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ABSTRAK

Pengaruh ekstrak tempe kedelai hitam (Glycine soja) terthadap jumlah sel 4 pankreas tikus putih jantan
(Rattus novergicus strain wistar) model DM tipe 2. Latar Belakang: Hiperglikemia kronis meningkatkan pembentukan
radikal bebas yang menyebabkan stres oksidatif sehingga menurunkan jumlah sel B pankreas. Ekstrak tempe kedelai hitam
mengandung zat antioksidan seperti isoflavon, polifenol, dan antosianin yang berpotensi mencegah sel B pankreas dari
kerusakan yang disebabkan oleh hiperglikemia kronis dan dapat meningkatkan jumlah sel  pankreas. Tujuan: Membuktikan
adanya pengaruh pemberian ekstrak tempe kedelai hitam terhadap jumlah sel B pankreas tikus putih jantan model DM
tipe 2. Metode: Menggunakan rancangan post test controlled group, sampel penelitian dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok
I (kontrol negatif), kelompok II (control positif) diberi streptozotosin dosis rendah secara berulang selama 5 hari,
kelompok III (D1) ditambah ekstrak tempe kedelai hitam dosis 150 mg/kgBB/hari, kelompok IV (D2) ditambah ekstrak
tempe kedelai hitam dosis 300 mg/kgBB/hari, kelompok V (D3) ditambah ekstrak tempe kedelai hitam dosis 450 mg/
kgBB/hati selama 14 hari. Hasil dan Diskusi: Rerata dati jumlah sel 4 pankreas pada kelompok negatif 91,86 sel/LP, positif
56,16 sel/LP, D1 60,88 sel/LP, D2 72,94 sel/LP,dan D3 84,66 sel/LP. Pembetian ekstrak tempe kedelai hitam berpengaruh
bermakna terhadap peningkatan jumlah sel 4 pankreas tikus putih jantan model DM tipe 2 antar kelompok (p<0,05).
Kesimpulan: Pemberian ekstrak tempe kedelai hitam meningkatkan jumlah sel 4 pankreas tikus putih jantan model DM
tipe 2.

ABSTRACT

The Effect of Black Soybean (Glycine soja) Tempe Extract to the Number Of Pancreatic Beta Cells rats
(Rattus novergicus wistar strain) Models of Type 2 DM. Background: Chronic hyperglycemia increases the formation of free
radicals that canse oxidative stress which can reduce the number of pancreatic beta cells. Black soybean tempe extract contains antioxidants
such as isoflavones, polyphenols, and anthocyanins potentially prevent pancreatic beta cells from damage caused by chronic hyperglycemia
and can increases number of pancreatic beta cells. Purpose: To prove the effect of black soybean tempe extract to the number of pancreatic
beta cells rats models of type 2 DM. Metode: Using posttest controlled group design, sample divided into 5 groups. Group I (negative
control), group 11 (positive control) were given a multiple low doses of streptozotocin for 5 days, group III (D7) combined with extract
of black soybean tempe dose 150 mg/ kgBB/day, group 1V (D2) combined with extract of black soybean tempe dose 300 mg/ kgBB/
day, group V" (D3) combined with extract of black soybean tempe dose 450 mg/ kgBB/day for 14 days. Result and Discussion: Mean
of the number pancreatic i cells in group negative 91,86 cells/field of view respectively, positive 56,16 cells/field of view respectively,
D1 60,88 cells/ field of view respectively, D2 72,94 cells/ field of view respectively, D3 84,66 cells/ field of view respectively. Black soybean
tempe exctract showed significant results toward the decreased the number of pancreatic a cells Cells rats models of type 2 DM in each
group (p<0,05). Conclusion: Black soybean tempe extract decreased the number of pancreatic a cells rats models of type 2 DM.

Key words : Black soybean tempe extract, pancreatic d cells, streptozotocin, modelsof type 2 DM.

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) adalah suatu kumpulan gejala
yang timbul pada seseorang yang disebabkan adanya
peningkatan kadar gula (glukosa) darah akibat kekurangan

dengan baik atau terjadi resistensi insulin karena reseptor
insulin pada membran sel berkurang sehingga tidak tanggap
terhadap insulin (Stumvoll et al, 2005). Kondisi ini
menyebabkan glukosa yang masuk ke dalam sel berkurang,

insulin baik relatif maupun absolut (Soegondo, 2002). DM
digolongkan menjadi dua tipe, yaitu DM tipe 1 disebabkan
tubuh kekurangan insulin atau tubuh sedikit menghasilkan
insulin, dan DM tipe 2 insulin tetap dihasilkan dalam
jumlah normal, namun insulin yang ada tidak bekerja

sedangkan di pembuluh darah terjadi peningkatan glukosa
(Suarsana, 2010). Hiperglikemia kronis cenderung
meningkatkan pembentukan radikal bebas (ROS), ROS
yang betlebihan ini meningkatkan kejadian stres oksidatif
dan dapat menyebabkan disfungsi sel B (Robertson et al,
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2004). Menurut Nugent et al (2008), diabetes tahap lanjut
ditandai dengan menurunnya jumlah sel B, penumpukan
amiloid di dalam pulau-pulau Langerhans, dan penumpukan
lemak. Untuk itu dibutuhkan upaya dalam meningkatkan
jumlah sel B pankreas dengan cara mencegah kejadian stres
oksidatif lebih lanjut dan menstimuli poliferasi sel [
pankreas. Salah satunya dengan cara mengkonsumsi bahan
makanan yang mengandung antioksidan (Koya D et al,
2003).

Kedelai hitam merupakan salah satu bahan makanan
yang kaya antioksidan, selain itu kedelai hitam merupakan
komponen penting dalam diet penduduk di wilayah Asia.
Salah satu senyawa yang mengandung antioksidan dalam
kedelai hitam adalah isoflavon. Isoflavon bersifat sebagai
antioksidan melalui dua mekanisme, yaitu : mendonorkan
ion hidrogen dan bertindak sebagai scavenger radikal bebas
secara langsung, akibatnya radikal bebas tersebut akan lebih
stabil (Astuti, 2008). Selain isoflavon, senyawa yang bekerja
sebagai antioksidan dalam kedelai hitam ialah polifenol dan
antosianin. Proses fermentasi kedelai menjadi tempe
menyebabkan peningkatan isoflavon total schingga
diperkirakan fungsi tempe sebagai antioksidan jauh lebih
tinggi dibandingkan dengan kedelai. Tempe juga dikenal
sebagai makanan yang sangat populer di Indonesia, tempe
dikonsumsi oleh lebih dari separuh penduduk di Indone-
sia. Selain itu, tempe juga mudah diproduksi, harga relatif
terjangkau, tersedia di pasar, dan mudah dimasak (Utari et
al, 2010).

Tujuan umum dari penelitian ini yaitu membuktikan
bahwa terdapat pengaruh pemberian ekstrak tempe kedelai
hitam (Glysine soja) terhadap jumlah sel 4 pankreas tikus
putih jantan (Rattus norvegicus strain wistar) model DM tipe
2. Sedangkan tujuan khusus penelitian ini untuk
membuktikan bahwa tempe kedelai hitam (Ghsine soja)
sebagai antioksidan dapat mencegah kerusakan sel B pankreas
lebih lanjut tikus putih jantan (Rattus norvegicus strain wistar)
model DM tipe 2, dan untuk mengetahui dosis terbaik
tempe kedelai hitam (Glysine soja) sebagai antioksidan yang
dapat mencegah kerusakan sel a pankreas lebih lanjut tikus
putih jantan (Rattus norvegicus strain wistar) model DM tipe
2.

METODE

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
timbangan, alat pemeliharaan tikus, alat pembuatan tempe
kedelai hitam, sarung tangan, sonde modifikasi, alat bedah
minor (scalpel dan gunting), tabung film untuk tempat
pengawetan organ sementara, mikroskop, mikrotom,
coverglass dan object glass.

Bahan yang digunakan antara lain bahan pakan,
aquadest, bahan pembuatan kedelai hitam (kedelai hitam,
ragi tempe 1g / 1kg tempe, air bersih), hewan percobaan,
streptozotosin, ekstrak tempe kedelai hitam, bahan untuk
membuat sediaan histologi pankreas tikus dengan cara
Embeddling,

Pembuatan Tempe Kedelai Hitam

Kedelai kering dibersihkan dari kotoran dan benda
asing, kemudian dicuci dengan air hingga bersih. Kedelai
direbus dengan air sampai mendidih selama 30 menit,
kemudian dikupas kulitnya secara manual dan dicuci sampai
bersih. Kedelai direndam selama 36 jam pada suhu ruang,
lalu ditiriskan hingga tuntas, kemudian dikukus selama 1
jam. Kedelai yang telah matang ditiriskan dan didinginkan
kemudian diinokulasi dengan ragi tempe 2 gr / 1 kg kedelai.
Pemeraman (inkubasi) pada suhu sekitar 25-27°C selama 36
jam. Tempe yang

telah diperoleh dikeringkan pada suhu 40°C selama 24
jam, kemudian dihancurkan schingga diperoleh tepung
tempe (60 mesh) (Nurrahman et al, 2012).

Pembuatan Ekstrak Tempe Kedelai Hitam

Tempe yang sudah dihancurkan sampai menjadi tepung
(60 mesh), kemudian diekstraksi tiga kali dengan metanol
absolut, dan ekstrak metanol tempe yang didapat disimpan
dalam ruang dingin (0°) untuk menggumpalkan lemak.
Lemak ini kemudian dapat dipisahkan dengan mudah
melalui penyaringan dengan kertas filter. Filtrat yang diperoleh
selanjutnya diuapkan dengan rotavapor pada suhu 40°C
hingga mendapatkan endapan kental (Prawiroharsono, 1995).

Pembuatan Larutan Streptozotosin

Streptozotosin (STZ) yang digunakan sebanyak 800
mg yang dilarutkan dalam 80 ml buffer sitrat 0,02 M
sehingga 1ml larutan mengandung 10 mg STZ. Dosis yang
dipakai adalah 40 mg/kgBB yang dibetikan selama 5 hati.

Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Pengukuran kadar glukosa darah dilakukan dengan
menggunakan glucometer setelah mencit dipuasakan selama
+ 18 jam. Pengambilan sampel darah dilakukan dengan
melukai vena lateralis pada ekor tikus, kemudian darah yang
keluar dari ekor tikus diteteskan pada stripe yang sudah
terpasang glucometer. Dalam waktu lima detik glucometer
akan menunjukkan kadar glukosa yang terkandung dalam
sampel darah.

Pengambilan Pankreas Tikus

Hewan percobaan dikorbankan dengan cara cervical
dislocation. Kemudian organ pankreas bagian caput diambil
untuk selanjutnya dibuat preparat histologi dengan metode
blok parafin dan pengecatan HE. Irisan dilakukan dengan
ketebalan irisan 3-8 mikron.

Analisis Data

Analisis data menggunakan uji Oneway ANOVA,
kemudian dilanjutkan dengan uji korelasi dan uji regresi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil perhitungan jumlah sel beta pankreas normal
pada 25 sampel tikus setelah diberi perlakuan didapatkan
hasil sebagaimana tertera pada tabel 1. Pada kelompok
kontrol negatif dimana pada kelompok ini tidak diberikan
perlakuan apapun, rata-rata jumlah sel B pankreas yang
normal sebesar 91.86 sel/LP dengan standatt deviasi sebesar
19.7254. Untuk kelompok kontrol positif dimana pada
kelompok ini hanya diberi streptozotosin tanpa diberi ekstrak
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tempe kedelai hitam, memiliki rata-rata jumlah sel § pankreas
yang normal (kontrol positif) sebesar 56.16 sel/LP dengan
standart deviasi sebesar 15.3899. Berdasarkan kondisi ini
dapat dikatakan bahwa pemberian streptozotosin pada tikus
putih jantan mampu menurunkan jumlah sel B pankreas
pada tikus putih jantan tersebut. Kemudian pada kelompok
tikus yang diberi streptozotosin dan ditambah ekstrak tempe
kedelai hitam 150 mg/kgBB/hari selama 14 hari, rata-rata
jumlah sel B pankreas yang normal sebesar 60,88 sel/LP
dengan standart deviasi sebesar 3,1092. Untuk kelompok
tikus yang diberi streptozotosin dan ditambah ekstrak tempe
kedelai hitam 300 mg/kgBB/hari selama 14 hari, rata-rata
jumlah sel B pankreas yang normal mencapai 72,94 sel/LP
dengan standart deviasi sebesar 4,4691. Dan pada kelompok

tikus yang diberi streptozotosin dan ditambah ekstrak tempe
kedelai hitam 450 mg/kgBB/hari selama 14 hari, rata-rata
jumlah sel B pankreas yang normal sebesar 84.66 sel/LP
dengan standart deviasi sebesar 7.4080.

Gambar 1. Pulau langerhans kelompok kontrol
negatif dengan perbesaran 400x.

Tabel 1. Hasil Perhitungan Jumlah Sel Beta Pankreas Normal Setelah Diberi

Perlakuan
Perlakuan Rerata Jumlah Sel Beta Pankreas / Lapang Pandang Rata-rata StansiarAt
1 2 3 4 5 Deviasi
K () 95,4 1231 73,2 77,1 90,5 91,86 19,7254
K+ 50,6 78 54,2 34,6 57,4 56,16 15,3899
D1 57,2 59,1 62,8 65,1 60,2 60,88 3,1092
D2 67,9 79 74,1 69,2 74,5 72,94 4,4691
D3 76,2 88,2 77,2 92,1 89,6 84,66 7,4080

Induksi streptozotosin dosis rendah secara berulang
dapat menurunkan jumlah sel 4 pankreas tikus putih jantan
pada semua kelompok tikus kecuali kelompok kontrol
negatif yang tidak diberikan streptozotosin. Penurunan
jumlah sel 4 pankreas tikus putihjantan sesuai dengan teori
bahwa pemberian streptozotosin dosis rendah secara
berulang selama 5 hari dapat menimbulkan penurunan
jumlah sel 4 pankreas tikus putih jantan dimulai pada hari
ke -7 (Erwin et al, 2012). Penurunan jumlah sel a pankreas
tikus putih jantan dibuktikan dengan menurunnya jumlah
sel 4 pankreas tikus putih jantan pada kelompok kontrol
positif setelah diinduksi streptozotosin dosis rendah secara
berulang. Namun terdapat rerata jumlah sel a4 pankreas pada
tikus kedua yang mendekati tikus normal, hal ini di karenakan
efek dari pengecatan preparat yang kurang bagus yang
berakibat terbatasnya pulau langerhans yang terlihat, sehingga
peneliti tidak dapat meratakan ukuran pulau langerhans
yang diteliti.

Pemberian streptozotosin dosis rendah secara berulang
dapat menghasilkan hewan model yang mengalami kerusakan
sel beta pancreas secara perlahan-lahan schingga akan
menimbulkan DM yang kronis (Erwin ez a/, 2004).
Hiperglikemia kronis cenderung meningkatkan pembentukan
radikal bebas (ROS) melalui jalur metabolisme glukosa
seperti autooksidasi glukosa, metabolisme pembentukan
metilglioksial, dan fosforilasi oksidatif (Robertson e/ a/,
2004). Pembentukan ROS tersebut dapat meningkatkan
modifikasi lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan
(Purnomo, 2000). ROS yang berlebihan ini meningkatkan
kejadian stres oksidatif dan dapat menyebabkan disfungsi
sel beta (Robertson et al, 2004). Disfungsi sel beta pankreas
disebabkan karena menurunnya pertumbuhan jumlah sel
beta pankreas, meningkatnya apoptosis pada sel beta
pankreas, menurunnya regenerasi dan fungsi sel beta
pankreas, disertai kelainan genetik mitokondria sel beta
pankreas (Silink, 2002).

Menurut Nugent e a/ (2008), diabetes tahap lanjut
ditandai dengan menurunnya jumlah sel beta, penumpukan
amiloid di dalam pulau-pulau Langerhans, dan penumpukan
lemak. Sedangkan menurut Finegood ef a/ (2001), pada
keadaan tikus diabetes jumlah sel beta berkurang 50 %
dibandingkan dengan pada keadaan prediabetes. Hal ini
sesuai dengan penelitian terdahulu yang dilakukan oleh
Erwin et a/ (2013), bahwa induksi streptozotosin dosis
rendah secara berulang dapat menurunkan jumlah sel B
pankreas tikus putih jantan strain wistar.

Pemberian ekstrak tempe kedelai hitam (Gheine soja)
sebagai antioksidan dalam mencegah kerusakan sel B pankreas
lebih lanjut terbukti dapat meningkatkan jumlah [ pankreas
tikus putih jantan yang diinduksi streptozotosin dosis
rendah secara berulang, hal ini didukung saat dilakukan uji
One way Anova menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,000
< p (0,05). Efek peningkatan jumlah sel B pankreas yang
terjadi pada pemberian ekstrak tempe kedelai hitam ini
diduga karena terdapatnya kandungan zat aktif isoflavon,
polifenol, dan antosianin. Menurut Suarsana dkk (2010)
isoflavon diduga mampu menetralkan radikal bebas yang
dihasilkan zat diabetogenik serta efek dari keadaan
hiperglikemia kronis. sechingga dapat menghambat laju
kerusakan DNA pada sel beta pankreas, sehingga terjadinya
disfungsi sel beta dapat dicegah.

w

Gambar 2. Pulau langerhans kelompok kontrol
positif dengan perbesaran 400X.
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Gambar 3. Pulau langerhans perlakuan 1 dengan
perbesaran 400X.

Gambar 4. Pulau Langerhans perlakuan 2 dengan
pembesaran 400X.

Gambar 5. Pulau langerhans perlakuan 3 dengan
perbesaran 400X.

Isoflavon bersifat sebagai antioksidan melalui dua
mekanisme, yaitu : mendonorkan ion hidrogen dan bertindak
sebagai scavenger radikal bebas secara langsung, akibatnya
radikal bebas tersebut akan lebih stabil (Astuti, 2008). Selain
isoflavon, senyawa yang bekerja sebagai antioksidan dalam
kedelai hitam ialah polifenol dan antosianin. Polifenol
terbukti bekerja sebagai antioksidan dengan cara mencegah
terjadinya reaksi berantai pengubahan superoksida menjadi
hidrogen superoksida dengan mendonorkan atom hidrogen
(Barbosa, 2007), polifenol diduga mampu melindungi sel 8
pankreas dari efek toksik radikal bebas yang diproduksi
dibawah kondisi hiperglikemia kronis (Kaneto, 1999).
Sedangkan antosianin terbukti bekerja sebagai antioksidan
dengan cara mencegah rantai oksidasi lipid peroksida, dan
dapat memperbaiki status antioksidan dengan meneckan
malodialdehide (MDA) sebagai penanda stres oksidatif
(Nizamutdinova IT et al, 2009).

Dengan adanya antioksidan, maka kejadian stres
oksidatif dapat dihambat sehingga kerusakan sel B pankreas
lebih lanjut dapat dicegah. Hal ini dapat meningkatkan
jumlah sel § pankreas melalui mekanisme pergantian sel B

pancreas yang berasal dari sel progenitor B pankreas yang
tersisa yang dapat berdeferensiasi dan bereplikasi menjadi
sel B pankreas yang normal (Bouwens & Rooman, 2004).
Para peneliti mengungkapkan hipotesa bahwa replikasi sel
B pancreas berasal dari pulau langerhans itu sendiri. Analisis
ini berdasarkan bahwa cadangan sel B pankreas yang masih
tersisa sebagai sumber utama regenerasi sel B pancreas yang
baru. Regenerasi meliputi proliferasi sel B pankreas yang
tersisa dan neogenesis dari sel epitel ductus periferal
(Hayashi et al, 2003).

Dari hasil analisis pun didapatkan adanya pengaruh
yang cukup signifikan antara pemberian ekstrak tempe kedelai
hitam dengan peningkatan jumlah sel B pankreas, terbukti
saat dilakukan uji ANOVA pada jumlah sel B pankreas tikus
putih didapatkan nilai sig sebesar 0.000 < p (0.05). Hasil uji
HSD Tukey 5% menunjukkan bahwa hasil yang didapatkan
pada setiap kelompok perlakuan menunjukan bahwa rata-
rata tertinggi terdapat pada petlakuan kontrol (-) yaitu
sebesar 91.86 sel/LP. Rata-rata ini tidak betbeda nyata dengan
perlakuan dosis 3 (pemberian streptozotosin dan ditambah
ekstrak tempe kedelai hitam 450 mg/kgBB/hati selama 14
hari, dosis 2 (diberi streptozotosin dan ditambah ekstrak
tempe kedelai hitam 300 mg/kgBB/hati selama 14 hati).
Untuk rata-rata pada petlakuan dosis 2 (diberi streptozotosin
dan ditambah ekstrak tempe kedelai hitam 300 mg/kgBB/
hari selama 14 hari) tidak berbeda nyata dengan perlakuan
dosis 1 (diberi streptozotosin dan ditambah diberi ekstrak
tempe kedelai hitam 150mg/kgBB/hari selama 14 hari) dan
kontrol positif.

Menurut hasil uji korelasi yang dilakukan, didapatkan
hubungan korelasi positif antara pemberian dan peningkatan
dosis ektsrak tempe kedelai hitam terhadap peningkatan
jumlah sel B pankreas artinya semakin tinggi dosis ekstrak
tempe kedelai hitam yang diberikan pada tikus yang telah
terinduksi streptozotosin, maka akan semakin meningkat
jumlah sel B pankreas pada tikus tersebut. Nilai pearson
correlation = 0,898. Nilai ini berada pada kriteria hubungan
yang kuat karena berada pada skala 0,800 — 1,000. Hal
tersebut menggambarkan adanya pengaruh yang signifikan
didukung hasil uji regresi yang menunjukkan besarnya
pengaruh ektsrak biji labu kuning terhadap penurunan
kadar LDL serum. Didapatkan R* = 0,807 dan nilai Sig =
0,000 < 0,05, yang berarti pengaruh ekstrak tempe kedelai
hitam sebesar 80,7 % terhadap peningkatan jumlah sel 3
pankreas.

Meskipun penelitian ekstrak tempe kedelai hitam telah
terbukti dapat meningkatkan jumlah sel B pankreas, namun
terdapat beberapa keterbatasan. Keterbatasan penelitian ini
antara lain: dalam perhitungan sel B pankreas peneliti tidak
meratakan ukuran pulau langerhans yang dihitung
dikarenakan terbatasnya pulau langerhans yang terlihat akibat
dari pengecatan preparat yang kurang bagus, sehingga banyak
pulau langerhans yang tidak terlihat dalam preparat, dan
peningkatan jumlah sel B pankreas belum mencapai jumlah
sel B pankreas pada kondisi normal seperti kontrol negatif
1 (rerata jumlah sel B pankreas 91,86 sel/LP), hal in
dikarenakan regenerasi sel B pankreas yang terjadi hanya
berasal dari sel progenitor sel B pankreas yang tersisa.
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan
pemberian ekstrak tempe kedelai hitam (Glysine soja) terbukti
mempunyai pengaruh terhadap jumlah sel B pankreas tikus
putth jantan (Rattus norvegicus strain wistar) model DM tipe
2. Pemberian ckstrak tempe kedelai hitam (Gheine soja)
sebagai antioksidan terbukti dapat mencegah kerusakan sel
B pankreas lebih lanjut tikus putih jantan (Rattus norvegicus
strain wistar) model DM tipe 2. Ekstrak tempe kedelai hitam
(Glycine sgja) dosis 450 mg/kgBB/hari merupakan dosis
yang terbaik sebagai antioksidan yang dapat mencegah
kerusakan sel B pankreas lebih lanjut tikus putih jantan
(Rattus norvegicus strain wistar) model DM tipe 2 dibandingkan
dengan dosis 150 mg/kgBB/hati dan dosis 300 mg/
kgBB/hati.
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