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INTISARI

PENGARUH EKSTRAK BUAH OKRA (Abelmoschus esculentus)
PADA MENCIT PUTIH JANTAN PENDERITA DIABETES MELITUS
SETELAH DIINDUKSI ALOKSAN DAN UJI HISTOPATOLOGI

Oleh :

Rahmadillah Ismail (1410411019)
Dibimbing oleh Marniati Salim, M.S dan Elida Mardiah, M.S

Meningkatnya status ‘sosial dan ekonomi serta ‘perubahan gaya hidup
menyebabkan terjadinya pergeseran pola penyakit seperti diabetes
melitus. Salah satu cara untuk mengobati penyakit ini adalah dengan
menggunakan obat-obatan herbal salah satunya buah okra (Abelmoschus
esculentus). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian
ekstrak buah okra dalam memperbaiki gangguan metabolik berupa berat
badan, kadar glukosa darah, dan gambaran mikroskopik pankreas dari
mencit diabetes setelah diinduksi aloksan secara intraperitoneal.
Sebanyak 27 ekor mencit putih (Mus Musculus) jantan dibagi menjadi 9
kelompok perlakuan yaitu, kelompok normal, kontrol negatif, kontrol positif
(metformin), pemberian ekstrak etanol okra dosis 500 mg/kgBB,
penambahan air panas 0,26 mL/20g BB, perendaman buah okra selama
12 jam sebanyak 0,26 mL/20g BB dan 0,52 mL/20g BB serta perendaman
selama 24 jam sebanyak 0,26 mL/20g BB dan 0,52 mL/20g BB. Pelakuan
tersebut dilakukan selama 14 hari dengan pengukuran kadar glukosa
darah dilakukan sebanyak 3 kali. Hasil penelitian menujukkan ekstrak
buah okra dapat mengendalikan kadar glukosa darah dan penurunan
terbaik ditunjukkan pada penambahan air panas 0,26 mL/20g BB dengan
persentase penurunan. sebesar 69,25%. Sedangkan penurunan kadar
glukosa darah pada kontrol positif adalah 80,44%. Secara statistika,
ekstrak buah okra mampu menurunkan kadar glukosa darah secara
signifikan dibandingkan dengan kelompok normal (P < 0,05). Hasil
pengamatan histopatologis pankreas memberikan gambaran adanya efek
perbaikan terhadap morfologi sel endokrin terhadap pemberian ekstrak
buah okra pada mencit terinduksi aloksan.

Kata Kunci: Okra (Abelmoschus esculentus), Diabetes melitus, Aloksan,
Glukosa darah.
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ABSTRACT

THE EFFECT EXTRACT OF OKRA FRUIT (Abelmoschus esculentus)
IN WHITE MALE MICE WITH DIABETES MELLITUS IN ALLOXAN
INDUCED AND TEST HISTOPATHOLOGICAL

By :

Rahmadillah Ismail (1410411019)
Advised by Marniati Salim, M.S and Elisa Mardiah, M.S

Increased social and economic status.and lifestyle changes cause a shift
in the pattern of diseases 'such as diabetes mellitus: One way to treat this
disease is to use herbal medicines one of them okra fruit (Abelmoschus
esculentus). The aim of this research was to determine the effect of extract
of okra fruit (Abelmoshus esculentus) to repair metabolic disturbance such
as body weight, blood sugar, and miscriscopic pankreas structure of
diabetes mice induced by alloxan intraperitoneally. A total of 29 male mice
were divided into 9 treatment groups such as normal group, group
diabetes, metformin group and treated ethanol okra dose 500 mg/kg BB,
addition of hot water 0,26 mL/20 g BB, okra fruit immersion during 12
hours as much as 0,26 mL/20 g BB and 0,52 mL/20 g BB and and soaking
for 24 hours as much as 0.26 mL/20 g BB and 0.52 mL/20gBB.The
treatment was performed for 14 days with blood glucose measurement
performed 3 times.The results showed extract okra fruit can control blood
glucose levels and the best decrease is shown in the addition of hot water
with a percentage of 69,25 %. While the decreasing in blood glucose
levels in the Metformin group was 80.44%. Statistically, extract of okra fruit
can decrease blood glucose level significantly compared to normal group
(P = 0,05). The results of histopathologic observation of the pancreas
provide an effect of improvement-on-endocrine cell ‘morphology on the
administration of okra fruit extract in alloxan induced mice.

Keywords: Okra (Abelmoschus esculentus), Diabetes mellitus, Alloxan,
Blood glucose
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BAB |. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Meningkatnya status sosial dan ekonomi, perubahan gaya hidup di
lingkungan masyarakat di Indonesia menyebabkan terjadinya pergeseran
pola penyakit seperti diabetes melitus (DM). Jumlah penderita diabetes
melitus dari tahun ke tahun mengalami peningkatan, hal ini berkaitan
dengan jumlah populasi yang meningkat, life expectancy bertambah,
urbanisasi yang merubah pola hidup tradisional ke pola hidup modern,
prevalensi obesitas meningkat dan kegiatan fisik berkurang?.

Penyakit diabetes melitus lebih banyak dijumpai pada negara-negara
dengan tingkat pengh'aéilban rendah hingga menengah dengan persentase
80%. Indonesia menempati peringkat 7 penderita diabetes melitus
terbanyak setelah Cina, India, Amerika Serikat, Brazil, Rusia dan Mexico.
Berdasarkan data International Diabetes Federation (IDF) jumlah
penderita diabetes melitus tipe 2 di Indonesia 9,1 juta pada tahun 2014,
naik menjadi 10 juta pada tahun 2015, diprediksi akan mengalami
kenaikan menjadi 14,1 juta pada tahun 2035, dan menjadi 16,2 juta
penderita pada tahun 20402

Diabetes melitus merupakan suatu penyakit sebagai akibat dari
kelainan metabolisme yang disebabkan karena ketidakmampuan
pankreas menghasilkan insulin-.dan mengakibatkan kadar glukosa darah
meningkat®. Selama ini pengobatan yang dilakukan untuk penderita
diabetes melitus adalah-suntikan insulin dan' ‘pemberian obat oral
antidiabetes yang memiliki sejumlah efek samping seperti sakit kepala,
pusing, mual, dan anoreksia serta membutuhkan biaya yang mahal.
Meninjau banyaknya efek samping yang ditimbulkan dari obat oral
antidiabetes menyebabkan sebagian besar penderita mulai melirik
pengobatan alternatif salah satunya dengan memanfaatkan bahan alam
(tanaman herbal) yang diharapkan dapat menurunkan kadar gula dalam
darah tanpa atau dengan efek samping®.

Salah satu tanaman herbalyang dapat dimanfaatkan sebagai obat

adalah buah okra (Abelmoschus esculentus) yang merupakan salah satu



tanaman yang tinggi akan serat dan kandungan flavonoid yang berperan
sebagai antioksidan. Manfaat dari mengkonsumsi okra dapat mencegah
kanker, menurunkan kolesterol dan menyeimbangkan gula darah®.

Kandungan kimia dari okra diantaranya adalah 67,50% a-selulosa,
15,40% hemiselulosa, 7,10% lignin, 3,40% komponen pektik, 3,90%
komponen lemak dan linin serta 2,70% ekstrak air. Kandungan kimia
tersebut yang memiliki efek antidiabetes adalah a-selulosa dan
hemiselulosa. Kedua komponen tersebut termasuk kedalam golongan
serat atau dietary fyber. Serat tersebut diketahui dapat menurunkan kadar
kolesterol total dan LDL serta dapat menurunkan kelebihan gula dalam
darahdengan memba'taéi’ tingkat penyerapan gula disaluran usus, selain
itu senyawa metabolit sekunder yang terkandung dari ekstrak juga
berpotensi menurunkan kadar glukosa darah®,

Hasil riset Uraku, (2011) di Departemen Biokimia, Ebonyi State
University, Nigeria menunjukan bahwa ekstrak dari buah okra yang telah
dikeringkan dan direndam |dengan menggunakan pelarut etanol dan
akuades selama 24 jam pada tikus memiliki efek hipoglikemik sehingga
dapat digunakan dalam pengobatan diabetes’.

Penelitian  juga dilakukan oleh Perez, (2013) dan didapatkan
penurunan kadar glukosa darah pada tikus yang diberikan buah okra.
Pada penelitian yang dilakukan oleh Perez, buah okra dipotong menjadi
tiga bagian yang di rendam dalam 250 mL air dan didiamkan semalaman
sehingga buah okra menghasilkan lendir yang-kemudian diberikan pada
tikus, dengan dosis tertentu untuk melihat efeknya terhadap penurunan
kadar gula darah. Dari penelitian tersebut, didapatkan adanya penurunan
gula darah pada tikus yang diberikan cairan lendir buah okra?®.

Dari banyaknya penelitian yang telah dilakukan dan menunjukkan
bahwa buah okra memiliki efek dalam menurunkan kadar gula darah,
maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian dengan mengunakan
variasi perlakuan yang berbeda dari sebelumnya. Penelitian ini
menggunakan hewan uji mencit karena mencit memiliki sifat anatomis dan

fisiologi seperti manusia sehingga dapat di konversikan dosis mencit ke



manusia. Induksi dengan aloksan dapat meningkatkan kadar glukosa
darah mencit dan untuk mengetahui efek dari aloksan serta efek
pemberian buah okra perlu dilihat gambaran histopatologi pankreas pada

hewan uji mencit.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan suatu

permasalahan yaitu:

1. Apakah penambahan variasi ekstrak buah okra pada mencit putih
jantan dapat menurunkan kadar. glukosa darah?

2. Bagaimana gamb-ar.an histopatologi pankreas dari mencit putih jantan
setelah diinduksi aloksan dan gambaran histopatologi setelah
penambahan ekstrak buah okra terhadap mencit yang diinduksi

aloksan?

1.3 Tujuan Penelitian

Dari permasalahan di atas, maka dapat dirumuskan tujuan penelitian

yaitu:

1. Menentukan pengaruh variasi perlakuan ekstrak buah okra pada
mencit putih jantan penderita diabetes melitus

2. Mengetahui gambaran histopatologi pankreas dari mencit putih jantan
penderita diabetes melitus akibat diinduksi aloksan dan gambaran
histopatologi pankreas setelah penambahan ‘ekstrak buah okra pada

mencit yang diinduksi aloksan.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bahwa buah
okra dapat menurunkan kadar glukosa darah pada mencit putih jantan
penderita diabetes melitus.



BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Okra (Abelmoschus esculentus)
2.1.1Klasifikasi

Gambar 2.1 (A) Buah okra, dokumen Rahmadillah Ismail; (B) Pohon okra,

dokumen D.Sathish Kumar

Abelmoschus esculentusmerupakan tanaman tahunan asli Afrika dan
telah tumbuh di berbagai n‘E;gara di seluruh dunia, terutama di daerah
tropis, subtropis dan daerah E:_periklim sedang. Di Inggis dikenal sebagai
lady’s finger, di India disebut dengan Bhindi sementara di Amerika disebut
Gumbo.Di Indonesia tanaman berbungga ini mempunyai nama lokal yaitu
Rabamea (Bima), Kopi jawa (Jawa), Hoinu (Sulawesi Tenggara), Kopi
arab (Sulawesi), namun lebih dikenal dengan nama okra®. Secara

taksonomi, okradiklasifikasi sebagai berikut: | D

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Malvales

Famili : Malvaceae

Genus : Abelmoschus

Spesies : Abelmoschus esculentus?.

Tanaman okra termasuk keluarga Malvaceae (kapas-kapasan).
Tanaman ini memiliki batang berwarna hijau kemerahan dengan tinggi

batang tanaman subur mencapai 1,5-2 m. Daun okra berbentuk lima jari,



tulang daun berbentuk menyirip dan tangkai daun sepanjang 10-25 cm.
Bunga okra berbentuk terompet berwarna kekuningan dan merah tua
pada bawahnya. Okra termasuk tanaman hemaprodit, yaitu pada setiap
bunga terdapat putik dan benang sarill. Buah okra berbentuk silindris
panjang seperti kapsul, berujung runcing, berparuh dan bergerigi dengan
panjang 5-35 cm, berdiameter 1-5 cm, ada yang berongga, setengah
berongga atau tidak berongga. Buah berwarna hijau, ungu-kehitaman atau
berwarna ungu ketika muda, dan kecoklatan pada saat matang. Biji

memundar, berdiameter 3-6 mm dan berwarna kehitaman?i2,

2.1.2 Kandungan Kimia

Buah okra memiliki beberapa kandungan senyawa kimia yang sangat
penting untuk kebutuhan tubuh manusia. Adapun kandungan buah okra
antara lain :

Tabel 2.1 Komposisi per 100 g buah okra'?

Komposisi JumLah Komposisi JumLah
Air 90,17 ¢g Magnesium 57 mg
Karbohidrat 7,03 g Seng 0,60 mg
Serat 3,29 Kalsium 081 mg
Protein 2,009 Besi 0,8 mg
Vitamin A 13 Mangan 0,990 mg
Vitamin C 21;1'mg Kalium 303 mg
Vitamin E 0,36 mg Enerqi 31 kkal

Selain itu, buah okra mengandung glutation (komponen antioksidan) yang
bermanfaat menjaga sel-sel dan dan menangkal radikal bebas penyebab
kanker!. Buah okra juga mengadung senyawa metabolit sekunder
diantaranya falvonoid, fenolik dan triterpenoid. Dari buah Okra terdapat
flavonoid yakni kuersatin yang berfungsi sebagai agen hipoglikemik.
Ketika flavonol kuersetin bereaksi dengan radikal bebas, kuersetin akan

mendonorkan protonnya dan menjadi senyawa radikal, tetapi elektron



tidak berpasangan yang dihasilkan dideklokaslisasi melalui resonansi, hal
ini membuat senyawa kuersetin radikal memiliki energi yang sangat
rendah untuk menjadi radikal yang reaktif. Kuersetin mampu
memperlihatkan kemampuan dalam mencegah proses oksidasi dengan
cara menangkap radikal bebas'4.

OH

OH

HO 0

OH

(0)
Gambar 2.2 Struktur Kimia Kuerstein4

2.1.3 Manfaat Tanaman

Pemanfaatan buah okra selain dapat dijadikan sayuran, okra dapat
membantu menstabilkan kadar gula darah pada penderita diabetes,
membantu tubuh untuk mengembangkan sistem kekebalan terhadap
infeksi dan melindungi tubuh dari radikal bebas yang berbahaya. Selain
itu, okra juga bermanfaat bagi wanita hamil karena okra dapat membantu
menurunkan resiko cacat pada tabung syaraf janin dalam kandungan?'.
Manfaat lain mengkonsumsi buah okra adalah dapat menurunkan berat
badan, meringankan gejala asmadan bisa digunakan pada penyakit
infeksi, imonumodulator, demam, gonorrhoea dan disentri. Lendir okra

memiliki potensi untuk berikatan dengan kolesterol dan asam empedu?®.

2.2 Diabetes Melitus

2.2.1Klasifikasi

Diabetes melitus adalah gangguan metabolik yang ditandai dengan
peningkatan kadar glukosa dalam darah (hiperglikemia). Hal ini
dihubungkan dengan keadaan abnormalitas metabolisme karbohidrat,

lemak dan protein yang terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja



insulin (sensitivitas) atau keduanya, dari faktor genetik serta faktor

lingkungan'®. Diabetes melitus diklasifikasikan sebagai berikut :

2.2.1.1 Diabetes Melitus Tipe 1

Biasa disebut juga Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM) adalah
penyakit kelainan autoimun yang menyebabkan kerusakan pada sel B
pankreas disebabkan karena proses idiopatik, namun hal ini jarang terjadi.
Proses autoimun diperantai oleh makrofag dan sel limfosit T dengan
autoantibodi yang bersirkulasi terhadap antigen sel pB!’. Selama jangka
beberapa tahun, serangan . autoimun .ini menyebabkan pengurangan
populasi sel f secaré’ bertahap. Namun, gejalanya muncul secara
mendadak bila delapan puluh hingga sembilan puluh persen sel B telah
mengalami kerusakan. Pada tahap ini, sel B pankreas gagal merespon
terhadap glukosa. Kerusakan ini memerlukan baik rangsangan dari
lingkungan (seperti infeksi virus) dan faktor penentu genetik yang

memungkinkan sel B untuk dikenali sebagai “bukan sel sendiri” 8.

2.2.1.2 Diabetes Melitus Tipe 2

Diabetes Mellitus tipe 2, yaitu Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus
(NIDDM) ditandai oleh resistensi insulin dan berkurangnya sekresi insulin,
yang akan semakin berkurang sekresinya dari waktu ke waktu. Sebagian
besar pasien DM tipe 2 memperlihatkan obesitas abdomen, yang mana
obesitas abdomen , jtu Sendiri- - mengakibatkan. . resistensi insulin.
Sekumpulan abnormalitas tanda resistensi insulin yaitu adanya
peningkatan lipolisis dan produksi asam lemak bebas, peningkatan
produksi glukosa hepatik, serta penurunan pengambilan glukosa pada otot
skelet. Hal ini menunjukkan sindrom resistensi insulin atau sindrom
metabolisme. Dikarenakan abnormalitas ini, pasien dengan DM tipe 2
berada dalam risiko tinggi terkena komplikasi makrovaskular!’.

2.2.1.3 Diabetes Mellitus Gestational (GDM)
GDM digambarkan sebagai intoleransi glukosa yang dikenali selama

masa kehamilan. Diabetes gestational berada pada 7% dari keseluruhan



kehamilan. Deteksi klinik secara dini sangat penting, sebagai terapi yang
dapat mengurangi tingkat morbiditas dan mortalitas perinatal'®. Diabetes
ini dianggap berkaitan dengan peningkatan kebutuhan energi dan kadar
esterogen serta hormon pertumbuhan yang terus-menerus tinggi selama
kehamilan. Meskipun diabetes tipe ini akan membaik setelah persalinan,
sekitar 50% wanita pengidap kelainan ini tidak akan kembali ke status

non-diabetes setelah kehamilan berakhir®.

2.3 Metode Uji Efek Antidiabetes

2.3.1Metode Uji Toleransi Glukosa,Qral

Prinsip uji toleransi glUkaa oral yaitu, hewan uji dipuasakan selama 16-20
jam dan tetap diberi minum, kemudian diambil cuplikan darah sebagai
kadar glukosa awal dan dilanjutkan dengan diberikan sediaan obat secara
oral. Hewan uji diberikan larutan glukosa secara oral 30 menit setelah
pemberian sediaan obat. Pengambilan cuplikan darah diulangi pada
waktu-waktu yang telah ditentukan?.

2.3.2Metode Uji dengan Merusak Pankreas

Metode ini dilakukan dengan pemberian zat diabetogen yang dapat
merusak pankreas hewan uji sehingga tidak dapat menghasilkan hormon
insulin dan memiliki kondisi sama seperti penderita diabetes mellitus.
Prinsip metode ini yaitu dengan memberikan zat diabetogen seperti
aloksan secara parental. Pemberian zat uji dilakukan delapan hari setelah

pemberian aloksan?'.

2.4 Metode Pemeriksaan Kadar Glukosa Darah

2.4.1Metode Kondensasi

Prinsip dari metode ini yaitu protein yang terdapat dalam darah
diendapkan dengan asam trikloroasetat terlebih dahulu, kemudian di
sentrifugasi untuk memisahkan antara supernatan dengan endapan.

Glukosa yang terdapat dalam supernatan direaksikan dengan o-toluidin??.



2.4.2Metode Enzimatis
Metode enzimatis merupakan metode yang paling sering digunakan dalam
mengukur kadar glukosa darah. Enzim yang paling sering digunakan
adalah enzim hexsokinase. Enzim heksokinase mempercepat reaksi antar
glukosa dan adenosine trifosfat dengan mengubah glukosa menjadi
glukosa-6-fosfat. Selanjutnya enzim glukosa-6-fosfat dehidrogenase,
dengan adanya nikotinamida dinukleotida (NAD), akan mengoksidasi
glukosa-6-fosfat untuk mereduksi NADH dan fosfoglukonat. Senyawa
NADH inilah yang dapat diukur secara spektofotometri®.

Metode enzimatis juga, dapat, digunakan dengan alat glukometer.
Pada alat glukometer'hé’nya dibutuhkan sejumlah kecil sampel darah (1-2
uL) yang diaplikasikan pada strip yang digunakan secara sekali pakai.
Setelah beberapa detik, layar pada glukometer akan menunjukkan hasil
pengukuran. Prinsip kerja dari alat ini yaitu pada strip terdapat enzim yang
secara spesifik bereaksi dengan glukosa. Enzim tersebut akan
mengoksidasi glukosa menjadi glukonolakton. Elektron yang dihasilkan
ditransfer ke bentuk teroksidasi dari senyawa molekul mediator yang
kemudian akan menjadi bentuk tereduksinya. Mediator tersebut kemudian
akan menyampaikan elektron ke elektroda untuk pengukuran secara
elektrokimia, atau ke molekul yang akan mengalami perubahan warna.

Pengukuran dapat dilakukan secara elektrokkimia dan fotometri*.

2.5 Glukosa Meter (Glukometer)

Glukometer merupakan suatu alat yang berfungsi untuk mengetahui kadar
glukosa di dalam darah. Glukometri adalah teknik untuk mendapatkan nilai
konsentrasi glukosa dalam darah perifer atau sentral. Nilai pengukuran
dinyatakan dalam mg/dL atau mmol, memiliki nilai klinis yang penting
untuk mengetahui adanya gangguan metabolisme seperti diabetes
melitus, denutrisi, dan beberapa gangguan lain seperti koma
hiperosmolar, sindrom malabsorbsi, dan hipoglikemia yaitu suatu keadaan

dimana kadar glukosa lebih rendah dari nilai kadar normal?>.
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Terdapat berbagai jenis glukometer yang bekerja dengan berbagai
teknologi, seperti:

- Reflectance Photometry, yang menggunakan prinsip kolorimetri.

- Teknologi biosensor, yang menggunakan prinsip elektrokimia?®.

Persentase pengguna glukometer biosensor di seluruh dunia lebih
dari 85%, sehingga teknologi glukometer semakin dikembangkan. Pada
glukometer biosensor, teknologi yang terus dikembangkan adalah pada
bagian test strip. Pada umumnya, test strip glukometer mengandung
enzim, mediator dan indikator yang berada pada lapisan tipis matriks
untuk mengubah kadar glukosa darah. menjadi sinyal yang dapat dibaca
oleh alat glukometer24. .

Beberapa kelebihan pada pengecekan kadar glukosa darah dengan
menggunakan glukometer adalah mudah digunakan, akurat, dan bisa
digunakan pada pasien buta warna. Namun, kekurangan glukometer
adalah terbatasnya interval analisis pengukuran, hanya cocok pada
sampel kontrol tertentu, adanya efek matriks pada alat, suhu yang dapat
mempengaruhi ketepatan hasil, serta harganya yang lebih mahal daripada

metode pengukuran lain?®.

2.6 Metformin

NH NH
e

Gambar 2.3 Struktur kimia metformin?’

Metformin merupakan salah satu jenis obat anti hiperglikemik oral
golongan biguanid. Saat ini golongan biguanid yang banyak dipakai
adalah metformin. Metformin dapat menurunkan glukosa darah tetapi tidak
akan menyebabkan hipoglikemik sehingga tidak dianggap sebagai obat

hipoglikemik. Pada pemakaian tunggal metformin dapat menurunkan
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glukosa darah sampai 20% dan menurunkan produksi glukosa di hati
serta meningkatkan sensitivitas jaringan otot dan adiposa terhadap insulin.
Disamping itu, metformin meningkatkan pemakaian glukosa oleh sel usus
sehingga menurunkan glukosa darah dan juga diduga menghambat

absorbsi glukosa di usus sesudah asupan makan?’.

2.7 Mencit (Mus musculus)
Sistematika mencit (Mus musculus) berdasarkan taksonomi adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Animalia,

Filum  Chordota
Subfilum . Vertebrata
Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Famili : Muridae

Genus : Mus

Spesies : Mus musculus?®

Hewan percobaan adalah hewan yang digunakan dalam penelitian
biologis maupun biomedis dan dipelihara secara intensif di laboratorium.
Salah satu hewan laboratorium yang sering digunakan adalah mencit
(Mus musculus). Mencit laboratorium digunakan untuk penelitian dalam
bidang obat-obatan,' genetik, diabetes melitus, ‘dan obesitas. Sebagai
hewan percobaan mencit sangat praktis untuk penelitian kuantitatif,
karena sifatnya yang mudah berkembang biak, mudah dipelihara dalam
jumlah banyak, variasi genetiknya cukup besar serta sifat anatomis dan
fisiologisnya terkarakteristik dengan baik?°.

2.8 Ekstraksi
Ekstrak merupakan sediaan pekat yang diperoleh dengan menarik zat
aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut

yang sesuai. Metode penarikan zat aktif ini berupa pemisahan senyawa
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dimana komponen-komponen terlarut dari suatu campuran dipisah dari
komponen yang tidak larut dengan pelarut sesuai, sedangkan proses
perpindahan massa zat aktif yang semula berada dalam sel yang ditarik
oleh cairan penyari sehingga didapatkan zat aktif larut dalam penyari
disebut dengan penyarian (ekstraksi). Pembuatan ekstrak dimaksudkan
agar zat berkhasiat yang terdapat di dalam simplisia berada dalam bentuk
yang mempunyai kadar tinggi dan hal ini memudahkan zat berkhasiat
tersebut dapat diatur dosisnya®°.

2.9 Aloksan :

Aloksan (2,4,5,6-tetréok$ipirimidin; 2,4,5,6 pirimidinetetron) merupakan
senyawa turunan pirimidin yang bersifat asam lemah, sangat hidrofilik dan
tidak stabil. Aloksan merupakan bahan kimia yang digunakan untuk
menginduksi diabetes pada binatang percobaan. Sebagai diabetogenik,
aloksan dapat menyebabkan kerusakan sel B pankreas dan dapat
digunakan secara intravena, intraperitoneal dan subkutan. Dosis intravena
yang digunakan biasanya 65 mg/kg BB, sedangkan intraperitoneal dan

subkutan adalah 2-3 kalinya3!.

HN NH

o

Gambar 2.4 Struktur kimia aloksan3!

Aloksan bersifat toksik selektif terhadap sel beta pankreas yang
memproduksi insulin karena terakumulasinya aloksan secara khusus
melalui transporter glukosa yaitu Glucose Transport2 (GLUT 2), sehingga
dapat menyebabkan diabetes melitus pada binatang percobaan dengan
karakteristik mirip dengan diabetes melitus tipe 1 (DM 1) pada manusia.
Mekanisme kerja aloksan terhadap insulin adalah dengan merusak sel 3
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pankreas melalui pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) yang
diawali dengan proses reduksi aloksan. Reduksi aloksan menghasilkan
asam dialurat disertai adanya oksigen radikal yang mengalami dismutasi
menjadi hydrogen peroksida (H202) dan menstimulasi rusaknya seluruh

komponen sel B pada pulau Langerhans pankreas3.

2.10 Histopatologi Pankreas

Histopatologi adalah cabang biologi yang mempelajari kondisi dan fungsi
jaringan dalam hubungannya dengan penyakit karena merupakan salah
satu pertimbangan dalam penegakan diagnosis melalui hasil pengamatan
terhadap jaringan yan'g }d’iduga terganggu. Analisis histopatologi dilakukan
dengan membandingkan kondisi jaringan sehat terhadap jaringan sampel
sehingga dapat diketahui apakah suatu penyakit yang diduga benar-benar
menyerang atau tidak®2. Kerusakan sel B pankreas ditandai dengan
perubahan maorfologi pada pulau langerhans, yaitu terjadinya penyusutan
pada sel, dan banyak terdapat tanda degenerasi atau kerusakan pada sel

pulau langerhans®3.



BAB IlIl. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukandi Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas
Matematika dan limu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas. Identifikasi
metabolit sekunder yang dilakukan di laboratorium Kimia Organik Bahan
Alam, Jurusan Kimia, pemekatan sampel yang dilakukan di Laboratorium
Instrumentasi Pusat, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, perlakuan
terhadap hewan uji yang dilakukan di Laboratorium Imunologi, Jurusan
Farmasi dan uji histopatologi yang dilakukan di Laboratorium Patologi dan
Anatomi Fakultas Kedokteran, ‘Universitas ‘Andalas, Padang. Penelitian
dimulai dari bulan Januari 2018 — April 2018.

3.2 Peralatan dan Bahan

3.2.1 Peralatan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu peralatan gelas, kertas
saring, corong,aluminium foll, pipet tetes, timbangan analitik, timbangan
elektronik, lumpang dan alu, kandang mencit, kawat, tabung sonde, jarum
sonde, tempat makan dan minum mencit, gunting bedah, botol film,
glukometer (EasyTouch® GCU Meter), Check strip (EasyTouch® GCU),
Rotary Vaccum Evaporator(Buchi®) dan mikroskopcahaya (Olympus
BX51).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu buah okra
(Abelmoschus esculentus), akuades, etanol 70%, aloksan, metformin,
kloroform, HCI p.a, serbuk Mg, FeCls, HCI 1 N, anhidrida asetat, formalin
10%, NaCl 0,9%, paraffin cair, hematoksilindan eosin, sekam padi, pelet,

air ledeng dan mencit putih jantan sebanyak 27 ekor.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Preparasi Sampel
Tanaman yang digunakan sebagai uji antidiabetes adalah buah okra

(Abelmoschus esculentus), yang diperoleh dari pasar lokal di Padang,

14
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Sumatera Barat. Buah okra yang digunakan buah (beserta bijinya) yang
telah matang berwarna hijau tua. Buah okra dicuci bersih dengan air
mengalir, dipotong kecil-kecil dan dikeringanginkandi suatu tempat yang
terlindungi dari sinar matahari langsung. Selanjutnya buah okra

dihaluskan menggunakan gerinda dan di simpan.

3.3.2 Ekstrak Etanol Buah Okra

Ekstrak etanol buah okra diperoleh dengan cara menimbang serbuk buah
okra sebanyak 300 gdan dimaserasi dengan pelarut etanol 70% sebanyak
1,5 L selama 72 jam. Setelah, itu, larutan disaring dengan kertas saring
dan diambil filtratnyai.' Filtrat yang diperoleh  dipekatkan dengan
menggunakan Rotary Vaccum Evaporator dan diperoleh ekstrak kental

etanol buah okra.

3.3.3 Analisis Fitokimia
Ekstrak buah okra dimasukkan kedalam tabung reaksi, dilarutkan dengan
etanol. Kemudian ditambahkan kloroform : akuades (1:1) masing-masing
sebanyak 5 mL. Selanjutnya dikocok, dibiarkan sampai terbentuk 2
lapisan kloroform-air. Lapisan kloroform (lapisan bawah) digunakan untuk
pemeriksaan senyawa triterpenoid dan steroid sedangkan lapisan air
(lapisan atas) untuk pemeriksaan senyawa flavonoid, fenolik dan saponin.
Uji metabolit sekunder mengacu pada prosedur kerja yang dilkukan oleh
Yosti, Monica Septesa (2017) dengan beberapa -modifikasi®*.
a. Uiji Flavonoid
Sebanyak 2 mL lapisan air dimasukkan kedalam tabung reaksi,
ditambahkan dengan asam klorida pekat dan beberapa butir serbuk
Mg. Flavonoid positif ditandai dengan perubahan warna merah
kekuningan atau jingga.
b. Uji Fenolik
Sebanyak 2 mL lapisan air dimasukkan kedalam tabung reaksi,

ditambahkan larutan besi (lll) klorida dan diamati perubahan warna
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larutan. Fenolik positif ditandai dengan larutan berwarna biru atau
ungu.

c. Uji Saponin
Sebanyak 2 mL lapisan air dimasukkan kedalam tabung reaksi dan
dikocok selama 1 menit. Setelah itu ditambahkan 2 tetes HCI 1 N.
Saponin positif jika terbentuk busa yang tidak hilang selama 10 menit.

d. Uji Triterpenoid dan Steroid
Lapisan kloroform dipipet dan diteteskan pada lubang plat tetes,
ditambahkan asam sulfat pekat dan anhidrida asetat. Triterpenoid
positif apabila larutan berwarna merah atau ungu. Steroid positif jika
terbentuk warna hijéu atau hijau biru.

e. Uji alkaloid
Ekstrak buah okra dilarutkan dengan etanol, ditambahkan kloroform
amoniak dan asam sulfat. Kemudian dipisahkan lapisan yang
terbentuk. Lapisan asam dipisahkan dan ditambahkan pereaksi
Mayer. Alkaloid positif jika terbentuk endapan berwarna putih.

3.3.4 Persiapan dan Aklimatisasi Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit putih jantan
sebanyak 27 ekor yang diperoleh dari Fakultas Farmasi Unand, Padang.
dengan berat badan mencit rata-rata 25-30g. Hewan uji diaklimatisasi
selama 7 hari dengan pemberian air, makanan, udara, dan kondisi
laboratorium. Pakan yang-diberikan selama aklimatisasi adalah pakan BP-
2 dan minum yang diberikan adalah air ledeng. Kemudian mencit dibagi
menjadi 9 kelompok dimana masing-masing 1 kelompok digunakan
sebagai kelompok normal, 1 kelompok sebagai kontrol negatif (pemberian
aloksan), 1 kelompok digunakan sebagai kontrol positif (pemberian
metformin) dan 6 kelompok lainnya diberi sediaan ekstrak buah okra
(Abelmoschus esculentus) dengan dosis yang telah ditentukan. Mencit
yang digunakan adalah mencit yang sehat dan tidak menunjukan

perubahan berat badan serta secara visual menunjukan perlakuan normal.
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3.3.5 Pembuatan Larutan Aloksan(CsH2N204) 10%

Larutan aloksan dibuat dengan dosis 175 mg/kg.Pembuatan larutan
aloksandibuat dengan menimbang aloksansebanyak 300 mg, kemudian
dilarutkan dalam 17 mL akuades. Dilakukan pemberian larutan aloksan

pada hewan uji dengan volume sesuai dengan berat badan mencit.

3.3.6 Pembuatan Larutan Pembanding (Metformin)

Larutan pembanding dibuat dengan dosis manusia 500 mg/kg yang
dikonversikan menjadi dosis mencit yaitu 0,013 mg/g BB. Pembuatan
larutan pembanding dengan  cara, menghaluskan 1 tablet metformin
dengan lumpang kerhudian dilarutkan dalam 100 mL akuades. Dilakukan
pemberian larutan pembanding pada mencit putih jantan dengan volume

sesuai dengan berat badan mencit.

3.3.7 Pembuatan Larutan Ekstrak Etanol Okra Dosis 500 mg/kg BB
Larutan ekstrak etanol buah okra diperoleh dengan cara menimbang
ekstrak etanol okra sebanyak 500 mg kemudian dihaluskan dalam

lumpang dan dilarutkan dalam 20 mL akuades.

3.3.8 Pembuatan Larutan dengan Penambahan Air Panas

Larutan penambahan air panas diperoleh dengan cara menimbang serbuk
buah okra kering sebanyak 1 g, dimasukkan kedalam gelas piala
kemudian ditambah” 100 mL air panas suhu 80°C dan didiamkan selama
15 menit. Setelah itu, larutan disaring dengan kertas saring dan hasil
penyaringan tersebut yang akan dibuat larutan dosis.

3.3.9 Pembuatan Larutan Ekstrak Air

Larutan ekstrak air buah okra diperoleh dengan cara menimbang buah
okra segar sebanyak 30 g, kemudian di potong kecil-kecil, dan direndam
dengan 100 mL akuades selama 12 jam dan 24 jam dalam wadah yang

berbeda. Setalah mencapai waktu perendaman, sampel buah okra
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kemudian disaring dan hasil penyaringan tersebut yang akan dibuat

larutan dosis.

3.3.10 Pemberian Aloksan Pada Mencit

Hewan uji yang telah diaklimatisasi selama 7 hari kemudian dibagi ke

dalam 2 kelompok sebagai berikut :

a. Kelompok normal : 3 ekor mencit tidak diberi perlakuan apapun, hanya
diberi makan pelet dan diberi minum air. Setelah 7 hari, mencit
kemudian ditimbang berat badannya dan dilakukan uji kadar glukosa
darah mencit. :

b. Kelompok aloksan' 24 ekor mencit diberi larutan aloksan (Kelompok b,
c, d, e, f, g, h, dan i) dosis 175 mg/kg BB serta diberi makan pelet dan
minum air. Setelah 7 hari diinduksi dengan aloksan, ditimbang berat

badannya dan dilakukan uji glukosa darah mencit.

3.3.11 Pemberian Ekstrak Etanol, Ekstrak Airdan Penambahan Air
Panas dari Buah Okra (Abelmoschus esculentus)
Hewan uji dikelompokkan sebagai berikut:
a. Kelompok | (Normal) : 3 ekor mencit diberi makan pelet dan
diberi minum air
b. Kelompok II (Kontrol Negatif). : 3 ekor mencit diinduksi aloksan diberi
makan pelet dan diberi minum air
(tanpa diberi-perlakuan)
c. Kelompok Il (Kontrol Positif) : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan obat antidiabetes oral
yaitu metmorfin dengan dosis 1,3
mg/kg BB mencit
d. Kelompok IV : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan ekstrak etanol buah okra
dosis 500 mg/kg BB mencit
e. KelompokV . 3 ekor mencit diberi makan pelet,

minum air dan penambahan air panas
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buah okra 0,26 mL/20g BB

a. Kelompok VI : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan rendaman 12 jam buah
okra 0,26 mL/20g BB mencit

b. Kelompok VI : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan rendaman 12 jam buah
okra 0,52 mL/20g BB mencit

c. Kelompok VI : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan rendaman 24 jam buah
okra 0,26 mL/20g BB mencit

d. Kelompok IX 5 : 3 ekor mencit diberi makan pelet,
minum air dan rendaman 24 jam buah
okra 0,52 mL/20g BB mencit

Metformin dan ekstrak buah okra diberikan secara oral kepada mencit

diabetes setelah 7 hari diinduksi dengan aloksan. Setelah pemberian

perlakuan, mencit kemudian ditimbang berat badannya dan diambil

darahnya untuk uji kadar glukosa darah pada hari ke 0, 7 dan 14.

3.3.12 Penimbangan Berat Badan Mencit

Berat badan dari kelompok normal, kontrol negatif, kontrol positif dan
kelompok pemberian ekstrak buah okra diamati pada hari yang berbeda
yaitu 7 hari setelah induksi aloksan, perlakuan 7 hari setelah ditambah
ekstrak buah okra; dan perlakuan:14 hari setelah ditambah ekstrak buah

okra.

3.3.13Pengambilan Darah Hewan Uji dan Pengukuran Kadar Glukosa
Darah

Hewan uji yang telah diberi perlakuan kemudian dilakukan pengambilan

darah dengan cara memotong bagian ujung ekor mencit dengan

menggunakan gunting yang sudah disterilkan sampai darah keluar, darah

tetesan pertama dibuang dan darah selanjutnya diteteskan pada tes

strips. Kemudian masukkan tes strips ke alat pengukur (glukometer)

selanjutnya akan terukur kadar glukosa darah dari mencit
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3.3.14 Pemeriksaan Histopatologi Pankreas

Pengambilan pankreas dari masing-masing hewan dalam kelompok
diambil pada hari terakhir setelah diberi perlakuan selama 14 hari. Mencit
dikorbankan dengan cara dislokasi pada leher mencit, kemudian dipotong
kulit perutnya hingga terlihat isi perut. Organ pancreas diangkat, kemudian
dibersihkan dengan larutan NaCl 0,9% dan dimasukkan kedalam botol film
yang berisi formalin 10%. Pankreas dimasukkan kedalam paraffin cair,
dan dibiarkan membeku didalam freezer (-20°) sampai menjadi blok
parafin. Bagian organ disayat tipis menggunakan mikrotom hingga
ketebalan 7um dan diwarnai dengan hematoxylin dan eosin. Selanjutnya
bagian organ diamati- di-bawah mikroskop cahaya olympus BX 51 pada

perbesaran 1000x°°.

3.4. Analisis Data
Data hasil penimbangan berat badan dan pengukuran kadar glukosa
darah mencit dilakukan dengan menggunakan analisis ANOVA dua arah

yaitu menggunakanTwo Factor With Replication ANOVA



BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Ekstak Buah Okra (Abelmoschus esculentus) dengan
pelarut etanol 70%

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman okra
(Abelmoschus esculentus) pada bagian buahnya. Buah yang digunakan
merupakan buah okra segar yang dikeringanginkan dan menjadi dalam
bentuk simplisia. Dilakukan penghalusan pada simplisia dengan tujuan
agar memperoleh serbuk halus dengan luas permukaan yang besar,
sehingga ketika dilakukan proses, ekstraksi, pelarut dapat melarutkan dan
mengekstrak secara keseluruhan senyawa yang terdapat di dalam
sampel. Serbuk simplisia diekstraksi menggunakan metode maserasi dan
direndam dengan pelarut etanol 70%. Pemilihan pelarut etanol 70%
didasarkan karena daya ekstraksinya yang luas dapat menyari semua
metabolit sekunder serta pelarut ini bersifat lebih polar, yang terdiri atas
komponen etanol dan air, sehingga senyawa yang terkandung dalam
simplisia dapat tersaring secara maksimal karena sebagian ada yang
tertarik dalam etanol dan sebagian dalam air3®. Proses perendaman hanya
dilakukan satu kali tanpa mengganti pelarut yang baru. Maserat disaring
dengan menggunakan corong dan kertas saring sehingga diperoleh filtrat.
Filtrat dikumpulkan dan diuapkan dengan -menggunakan Rotary Vaccum
Evaporator (Buchi®) untuk memperoleh ekstrak kental etanol 70% buah
okra. Berikut hasil dari‘preparasi sampel dan ekstraksi buah okra dengan
pelarut etanol 70%.

Tabel 4.1 Hasil preparasi sampel dan ekstraksi etanol 70%

Sampel Berat Sampel (g) Rendeman
Basah (g) | Kering (g) | Ekstrak kental (%)
etanol 70% (g)
Buah Okra
(Abelmoschus 6000 520 6,39 1,2

esculentus)

21
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4.2 Hasil Ekstrak Air Buah Okra (Abelmoschus esculentus)

Ekstraksi buah okra dengan pelarut air dilakukan dengan perendaman
dikarenakan secara empiris konsumsi buah okra pada manusia adalah
dengan cara perendaman yang disebut dengan infus water. Dalam
penelitian ini, dilakukan variasi perendaman selama 12 jam dan 24 jam
dengan tujuan untuk melihat perbedaan dari masing-masing waktu
perendaman dalam menurunkan kadar glukosa darah. Hal ini dikarenakan
semakin lama waktu perendaman maka kandungan lendir yang terdapat
pada buah okra juga akan semakin banyak. Buah okra dimasukkan
kedalam kulkas dengan suhu_5°C.agar, mempercepat terbentuknya gel.
Dari proses perendarhéh diperoleh filtrat yang akan digunakan sebagai
larutan dosis (Lampiran 5). Lendir okra yang merupakan hidrokoloid
polisakarida rantai panjang dengan berat molekul tinggi dan protein
penyusun yang mengandung kedua zat hidrofilik dan hidrofobik, sehingga
menyebabkan lendir okra memiliki agen pengemulsi, pengental, dan agen
pengikat yang mampu menurunkan kelebihan gula di dalam darah dengan

membatasi tingkat penyerapan gula di usus®’.

4.3 Hasil Ekstrak Penambahan Air Panas Buah Okra (Abelmoschus
esculentus)
Ekstraksi dengan air panas menggunakan sampel kering sabanyak 1 g.
Penimbangan sebanyak 1 g didasarkan atas penggunaan dosis pada
ekstrak etanol buah‘okra 500 mg/kg BB mencit sehingga untuk dosis pada
penambahan air panas buah okra merupakan dua kali lipat dari dosis
etanol buah okra. Penggunaan suhu 80°C didasarkan pada suhu yang
digunakan manusia untuk mengkonsumsi obat dalam bentuk serbuk
dengan cara penambahan (suhu dispenser). Setelah mencapai waktu
perendaman, dilakukan penyaringan dan didapatkan filtrat yang kemudian

digunakan sebagai larutan dosis (Lampiran 5).
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4.4 Hasil Uji Fitokimia

Uji fitokimia yang dilakukan terhadap sampel buah okra (Abelmoschus
esculentus) yaitu mengidentifikasi keberadan senyawa metabolit sekunder
Flavonoid, Fenolik, Alkaloid, Triterpenoid, Steroid, dan Saponin. Pengujian
ini dilakukan untuk melihat apakah sampel buah okra berpotensi dalam
menurunkan kadar glukosa darah. Hasil dari uji fitokimia ekstrak etanol
dan ekstrak air dapat dilihat pada tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Air dan Etanol Buah Okra

(Abelmoschus esculentus)

No. Metabolit Sekunder: ' Ekstrak Air Ekstrak Etanol 70%
1. | Flavonoid + +
2. | Fenolik 0 +
3. | Alkaloid - -
4. | Triterpenoid + +
5. | Steroid + +
6. | Saponin - -

Berdasarkan tabel 4.2senyawa-senyawa yang terkandung di dalam
ekstrak air dan ekstrak etanol buah okra antara lain flavonoid, fenolik,
triterpenoid dan steroid, sedangkan alkaloid dan saponin dinyatakan
negatif dalam sampel ini. Uji fitokimia terhadap metabolit sekunder ini
dilakukan karena sampel-diduga memiliki efek-dalam menurunkan kadar
glukosa darah karena sampel mengandung senyawa flavonoid yang
berpotensi dapat menurunkan kadar glukosa darah. Dari penelitian
sebelumnya fenolik, flavonoid dan terpenoid memiliki aktivitas sebagai
antioksidan yang dapat menangkap radikal bebas yang dihasilkan dari
reaksi oksidasi aloksan serta menurunkan stres oksidatif yang terjadi,
sehingga dapat menurunkan kadar gluksa darah, serta triterpenoid yang
dapat meningkatkan penyerapan glukosa dengan bertindak meniru kerja

insulin dan insulin sensitizer3s.
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4.5 Hasil Penimbangan Berat Badan Mencit
Penimbangan berat badan dilakukan untuk melihat pengaruh yang
ditimbulkan dari aloksan terhadap berat badan masing-masing mencit dan
juga melihat pengaruh dari penambahan ekstrak buah okra terhadap berat
badan mencit diabetes. Pada penelitian ini sebelum dilakukan
penginduksian diabetes, mencit diaklimatisasi selama 7 hari dengan
pemberian makan pakan BP-2 (Lampiran 6) dan minum secara ad
libitum.Proses aklimatisasi mencit bertujuan untuk membuat mencit
beradaptasi dengan lingkungan yang berada disekitarnya. Mencit
dianggap layak menjadl menc;lt LUI \Qpa\wa selqma proses aklimatisasi
tidak terjadi penurunan berat badan lebih dari 10% dalam sehari®.

Berikut grafik perbandingan rata-rata berat badan mencit pada

masing-masing kelompok perlakuan.
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Kelompok Perlakuan

Gambar 4.1. Rata-Rata Berat Badan Mencit Pada Kelompok Perlakuan

Keterangan :
(1) = Standar Deviasi 5 = Penambahan air panas buah okra
1 = Kelompok Normal 6= Rendaman 12 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB
2 = Kontrol Negatif 7= Rendaman 12 jam buah okra 0,52 mL/20 g BB
3 = Kontrol Positif 8= Rendaman 24 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB
4 = Kelompok etanol 9 = Rendaman 24 jam buah okra 0,52 mL/20 g BB

okra500 mg/kg BB

Gambar 4.1 merupakan grafik perbandingan rata-rata berat badan
mencit untuk setiap kelompok perlakuan. Dapat dilihat bahwa berat badan

mencit setelah 7 hari ditambah ekstrak dan setalah 14 hari ditambah
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ekstrak terdapat perbedaan. Pada kontrol negatif berat badan mencit
mengalami penurunan setelah 7 hari dan 14 hari perlakuan. Hal ini
dikarenakan efek pemberian aloksan sehingga mampu bersaing dengan
glukosa untuk diambil oleh sel-sel yang memiliki glukoreseptor.
Pengambilan glukosa yang berkurang oleh sel-sel tersebut
mengakibatkan cadangan energi berupa lemak dan glikogen juga
berkurang sehingga penambahan berat badan tidak terjadi. Peningkatan
berat badan terjadi pada kelompok mencit diabetes yang diberikan
perlakuan buah okra lebih tinggi bila dibandingkan dengan kelompok
mencit diabetes tanpa perlakuan, , karena mencit diduga mengalami
kehilangan kalori yén.g’ cukup besar pada keadaan diabetes yang
menyebabkan mencit mengalami gejala kelaparan dan meningkatkan
asupan makanan“®. Namun, pada akhir penelitian berat badan mencit
pada kelompok perlakuan rendaman buah okra 24 jam 0,52 mL/20 g BB
mengalami penurunan berat badan yang tidak terlalu signifikan.
Perbedaan berat badan terjadi karena mencit memiliki perbedaan secara
genetis sehingga menimbulkan respon yang berbeda terhadap perlakuan
yang diberikan?.

Tabel dibawah ini merupakan hasil uji statistik dengan
menggunakan Two Factor With Replication ANOVA untuk melihat
pengaruh berat badan mencit pada masing-masing kelompok perlakuan
(lampiran 1).

Tabel 4.3 Hasil analisis -statistik berat badan mencit setiap kelompok

perlakuan dengan menggunakan Two Factor With Replication ANOVA

Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Sample 372,839 2 186,4198 25,6693 1,46E-08 3,16824

Columns 458,784 8 57,34799 7,89662 5,76E-07 2,11522
Interaction 146,049 16 9,128086 1,25690 0,25853 1,83462

Within 392,166 54 7,262346
Total 1369,84 80
Keterangan: SS :JumlLah kuadrat Interaction : interaksi
Df : derajat kebebasan Within . variasi dalam kelompok

MS : Variasi sampel Columns : kolom
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Berdasarkan Tabel 4.3 diperoleh F hitung < F tabel ini dapat
diartikan bahwa berat badan mencit antarkelompok perlakuan memiliki
perbedaan yang nyata (P<0,05), sehingga perlu dilakukan uji lanjut seperti
yang terlihat pada tabel 4.4
Tabel 4.4 Hasil Uji Lanjut Penimbangan Berat Badan Mencit

7 hari setelah Perlakuan 7 hari Perlakuan 14 hari

diinduksi setelah ditambah setelah ditambah
aloksan ekstrak ekstrak
Kelompok 5,84+ 0,2880 28,3 +0577 30 + 1°
normal
Kontrol negatif 27 + 1,412 27,6 + 3,092 27,6 + 5,242
Kontrol positif 30,8 #%1,89"2b 33,3'+'1,522 34,83 + 2,562
Ekstrak etanol ob a a
500 mg/kg BB 31+1 339 148 35+1,7
Penambahan
air panas 0,26 27 + 08 27,3 + 2,52 28,3 + 4,042
mL/20g BB
Rendaman 12
jam 0,26 275+ 1,82 2723 =k 1 A5 37 + 2,642b
mL/20 g BB
Rendaman 12
jam 0,52 29 + 2,642 33,6 + 2,32P 36 + 3,62°P
mL/20 g BB
Rendaman 24
jam 0,26 26 + 3,62 30,1 + 0,762P 35 + 4ab
mL/20 g BB
Rendaman 24
jam 0,52 24 + 02 31,33 + 4,52 30 + 2,642b
mL/20 g BB
Keterangan :
a dan b: Tidak terdapat perbedaan antar perlakuan
a,b : Terdapat perbedaan antar perlakuan

Berdasarkan tabel 4.4diperoleh bahwa setelah diinduksi aloksan dan
setelah pemberian ekstrak buah okra terlihat hasilnya berbeda nyata.
Peningkatan berat badan dipengaruhi oleh jumlah konsumsi pakan per
harinya, semakin tinggi konsumsi pakan per hari maka semakin tinggi
peningkatan berat badan. Selain itu, ketersedian insulin yang cukup
bahkan berlebih akan menambah jumlah glukosa di dalam sel yang akan
menghambat penggunaan lemak dan terjadi

glikogen sehingga

peningkatan berat badan.
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4.6 Hasil Uji Kadar Glukosa Darah Pada Mencit
Pada penelitian ini untuk membuat kadar glukosa darah mencit menjadi
lebih tinggi dilakukan secara enzimatik dengan induksi senyawa aloksan
dan pengukuran kadar glukosa darah dengan menggunakan glukometer.
Aloksan dipilih untuk mengamati peningkatan glukosa darah pada mencit
diabetes yang pankreasnya dirusak. Aloksan dapat merusak sel P
pankreas dengan menginduksi pembentukan radikal bebas hidroksil dan
menyerang sel pyang merupakan penghasil hormon insulin sehingga
menyebabkan hewan uji menderita diabetes melitus tipe 1 (DM1)3L.
Sebelum dilakukgn! p_qngigglg@iani q\e{r}g‘a:n ‘aloksan, mencit terlebih
dahulu dipuasakan selama 12 jam. Hal ini diéebébzl{én karena aloksan dan
glukosa akan berkompetisi masuk ke dalam sel B pankreas, sehingga jika
dipuasakanakan meminimalkan jumlah glukosa dalam darah mencit*'.
Penginduksian diabetes dengan senyawa aloksan dilakukan secara
intraperitoneal, karena rute ini akan mempercepat efek pengerusakan sel
B pankreas. Kadar glukosa darah mencit diamati7 hari setelah diinduksi
aloksan, perlakuan 7 hari dan 14 hari setelah ditambah ekstrak buah okra.
Berikut grafik rata-rata kadar glukosa darah mencit pada masing-masing
kelompok perlakuan.
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Gambar 4.2 Rata-Rata Kadar Glukosa Darah Mencit Pada
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Keterangan :
(1) = Standar Deviasi 5 = Penambahan air panas buah okra
1 = Kelompok Normal 6= Rendaman 12 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB
2 = Kontrol Negatif 7= Rendaman 12 jam buah okra 0,52 mL/20 g BB
3 = Kontrol Positif 8= Rendaman 24 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB
4 = Kelompok etanol 9 = Rendaman 24 jam buah okra 0,52 mL/20 g BB

okra500 mg/kg BB

Gambar 4.2 merupakan perbandingan rata-rata kadar glukosa
darah mencit setelah diinduksi aloksan dan setelah diberi perlakuan
selama 7 dan 14 hari. Berdasarkan gafik dapat dilihat bahwa rata-rata
glukosa darah pada mencit normal adalah <100 mg/dL, sehingga dapat
dikatakan bahwa glukosa‘\darah' mencit berada pada keadaan normal.
Sedangkan rata-rata kadar glukosa darah mencit setelah diinduksi
aloksan selama 7 hari mengalami kenaikan yang sangat signifikan jika
dibandingkan dengan kelompok normal. Hal ini disebabkan efek toksik
dari aloksan yang langsung merusak sel B pankreas dan menyebabkan
kadar glukosa darah meningkat. Pada kelompok kontrol negatif terjadi
kenaikan rata-rata kadar glukosa darah setiap minggunya dengan rata-
rata tertinggi yaitu 440,16 mg/dL, dan berdasarkan rata-rata yang didapat
menunjukkan "bahwa mencit tersebut telah mengalami diabetes dan
terjadinya kerusakan pada organ pankreasnya. Pada perlakuan dengan
obat metformin (kontrol positif) kadar glukosa darah mencit mengalami
penurunan setelah perlakuan selama 14 hari dan telah mencapai rata-rata
glukosa darah mencit normal; yaitu 56 ‘mg/dL. Pada pemberian ekstrak
etanol buah okra dosis 500 mg/kg BB dan penambahan air panas buah
okra dosis 0,26 mL/20gBB menunjukkan penurunan rata-rata glukosa
darah dengan persentase sebesar 72,90%, dan 78,40% yang mendekati
kontrol positif. Pada kelompok ekstrak air buah okra rendaman 12 jam
dosis 0,26 mL/20 g BB dan 0,52 mL/20 g BB menunjukkan penurunan
rata-rata glukosa darah dengan persentase sebesar 69,25% dan 75,19%,
dosis 0,52 mL/20 g BB lebih cepat dalam menurunkan kadar glukosa
darah, sedangkan kelompok ekstrak air buah okra rendaman 24 jam
dosis 0,26 mL/20 g BB dan 0,52 mL/20 g BB juga menunjukkan

penurunan rata-rata glukosa darah dengan persentase sebesar
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69,46% dan 72,40%, dosis 0,52 mL/20 g BB juga lebih cepat dalam
menurunkan kadar glukosa darah. Pada rendaman 12 jam dan 24 jam
penurunan terbesar terjadi pada dosis 0,52 mL/20 g BB, hal ini
dikarenakan pada dosis yang lebih tinggi mengandung lendir buah okra
dan senyawa aktif yang lebih banyak, sehingga dapat menurunkan kadar
glukosa darah lebih besar.

Kelompok perlakuan yang paling efektif untuk menurunkan kadar
glukosa darah pada penelitian ini adalah kelompok penambahan air panas
dosis 0,26 mL/20g BB dengan persentase penurunan kadar gula darah
sebesar 78,40% dan mendekati. kontrol, positif dengan penurunan kadar
glukosa darah sebe-sa.r’ 80,44%. Hal ini disebabkan adanya proses
perendaman buah okra pada suhu tinggi sehingga terjadi pemecahan
matriks selular dan flavonoid akan berikatan dengan pektin yang memiliki
sifat mudah larut®?>. Hasil penelitian Naser (2015) juga membuktikan
bahwa flavonoid akan lebih mudah terekstraksi pada air dengan suhu
tinggi*3.

Tabel dibawah ini. ‘'merupakan hasil uji statistik dengan
menggunakanTwo Factor With ReplicationANOVAuntuk melihat pengaruh
kadar glukosa darah mencit pada masing-masing kelompok perlakuan
(lampiran 2).

Tabel 4.5 Hasil analisis statistik kadar glukosa darah mencit setiap
kelompok perlakuan dengan menggunakan Two Factor With Replication
ANOVA

Source of

Variation SS df MS F P-value F crit
Sample 285448,22 2 142724,1 141,86 3,1874E-22 3,168
Columns  436027,77 8 54503,47 54,174 4,6045E-23 2,115

Interaction 211282 16 13205,12 13,125 2,8486E-13 1,834

Within 54328 54 1006,074
Total 987086 80
Keterangan: SS :JumlLah kuadrat Interaction : interaksi
Df : derajat kebebasan Within . variasi dalam kelompok

MS : Variasi sampel Columns : kolom
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Berdasarkan Tabel 4.5 diperoleh F hitung < F tabel ini dapat diartikan

bahwa berat badan mencit antarkelompok perlakuan berbeda nyata

(P<0,05), sehingga perlu dilakukan uji lanjut yang bertujuan untuk

mengetahui apakah rata-rata setiap perlakuan berbeda secara statistik

atau tidak, seperti yang terlihat pada tabel 4.6.
Tabel 4.6 Hasil Uji Lanjut Kadar Glukosa Darah

7 hari setelah

Perlakuan 7 hari

Perlakuan 14 hari

diinduksi setelah ditambah setelah ditambah
aloksan ekstrak ekstrak
Kelompok 5 ¢ 1 3,780 48 4 7 59 + 4,35
normal s ,
291,3 +
H = + a,b + a,b
Kontrol negatif 49,117 357,6 + 41,48 440,6 + 49,81
286,33 +
1. ) = + a‘b _I_ a,b
Kontrol positif 30 348 146,3 + 22,89 56 + 11,13
Ekstrak etanol
275,33 + 202 162,3+ 17,612P 74,66 + 8,082b
500 mg/kg BB B 2 -
Penambahan air
2 +
panas 0,26 2322; 167,6 + 16,192 58 4 53b
mL/20g BB ’
Rendaman 12 270 4+
jam 0,26 mL/20 — 201,3 + 46,92ab 83 + 4,582b
50,4772
g BB
Rendaman 12
. i
jam 0,52 mL/20 i noa 206 + 31,62b 71,6 + 1,52ab
35,902
g BB
Rendaman 24
. +
jam 0,26 mL/20 400,005 225,3 + 63,672P 86 + 10,14ab
40,252
g BB
Rendaman 24
+
jam 0,52 mL/20 294,66 + 180 + 13ab 69 + 8,142ab
55,52
g BB
Keterangan :

a dan b: Tidak terdapat perbedaan antar perlakuan
a,b : Terdapat perbedaan antar perlakuan

Berdasarkan Tabel 4.6 diperolenh bahwa setelah

diinduksi aloksan

hasilnya berbeda nyata. Pada kontrol negatif rata-rata kadar glukosa

darah setiap minggunya terdapat perbedaan yang nyata jika dibandingkan

dengan kelompok normal, tetapi setelah 14 hari perlakuan rata-rata kadar
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glukosa darah pada kelompok perlakuan dengan obat metformin dan
ekstrak buah okra tidak berbeda nyata dengan kelompok normal. Hal ini
menandakan bahwa pemberian ekstrak buah okra pada mencit diabetes
menunjukkan perbedaan signifikan yang berpengaruh dalam penurunan
kadar glukosa darah mencit diabetes dan telah mendekati rata-rata kadar
glukosa darah kelompok normal.

Pemberian aloksan dapat menyebabkan kadar glukosa darah
meningkat dikarenakan sifat toksik dari aloksan sehinga terjadi kerusakan
pada sel p pankreas dan memicu timbulnya radikal bebas. Kerusakan se f
pankreas tersebut akan diikuti, dengan menurunnya sekresi insulin yang
menyebabkan reaksi-g.likogenesis dan transport glukosa ke dalam sel
menjadi berkurang. Sebaliknya reaksi glikogenolisis menjadi tidak
terkendali, sehingga mencit menjadi diabetes?*.

Buah okra mengandung flavonoid yang berperan sebagai
antioksidan yang dapat mencegah kerusakan sel B pankreas akibat stres
oksidatif serta dapat membantu meningkatkan sekresi insulin. Selain itu,
buah okra (Abelmoschus esculentus) juga mampu menstabilkan gula
darah dengan membatasi tingkat penyerapan gula di saluran usus karena
buah okra memiliki serat khusus yaitu alfa selulosa dan hemiselulosa.
Serat tersebut dapat menurunkan kelebihan gula dalam darah cara

menunda penyerapan glukosa dan menunda percernaan karbohidrat®.

4.7 Hasil Gambaran Histopatologi Pankreas

Gambaran hidtopatologi diamati pada bagian organ pankreas karena
pankreas merupakan tempat dimana insulin diproduksi. Pemeriksaan
histopatologi bertujuan untuk melihat pengaruh pemberian ekstrak buah
okra terhadap kerusakan pulau Langerhans pada mencit setelah diinduksi
aloksan. Pankreas diperoleh dari perwakilan mencit pada masing-masing
kelompok yang telah diberi perlakuan selama 14 hari, diterminasi dengan
cara dislokasi pada leher. Uji histopatologi dilakukan dengan teknik
pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) seperti yang terlihat pada gambar 4.3
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Gambar 4.3. Gamb:. ran histopatologi pankreas mencit

Keterangan :

( )= Tanda degenerasi, (EK)= Kelenjar eksokrin, (k)= Kapiler, (A) = Kelompok
normal, (B) = Kontrol negatif, (C) = Kelompok positif, (D) = Kelompok ekstrak
etanol dosis 500 mg/kg BB mencit, (E) = Kelompok penambahan air panas 0,26
mL/20g BB mencit, (F) = Kelompok rendaman-12 jam 0,26 mL/20g BB mencit,
(G) = Kelompok rendaman 12 jam 0,52 mL/20g BB mencit, (H) = Kelompok
rendaman 24 jam 0,26 mL/20g BB mencit, (1) = K,—elompokﬂrerﬂaman 24 jam 0,52

mL/20g BB mencit. Perbesaran objektif 1000x

Berdasarkan gambar 4.3 hasil pengamatan mikroskopis didapatkan
perubahan histopatologi berupa kerusakan pankreas yang terjadi di setiap
kelompok perlakuan, terlihat dari kontrol negatif (B) yang diinduksi aloksan
menunjukkan kerusakan paling besar dan membuktikan bahwa pemberian
aloksan dapat merusak sel-sel pada pulau Langerhans, dapat dilihat
sebagian sel menunjukkan tanda kerusakan, ukuran sel lebih kecil, inti
lebih gelap (piknotik), dan sitoplasma lebih sedikit jika dibandingkan
dengan kelompok normal (A) yang memperlihatkan sel-sel pada pulau

Langerhans berukuran lebih besar dan sitoplasma lebih banyak.
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Pada kelompok perlakuan dengan obat metformin (C), sebagian
besar sel memperlihatkan gambaran mirip dengan sel pada kelompok
normal dan sebagian sel memperlihatkan adanya pembelahan, meskipun
tidak terlihat dengan jelas, sedangkan kelompok perlakuan ekstrak buah
okra memberikan gambaran adanya perbaikan terhadap morfologi sel
endokrin pankreas, dimana proporsi sel dengan tanda kerusakan lebih
sedikit dibandingkan kontrol negatif (B) dan kelompok ekstrak etanol buah
okra (D) lebih cepat mengalami perbaikan morfologi yang mendekati
kelompok normal, walaupun tidak sebaik perlakuan dengan obat
metformin (Lampiran 8). :

Kemampuan eksirak buah okra dalam mengurangi kerusakan pada
pulau Langerhans pankreas mencit diabetes juga disebabkan karena
senyawa flavonoid yang terkandung dalam buah okra. Flavonoid dari
ekstrak buah okra berperan meningkatkan aktivitas senyawa antioksidan
dalam menangkal radikal bebas sehingga mempercepat laju perbaikan
kerusakan dan mengembalikan sel menjadi normal serta memperbaiki
sensitifitas  reseptor insulin, sehingga senyawa falvonoid dapat
memberikan efek yang menguntungkan terhadap kondisi diabetes

melitus*4.



BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka disimpulkan bahwa
pengaruh pemberian variasi ekstrak buah okra (Abelmoschus esculentus)
mampu menurunkan kadar glukosa darah mencit (Mus musculus) yang
telah di induksi aloksan, dengan dosis yang efektif adalah penambahan air
panas 0,26 mL/20g BB mencit dengan persentase sebesar 78,40%,
walaupun tidak sebaik perlakuan dengan obat metformin. Sedangkan
pengaruh terhadap berat badan mengalami peningkatan.

Dari gambaran hisfdpatologi memperlihatkan gambaran adanya efek
perbaikan terhadap morfologi sel endokrin terhadap pemberian ekstrak

buah okra pada mencit terinduksi aloksan.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, penulis memberikan saran

sebagai berikut :

1. Dilakukan penelitian terhadap perlakuan hewan uji dengan waktu
yang lebih lama.

2. Histopatologi yang lebih sensitif dan spesifik perlu dilakukan guna
mendeteksi tanda degenerasi dan nekrosis self seperti teknik

immunohistokimia.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Berat badan mencit (g)
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Berat badan mencit Rata- Staqdar
No Perlakuan Rata Deviasi
1 2 3
Normal 25 25 24,5 24,8 0,288
Kontrol Negatif 26 30 26 27 2,3
Kontrol
Positif(Metformin) 30 33 29,5 30.8 1,892
Ekstrak etanol
buah okra dosis.|132 31 30 31 1
500 mg/kg BB
Penambahan air
panas buah okra | 27 27 27 27 0
Rendaman 12
A jam buah okra| 26 29,5 27 27,5 1,802
0,26 mL/20 g BB
Rendaman 12
jam buah okra| 31 26 30 29 2,645
0,52 mL/20 g BB
Rendaman 24
jam buah okra| 25 30 23 26 3,605
0,26 mL/20 g BB
Rendaman 24
jam buah okra| 24 24 24 24 0
0,52 mL/20 g BB
Normal 28 29 28 28,3 0,577
Kontrol Negatif 26 25 32 27,6 3,785
Kontrol
Positif(Metformin) 32 35 33 333 1,527
Ekstrak etanol
B buah okra dosis| 34 34 31 33 1,732
500 mg/kg BB
Penambahan air| . | 55 | o5 | 573 2,516
panas buah okra
Rendaman 12
jam buah okra| 31 33 33 32,3 1,154

0,26 mL/20 g BB
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Rendaman 12
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

35

31

35

33,6

2,309

Rendaman 24
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

31

30

29,5

30,16

0,763

Rendaman 24
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

31

36

27

31,3

4,509

Normal

29

30

31

30

Kontrol Negatif

23

25

35

27,6

6,429

Kontrol

Positif(Metformin)-.

32,

37

35,5

34,8

2,565

Ekstrak etanol
buah okra dosis
500 mg/kg BB

36

36

33

35

1,732

Penambahan air
panas buah okra

29

32

24

28,3

4,041

Rendaman 12
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

34

39

38

37

2,645

Rendaman 12
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

37

32

20

36

3,605

Rendaman 24
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

35

39

31

35

Rendaman 24
jam buah ' okra
0,52 mL/20 g BB

32

27

31

30

2,645

Keterangan : A = 7 hari setelah diinduksi aloksan

B = Perlakuan 7 hari setelah ditambah ekstrak okra

C = Perlakuanl14 hari setelah ditambah ekstrak okra




Lampiran 2.Kadar glukosa darah mencit (mg/dL)
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Kadar glukosa darah Rata- Standar
No Perlakuan mencit Rata Deviasi
1 2 3
Normal 64 65 63 64 1
Kontrol Negatif 265 348 261 291,3 49,11
Kontrol
Positif(Metformin) 250 297 312 286,3 32,34
Ekstrak  etanol :
buah okra dosis' 276 295 255 275,3 20,00
500 mg/kg BB
Penambahan air
panas buah okra 255 304 247 268,6 30,85
Rendaman 12
A |ljam buah okra| 312 | 214 | 284 | 270 50,47
0,26 mL/20 g BB
Rendaman 12
jam buah okra | 248 302 316 288,6 35,90
0,52 mL/20 g BB
Rendaman 24
jam buah okra | 236 312 297 281,6 40,25
0,26 mL/20 g BB
Rendaman 24
jam buah okra| 354 244 286 294,6 55,50
0,52 mL/20 g BB
Normal 53 56 62 57 4,582
Kontrol Negatif 395 365 313 357,6 41,48
Kontrol
Positif(Metformin) 139 172 128 146,3 22,89
Ekstrak etanol
B buah okra dosis| 181 146 160 162,3 17,61
500 mg/kg BB
Penambahan air| o | 176 | 178 | 1676 16,19
panas buah okra
Rendaman 12
jam buah okra| 255 181 168 201,3 46,92

0,26 mL/20 g BB
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Rendaman 12
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

209

236

173

206

31,60

Rendaman 24
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

157

283

236

225,3

63,67

Rendaman 24
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

189

186

165

180

13,07

Normal

63

56

65

61,3

4,725

Kontrol Negatif

416

498

408

440,6

49,81

Kontrol

Positif(Metformin).

44,

58

66

56

11,13

Ekstrak etanol
buah okra dosis
500 mg/kg BB

70

84

70

74,6

8,082

Penambahan air
panas buah okra

63

53

58

58

Rendaman 12
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

87

84

78

83

4,582

Rendaman 12
jam buah okra
0,52 mL/20 g BB

73

70

72

71,6

1,527

Rendaman 24
jam buah okra
0,26 mL/20 g BB

84

97

77

86

10,14

Rendaman 24
jam buah - okra
0,52 mL/20 g BB

111

73

60

81,3

26,50

Keterangan : A = 7 hari setelah diinduksi aloksan

B = Perlakuan 7 hari setelah ditambah ekstrak okra

C = Perlakuanl14 hari setelah ditambah ekstrak okra
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Lampiran 3. Persen Perbandingan Kadar Glukosa Darah Mencit Pada

SetiapKelompok Perlakuan

Perlakuan Persen Kadar Glukosa
Darah Mencit
Perlakuan Metformin 80,44%
Ekstrak etanol buah okra dosis 500 mg/kg BB 72,90%
Penambahan air panas buah okra 78,40%
Rendaman 12 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB 69,25%
Rendaman 12 jam buah okra 0,52.mL/20 g BB 75,19%
Rendaman 24 jam buah okra 0,26 mL/20 g BB 69,46%
Rendaman 24 jam buah okra 0,52 mL/20 g BB 72,40%




Lampiran 4. Skema kerja

4.1. Ekstraksi dengan Pelarut Etanol

Buah Okra

v

dicuci bersih dengan air mengalir
dipotong kecil-kecil
dikeringkan tanpa sinar matahari dan digiling

menjadi bubuk

500 g bubuk okra

dimaserasi dengan 1,5 L etanol 70% selama 72 jam

dipekatkan dengan rotary vaccum evaporator

(EEO)

Ekstrak Etanol Okra

4.2. Penambahan Air Panas

Bubuk Okra

v

ditimbang sebanyak 1 g

diseduh dalam 100 mL air panas suhu 80 °C
didiamkan selama 15 menit

disaring hingga diperoleh filtrat

Larutan
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4.3. Ekstraksi dengan Pelarut Air

Buah Okra
309

v

Ekstrak Air Okra
(EAO)

4.4 Uji Fitokimia

- dicuci bersih dengan air mengalir

- dipotong kecil-kecil

- direndam dalam 100 mL air dengan perendaman
12 jam dan 24 jam dalam wadah yang berbeda

- dimasukkan kedalam kulkas

- disaring hingga diperoleh filtrat

Ekstrak Buah Okra

dimasukkan ke dalam tabung
reaksi

dilarutkandenganetanol
ditambahkan kloroform dan

akuades (1:1)
dikocok dengan baik

v

v

Lapisan air untuk uji

flavonoid, fenolik, saponin

Lapisan kloroform untuk uji

triterpenoid dan steroid
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a. Uji Saponin, Fenolik dan Flavonoid

45

Lapisan air

menit

A

dikocok selama 1

\4

adanya busa

positif saponin

ditambahkan ditambahkan

FeCls

asam klorida
pekat dan
serbuk Mg

A 4

terbentuknya
warna hijau
sampai ungu

positif fenolik

terbentuknya warna

merah positif flavonoid

b. Uji Triterpenoid dan Steroid

Lapisan Kloroform

- diambil 1 pipet diteteskan ke dalam tiga
lubang pada plat tetes

- dibiarkan kering

- ditambahkan setetes anhidrida asetat dan

setetes, asam sulfat pekat

v

Warna merah atau
ungu positif

triterpenoid

'

Warna hijau atau
hijau-biru positif

steroid




c. Uji Alkaloid

Ekstrak Buah Okra

- ditambahkan

46

- Dilarutkandenganetanol

kloroformamoniakdanasamsulfat

- dipisahkanlapisan yang terbentuk

’

LapisanAsam

- diambil dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi
- ditambahkandenganpereaksimay

er

EndapanPutih

'

Lapisanklorofo
rm
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4.5 Persiapan Hewan Uji dan Pemberian Ekstrak Okra
27 Mencit jantan
(25-30 g)
- diaklimatisasi selama 7 hari
- dibagi menjadi 9 kelompok
- diberi tanda setiap mencit
3 Kel normal 24 Kel diabetes
- Diberi makan dan - Diberi makan dan
minum selama 7 hari minum selama 7 hari
- Diuji kadar glukosa - Diinduksi dengan
darah pada hari ke 7 aloksan
- Diukur kadar glukosa
darah pada hari ke 7
setelah induksi aloksan
v
Kel | Kel Il Kel 11l Kel IV KelV | KelVI | Kel VIl | Kel VIl | Kel IX
Kel. Kontrol | Kontrol | Penambahan | EEO EAO EAO EAO EAO
Normal | Negatif | Positif Air panas Dosis | 12 Jam | 12 jam | 24 jam | 24 jam
(Metfor Buah okra 500 0,26 0,52 0,26 0,52
min)1,3 | 0,26 mL/20g | mg/k | mL/20 | mL/20 | mL/20 | mL/20
mg/kg BB gBB | gBB gBB g BB gBB
BB
! v v 2 v v ' v v !
Perlakuan

dan 14

v

Diukur kadar glukosa darah setelah 7
hari diinduksi aloksan dan perlakuan 7,
14 hari setelah ditambah ekstrak

- Diberi makan dan minum biasa pada kelompok |
- Diberi makan dan minum biasa pada kelompok Il
- Diberi metformin pada kelompok Il

- Diberi penambahan air panas pada kelompok IV
- Diberi ekstrak etanol okra pada kelompok V
- Diberi ektrask air pada kelompok VI, VII, VIII, IX

- Ditimbang berat badan mencit pada hari ke 7
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4.6 Penentuan Kadar Glukosa Darah

Sampel

diambil dari vena ekor

Tetesan darah pertama dibuang

Tetesan darah selanjutnya diteteskan pada strips

Strips dimasukkan ke alat glukometer
v

Kadar glukosa

darah terbaca pada

4.7  Pemeriksaan Histopatologi Pankreas

Mencit

- dikorbankan dengan cara dislokasi pada leher mencit

- diambil pankreas dan dibersihkan dengan larutan NaCl
0,9 %

- dimasukkan kedalam botol film berisi formalin 10%

- dimasukkan kedalam larutan paraffin cair, dibiarkan
membeku didalam freezer (-20°C)

- pankreas dipotong menggunakan mikrotom dengan

Il ketebalan 7 um

Pankreas

- diberi pewarnaan dengan Hematoxylin dan Eosin
- diamati di bawah mikroskop cahaya olympus BX 51

v pada perbesaran1000x

Hasil
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Lampiran 5. Foto Selama Penelitian

Gambar 5.1 Buah Okra

Gambar 5.2 Proses pengeringan

(Abelmoschus esculentus) o sampel
VU ERSITAS AND,

Gambar 5.4 Sampel dimaserasi
selama 24 jam

Gambar 5.7 Ekstrak etanol buah Gambar 5.8 Perendaman sampel

okra 12 jam dan 24 jam
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Gambar 5.9 Mencit yang Gambar 5.10 pengelompokkan

diaklimatisasi mencit menjadi beberapa kelompok

HRF

ERSITAS A)

——

mme— | Gambar 5.12 Larutan ekstrak etanol

Gambar 5.11 Penimbangan berat  buah okra, Metformin, perendaman
12 jam, 24 jam dan penambahan air

badan mencit
1 panas
*‘f - =

Gambar 5.13 Pemberian perlakuan ~ Gambar 5.14 Pengukuran kadar

secara oral glukosa darah mencit

Gambar 5.15 Pembedahan mencit Gambar 5.16 Pankreas Mencit



Lampiran 6.Kandungan Pakan BP-2
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No Kandungan pakan BP-2 %DV

1 Protein kasar 20%

2 Energi metabolis 2850-3000 kkal/kg
3 Serat kasar 6%

4 Lemak 6%

5 Mineral (kalsium, fosfor) 3-5%




Lampiran 7.Perhitungan
7.1 Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol

Berat ekstrak etanol (g)

Berat bubuk buah okra (g)x 100%

% =

= %x 100%
= 1,2 %
7.2  Perhitungan Dosis aloksan
Dosis =175 mg/kg
Konsentrasi sediaan =300 mg/17 mL
=17,65 mg/mL
Vao ’ _ dosis (mg/kg) x BB mencit (kg)

konsentrasi (mg/mL)
_ 175 mg/kg x 0,02 kg

17,65 mg/mL
Dosis = 0,2 mg/ cc /20 g BB mencit
7.2.1 Kontrol Positif
Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,24mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,25mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,27mL

7.2.2 Kelompok Metformin

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2=0,31mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan :%x 0,2 =0,28mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,28mL

7.2.3 Kelompok Etanol dosis 500 mg/kg BB

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,25mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %X 0,2 =0,26mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,25mL



7.2.4 Kelompok Penambahan Air Panas 0,26 mL

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,24mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,23mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,25mL

7.2.5 Kelompok Rendaman 12 Jam 0,26 mL

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,23mL
Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %x 0,2=0,27mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,25mL
7.2.6 Kelompok Rendaman 12 Jam 0,52 mL

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %X 0,2 = 0,23mL
Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,21mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = %X 0,2 =0,27mL
7.2.7 Kelompok Rendaman 24 Jam 0,26 mL

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,23mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,21mL

Volume Mencit 3:yang diinduksi aloksan = g—gx 0,2 =0,24mL

7.2.8 Kelompok Rendaman 24 Jam 0,52 mL

Volume Mencit 1 yang diinduksi aloksan = %x 0,2 =0,23mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi aloksan = %x 0,2=0,21mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi aloksan = %x 0,2=0,27mL

7.3  Perhitungan DosisMetformin
Dosis =5 mg/kg x 0,0026
= 0,013 mg/20g BB
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1 tablet dalam 100 mL ( dosis manusia)
Dikonversikan= 100 mL x 0,0026

= 0,26 mg/mL/20g BB mencit
Dosis = 0,26 mg/mL/20 g BB mencit

7.3.1 Kelompok Metformin

Volume Mencit 1 yang diinduksi metformin = %X 0,26 = 0,43mL
Volume Mencit 2 yang diinduksi metformin = 229—(’)5x 0,26 = 0,38mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi metformin = %x 0,26 = 0,39mL

7.4  Perhitungan Dosis Ekstrak Etanol Buah Okra Dosis 500 mg/kg

BB
7.4.1 Kelompok Ekstrak Etanol Buah Okra Dosis 500 mg/kg BB
Dosis =500 mg/kg
Konsentrasi Ekstrak Etanol Okra = 500 mg/20 mL
= 25 mg/mL

_ dosis (mg/kg) x BB mencit (kg)
B konsentrasi (mg/mL)

_ 500 mg/kg x 0,02 kg
B 50 mg/mL

= 0,4mL / 20 g BB mencit

Volume Mencit 1 yang diinduksi ekstrak etanol = %x 0,4=0,64 mL

Vao

Volume Mencit 2 yang diinduksi ekstrak etanol = %X 0,4 =0,62mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi ekstrak etanol = %X 0,4 =0,6mL

7.5 Perhitungan Dosis Penambahan Air Panas Buah Okra

7.5.1 Kelompok Penambahan Air Panas Dosis 0,26 mL/20g BB

Dosis penambahan air panas buah okra yang digunakan dalam penelitian
ini adalah 1 g dalam 100 mL. Kemudian dikonversikan kedosis mencit.
100 mL x 0,0026 = 0,26 mL/20 g BB mencit
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Volume Mencit 1 diinduksi penambahan air panas = %x 0,26 = 0,35mL
Volume Mencit 2 diinduksi penambahan air panas = %x 0,26 = 0,35mL

Volume Mencit 3 diinduksi penambahan air panas = %x 0,26 = 0,35mL
7.6  Perhitungan Dosis Rendaman Air Buah Okra 12 Jam dan 24
jam

Dosis rendaman air buah okra yang dikonsumsi oleh manusia adalah 30g
dalam 100 mL. Dikonversikan dari dosis manusia kedosis mencit yaitu
100 mL x 0,0026 = 0,26 mL/20 g BB mencit. Dosis ini kemudian
ditetapkan sebagai-dosis| terendah, 'sedangkan dosis-2-merupakan dua
kali lipat dosis | yaitu 0,52 mL/20 g BB mencit.

7.6.1 Kelompok Rendaman Air Okra 12 jam Dosis 0,26 mL/20g BB

Volume Mencit 1 yang diinduksi rendaman 12 jam = %XO,ZG =0,33mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi rendaman 12 jam = %XO,ZG =0,39mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi rendaman 12 jam = g—ng,ZG =0,35mL

7.6.2 Kelompok Rendaman Air Okra 12 jam Dosis 0,52 mL/20g BB

Volume Mencit 1 yang diinduksi rendaman 12 jam = %X 0,52 =0,7mL
Volume Mencit 2 yang diinduksi rendaman 12 jam = %x 0,52 =0,67mL

Volume Mencit 3 yang diinduksi rendaman 12 jam = %x 0,52 =0,78mL
7.6.3 Kelompok Rendaman Air Okra 24 jam Dosis 0,26 mL/20g BB

Volume Mencit 1 yang diinduksi rendaman 24 jam = %x 0,26 = 0,32mL
Volume Mencit 2 yang diinduksi rendaman 24 jam = %X 0,26 = 0,3mL
21

Volume Mencit 3 yang diinduksi rendaman 24 jam = T 0,26 = 0,27 mL

7.6.4 Kelompok Rendaman Air Okra 24 jam Dosis 0,52 mL/20g BB

Volume Mencit 1 yang diinduksi rendaman 24 jam = %x 0,52 =0,75mL

Volume Mencit 2 yang diinduksi rendaman 24 jam = %x 0,52 =0,62mL
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Volume Mencit 3 yang diinduksi rendaman 24 jam = %x 0,52 =0,75mL

7.7 Persen Perubahan Kadar Glukosa Darah Mencit

Rata-rata KGD 7 hari setelah induksi aloksan - Rata-rata KGD perlakuan 14 hari
Persen KGD = : — =t b x 100%
Rata-rata KGD 7 hari setelah induksi aloksan

7.7.1 Persen perlakuan Metformin

Persen KGD = ggg gXIOO% =80,44%

7.7.2 Persen ekstrak etanol buah okra dosis 500 mg/kgBB
Persen KGD = ggg gxloo% =72,90%

7.7.3 Persen penambahan air panas dosis 0,26 mL/20g BB
Persen KGD = gég gXIOO% =78,40%

7.7.4 Persen rendaman airbuah okra 12 jam dosis 0,26 mL/20g BB

187
Persen KGD = —=x100% = 69,25%

270
7.7.5 Persen rendaman air buah okra 12 jam dosis 0,52mL/20g BB
Persen KGD = 2%31876)(100% =175,19%
7.7.6 Persen rendaman air buah okra 24 jam dosis 0,26 mL/20g BB
Persen KGD = 5g2:2x100% = 69,46%
7.7.7 Persen rendaman air buah okra 24 jam dosis 0,52mL/20g BB
Persen KGD = £12 3xlOO% =72,40%

294,6



57

Lampiran 8 Persentase Kerusakan Sel Endokrin Pulau Langerhans Pada

Mencit
No Kelompok Sampel | Langerhans Proporsi Degenerasi Sel
islet Degenerasi | Rerata Rerata
sel pada | sampel | kelompok
pulau (%) (%)
langerhans
(%)
1 Normal 1 1 2
2 1
3 2
7 3 2,5 2,5
5 3
- 6 4
2 | Kontrol Negatif 1 1 50
(Diabetes) 2 40 40 40
3 30
3 | Kontrol Positif il 1 10
(Metformin) 2 10 8.75 875
3 5 ’ ’
4 10
4 | Ekstrak etanol 1 1 10
buah okra 2 20
dosis 3 10 15 15
500 mg/kg BB 4 20
5 Penambahan 1 1 40
air panas 2 30
0,26 mL/20 g 3 30 32,5 32,5
BB 4 30
6 | Rendaman 12 1 1 30
jam 2 40
0,26 mL/20'g > s 333 33,3
BB
7 | Rendaman 12 1 1 30
jam 2 30
0,52 mL/20 g 5 40 333 333
BB
8 | Rendaman 24 1 1 40
jam 2 30
0,26 mL/20 g ; " 333 333
BB
9 | Rendaman 12 1 1 30
jam 2 40 333 333
0,26 mL/20 g 3 30

BB
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Telepon
Email
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