sel-sel hati ini dapat
melakukan pembelahan sel dan mudah diproduksi kembali saat dibutuhkan
untuk mengganti jaringan yang rusak (Corwin, 2009). Fungsi utama hati dalam
tubuh adalah sebagai pengatur kadar glukosa dalam darah dan bertanggung
jawab atas biotransformasi zat-zat berbahaya menjadi zat-zat tidak berbahaya

atau detoksikasi (Adji dan Karyono, 2010).
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Dari sudut pandang patologik hati merupakan organ yang rentan terhadap
gangguan metabolik, toksin, mikroba dan sirkulasi. Degenerasi atau kerusakan
akibat gangguan toksin dapat menyebabkan hepatosit membengkak. Adanya zat
yang menumpuk di hepatosit salah satunya adalah lemak dapat menyebabkan
terjadianya steatosis (Robbins et al., 2002). Apabila bahan-bahan yang
mengandung toksin dan racun, hati akan bekerja sangat keras untuk
menetralisasinya. Cara kerja ini menyebabkan hati mudah terkena racun,
sehingga hati mudah rusak. Kerusakan hati dapat meliputi kerusakan struktur
jaringan maupun gangguan fungsi hati (Susanto, 2006). Pada tikus pemberian
diabetogenik 40,50,60 mg/Kg BB selama 5 hari terbukti menyebabkan kerusakan
jaringan sel berupa piknosis,kariolisis,hingga nekrosis (Zubaidah dan Widiyana,

2016).

Penyebab kerusakan pada hati dapat terjadi akibat beberapa hal
diantaranya faktor genetik, infeksi oleh kuman, factor nutrisi , zat diabetogenik
dan radikal bebas (stress oksidatif) (Aulia, 2013). Induksi zat diabetogenik
(streptozotocin) sel dengan alkilasi menyebabkan nikotinamida adenin
dinukleotida (NAD+ , suatu koenzim yang berperan dalam proses oksidasi-
reduksi) dan aktivasi enzim poly (ADP-ribose) synthetase berkurang, sehingga
berdampak pada overstimuli ATP (adenosin trifosfat / energi kimia sel).
Terjadinya overstimuli ATP tersebut sebagai upaya dalam memperbaiki DNA
yang rusak. Penyebab kerusakan sel juga disebabkan adanya penumpukan
toksin dalam tubuh. Mekanisme kerusakan sel akibat hiperglikemik dapat dilihat

pada gambar :
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Gambar 4. Skema Kerusakan Sel yang Diakibatkan oleh DM (Labonte, 2013)

Gambar 4 menjelaskan kondisi hiperglikemik dapat menyebabkan gula
pereduksi akan meningkat melalui proses glikolisis sehingga terjadi penumpukan
produksi radikal bebas yang berlebih atau ROS (Reactive Oxygen Species)
dalam tubuh. (Rosdiana et al., 2015). ROS akan memicu terjadinya keruskan sel
akibat penumpukan gula darah (Apriani, 2011). Mekanisme kerusakan sel akibat
adanya ketidakseimbangan antara produksi radikal bebas yaitu senyawa oksigen
reaktif dengan kemampuan antioksidan akan menimbulkan stres oksidatif
(Kendran et al., 2013). Selain itu adanya peningkatan sorbitol pada kondisi
hiperglikemik akan memperlambat jalannya sorbitol sehingga menumpuk dalam
sel dan menyebabkan peningkatan tekanan osmotik dan terjadilah kerusakan sel

(Suhartono, 2005). Salah satu kerusakan sel akibat manifestasi DM adalah
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kerusakan sel hati (patologi hati) (Lailatul, 2015). Gambar perbedaan jaringan

hati tikus normal dengan jaringan hati tikus diabetes dapat dilihat pada Gambar 5

dan Gambar 6

Gambar 5. Histologi hati tikus normal (400x) Gambar 6. Histologi hati tikus DM (400x)
(Endah,2015) (Endah,2015)

Gambar 5 adalah gambar histologi tikus kondisi normal yang tidak terjadi
nekrosis dan terlihat inti sel sangat padat serta tidak terdapat sel-sel yang
mengalami perlemakan (Prameswari dan Widjarnarko 2014). Gambar 6 adalah
gambar histolopatologi hati tikus diabetes melitus ditemukan adanya degenerasi
lemak pada hampir seluruh bagian terutama pada bagian dekat vena sentralis,
adanya sel yang nekrosis dan sinusoid terlihat tidak beraturan. Inti sel hati terlihat
berada di tepi karena terdesak oleh adanya lemak yang memenuhi bagian
sitoplasma (Herawati, 2009). Hal serupa juga dinyatakan Lailatul (2015)
histopatologi hati tikus DM menunjukkan adanya kerusakan jaringan hati antara
lain perlemakan, fibrosis,hingga nekrosis.

Kerusakan sel dapat dikelompokkan menjadi hepatosis piknosis (inti
menyusut), hepatosit kariolisis (ini pecah dan menyebar), hepatosit kariolisis dan

hepatosit nekrosis (inti sel menghilang) (Endah, 2015). Berbagai macam
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kerusakan sel pada pankreas menyebabkan terjadi kematian sel yang disebut
dengan nekrosis ( Shofia et al,. 2013). Kerusakan lain pada sel berupa piknosis
yaitu inti sel mengerut lebih kecil dari sel normal (Rizal et al., 2014). Kariolisis
termasuk kerusakan sel yang ditandai menyebarnya inti sel (Alamudi et al.,
2013).

ROS yang tinggi akan menghasilkan keadaan stres oksidatif. Stres
oksidatif akan mengakibatkan kerusakan mitokondria. Keadaan ini dapat
memperparah kondisi pasien DM dengan berkurang atau tidak adanya suplai
insulin yang cukup untuk memetabolisme glukosa yang masuk ke dalam tubuh
(Annisa et al., 2014). Pada keadaan hiperglikemia, produksi berbagai gula
pereduksi antara lain glukosa, glukosa-6-fosfat, dan fruktosa, akan meningkat
melalui proses glikolisis dan jalur poliol. Glukosa sebagai gula pereduksi dapat

menjadi agen yang bersifat toksik (Sufriyana, 2011).
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah glass ware, bola
hisap, pipet serologis, sendok bahan, spatula, rak tabung reaksi, mortar alu,
sonde lambung, dish mill, rotary evaporator, freeze dryer, timbangan digital,
spektrofotometer, glukometer, rotary microtome, dan mikroskop cahaya.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput laut cokelat
(Sargassum sp), metanol p.a, kertas saring, gas N, etanol 85%, floroglusinol,
reagen Folin-Ciocalteu, akuades, Na,CO3; 20%, Obat Hipoglikemik Oral (OHO)
Gliklazid, minyak wijen, streptozotocin, pakan BR1, selenium, air, sekam, alkohol,
obat luka iodine, buffer sitrat pH 4,5, NaFis 0,9%, formalin 10%, alkohol, xilol,
paraffin, dan Mayer’s hematoxylin.

3.2  Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen.
Metode eksperimen merupakan bagian dari metode kuantitatif dan memiliki ciri
khas tersendiri terutama dengan adanya kelompok kontrol. Dalam bidang sains,
penelitian-penelitian dapat menggunakan desain eksperimen karena variabel-
variabel dapat dipilih dan variabel-variabel lain yang dapat mempengaruhi proses
eksperimen itu dapat dikontrol secara ketat (Fataruba, 2010).

Eksperimen adalah suatu cara untuk mencari hubungan sebab akibat
(hubungan kausal) antara dua faktor yang sengaja ditimbulkan oleh peneliti

dengan mengeliminasi faktor-faktor lain yang mengganggu (Arikunto, 2002).
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Percobaan eksperimen bertujuan untuk menyelidiki ada tidaknya hubungan
sebab akibat serta berapa besar hubungan tersebut dengan cara memberikan
perlakuan tertentu pada beberapa kelompok eksperimen dan menyelidiki kontrol

untuk pembanding (Natzir, 1988).

3.3 Rancangan Penelitian

Ada dua macam variabel dalam penelitian, yaitu variabel bebas dan
variabel terikat. Variabel bebas adalah variabel yang diselidiki pengaruhnya,
sedangkan variabel terikat adalah variabel yang diperkirakan akan timbul
sebagai pengaruh dari variabel bebas (Surakhmad ,1994).

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak rumput laut
coklat Sargassum sp, sedangkan sebagai variabel terikat penelitian ini adalah
kadar glukosa darah pada hari ke-45 dan histopatologi hati tikus. Hasil ekstraksi
Sargassum sp diuji kandungan florotaninnya.

Rancangan penelitian yang digunakan untuk parameter kadar glukosa
darah digunakan rancangan penelitian RAL (Rancangan Acak Lengkap) karena
hanya memiliki 1 faktor yaitu perlakuan yang berbeda pada tikus uji. Dalam
penelitian ini digunakan lima kelompok ulangan (n=5) untuk tiap perlakuan.
Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

A = Tikus normal (kontrol negatif) + 0,3 mL minyak wijen

B = Tikus normal (kontrol negatif) + gliklazid 30 mg/kgBB yang dilarutkan

dalam minyak wijen

C = Tikus diabetes (kontrol positif) + 0,3 mL minyak wijen

D = Tikus diabetes (kontrol positif) + gliklazid 30 mg/kgBB yang dilarutkan

dalam minyak wijen
E = Tikus diabetes + ekstrak 200 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak

wijen

F = Tikus diabetes + ekstrak 400 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak
wijen

G = Tikus diabetes + ekstrak 600 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak
wijen

Metode analisis yang digunakan adalah sidik ragam yang mengikuti

model sebagai berikut :

Yij=p+T1i + €
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Dimana:

Yi = Perlakuan ke-i ulangan ke-j

VI = Rataan umum

Ti = Pengaruh perlakuan ke-i

€ij = Galat percobaan perlakuan ke-i ulangan ke-j

Apabila hasil analisis keragaman (sidik ragam) menunjukkan adanya

pengaruh yang nyata/sangat nyata maka dilanjutkan dengan analisa BNJ 5%

menggunakan program SPSS 16.00.

Tabel 1. Desain Rancangan Penelitian RAL

PERLAKUAN ULANGAN JUMLAH RERATA
(J) 1 2 3 4 5 (TA) (YA)
A Ail Ai2 Ai3 Aid Ai5 TAl yAl
B Bil Bi2 Bi3 Bi4 Bi5 TA2 yA2
C Cil Ci2 Ci3 Ci4 Ci5 TA3 yA3
D Dil Di2 Di3 Di4 Di5 TA4 yA4
E Eil Ei2 Ei3 Ei4 Ei5 TA5 yA5
F Fil Fi2 Fi3 Fi4 Fi5 TAG6 yA6
G Gil Gi2 Gi3 Gi4 Gi5 TA7 yA7
Jumlah (TU)  Til Ti2 Ti3 Ti4 Ti5 Tij Yij
Keterangan :

A = Tikus normal (kontrol negatif) + 0,3 mL minyak wijen

B = Tikus normal (kontrol negatif) + gliklazid 30 mg/kgBB yang dilarutkan
dalam minyak wijen

C = Tikus diabetes (kontrol positif) + 0,3 mL minyak wijen

D = Tikus diabetes (kontrol positif) + gliklazid 30 mg/kgBB yang dilarutkan
dalam minyak wijen

E = Tikus diabetes + ekstrak 200 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak

wijen

F = Tikus diabetes + ekstrak 400 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak
wijen

G = Tikus diabetes + ekstrak 600 mg/kgBB yang dilarutkan dalam minyak
wijen

Rancangan penelitian yang digunakan pada uji histopatologi hati yaitu

analisis non parametrik Kruskal Wallis. Penggunaan rancangan tersebut

dikarenakan data histopatologi hati dalam bentuk ordinal. Pengaruh dalam

perlakuan signifikan ketika P<0,05
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Ekstrak Florotanin Sargassum sp

Florotanin ekstrak Sargassum sp yang diawali dengan pengambilan
sampel Sargassum sp di perairan pulau Talango, Madura. Sargassum sp yang
diambil dari perairan segera dibersihkan dari kotoran-kotoran yang menempel
dengan menggunakan air tawar yang mengalir untuk menghilangkan garam-
garam yang masih menempel pada Sargassum sp. Sampel yang digunakan
berupa rumput laut utuh dan tidak dipisahkan antar bagiannya. Rumput laut
yang telah dicuci dikeringkan, pengeringan yang dilakukan tidak terkena sinar
matahari secara langsung selanjutnya dihaluskan dengan menggunakan dish
mill.

Metode ekstraksi bahan aktif yang digunakan dalam penelitian ini
berdasarkan modifikasi metode Firdaus et al., (2010) yaitu simplisia Sargassum
sp dimaserasi menggunakan metanol dengan perbandingan 1:3 (b/v). Maserasi
dilakukan selama 12 jam untuk pemisahan senyawa bioaktif yang terdapat dalam
rumput laut coklat, kemudian dilakukan penyaringan untuk memisahkan antara
filtrat dan residu. Residu yang didapatkan di remaserasi kembali dengan metanol
dengan perbandingan 1:3 (b/v). Filtrat yang didapatkan dipekatkan dengan
menggunakan rotary evaporator suhu 40° C kecepatan 100 rpm selama 2,5 jam.
Sisa metanol yang masih terdapat dalam ekstrak diuapkan dengan degassing,
hingga menjadi lebih pekat serta bau dan kandungan metanol berkurang.
Tahapan terakhir dilakukan pengeringan menggunakan freeze dryer hingga
menjadi lebih kering dan memastikan metanol yang digunakan telah hilang.
Ekstrak Sargassum sp diuji florotanin untuk mengetahui banyaknya florotanin.

Ekstrak florotanin Sargassum sp dapat dilihat pada Gambar 7
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Rumput laut coklat (Sargassum sp) 3200 g
v

Pembersihan dan pencucian dengan air tawar

v

Pengeringan terlindung dari sinar matahari 345,56 g

v
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Florotanin ekstrak Sargassum sp 0,94—| Uji florotanin

Gambar 7 . Prosedur ekstrak florotanin Sargassum sp (Firdaus et al., 2010)
3.4.2 Prosedur Penelitian dan Pengujian
Pemodelan tikus coba yakni tikus wistar jantan berat badan 200 + 5 g
sebanyak 35 ekor diawali dengan menempatkan tikus coba dalam individual
cage dengan masa aklimatisasi 7 hari. Aklimatisasi bertujuan unutuk

mengkondisikan semua tikus coba sebelum diberikan perlakuan (Miftahul, 2015).
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Tikus coba setiap hari diberi pakan sebanyak 10% dari berat badan dan diberi
minum secara ad libitum. Tikus coba dibagi kedalam 7 kelompok perlakuan (A, B,
C, D, E, F, dan G), pada tiap perlakuannya digunakan 5 ekor tikus coba.
Kelompok perlakuan ini meliputi:

A = kontrol negatif + 0,3 mL minyak wijen

B = kontrol negatif + gliklazid 30 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen
C = kontrol positif + 0,3 mL minyak wijen

D = kontrol positif + gliklazid 30 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen

E = kontrol positif + ekstrak 200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen
F
G

= kontrol positif + ekstrak 400 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen
= kontrol positif + ekstrak 600 mg/kg BB yang dilarutkan dalam minyak wijen

Preparasi pengiduksian dilakukan dengan memuasakan selama 8 jam.
Tikus coba dipuasakan selama 8 jam bertujuan agar STZ dapat bereaksi
maksimal dalam tubuh. Tikus coba diinjeksi menggunakan buffer sitrat pH 4,5
sebanyak 0,2 mL/ekor pada perlakuan A,B dan STZ 40 mg/kgBB pada perlakuan
C, D, E, F dan G di daerah intraperitonial atau dibawah rongga perut. Pembuatan
STZ dilakukan dengan melarutkan STZ kedalam larutan buffer sitrat pH 4,5
mengacu pada penelitian Erwin et al., (2013). Penggunaan buffer sitrat pH 4,5
bertujuan untuk mempertahankan pH. Buffer sitrat pH 4,5 terbuat dari campuran
26,75 mL larutan asam sitrat dan 23,25 mL larutan natrium sitrat yang dilarutkan
dalam 50 mL akuades. Dosis yang diberikan untuk DM tipe 1 adalah 40-60
mg/kgBB secara intravena, sedangkan dosis intraperitonial adalah lebih dari 40
mg/kgBB (Szkudelski, 2001). Tikus coba yang diinjeksi buffer sitrat pH 4,5
menghasilkan tikus coba model kontrol negatif. Tikus coba hasil dari
penginjeksian STZ dilakukan pengukuran glukosa darah setelah 7 hari
penginjeksian. Tikus coba yang memiliki kadar glukosa darah sesaat = 200
mg/dL merupakan tikus coba diabetes melitus, sedangkan tikus coba yang
memiliki kadar glukosa darah < 200 mg/dL tidak digunakan. Tikus coba yang

telah dilakukan pemodelan ini dilakukan treatment sesuai dengan kelompok
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perlakuan tikus coba. Pemodelan tikus coba pada berbagai perlakuan dapat

dilihat pada Gambar 8.

Tikus Wistar jantan berat badan 200 + 5 g sebanyak 35 ekor

v

Aklimatisasi selama 7 * hari

v

Pengelompokan menjadi 7 kelompok perlakuan (A, B, C,
D, E, F, dan G) dan 5 tikus tiap perlakuan

'

Tikus coba dipuasakan selama 8 jam

v

Penginjeksian buffer sitrat pH 4,5
sebanyak 0,2 mL/ekor secara
intraperitonial pada perlakuan A dan B

v

Penginjeksian STZ 0,2 mL/ekor
secara intraperitonial pada
perlakuan C, D, E, F dan G.

v

Pengukuran kadar glukosa darah pada
hari ke-7 setelah penginduksian

\ 4

Tikus kontrol negatif

v

v

Tikus DM
(kadar glukosa
darah sesaat =

Tikus tidak DM
(kadar glukosa
darah sesaat <

200 mg/dL) 200 mg/dL)
v v
Tikus kontrol Tidak
positif / tikus digunakan
DM
v

Treatment pada berbagai kelompok tikus coba

Gambar 8. Pemodelan tikus coba pada berbagai perlakuan (Firdaus et al., 2012)
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3.4.3 Treatment pada Berbagai Kelompok Tikus Coba

Treatment pada berbagai perlakuan tikus coba dilakukan pada perlakuan
A dan C yang disonde dengan minyak wijen sebanyak 0,3 mL/ekor. Penggunaan
minyak bertujuan untuk meningkatkan kelarutan zak aktif dan untuk membuat
pelepasan gliklazid maupun ekstrak di tubuh berjalan perlahan. Minyak yang
digunakan harus berbentuk cair. Minyak wijen dipilih karena minyak wijen
merupakan minyak yang paling stabil dibandingkan minyak tumbuhan lain
(Diamita, 2009). Perlakuan B dan D diberi dengan gliklazid dosis 30 mg/kg BB
yang sebelumnya telah dilarutkan dalam minyak wijen diberikan selama 45 hari.
Mekanisme kerja gliklazid adalah merangsang sekresi insulin pada sel
pankreas dan gliklazid memiliki senyawa bioaktif yang dapat menangkap radikal
bebas (Qiang et al., 1998). Perlakuan E, F, dan G diberi ekstrak Sargassum sp
dengan dosis berturut-turut 200, 400, dan 600 mg/kg BB yang telah dilarutkan
dalam minyak wijen dan diberikan selama 45 hari.

Pengukuran kadar glukosa darah pada hari ke-45 menggunakan GlucoDr,
bertujuan untuk mengetahui pengaruh treatment pada glukosa darah tikus coba.
Pada hari ke-46 dilakukan pembedahan tikus coba untuk mengambil bagian hati
untuk dibuat menjadi preparat yang kemudian diuji histopatologi. Pada saat
pembedahan juga dilakukan pengambilan feses pada sekum yang kemudian diuji
persentase serapan florotanin pada perlakuan E, F dan G. Skema treatment

pada berbagai kelompok tikus coba dapat dilihat pada Gambar 9.
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Tikus wistar jantan berat || Tikus wistar jantan Tikus wistar jantan berat
badan 200 + 5 g berat badan 200 + 5 g badan 200+ 5 g
perlakuan A dan C perlakuan B dan D perlakuan E, F, dan G
Penyondean minyak Penyondean Gliklazid Penyondean florotanin
wijen 0,3 mL/ekor 0,3 mL/ekor yang ekstrak Sargassum sp
tikus pada pagi hari dilarutkan dalam 0,3 mL/ekor dengan
setiap hari selama 45 minyak wijen pada dosis yang berbeda
hari pagi hari setiap hari yang dilarutkan dalam
selama 45 hari minyak wijen pada pagi
hari setiap hari selama
45 hari
]

\
Pengukuran kadar glukosa darah pada hari ke-45

v

Pembedahan tikus coba pada hari ke-46

v v

Hati —>| Uji Histopatologi Feses > Uji
(A-G) (cecum) Phlorotanin
(E,F, dan G)

Gambar 9. Treatment pada Berbagai Kelompok Tikus Coba (Firdaus et al., 2012)

Sk Prosedur Analisis
3.5.1 Pengujian Kandungan Florotanin Ekstrak Sargassum sp dan Feses
Tikus Coba (Koivikko, 2005)
Prinsip metode Folin-Ciocalteu adalah oksidasi gugus fenolik hidroksil.
Pereaksi ini mengoksidasi fenolat mereduksi asam heteropoli menjadi suatu

kompleks molibdenum-tungsten (Mo-W). Selama reaksi berlangsung, gugus
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fenolik-hidroksil bereaksi dengan pereaksi Folin-Ciocalteu, membentuk kompleks
fosfotungstat-fosfomolibdat berwarna biru. Warna biru yang terbentuk akan
semakin pekat setara dengan konsentrasi ion fenolat yang terbentuk, artinya
semakin besar konsentrasi senyawa fenolik maka semakin banyak ion fenolat
yang akan mereduksi asam heteropoli sehingga warna biru yang dihasilkan
semakin pekat (Koivikko, 2005).
- Larutan standar floroglusinol

Larutan stok floroglusinol dengan konsentrasi 100 ppm (mg/L), dibuat
dengan melarutkan 0,01 g floroglusinol dalam Ilabu ukur 100 mL dan
ditambahkan dengan etanol 85% sampai tanda batas lalu dibuat serangkaian
larutan standar dengan konsentrasi 0; 20; 40; 60; 80; dan 100 ppm. Larutan stok
floroglusinol 100 ppm sebanyak 0; 2; 4; 6; 8; dan 10 mL, masing-masing
dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan etanol 85% hingga tanda
batas. Masing-masing konsentrasi diambil 0,05 mL dan dilarutkan dalam 4,95 mL
H,O kemudian campuran tersebut diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan
tabung reaksi, kemudian ditambahkan reagen Folin-Ciocalteu 50% sebanyak 1
mL dan 2 mL Na,COs; 20%, tunggu selama 3 menit dan kemudian diinkubasi
pada ruang gelap selama 45 menit. Masing-masing konsentrasi larutan diukur
serapannya pada panjang gelombang 730 nm. Hasil pembacaan serapan dibuat
persamaan regresi kurva standar hubungan antara konsentrasi floroglusinol
(ppm) dengan serapan.
- Penentuan Kandungan Florotanin Ekstrak Sargassum sp dan Feses

Tikus Coba

Penentuan kandungan florotanin ekstrak Sargassum sp dan feses tikus
coba dilakukan berdasarkan metode Folin-Ciocalteu (Koivikko, 2005). Sampel
feses diambil dari secum tikus coba pada saat pembedahan hari ke-46. Sampel

ekstrak dan feses masing-masing sebanyak 2 g ditimbang dan dilarutkan dengan
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etanol p.a 85% (1:2), penggunaan etanol dikarenakan bahwa etanol memiliki
gugus hidroksil yang memungkinkan membentuk ikatan hidrogen intramolekuler
dengan gugus hidroksil yang ada pada senyawa polifenol dalam pelarut etanol
(Padda, 2006). Tahap selanjutnya sampel diinkubasi ada ruang gelap selama 8
jam bertujuan agar senyawa polifenol tidak rusak, kemudian diambil 0,05 mL
larutan yang telah tercampur dan ditambahkan 4,95 mL H,O. Tahap selanjutnya
diambil 1 mL larutan tersebut dan dimasukkan dalam tabung reaksi.
Ditambahkan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu 50% dan 2 mL larutan Na,CO3 20%,
tunggu selama 3 menit kemudian diinkubasi pada ruang gelap dan suhu ruang
selama 45 menit. Disentrifugasi selama 5 menit pada 4000 rpm dan supernatan
diambil dan dibaca serapannya pada spektrofotometer dengan panjang
gelombang 730 nm. Konsentrasi polifenol dalam sampel dapat ditentukan
dengan mengalurkan absorbansi sampel pada kurva standar.dengan
mengalurkan absorbansi sampel pada kurva standar.
3.5.2 Pengujian Histopatologi Hati
Secara umum proses pengujian histopatologi organ ialah fiksasi,

pembuatan preparat, pewarnaan, dan pengamatan pada mikroskop.
1) Fiksasi

Fiksasi preparat histopatologi organ dapat dilakukan dengan pengangkatan
organ, kemudian organ dicuci dengan larutan NaFis 0,9% berfungsi sebagai
larutan penyeimbang , selanjutnya organ ditempatkan dalam larutan formalin
10%. Perendaman organ dalam formalin dipastikan semua bagian organ
terendam dalam larutan tersebut. Tujuan larutan fiksatif formalin 10% yaitu
menjadikan organ yang akan diteliti menjadi lebih lama dapat disimpannya dan
proses autolisisnya sangat minimal selain itu bertujuan untuk menjaga kadar

pH dan bertujuan mempertahankan osmolaritas sel (Sari, 2011).
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2) Pembuatan preparat
- Pemotongan jaringan organ

Organ yang telah dimasukkan dalam formalin 10% lalu ditiriskan
selanjutnya dipotong menggunakan pisau scalpel dengan tebal 0,3 — 0,5 mm dan
disusun dalam tissue cassette, kemudian dimasukkan dalam keranjang khusus.

- Proses dehidrasi bertahap

Tujuan dehidrasi adalah mengeluarkan air dari jaringan agar dapat
dibloking dengan paraffin.Keranjang yang berisi jaringan organ dimasukkan
dalam alcohol bertingkat 70% , 80% , 90% , dan alkohol absolute. Tujuan
penggunaan alkohol bertahap dari konsentarsi alkohol yang rendah ke
konsentrasi alkohol yang tinggi agar dapat mengeluarkan air dari jaringan dan
dapat diisi dengan paraffin.

- Penjernihan (clearing)

Penjernihan adalah metode yang digunakan mengeluarkan alkohol
dari jaringan dan menggantikannya dengan suatu larutan yang berikatan dengan
parafin. Pada proses clearing ini sangat krusial karena apabila di jaringan
masih tersisa alkohol walaupun sedikit, parafin tidak akan bisa masuk kedalam
jaringan. Sehingga jaringan nantinya tidak akan sempurna dalam pembuatan
bloking, pemotongan, dan pewarnaan. Proses clearing ini menggunakan
bermacam-macam zat penjernih yaitu xylol atau xylene selama 2 x 30 menit.
Tujuan untuk mengeluarkan air sehingga jaringan bening dan transparan (Henny,
2012). Xylol atau xylene kelebihannya yaitu prosesnya cepat dan harganya
tidak terlalu mahal. Kekurangannya yaitu jaringan yang dapat dipindahkan hanya
dari alkohol absolut, dan jaringan yang dijernihkan dengan xylene tidak
begitu jelas menjadi transparan, sehingga tidak diketahui proses ini berjalan

sempurna atau tidak.
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- Mencetak blok parafin (embedding)

Tujuan embedding untuk memasukkan paraffin ke dalam bagian-bagian
sel dengan baik dan memastikan xylol keluar seluruhnya (Sari, 2011). Jaringan
dimasukkan dalam cetakan berbahan stainless steel sambil diatur dan sedikit
ditekan lalu parafin cair yang bersuhu 60°C dituangkan ke dalam jaringan sampai
seluruh jaringan terendam paraffin dan dilakukan tiga kali. Parafin dibiarkan
membeku di atas mesin pendingin. Blok parafin kemudian dilepas dari cetakan.
Keuntungan menggunakan parafin adalah dengan titik lebur rendah sehingga
jaringannya tidak mudah menjadi rapuh.

- Pembuatan blocking

Pembuatan blocking merupakan proses pembuatan preparat agar
dapat dipotong menggunakan mikrotom. Proses ini menggunakan parafin
sebagai alat menempelkan jaringannya agar mudah dipotong. Prosesnya yaitu
dengan menyiapkan tempat blokingnya, dan menuangkan parafin dilanjutkan
dengan memasukan organ ke dalam parafin yang sudah disediakan.
Selanjutnya setelah blok parafin kering dan sudah beku dapat dikeluarkan dari
tempat blockingdan dapat dilanjutkan ke proses sectioning.

- Memotong blok jaringan (sectioning)

Sectioning dilakukan dengan cara jaringan dan blog parafin dipotong
menggunakan mikrotom setebal 4 mikron secara melintang. Irisan diletakkan di
atas gelas objek yang telah diolesi ewith yang berfungsi sebagai bahan perekat,
kemudian diinkubasi pada suhu 60°C untuk pembuangan parafin.

3) Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)
Preparat yang diwarnai dengan larutan hematoksilin yang bersifat basa

berfungsi untuk mewarnai inti sel dan jaringan yang bersifat asam sehingga
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berwarna biru keunguan . Larutan eosin yang bersifat asam berfungsi untuk
mewarnai sitoplasma sehingga warna berubah menjadi merah. Proses urutan
pencelupan organ secara berurutan ke dalam beberapa larutan dengan waktu

yang ditentukan dilihat pada Tabel 2.

No. Urutan Larutan Pewarnaan HE Lama Pencelupan
1. Xylol 3 menit

2.  Xylol 3 menit

3. Etanol 90% 3 menit

4. Etanol 80% 3 menit

5. Bilas dengan air 1 menit

6. Larotan hematoksilin 6-7 menit
7. Bilas dengan air 1 menit

8. Larutan pembiru 1 menit

9. Air 1 menit
10. Larutan eosin 1-5 menit
11. Bilas dengan air 1 menit
12. Etanol 80% 10 celupan
13. Etanol 90% 10 celupan
14. Etanol absolute 10 celupan
15. Etanol absolute 1 menit
16. Xylol 3 menit
17. Xylol 3 menit

18. Xylol 3 menit

Sumber : (Sari, 2011)
4) Pengamatan pada mikroskop

Preparat diangkat satu persatu dari larutan xylol dalam keadaan basah, lalu
diberi satu tetes cairan perekat (DPX) dan selanjutnya ditutup kaca penutup dan
hasil pssewarnaan tersebut dapat dilihat di bawah mikroskop.
- Analisis Histopatologi

Preparat yang telah dibuat diamati dibawah mikroskop. Penghitungan sel

dilakukan dengan lima lapang pandang. Lapang pandang yang diambil untuk
mengamati perubahan yang terjadi. Seluruh lapang pandang diamati dan
dijumlahkan sel. Kerusakan yang diamati berupa nekrosis, piknosis dan kariolisis.
Langkah selanjutnya dilakukan pemberian skor. Berdasarkan (Bayrak et al.,

2008) skor pembacaan histopatologi yaitu 0 = normal, 1 = ringan, 2 = moderat



37

dan 3 = parah. Perubahan ringan apabila perubahannya <1/3, moderat bila
perubahannya antara 1/3-2/3 dan para apabila perubahannya >2/3 pada setiap

lapang pandangnya.

3.5.3 Pengukuran Kadar Glukosa Darah Tikus Coba (Suarsana et al., 2010)
Kadar glukosa darah tikus coba ditentukan dengan metode biosensor
glukose oksidase. Darah tikus coba diambil melalui ujung ekor tikus coba yang
telah dibersihkan dengan alkohol 70%. Ujung ekor ditusuk dengan jarum kecil,
kemudian diurut perlahan-lahan. Darah yang keluar disentuhkan pada strip
glukometer. Kadar glukosa darah akan terbaca di layar GlukoDr setelah 11 detik.
Kadar glukosa darah dinyatakan dalam mg/dL Pengukuran kadar glukosa darah
tikus coba dilakukan hari ke-45.
3.5.4 Metode De Garmo (Indeks Efektivitas) (Susrini, 2003)

Setelah dilakukan pengujian penyerapan florotanin, kadar glukosa darah,
dan histopatologi hati dilakukan penentuan perlakuan terbaik dengan metode
pengambilan keputusan yaitu metode Indeks Efektivitas De Garmo. Pengambilan
keputusan dilakukan dengan mempertimbangkan tingkat kepentingan dari
beberapa parameter uji dan dilakukan skoring.

Hasil skoring yang diperoleh tersebut ditabulasi dan dijumlahkan.
Kemudian dirata-rata untuk mengetahui urutan masing-masing suatu variabel.
Lalu dihitung bobot masing-masing variabel. Variabel dengan rata-rata tertinggi
diberi bobot 1, sedangkan bobot variabel yang lain didapatkan dari hasil bagi
antara rata-rata masing-masing variabel dengan rata-rata variabel urutan ke-1.
Bobot normal dihitung dengan membagi bobot masing-masing variabel dengan
jumlah bobot normal masing-masing. Nilai Efektivitas (Ne) dihitung dengan

rumus sebagai berikut:

Ne = Nilai perlakuan — nilai terjelek
Nilai Terbaik — nilai terjelek
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Kemudian dihitung nilai hasil (Nh) dari semua variabel dengan mengalikan
Ne dengan bobot normal masing-masing variabel. Selanjutnya, Nh dijumlahkan
semua dan perlakuan dengan jumlah Nh tertinggi adalah perlakuan yang terbaik.

pI-e-qn-AJ03150da VAVIIMYUSL (@

SVLISYIAINDN



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Yield

Yield merupakan perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simplisia awal yang hasilnya dinyatakan dalam satuan persen (%) (Aziset al,
2014). Tujuan penghitungan yield yaitu untuk mengetahui persentase hasil
ekstrak dibandingkan dengan simplisia Sargassum sp. Pada penelitian ini
diperoleh yield ekstrak sebesar 0,31 %. Mengacu pada penelitian Nawaly et al,
(2014) menunjukkan bahwa nilai yield florotanin yang dihasilkan dari ekstraksi
Sargassum sp sebanyak 1,77 % dan bisa dikatakan bahwa yield yang diperoleh
pada penelitian ini sangat rendah. Hal ini mungkin disebabkan proses ekstraksi
Sargassum sp kurang efektif sehingga banyak florotanin hasil ekstrak yang

hilang selama proses berlangsung.

4.2 Penyerapan Florotanin

Florotanin merupakan polifenol yang terkandung dalam Sargassum sp.
Pada penelitian ini dilakukan uji kuantitatif florotanin yang bertujuan untuk
mengetahui kandungan florotanin pada ekstrak Sargassum sp. Data pengamatan
dan analisis data kandungan florotanin ekstrak Sargassum sp dan penyerapan
pada tubuh tikus coba dapat dilihat pada Lampiran 3. Hasil analisis data
menunjukkan bahwa penyerapan florotanin antar perlakuan pada akhir masa
penelitian berbeda nyata (P < 0,05). Hasil menunjukkan bahwa kandungan
florotanin pada ekstrak Sargassum sp sebesar 0,00067496 mg/mg sampel.
Setelah diberikan kepada tikus coba sesuai dosis masing-masing diperoleh

persentase penyerapan seperti yang terlihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Persentase penyerapan florotanin pada tikus coba

Gambar 10 menunjukkan bahwa persentase penyerapan florotanin
semakin meningkat seiring peningkatan dosis ekstrak Sargassum sp yang
diberikan. Persentase penyerapan florotanin pada perlakuan E (200 mg/kgBB)
dengan F (400 mg/kgBB) dan G (600 mg/kgBB) berbeda sangat nyata. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian dosis 400 mg/kg BB dan 600 mg/kg BB lebih
tinggi penyerapan oleh tubuh daripada pemberian dosis 200 mg/kg BB.
Persentase penyerapan florotanin pada perlakuan F (400 mg/kgBB) dan G (600
mg/kgBB) tidak berbeda nyata. Hal ini menunjukkan bahwa dosis ekstrak
Sargassum sp yang mampu diserap tubuh tikus coba sampai pada dosis 400
mg/kgBB. Hou et al , (2011) dan Huang et al, (2014) menyatakan bahwa
penyerapan florotanin semakin meningkat seiring peningkatan dosis florotanin
yang diberikan. Liu et al, (2012) menyatakan konsentrasi yang diberikan antara

350-700 mg/kg mampu diserap oleh tubuh.
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4.3 Glukosa Darah

Glukosa darah merupakan kadar atau kandungan glukosa darah di
dalam sirkulasi darah dalam tubuh. Tujuan pengukuran glukosa darah ialah
untuk mengetahui kadar glukosa darah dalam tubuh tikus pada akhir masa
penelitian. Data pengamatan dan analisis data perubahan kadar glukosa darah
tikus normal dan tikus diabetes melitus yang diberi florotanin dapat dilihat pada
Lampiran 3. Hasil analisis data menunjukkan bahwa kadar glukosa darah tikus
coba antar perlakuan pada akhir masa penelitian berbeda nyata (P < 0,05).
Perubahan kadar glukosa darah tikus normal dan tikus diabetes melitus yang

diberi ekstrak Sargassum sp pada akhir masa penelitian dapat dilihat pada

Gambar 11.
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Gambar 9. Kadar glukosa darah tikus berbagai perlakuan

Gambar 11 menunjukkan pada perlakuan A (kontrol negatif) kadar
glukosa darah tikus adalah 114 mg/dl . Hal ini menunjukkan bahwa tikus A
tergolong tikus normal karena kadar glukosa darah dalam tubuh <200 mg/dI.
Pada perlakuan tikus B (kontrol negatif+gliklazid) kadar glukosa darah 73,2
mg/dl. Hal ini menunjukkan bahwa tikus perlakuan B mengalami hipoglikemik

atau kadar glukosa darah yang rendah. Hal ini terjadi karena efek pemberian
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gliklazid yang diberikan pada tikus normal. Pada perlakuan C (positif DM) kadar
glukosa darah 586,8 mg/dl. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan tikus C
mengalami hiperglikemik yaitu kadar glukosa darah tubuh  >200 mg/dl.
Hiperglikemik terjadi karena pemberian diabetogenik (STZ) dan menyebabkan
gangguan insulin sehingga glukosa darah naik diatas normal. Perlakuan D
(kontrol positif+gliklazid) kadar glukosa darah menurun menjadi 396 mg/dl. Hal ini
menunjukkan bahwa gliklazid merupakan agen hipoglikemik yang dapat
membantu penurunan kadar gula darah. Namun pada penelitian ini pemberian
gliklazid dosis 30mg/kg berat badan belum mampu menurunkan kadar glukosa
darah hingga kondisi normal. Umar et al (2014) menyatakan pemberian dosis
gliklazid untuk menurunkan kadar glukosa hingga mendekati kadar glukosa
darah normal yaitu menggunakan dosis 80mg/kg berat badan. Perlakuan E, F,
dan G pemberian florotanin ekstrak Sargassum sp dosis (200; 400; dan 600
mg/kgBB) kadar glukosa darah adalah 416 mg/dl, 391 mg/dl, 286 mg/dl. Hal ini
menunjukkan bahwa seiring bertambahnya dosis florotanin ekstrak Sargassum
sp yang diberikan mampu menurunkan kadar glukosa darah tikus DM secara
signifikan. Namun pada penelitian ini pemberian dosis florotanin  ekstrak
Sargassum sp hingga dosis 600 mg/kgBB belum mampu menurunkan kadar

glukosa darah hingga kadar glukosa darah normal.

Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah tikus pada perlakuan A
(kontrol negatif) lebih tinggi dibandingkan perlakuan B (kontrol negatif+gliklazid).
Hasil analisis menunjukkan kadar glukosa darah perlakuan A dan B berbeda
nyata. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan B mengalami hipoglikemia akibat
pemberian gliklazid. Firmansyah (2013), menyatakan bahwa pemberian gliklazid
berkepanjangan dapat menyebabkan hipoglikemia. Gliklazid dapat mengurangi

produksi glukosa darah tanpa mengubah reseptor insulin (Golay et al., 1984).
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Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah tikus pada perlakuan B
(kontrol negatif+gliklazid) lebih rendah dibandingkan perlakuan D (kontrol
positif+gliklazid). Hasil analisis menunjukkan kadar glukosa darah perlakuan B
dan D berbeda nyata. Hal ini dimungkinkan karena pada perlakuan B kondisi
tubuh tikus normal, sehingga gliklazid lebih cepat terserap oleh tubuh
dibandingkan dengan perlakuan D dimana tikus mengalami hiperglikemia akibat
STZ. Rochmanullah (2015), menyatakan gliklazid bersifat mudah diserap di
dalam saluran pencernaan dan memiliki waktu paruh pendek, sehingga dapat

dieliminasi dengan cepat di sirkulasi darah.

Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah pada perlakuan A (tikus
normal) lebih rendah dari perlakuan C (tikus DM) dan memperlihatkan hasil yang
sangat berbeda sangat nyata. Hal ini menunjukkan bahwa tikus DM mengalami
hiperglikemia. Suarsana et al, (2011), Huang et al, (2015), dan Adam et al,
(2016) menyatakan bahwa kadar glukosa tikus DM lebih tinggi dibanding tikus
normal. Apriani et al, (2011) menyatakan bahwa hiperglikemia terjadi akibat
defisiensi insulin atau terjadi penurunan produksi insulin dalam tubuh. Haligur et
al., (2012) menyatakan penurunan produksi insulin akibat kerusakan sel
langerhans yang diperantarai diabetogenik (STZ). Dengan adanya STZ maka
terbentuk hiperglikemia pada tikus DM.

Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah tikus pada perlakuan C
(kontrol positif) lebih tinggi dibanding D (kontrol positif+gliklazid). Hasil analisis
menunjukkankadar glukosa darah perlakuan C dan D berbeda nyata. Hal ini
menunjukkan bahwa gliklazid dapat menurunkan kadar glukosa darah atau
antihiperglikemia. Namun pada penelitian ini pemberian gliklazid dosis 30mg/kg
berat badan belum mampu menurunkan kadar glukosa darah hingga kondisi

normal. Umar et al (2014) menyatakan pemberian dosis gliklazid untuk
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menurunkan kadar glukosa hingga mendekati kadar glukosa darah normal
yaitu menggunakan dosis 80mg/kg berat badan. Qiang et al, (1998), Naidoo et
al, (2006), Prasath dan Subramanian (2013), menyatakan bahwa kadar glukosa
darah kontrol positif+gliklazid lebih rendah dibanding kontrol positif. Anonymous
(2010) menyatakan bahwa gliklazid dapat menstimulasi sel B pankreas untuk
melepaskan insulin yang tersimpan dan menurunkan kadar glukosa darah
dengan merangsang sekresi insulin, hanya efektif bila sel p pankreas masih
dapat berproduksi. Dengan adanya gliklazid maka kadar glukosa darah kontrol
positif+gliklazid menurun.

Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah perlakuan A (tikus normal)
lebih rendah dari perlakuan E (tikus DM+ekstrak 200 mg/kgBB), F (tikus
DM+ekstrak 400 mg/kgBB), dan G (tikus DM+ekstrak 600 mg/kgBB) serta
memperlihatkan hasil yang berbeda sangat nyata. Hal ini menunjukkan bahwa
florotanin ekstrak Sargassum sp mampu menurunkan kadar glukosa darah tikus
DM secara signifikan. Pada penelitian ini pemberian dosis florotanin ekstrak
Sargassum hingga dosis 600 mg/kgBB selama 45 hari belum mampu
menurunkan kadar glukosa darah hingga kadar glukosa darah normal. Herawati
et al, (2012) menyatakan untuk menurunkan kadar glukosa darah mendekati
normal membutuhkan dosis hingga 800 mg/kgBB. Firdaus et al, (2012) juga
menyatakan pemberian florotanin yang aman untuk diberikan pada tikus DM
yaitu sekitar 625-1250 mg/kgBB. Hal ini menunjukkan bahwa penurunan kadar
glukosa darah meningkat seiring peningkatan dosis ekstrak Sargassum sp.
Rengasamy et al, (2014) menyatakan bahwa florotanin memiliki kemampuan
sebagai antihiperglikemia karena kemampuan mengikat enzim a-glukosidase
dan a-amilase dan (Shofia, 2013) menyatakan florotanin juga mampu
menurunkan kadar glukosa darah dengan meningkatkan induksi pada sel B

pankreas untuk mensintesis insulin.
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Gambar 11 menunjukkan kadar glukosa darah perlakuan D (tikus
DM+gliklazid) lebih rendah dari perlakuan E (tikus DM+ekstrak 200 mg/kgBB)
dan lebih tinggi dari perlakuan F (tikus DM+ekstrak 400 mg/kgBB), dan G (tikus
DM+ekstrak 600 mg/kgBB). Kadar glukosa darah tikus pada perlakuan D, E dan
F berbeda tidak nyata. Hal ini menunjukkan bahwa treatment florotanin 200
mg/kgBB dan 400 mg/kgBB memiliki efektifitas yang sama sebagai agen
antihiperglikemia dengan pemberian gliklazid pada tikus DM. Kadar glukosa
darah tikus pada perlakuan D dan G berbeda nyata, dimana kadar glukosa darah
tikus perlakuan D lebih tinggi dibandingkan G. Hal ini menunjukkan bahwa
florotanin ekstrak Sargassum sp 600 mg/kgBB lebih baik digunakan sebagai
antihiperglikemia dan antioksidan dibandingkan dengan gliklazid karena
florotanin bersifat senyawa bioaktif alami. Pada penelian ini pemberian florotanin
ekstrak Sargassum sp hingga 600 mg/kgBB selama 45 hari belum mampu
menurunkan hingga kadar glukosa darah tikus normal. Ada kemungkinan hal ini
disebabkan waktu pemberian ekstak florotanin sekitar 45 hari dan dosis yang
diberikan belum efektif. Bahadoran et al, (2013) menyatakan bahwa polifenol
polifenol mampu bertindak sebagai antihiperglikemik yaitu dengan memperbaiki

fungsi sel B langerhans dan kinerja insulin, serta perangsang sekresi insulin.

4.4 Histopatologi Hati.

Histopatologi hati merupakan pengamatan patologi hati (kerusakan struktur
jarigan hati ) yang meliputi kerusakan sel nekrosis, piknosis, dan karioisis
disebabkan adanya penumpukan radikal bebas dalam tubuh. Data pengamatan
dan analisis data perubahan kerusakan struktur jaringan sel hati tikus normal
dan tikus diabetes melitus yang diberi florotanin ekstrak Sargassum sp dapat
dilihat pada Lampiran 4. Skor pembacaan perubahan histopatologis hati yaitu: 0

= normal, 1 = ringan, 2 = moderat, dan 3 = parah (Sigala et al., 2006).
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Fotomikrograf dan skor histologis hati tikus pada setiap perlakuan dapat dilihat

seperti gambar berikut
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Gambar 12. Fotomikrograf Hati Tikus Normal dan Diabetes Melitus (A) tikus
normal, (B) tikus normal+gliklazid, (C) tikus DM, (D) tikus DM+gliklazid, (E)
tikus DM +200 ekstrak Sargassum (F), tikus DM +400 ekstrak Sargassum
(G) tikus DM +600 ekstrak Sargassum (Pewarnaan HE Perbesaran 1000x)s
Keterangan :
=Hati Normal, == = Hati Nekrosis, =Hati Piknosis, al
= Hati Kariolisis. == = Hati Perlemakan

normal,perwarna meran keunguan ceran dan tdak terjadi perilemakan. Hal Ini
menunjukkan bahwa perlakuan A kondisi normal. Perlakuan B (tikus normal
+gliklazid) terjadi perlemakan dan terdapat kerusakan sel piknosis. Hal ini terjadi
karena pemberian gliklazid pada tikus normal yang berkepanjangan dapat
berefek pada kerusakan sel (Firmansyah, 2013). Piknosis terbentuk akibat
gliklazid yang diberikan pada tikus normal dalam jangka waktu panjang menjadi
toksin sehingga terjadi kerusakan sel. Sedangkan perlemakan hati disebabkan
keberadaan toksin dan menyebabkan sel tidak mampu mengeluarkan
trigleserida sehingga terjadi degenerasi lemak (Porth and Matfin, 2008). Pada
perlakuan C (tikus DM) didominasi sel nekrosis dan perlemakan hati. Hal ini
terjadi karena gangguan insulin yang disebakan pemberian STZ sehingga terjadi
penumpukan radikal bebas dalam tubuh, yang menyebabkan kerusakan sel dan
perlemakan pada hati. Perlakuan D (tikus DM+gliklazid) secara visual kerusakan
sel mulai berkurang tetapi perlemakan masih terkategori parah. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian gliklazid mampu mengurangi kerusakan sel
tetapi belum mampu mengurangi kerusakan sel hingga kondisi normal. Pada
perlakuan E (tikus DM+ekstrak 200mg/kgBB) kerusakan sel nekrosis tidak
mendominasi namun masih tampak adanya perlemakan. Pada perlakuan F (tikus
DM+ekstrak 400mg/kgBB) masih terjadi perlemakan namun kerusakan sel tidak
mendominasi. Perlakuan G (tikus DM+ekstrak 600mg/kgBB) perlemakan sudah
tidak tampak namun masih ada kerusakan sel. Hal ini menunjukkan bahwa

florotanin ekstrak Sargassum sp dengan dosis (200,400, dan 600 mg/kgBB)
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yang diberikan pada tikus DM belum mampu mengobati tikus DM hingga

kondisi normal.

Gambar skor histopatologi hati tikus untuk semua perlakuan dapat dilihat

pada gambar 13 di bawah ini :

37 A: tikus normal
2.7 B: tikus normal
e liklazid
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0657 B4 Wi Wi 4N RS L ol
05 1 am %::_- %’-«_\-_.J %_-__ \_-_- Q-..H,_-_.J %_.__ + Kariolisis
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Gambar 13. Skor histologis sel normal tikus normal, tikus normal dengan
penambahan Gliklazid, tikus diabetes melitus, tikus diabetes
melitus dengan penambahan Gliklazid, dan tikus diabetes melitus
yang diberi florotanin ekstrak Sargassum sp.

Gambar 13 menunjukkan pada perlakuan A (kontrol negatif) kerusakan
sel nekrosis,piknosis,dan kariolisis memiliki skor rata-rata = O yang artinya
tergolong dalam kondisi normal. Pada perlakuan B (kontrol negatif+gliklazid)
kerusakan sel nekrosis,piknosis,dan kariolisis memiliki skor rata-rata = 1 yang
artinya tergolong sel kerusakan ringan.Hal ini terjadi karena efek pemberian

gliklazid yang diberikan pada tikus normal secara berkepanjangan dapat



49

menimbulkan kerusakan sel. Pada perlakuan C (positif DM) kerusakan sel
nekrosis,piknosis,dan kariolisis memiliki skor rata-rata = 3 yang artinya tergolong
kerusakan sel parah. Hal ini dikarenakan jumlah kerusakan sel > 1/3 jumlah
keseluruhan yang diakibatkan oleh pemberian diabetogenik (STZ). Perlakuan D
(kontrol positif+gliklazid) kerusakan sel nekrosis,piknosis,dan kariolisis memiliki
skor rata-rata = 2 yang artinya tergolong sel kerusakan moderat. Hal ini
dikarenakan jumlah kerusakan sel 1/3-2/3 dari jumlah keseluruhan sel. Perlakuan
E dan F dan G pemberian florotanin ekstrak Sargassum sp dosis (200, 400
dan 600 mg/kgBB) kerusakan sel nekrosis,piknosis,dan kariolisis memiliki skor
rata-rata = 2 yang artinya tergolong sel kerusakan moderat karena jumlah
kerusakan sel 1/3-2/3 jumlah kerusakan, namun pada penelitian ini terjadi
penurunan kerusakan yang signifikan seiring bertambahnya dosis florotanin yang
diberikan pada tikus DM. Hal ini menunjukkan pemberian dosis florotanin ekstrak
Sargassum sp hingga dosis 600 mg/kgBB belum mampu mengurangi kerusakan

sel hingga kondisi normal.

Gambar 13 menunjukkan rerata skor histologis hati tikus pada perlakuan
A (kontrol negatif) lebih rendah dibandingkan perlakuan B (kontrol
negatif+gliklazid). Rerata skor histologis perlakuan A = 0 yang artinya tergolong
kondisi normal sedangkan rerata skor histologis perlakuan B = 1 yang artinya
mengalami kerusakan sel ringan.Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan B
mengalami kerusakan sel akibat pemberian gliklazid. Firmansyah (2013),
menyatakan bahwa pemberian gliklazid berkepanjangan dapat menyebabkan

kerusakan sel pada tikus normal.

Gambar 13 menunjukkan rerata skor histologis hati tikus pada perlakuan
A (kontrol negatif) lebih rendah dibandingkan perlakuan C (positif DM). Rerata

skor histologis perlakuan A = 0 yang artinya tergolong kondisi normal sedangkan
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rerata skor histologis perlakuan C = 3 yang artinya mengalami kerusakan sel
parah. Hal ini menunjukkan kerusakan sel nekrosis, piknosis, dan kariolisis terjadi
akibat akumulasi radikal bebas dalam tubuh yang disebabkan kondisi
hiperglikemik. Hal ini sesuai yang dinyatakan (Endah, 2015), (Herawati, 2014),
dan (Mardiah, 2015) manifestasi DM dapat menimbulkan terjadinya berbagai
kerusakan sel yang mengindikasi adanya akumulasi radikal bebas dalam tubuh).
Jadi dapat dikatakan bahwa ketika radikal bebas dalam tubuh meningkat, maka
akan berpengaruh pada kenaikan kerusakan sel.

Gambar 13 menunjukkan rerata skor histologis hati tikus pada perlakuan
C (positif DM) lebih tinggi dibandingkan perlakuan D (kontrol positif+gliklazid).
Rerata skor histologis perlakuan C = 3 yang artinya mengalami kerusakan sel
parah sedangkan rerata skor histologis perlakuan D = 2 yang artinya mengalami
kerusakan sel moderat .Hal ini menunjukkan bahwa gliklazid merupakan agen
hipoglikemik yang dapat mengurangi kerusakan sel. Namun pada penelitian ini
pemberian gliklazid dosis 30mg/kg berat badan belum mampu menurunkan
kadar glukosa darah hingga kondisi normal. Umar et al (2014) menyatakan
pemberian dosis gliklazid untuk menngurangi kerusakan sel hingga kondisi
normal yaitu menggunakan dosis 80mg/kg berat badan.Sarker et al, (2011)
menyatakan bahwa Obat Hipoglikemik Oral (OHO) golongan sulfonilurea yang
termasuk gliklazid, bekerja dengan menstimulasi sel beta pankreas untuk
melepaskan insulin yang tersimpan sehingga dapat menurunkan kadar glukosa
darah. Firdaus (2013) mengemukakan bahwa ketika kadar glukosa darah
menurun akan berpengaruh pada penurunan kerusakan jaringan sel.

Gambar 13 menunjukkan rerata skor histologis hati tikus pada perlakuan
C (positif DM) lebih tinggi dibandingkan perlakuan E, F, dan G (positif DM
+florotanis dosis 200,400,600 mg/kgBB). Rerata skor histologis perlakuan C = 3

yang artinya mengalami kerusakan sel parah sedangkan rerata skor histologis
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perlakuan E, F, dan G = 2 yang artinya mengalami kerusakan sel moderat. Hal
ini menunjukkan bahwa florotanin ekstrak Sargassum sp mampu mengurangi
kerusakan sel hati tikus DM. Namun pada penelitian ini pemberian dosis
florotanin ekstrak Sargassum sp dosis (200; 400; dan 600 mg/kgBB) belum
mampu mengurangi kerusakan sel hingga kondisi normal. Herawati et al, (2012)
menyatakan untuk perbaikan gambaran histopatologi mendekati normal
membutuhkan dosis hingga 800 mg/kgBB. Hal ini menunjukkan bahwa perbaikan
jaringan sel hati meningkat seiring peningkatan dosis ekstrak Sargassum sp.
Leikert et al, (2016) menyatakan bahwa semakin tinggi dosis ekstrak yang
mengandung polifenol semakin meningkat pula jumlah perbaikan sel.

Gambar 13 menunjukkan rerata skor histologis tikus perlakuan D (tikus
DM+gliklazid) lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan E (tikus DM+ekstrak
200 mg/kg BB), perlakuan F (tikus DM+ekstrak 400 mg/kg BB), dan G (tikus
DM+ekstrak 600 mg/kg BB). Skor histologis rerata dari perlakuan D, E,F dan G =
2 yang artinya tergolong mengalami kerusakan sel moderat dan pada perlakuan
E,F dan G pemberian florotanin dosis 200,400, dan 600 mg/kg BB terjadi
penurunan kerusakan secaa signifikan. Hal ini menunjukkan pemberian dosis
gliklazid 30mg/kgBB dan florotanin Sargassum sp dosis 200,400, dan 600 mg/kg
BB dapat mengurangi kerusakan sel pada kondisi moderat dan belum mampu
mengurangi kerusakan sel hingga kondisi normal. Pencegahan DM dengan
pemberian florotanin lebih baik digunakan karena sifatya sebagai senyawa biaktif
alami yang tidak memiliki efek samping. Ada kemungkinan bahwa pemberian
dosis hingga 600 mg/kgBB belum mampu memperbaiki gambaran histopatologi
hingga kondisi normal vyaitu disebabkan waktu pemberian ekstak florotanin
sekitar 45 hari dan dosis yang diberikan belum efektif. Firdaus et al, (2010)
mengemukakan bahwa pemberian ekstrak Sargassum echinocarpum dapat

memperbaiki perubahan histopatologi hati.
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4.5 Korelasi Kadar Glukosa Darah dan Histopatologi Hati

Histopatologi hati merupakan pengamatan kerusakan patologi hati
(kerusakan struktur jarigan hati ) yang meliputi kerusakan sel nekrosis, piknosis,
dan Kkarioisis disebabkan adanya penumpukan radikal bebas dalam tubuh.
Kondisi hiperglikemia dapat mempengaruhi histopatologi hati tikus (Endah, 2015).
Hubungan antara kadar glukosa darah tikus coba pada akhir masa penelitian

dengan histopatologi hati tikus dapat dilihat pada Gambar 14, 15, dan 16
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Gambar 14. Korelasi Kadar Glukosa Darah dengan Skor Histopatologi (Nekrosis)
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Gambar 16. Korelasi Kadar Glukosa Darah dengan Skor Histopatologi
(Kariolisis

Gambar 14, 15, dan 16 menunjukkan bahwa kadar glukosa memiliki

korelasi dengan kerusakan pada histopatologi hati. Kadar glukosa darah
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berpengaruh terhadap nekrosis, piknosis dan kariolisis pada histopatologi hati.
Korelasi diatas terlihat bahwa semakin tinggi kadar glukosa darah semakin
meningkat kerusakan sel baik, nekrosis, piknosis, dan kariolisis.Peningkatan
glukosa darah disebabkan adanya kerusakan pada sel beta pankreas (Elazu et
al., 2015). Hiperglikemik dapat menyebabkan terjadinya produksi radikal bebas
yang berlebihan atau ROS (Reactive Oxygen Species) dan akan memicu
terjadinya stress oksidatif, hal ini terjadi karena radikal bebas dalam tubuh lebih
banyak daripada antioksidan yang terdapat di dalam tubuh (Apriani, 2011). Stres
oksidatif terbentuk akibat tubuh tidak mampu lagi mengendalikan kadar glukosa
yang berlebih (Soviana et al., 2014). Penumpukan radikal bebas dalam tubuh

juga menyebabkan terjadinya kerusakan sel dalam tubuh.

4.6 Analisis De Garmo

Analisis De Garmo adalah analisis yang digunakan untuk mengetahui
perlakuan terbaik yang dilakukan dengan pengambilan keputusan dan
mempertimbangkan tingkat kepentingan dari beberapa parameter uji dan
dilakukan skoring.Pertimbangkan parameter meliputi penyerapan florotanin,
kadar glukosa darah, dan histopatologi hati. Penentuan perlakuan terbaik
dilakukan untuk mengetahui dosis terbaik dari parameter uji. Data dan hasil
analisis dapat dilihat pada Lampiran 6. Hasil menunjukkan setelah diberikan
perlakuan florotanin ekstrak Sargassum sp kepada tikus coba DM diperoleh
perlakuan terbaik yaitu pemberian dosis 600 mg/kgBB yang dapat dilighat pada

Table 2.

Tabel 2. Data Nilai Hasil (NH) pada Analisis DeGarmo
Perlakuan
A B L D E F G

Parameter
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Kadar glukosa 0,461 0,5 0 0,185 0,17 0,19 0,12
darah

Histopatologi Hati 0,375 0,3 0 0,153 0,218 0,277 0,315
Penyerapan 0 0 0 0 0 0,091 0,173
florotanin

Jumlah 0,836* 0,800 0 0,338 0,388 0,558 0,608*

*) Nilai hasil tertinggi antar perlakuan dosis ekstrak Sargassum sp.

Tabel 2 menunjukkan bahwa perlakuan G (600 mg/kgBB) merupakan
dosis ekstrak Sargassum sp nilai terbaik dibandingkan perlakuan E (200
mg/kgBB) dan F (400 mg/kgBB). Hal ini dapat dilihat dari total nilai hasil yang
diperoleh perlakuan G lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan E dan F.
Namun pada penelitian ini pemberian dosis 600 mg/kgBB belum mampu
merunkan kadar glukosa darah tikus DM hingga kondisi normal. Herawati et al,
(2012) menyatakan untuk perbaikan gambaran histopatologi mendekati normal
membutuhkan dosis hingga 800 mg/kgBB. Ada kemungkinan pada penelitian ini
pemberian dosis hingga 600 mg/kgBB belum mampu memperbaiki kadar
glukosa darah dan gambaran histopatologi hingga kondisi normal disebabkan
waktu pemberian ekstak florotanin sekitar 45 hari dan dosis yang diberikan belum

efektif.
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Ekstrak florotanin Sargassum sp dosis 600 mg/kgBB mampu menurunkan
kadar glukosa darah secara signifikan namun belum mampu menurunkan kadar

glukosa darah dan histopatologi hati tikus coba mencapai kondisi normal.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan pemberian ekstrak metanol Sargassum

sp untuk pengujian histopatogi hati tikus diabetes melitus. dengan variabel
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kerusakan yang berbeda, dosis yang lebih banyak dan waktu penelitian yang

lebih lama.
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Lampiran 2 Kurva standar floroglusinol, data kadar florotanin Sargassum sp dan
data penyerapan florotanin pada tikus coba

Data pengamatan absorbansi floroglusinol

Konsentrasi (ppm) 0 20 40 60 80 100

Absorbansi 0,049 0,089 0,143 0,182 0,237 0,292

Persamaan hubungan linear antara konsentrasi floroglusinol dan absorbansi

0.35

0.3 -

y = 0.0025x + 0.0386

0.25
R2 = 0.9969

0.2

0.15

absorbansi

0.1

0.05

O T T T 1
20 40 60 80 100

konsentrasi (ppm)

Data kadar florotanin Sargassum sp

Rerata (setara

' Konsentrasi Rerata (mg/kg ;
Ulangan Absorbansi Mg floroglusinol
’ (mg/kg) sampel) /mg ekstrak)
1 1,566 610,96
2 1,924 754,16 674,96 0,67496

3 1,688 659,76




Data penyerapan florotanin pada tikus coba

Berat

Kadar Florotanin

Perlakuan Ulangan Badan . Dosis Input Output Terserap Terierap Reorata
Tikus (9) Input (mg) mg/dosis mg/dosis m i () (6)
g/dosis

1 219 43,8 29,56 0,36 29,20 98,78214
E 2 211 42,2 28,48 0,36 28,12 98,73596

(dosis ekstrak 3 234 46,8 31,59 0,32 31,27 98,98702 98,83968
200 mg/kg BB) 4 210 42 28,35 0,35 28,00 98,76543
5 228 45,6 30,78 0,33 30,45 98,92788
1 215 86 58,05 0,19 57,86 99,67270
F 2 204 81,6 55,08 0,21 54,87 99,61874

(dosis ekstrak 3 239 95,6 64,53 0,17 64,36 99,73656  99,66513
400 mg/kg BB) 4 203 81,2 54,81 0,19 54,62 99,65335
5 209 83,6 56,23 0,20 56,03 99,64432
1 223 133,8 90,08 0,23 89,85 99,74467
G 2 205 123 82,81 0,21 82,60 99,74641

(dosis ekstrak 3 204 122,4 82,39 0,23 82,16 99,72084  99,74784
600 mg/kg BB) 4 216 129,6 87,26 0,22 87,04 99,74788
5 258 154,8 104,26 0,23 104,03 99,77940
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DESCRIPTIVE
95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Lower  Upper Bound Minimum Maximum
Bound
E 5 9.8839686 .11075882 98.7021608 98.9772112 98.73596 98.98702
F 5 9.9665134 .04439427 99.6100112 99.7202568 99.61874 99.73656
G 5 9.9747840 .02083944 99.7219644 99.7737156 99.72084 99.77940
Total 15 9.9417553 .42930768 99.1798107 99.6552960 98.73596 99.77940
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.522 2 1.261 257.784 .000
Within Groups .059 12 .005
Total 2.580 14

Uji Lanjut Duncan 5%

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2
1 5 9.8839686E1
2 5 9.9665134E1
3 5 9.9747840E1
Sig. 1.000 086

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.



Lampiran 3 Data dan analisis kadar glukosa darah

Data kadar glukosa darah hari ke-45

Ulangan
Perlakuan 1 5 3 7 5
A 116 129 123 103 99
B 68 71 78 66 83
C 595 598 586 570 585
D 400 412 413 359 400
E 397 402 445 412 427
F 394 400 386 404 375
G 256 275 297 297 305
Descriptives
Glukosa Darah
95% Confidence
Interval for Mean
N Mean S.td'. Std. v Min Max
Deviation Error Lower Upper
Bound Bound
A 5 114.00 12.806 5.727 98.10 129.90 99 129
B 5 73.20 7.120 3.184 64.36 82.04 66 83
C 5 586.80 10.941 4.893 573.22 600.38 570 598
D 5 396.80 22.039 9.856 369.44 424.16 359 413
E 5 416.60 19.578 8.756 392.29 440.91 397 445
F 5 391.80 11.584 5.181 377.42 406.18 375 404
G 5 286.00 20.149 9.011 260.98 311.02 256 305
Total 35 323.60 170.369 28.798 265.08 382.12 66 598
ANOVA
Kadar Glukosa Darah
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 979894.000 6 163315.667 655.661 .000
Within Groups 6974.400 28 249.086
Total 986868.400 34
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Lampiran 4 Data Pengamatan Skor Histologis Hati

Data Pengamatan Skor Histologis Hati yang Mengalami Nekrosis

76

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 4 5 Jumlah Rerata SD
K- 05 04 04 05 04 2,2 0,4 0,16733
K-OHO 1,2 11 09 1,2 1 5,4 1,1 0,14142
K+ 28 28 26 24 27 13,3 2,7 0,16733
K+OHO 2 22 23 24 19 11,3 2,3 0,26833
PA 28 24 25 22 23 11,3 2,3 0,26833
PB 1,8 16 1,6 2 1,8 8,8 1,8 0,24495
PC 14 16 14 13 1,7 7,4 1,5 0,08944

Kruskal-Wallis Test

Perlakuan N Mean Rank

K- 5 5,20

K-OHO 5 9,40

K+ 5 28,20

K+OHO 5 31,50

PA 5 23.10

PB 5 17,90

PC 5 10,70

Total 35

Test Statistics

Perlakuan

Chi-Square 29,673

Df 6

Asymp. Sig. .000
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Data Pengamatan Skor Histologis Hati yang Mengalami Piknosis

Ulangan

Perlakuan 2 3 7 5 Jumlah Rerata SD
K- o5 04 04 05 0,6 2,4 0,5 0,17889
K-OHO 2 1 1 1 1 6 1,2 0,10954
K+ 27 25 26 25 25 12,8 2,6 0,08944
K+OHO 21 22 19 24 23 10,9 2,2 0,16733
PA 2 2 24 22 24 11 2,2 0,08944
PB 16 17 16 18 1,6 8,3 1,7 0,08944
PC 1,2 16 16 1,7 1,7 7,9 1,6 0,00000

Kruskal-Wallis Test

Perlakuan N Mean Rank

K- 5 7,20

K-OHO 5 16,20

K+ 5 32,20

K+OHO 5 24,40

PA 5 21,40

PB 5 13,60

PC 5 11,00

Total 35

Test Statistics

Perlakuan

Chi-Square 24,383

Df 6

Asymp. Sig. .000

Data Pengamatan Skor Histologis Hati yang Mengalami Kariolisis

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 4 5 Jumlah Rerata SD
K- 05 0,8 1 0,7 0,8 3,1 0,6 0,08944
K-OHO 1,2 1 1,2 02 1,3 4,7 0,9 0,08944
K+ 23 25 26 25 26 12,5 25 0,00000
K+OHO 2,2 2,5 2,4 2,3 2,4 11,8 2,4 0,14142
PA 22 22 23 24 24 11,3 2,3 0,10954
PB 2 21 21 22 22 10,6 2,1 0,24495

PC 13 16 14 15 16 7,4 15 0,14142
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Lampiran 5. Data dan Analisis Perlakuan Terbaik Metode DeGarmo

Parameter
o Kadar
Pellgil Glukosa Histopatologi Penyerapan
Darah Hati Florotanin
Penilaian 3 2 1
Total 3 2 1
Rerata 3 2 1
Ranking 1 2 3
Bobot variabel 1 0,7 0,5
Perlakuan Nilai Nilai I
P o A B C D E F G terbaik  terjelek  S°'S'M
Kadar glukosa darah 114 73,2 586,8 396,8 416,6 391,8 286 73,2 586,8 -513,6
Histopatologi Hati 0,74 0,91 2,26 1,33 1,38 1,13 0,98 0,74 2,26 -1,52
P. florotanin 98,83969 99,66513 99,74784 99,74784 98,83969 0,90815
Perlakuan
Para- Bobot
meter Normal & E 2 - E = G
NE NH NE NH NE NH NE NH NE NH NE NH NE NH
kadar glukosa
darah 0,4 0,921 0,461 1 0,5 0 0 0,370 0,18 0,331 0,17 0,380 0,19 0,686 0,192
Histopatologi 0,375 1 0,375 0,8 0,3 0 0 0,41 0,153 0,58 0,218 0,74 0,277 0,84 0,315
florotanin 0,1 0 0 0,909 0,091 1 0,1
Jumlah 0,836 0,800 0 0,285 0,338 0,558 0,608~
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Lampiran 6. Pembuatan Buffer Sitrat

Buffer sitrat dibuat dengan campuran larutan A yaitu larutan asam sitrat dan
larutan B yaitu Na-sitrat, adapun ketentuan larutan yang digunakan :

Larutan A : 0,1 M larutan asam sitrat (21,01 g dalam 1000 mL)

Larutan B : 0,1 M larutan Na-sitrat (29,41 g CsHs0;Nas2H,0O dalam 1000 mL)

X mL larutan A + Y mL larutan B, kemudian diencer hingga 100 mL untuk
mendapatkan pH 4,5. Campuran yang dibuat untuk pH 4,5 yaitu, 26,75 larutan A
dan 23,25 larutan B kemudian ditambahkan akuades hingga volume 100 mL,

sehingga didapatkan pH 4,5.
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Lampiran 7 Cara Perhitungan Dosis Ekstrak Sargassum sp

1. Induksi Streptozotosin (STZ)

40mg _40mg _ 4mg
1kgBB ~ 1000g 100 g

Pengukuran berat badan, misalnya untuk tikus dengan BB 250 ¢

membutuhkan STZ seberat :

4mg X

100g 25049

_250g.4mg
100 g

= 10 mg per tikus dengan BB 250 g
STZ yang telah ditimbang kemudian dicampurkan dengan buffer sitrat. STZ
dibuat dengan berat 90 mg dan buffer sitrat sebanyak 2 mL untuk satu ekor
tikus dengan berat 250 g jumlah mL STZ yang talah dicampur buffer sitrat

dibutuhkan sebesar :

90mg _ 10mg
2mL X

_2mL.10mg
- 90 g

x =0,22 mL
Sebanyak 0,22 mL campuran STZ dan buffer sitrat diinduksi ke tikus dengan
berat badan 250 g.

2. Pemberian Obat Hiperglikemik Oral (OHO)

30mg _ 30mg _ 3mg
1kgBB ~ 1000g 100g

Pengukuran berat badan dilakukan, misalnya untuk tikus dengan BB 250 g

membutuhkan OHO seberat :

3mg X
100g 250¢g
_250g.3mg

100 g
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= 7,5 mg per tikus dengan BB 250 g
OHO yang telah ditimbang kemudian dicampurkan dengan minyak wijen.
OHO yang dibuat dengan berat 50 mg dan minyak wijen sebanyak 2 mL maka
untuk satu ekor tikus dengan berat 250 g, dibutuhkan jumlah mL OHO yang

talah dicampur minyak wijen sebanyak :

50mg _ 7,5mg

2 mL X

__2mL.7,5mg
=i 50 g

x =0,3 mL

Sebanyak 0,3 mL campuran OHO dan minyak wijen disondekan ke tikus
dengan berat badan 250 g.

. Pemberian Ekstrak Sargassum sp

Dosis Rendah (200 mg/ kg BB)

200mg _ 200mg _ 20 mg

1kgBB ~ 1000g  100g

Pengukuran berat badan dilakukan, misalnya untuk tikus dengan BB 250 g

membutuhkan ekstrak dengan dosis rendah seberat :

20mg X
100g 2509

_250g. 20mg
100 g

= 50 mg per tikus dengan BB 250 g
Ekstrak Sargassum sp yang telah ditimbang kemudian dicampurkan dengan
minyak wijen. Ekstrak S argassum sp yang dibuat dengan berat 250 mg dan
minyak wijen sebanyak 2 mL maka untuk satu ekor tikus dengan berat 250 g,
dibutuhkan jumlah mL ekstrak Sargassum sp yang talah dicampur minyak

wijen sebanyak :

250 mg _ 50 mg
2mL ~ x
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X_2mL . 50 mg
T 250 g
x =0,4 mL

Sebanyak 0,4 mL campuran ekstrak Sargassum sp dan minyak wijen
disondekan ke tikus dengan berat badan 250 g.

Dosis Sedang (400 mg/kg BB)

400mg _ 400mg _ 40 mg

1kgBB  1000g  100g

Pengukuran berat badan dilakukan, misalnya untuk tikus dengan BB 250 g

membutuhkan ekstrak Sargassum sp dengan dosis sedang seberat :

40mg X
100g 2509

_ 250g. 40mg
100 g

= 100 mg per tikus dengan BB 250 g
Ekstrak Sargassum sp yang telah ditimbang kemudian dicampurkan dengan
minyak wijen. Ekstrak Sargassum sp yang dibuat dengan berat 550 mg dan
minyak wijen sebanyak 2 mL maka untuk satu ekor tikus dengan berat 250 g,
dibutuhkan jumlah mL ekstrak Sargassum sp yang telah dicampur minyak

wijen sebanyak :

550 mg _ 100 mg
2mL X

2mL . 100 mg
550 g

X =
x =0,36 mL
Sebanyak 0,36 mL campuran ekstrak Sargassum sp dan minyak wijen
disondekan ke tikus dengan berat badan 250 g.

Dosis Tinggi (600 mg/kg BB)

600mg _ 600mg _ 60 mg

1kgBB ~ 1000g  100g
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Pengukuran berat badan dilakukan, misalnya untuk tikus dengan BB 250 g

membutuhkan ekstrak Sargassum sp dengan dosis tinggi seberat :

60mg _  x
100g ~ 250g

_250g . 60mg
100 g

= 150 mg per tikus dengan BB 250 g
Ekstrak Sargassum sp yang telah ditimbang kemudian dicampurkan dengan
minyak wijen. Ekstrak Sargassum sp yang dibuat dengan berat 900 mg dan
minyak wijen sebanyak 2 mL maka untuk satu ekor tikus dengan berat 250 g,
dibutuhkan jumlah mL ekstrak Sargassum sp yang telah dicampur minyak

wijen sebanyak :

900 mg _ 150mg

2mL X

2mL . 150 mg
900 mg

X =
x =0,33 mL
Sebanyak 0,33 mL campuran ekstrak Sargassum sp dan minyak wijen

disondekan ke tikus dengan berat badan 250 g.
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian

Pemodelan tikus coba DM

-

treptozotocin Penimbangan
Streptozotocin 40 Buffer sitrat pH 4,5
mg/kgBB

Streptozotocin dilarutkan dalam
buffer sitrat pH 4,5

A Persiapan penginduksian dengan Tikué yang telah di aklimatisasi dan
cara intra peritoneal mempunyai berat = 200 g



Tikus diinduksi streptozotocin secara
intraperitonial
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Pengecekan kadar glukosa darah
pada hari ke 7 setelah
penginduksian. Tikus dengan kadar
glukosa darah > 200 mg/dL akan
digunakan sebagai tikus diabetes
mellitus dalam penelitian sedangkan
tikus dengan kadar gula < 200 mg/dL
tidak digunakan dalam penelitian
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Pembuatan Ekstrak Sargassum sp dan Treatment pada Tikus Coba

)

Sargassum sp

\§ >4

Maserasi metanol 1 : 3 Tepung Sargassum sp

Penyaringan Evaporasi Degagéig

l
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Freeze Drying

Serbuk ekstrak
Sargassum sp

= B
Pemeliharaan tikus
selama 45 hari
penelitian

Penyondean tikus uji
lengan ekstrak Sargassum
sp, minyak wijen dan
gliclazid

':»x. ! -
Pembedahan dan Pengukuran kadar
pengambilan organ- glukosa.darah pada
organ yang akan diteliti hari ke -46

Hati tikus normal Hati tikus DM




