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RINGKASAN

Efek Modifikasi Autoclaving-cooling Pati Singkong (Manihot esculenta
Crantz) terhadap Indeks HOMA-IR dan HOMA-B Tikus Model Diabetes;
Maria Ulfa; 142010101093; 2017; 72 halaman; Fakultas Kedokteran Universitas

Jember.

Resistensi insulin merupakan kondisi yang berhubungan dengan kegagalan
organ target merespon aktivitas hormon insulin. Prevalensi resistensi insulin pada
populasi kulit putih sebesar 3-16%, lebih rendah 2% dari jumlah yang dilaporkan
di Jepang. Sekitar 10% penduduk kota besar di Indonesia mengalami resistensi
insulin. Resistensi insulin dapat terjadi melalui beberapa mekanisme diantaranya
induksi oleh asam lemak bebas dan sitokin proinflamasi. Asam lemak bebas yang
terakumulasi di jaringan akan berkompetisi dengan substrat untuk berikatan
dengan reseptor insulin yang menyebabkan hiperglikemia kronik. Adipose tissue
macrophage dapat mensekresikan berbagai macam sitokin proinflamasi yang
dapat memodulasi kerja insulin sehingga terjadi resistensi insulin dan nekrosis sel
B pankreas. Singkong (Manihot esculenta Crantz) mengandung 9,69% pati yang
tidak terdegradasi oleh enzim pencernaan di usus halus dan telah terbukti dapat
meningkatkan sensitivitas insulin dan memperbaiki disfungsi sel B pankreas. RS
pada pati singkong alami tergolong rendah namun proses modifikasi melalui
autoclaving-cooling dapat meningkatkan resistensi pati terhadap hidrolisis enzim
amilase.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan efek pemberian pati
singkong alami dan pati singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap
indeks resistensi insulin dan fungsi sel B pankreas dengan metode homeostasis
model assessment-insulin resistance (HOMA). Desain penelitian yang digunakan
adalah quasy experimental post-test only control group design. Sampel penelitian
menggunakan 16 ekor tikus wistar jantan yang dibagi menjadi empat kelompok
yaitu kelompok kontrol normal K(N), kontrol negatif K(-), perlakuan 1 (P1) dan
perlakuan 2 (P2). Kelompok K(-), P1 dan P2 diinduksi diabetes dengan diet tinggi
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lemak menggunakan kuning telur bebek sebanyak 1% berat tubuh atau 0,01
mg/gBB selama 28 hari dan injeksi streptozotocin dosis rendah (35 mg/kgBB)
intraperitoneal. Tujuh hari setelah induksi diabetes, dilakukan pemeriksaan
toleransi glukosa oral untuk mengonfirmasi kondisi resistensi insulin. Setelah
kondisi resistensi insulin tercapai, tikus diberi diet pati singkong alami atau pati
singkong termodifikasi secara ad libitum dengan masing-masing dosis K(N) 30 g
diet pakan standar, K(-) 30 g diet pakan standar, P1 20 g diet pati singkong alami
dikombinasi dengan 10 g diet pakan standar, dan P2 20 g diet pati singkong
termodifikasi dikombinasi dengan 10 g diet pakan standar. Setelah 28 hari,
dilakukan pengambilan sampel darah intrakardiak sebanyak 5 cc. Selanjutnya
dilakukan pengukuran kadar glukosa darah puasa dengan metode GOD-PAP dan
pengukuran kadar insulin puasa dengan metode sandwich ELISA. Resistensi
insulin dihitung menggunakan formula HOMA-IR dan fungsi sel B dihitung
menggunakan formula HOMA-B yang merupakan turunan pemeriksaan kadar
glukosa dan insulin puasa. Data dianalisis menggunakan uji Kruskall Wallis dan
One Way ANOVA.

Hasil penelitian menunjukkan pemberian pati singkong alami dan pati
singkong termodifikasi dapat meningkatkan sensitivitas insulin secara signifikan
(p<0,05) pada kelompok perlakuan dibanding kelompok K(-) yang diberi pakan
standar. Kelompok P1 mengalamipenurunan indeks HOMA-IR sebesar 61,22,
sedangkan kelompok P2 mengalami penurunan indeks HOMA-IR sebesar 61,64.
Penurunan indeks HOMA-IR berhubungan dengan komponen pati tahan cerna
yang memicu respon glikemik plasma lambat dan hasil fermentasinya berupa
short chain fatty acids yang memiliki berbagai peran fisiologis dalam
metabolisme insulin dan glukosa di berbagai jaringan tubuh. Meskipun demikian,
tidak terdapat perbedaan signifikan pada indeks resistensi insulin antar kelompok
perlakuan (p>0,05). Pemberian pati singkong alami dan pati singkong
termodifikasi dapat meningkatkan indeks HOMA-B dibandingkan kelompok KN
yang diberikan diet standar. Peningkatan indeks HOMA-B berhubungan dengan
perbaikan disfungsi sel B pankreas yang diperantarai oleh kemampuan RS dalam

meningkatkan sekresi hormon GLP-1. Meskipun demikian, indeks HOMA-B
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tertinggi justru pada kelompok K(-) akibat mekanis kompensasi pankreas terhadap
resistensi insulin di jaringan perifer.

Tidak terdapat perbedaan signifikan pemberian diet pati singkong alami dan
pati singkong termodifikasi dalam menurunkan indeks HOMA-IR maupun
meningkatkan indeks HOMA-B pada tikus model diabetes. Berdasarkan hasil
penelitian yang diperoleh maka diperlukan penelitian lebih lanjut pengaruh
pemberian diet pati singkong terhadap gambaran histopatologi jaringan pankreas

dan analisis kadar RS pada pati singkong termodifikasi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Resistensi insulin merupakan kondisi yang berhubungan dengan kegagalan
organ target yang secara normal merespon aktivitas hormon insulin. Resistensi
insulin ditandai dengan gangguan transduksi sinyal insulin terutama pada aksis
insulin receptor substrate/phosphatidyl-inositol 3-kinase/protein kinase B yang
bertanggung jawab pada seluruh aktivitas metabolik insulin (Tanti ef al., 2013).
Olatunbosun ef al. (2017) menyatakan prevalensi resistensi insulin pada populasi
kulit putih sebesar 3-16%, lebih rendah 2% dari jumlah yang dilaporkan di
Jepang. Sekitar 10% penduduk kota besar di Indonesia mengalami resistensi
insulin (Aggasarah, 2015). Resistensi insulin dapat terjadi melalui beberapa
mekanisme diantaranya induksi oleh asam lemak bebas dan sitokin proinflamasi.
Asam lemak bebas yang terakumulasi di jaringan akan berkompetisi dengan
substrat untuk berikatan dengan reseptor insulin yang menyebabkan hiperglikemia
kronik. Adipose tissue macrophage (ATM) dapat mensekresikan berbagai sitokin
inflamatorik seperti interleukin-18 (IL-B), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), dan plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) yang
memodulasi kerja insulin sehingga terjadi resistensi insulin bahkan diperkirakan
ikut berperan menyebabkan disfungsi sel § pankreas (Sulistyoningrum, 2010).

Penelitian terbaru menunjukkan pendekatan gaya hidup melalui diet dan
olahraga lebih efektif dalam meningkatkan sensitivitas jaringan terhadap insulin
dibanding terapi farmakologis. Konsumsi pati resisten (RS) dapat memperbaiki
keadaan resistensi insulin (Robertson et al., 2005). Pati resisten didefinisikan
sebagai sejumlah pati dan produk hasil degradasinya yang tidak dapat diserap di
usus halus pada individu yang sehat (Merendino dan Jibrin, 2009). Pati resisten
dapat mencapai kolon dan berperan sebagai substrat pada fermentasi mikroba
yang hasil akhirnya berupa hidrogen, karbon dioksida, metana, dan short chain
fatty acids (SCFA) (Englyst et al., 1996; Nugent, 2005).

Penelitian pada tikus wistar yang yang diberi diet RS selama 14 hari

menunjukkan penurunan ekspresi enzim fatty acid synthase yang berhubungan
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dengan sintesis asam lemak (Mochizuki et al., 2010). Short chain fatty acids yang
dihasilkan dari fermentasi RS dapat menghambat lipolisis jaringan lemak
sehingga asam lemak yang beredar di sirkulasi menurun (Crouse et al., 1968;
Robertson et al., 2005). Penelitian lain pada tikus yang diinduksi streptozotocin
menunjukkan adanya peningkatan konsentrasi plasma GLP-1 dan PYY, hormon
yang berperan dalam sekresi insulin dan pengaturan nafsu makan, setelah
pemberian diet RS (Zhou, ef al., 2008). Tikus Goto-Kakizaki yang diberikan diet
RS selama 10 minggu ditemukan mengalami peningkatan densitas sel  pankreas
(Shen, 2010).

Singkong atau ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan salah satu
sumber karbohidrat lokal Indonesia yang menduduki urutan ketiga terbesar
setelah padi dan jagung. Kandungan pati dalam singkong sebesar 79,81% dengan
kadar amilosa 28,57%, dan kadar amilopektin 51,24% (Kustyawati et al., 2013).
Secara alami, 9,69% dari komponen pati singkong bersifat resisten, lebih besar
dibandingkan jumlah RS di dalam pati jagung (1,16%) dan pati kentang (6,30%).
Tingkat resistensi bahan makanan terhadap hidrolisis enzim o-amilase dapat
ditingkatkan melalui proses modifikasi salah satunya dengan teknik autoclaving-
cooling. Metode ini akan menghasilkan RS yang memiliki sifat lebih stabil
terhadap panas, sangat kompleks, dan tahan terhadap hidrolisis enzim o-amilase
(Setiarto et al., 2015).

Homeostasis model assessment (HOMA) adalah metode pengukuran
sensitivitas insulin non-invasif dengan formula yang merupakan turunan dari
pemeriksaan kadar glukosa dan insulin plasma. Metode ini paling sering
digunakan dalam penghitungan derajat resistensi insulin dan fungsi sel  pankreas
pada manusia dan hewan coba dengan sensitivitas mencapai 90% (Antunes ef al.,
2016). Berdasarkan  potensi pati singkong sebagai bahan baku RS dan
pengaruhnya terhadap meningkatkan sensitivitas insulin dan fungsi sel § pankreas,
perlu dilakukan pengujian efektivitas pemberian pati singkong alami dan pati
singkong termodifikasi dengan teknik modifikasi autoclaving-cooling terhadap

indeks HOMA-IR dan HOMA-B pada tikus model diabetes.
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1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana perbedaan efek pemberian pati singkong alami dan pati

singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-IR dan
HOMA-B tikus model diabetes?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1

Tujuan Umum

Mengetahui perbedaan efek pemberian pati singkong alami dan pati
singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-IR
dan HOMA-B tikus model diabetes.

1.3.2  Tujuan Khusus

a. Mengetahui perbedaan efek pemberian pati singkong alami dan pati
singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-
IR tikus model diabetes.

b. Mengetahui perbedaan efek pemberian pati singkong alami dan pati
singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-B

tikus model diabetes.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1

1.4.2

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut.

Bagi Ilmu Pengetahuan

Memberikan informasi mengenai efektivitas pemberian pati singkong
alami dan pati singkong termodifikasi autoclaving-cooling dalam

meningkatkan sensitivitas insulin dan fungsi sel  pankreas.

Bagi Masyarakat
Mengetahui manfaat dari pemberian pati singkong alami dan pati singkong
termodifikasi autoclaving-cooling sebagai inovasi terapi resistensi insulin

dan disfungsi sel  pankreas.
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1.4.3 Bagi Institusi
Memberikan tambahan pengetahuan baru bagi teman sejawat dan civitas
akademika mengenai potensi singkong sebagai produk pangan lokal
berbasis kesehatan, serta dapat digunakan sebagai dasar penelitian

selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Resistensi Insulin
2.1.1 Definisi

Resistensi insulin merupakan kondisi yang berhubungan dengan kegagalan
organ target yang secara normal merespon aktivitas hormon insulin. Resistensi
insulin terjadi terutama pada daerah post reseptor sel target terutama pada jaringan
otot dan hepar. Kerusakan reseptor ini menyebabkan kompensasi peningkatan
sekresi insulin oleh sel P pankreas, sehingga terjadi hiperinsulinemia pada
keadaan puasa maupun posprandial (Krenzt, 2007). Seseorang dikatakan
mengalami resistensi insulin ketika dibutuhkan insulin dalam jumlah lebih banyak
dari normal untuk mempertahankan keadaan euglikemia (Merentek, 2006).

Menurut Saini (2010), resistensi insulin terjadi karena gangguan sinyal
transduksi insulin dari reseptor sampai substrat akhir yang merespon aktivitas
hormon insulin. Kerja insulin dimulai ketika hormon tersebut berikatan dengan
reseptor glikoprotein spesifik pada permukaan sel target dan mengaktivasi tirosin
kinase. Pada keadaan resistensi insulin terjadi penurunan aktivasi tirosin kinase
yang menyebabkan penurunan fosforilasi insulin receptor substrate-1 (IRS-1)
pada reseptor insulin. Fosforilasi IRS-1 diperlukan pada ekspresi gen,
metabolisme lipid dan protein serta aktivitas phospatidylinositol-3 kinase (PI-3K)
dan mitogen activator protein kinase (MAPK). Adanya penurunan aktivasi PI-3K
menyebabkan gangguan aktivasi Akt (protein kinase B) sehingga menyebabkan

gangguan pada transpor glukosa dan sintesis protein (Handayani et al., 2009).

2.1.2 Patomekanisme Resistensi Insulin

Mekanisme terjadinya resistensi insulin dapat dijelaskan melalui beberapa
jalur (Sulistyoningrum, 2010). Mekanisme resistensi insulin yang pertama adalah
peningkatan produksi asam lemak bebas. Asam lemak yang terakumulasi di
jaringan akan menginduksi resistensi insulin terutama pada organ hati dan otot.
Hipotesis Randle menyatakan mekanisme induksi resistensi insulin oleh asam

lemak ini terjadi akibat kompetisi substrat (siklus glukosa-asam lemak) untuk
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berikatan dengan reseptor insulin. Pada sel yang menggunakan glukosa sebagai
sumber energi, asam lemak dan beberapa metabolit lain termasuk asil koA,
seramid dan diasil gliserol (DAG) bertindak sebagai molekul sinyaling yang
mengaktifkan protein kinase seperti protein kinase C dan inhibitor xf8 kinase
(IKKp) yang selanjutnya mengaktitkan faktor transkripsi nuclear factor-kappa B
(NF-xB) (Dewi, 2007). Nuclear factor-kappa P dapat merusak sinyaling insulin
dengan meningkatkan fosforilasi serin yang bersifat inhibisi dari IRS. Selain asam
lemak bebas, aksis IKKB/NF-k3 dapat diaktivasi oleh berbagai macam molekul
eksogen dan endogen diantaranya sitokin inflamasi, tool like receptors, advanced

glycosylation end products, dan reactive oxygen species (Soriano et al., 2016).

Insulin
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Gambar 2.1 Siklus Glukosa-Asam Lemak. Asam lemak bebas masuk ke
dalam sel melalui fatty acid transporter protein-1 (FATP-1) dan teraktivasi
menjadi fatty acyl coenzyme-A (FA-CoA), sedangkan glukosa masuk melalui
glucose transporter-4 (GLUT4) dan difosforilasi oleh enzim heksokinase.
Kiri: Oksidasi FA-CoA akan meningkatkan rasio asil-CoA/CoA dan
NADH/NAD+, yang menghambat kompleks piruvat dehidrogenase (PDH).
Peningkatan sitrat bersifat inhibisi terhadap aktivitas fosfofruktokinase (PFK).
Perubahan tersebut akan memperlambat oksidasi glukosa dan piruvat serta
mengingkatkan glucosa-6-fosfat (G6P), yang berperan dalam stimulasi
penyimpanan glikogen (GLY), inhibisi aktivitas heksokinase (HK), dan
penurunan ambilan glukosa. Kanan: Interaksi asam lemak dengan transporter
glukosa. FA-CoA dapat mengaktifkan isoform PKC and NF-xf, yang dapat
menghambat transduksi sinyal insulin (Roden, 2004)

Mekanisme terjadinya resistensi insulin yang kedua adalah induksi
resistensi insulin karena faktor inflamasi. Pada penderita resistensi insulin terbukti

adanya metainflamasi yang ditunjukkan dengan peningkatan konsentrasi mediator
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proinflamasi plasma. Sel adiposit yang mengalami hipertrofi akan mensekresi
monocyte chemoattractant protein-I (MCP-1) yang menyebabkan infiltrasi
monosit ke dalam sel dan induksi diferensiasi monosit menjadi M1 makrofag.
Makrofag dapat mensekresikan sitokin proinflamasi seperti IL-B, IL-6, TNF-q,
PAI-1, dan angiotensinogen. Pengikatan molekul sitokin ini pada reseptor spesifik
akan mengaktifkan jalur IKKB/NF-kf. Translokasi NF-kf} ke dalam nukleus akan
menginduksi transkripsi berbagai macam sitokin proinflamasi, enzim, molekul
adhesi, dan reseptor imun yang dapat memicu resistensi insulin (Soriano et al.,
2016).

Resistensi insulin di jaringan perifer menyebabkan penggunaan glukosa
yang dimediasi oleh insulin menjadi berkurang. Resistensi insulin akan
menyebabkan kegagalan dari fosforilasi kompleks IRS, tidak teraktivasinya PI-3K
yang lebih lanjut memicu penurunan translokasi GLUT4 sehingga glukosa tetap
berada di ekstrasel (hiperglikemia). Tingginya kadar glukosa darah (glucotoxicity)
yang diikuti pula oleh dislipidemia (/ipotoxicity) bertanggung jawab terhadap
kerusakan jaringan baik secara langsung melalui stres oksidatif maupun tidak
langsung melalui proses glikosilasi yang meluas (Manaf, 2006). Resistensi insulin
pada sel adiposa menyebabkan peningkatan lipolisis dan penurunan adipogenesis.
Resistensi insulin pada sel hepar memicu glukoneogenesis sehingga produksi
glukosa dalam keadaan basal (HGP atau hepatic glucose production) meningkat.
Gangguan kinerja insulin pada otot terjadi intramioseluler akibat gangguan
fosforilasi tirosin sehingga timbul gangguan ambilan glukosa ke dalam sel,
penurunan sintesis glikogen dan penurunan oksidasi glukosa (De Fronzo, 2009).

Sel B pankreas pada awalnya akan melakukan kompensasi dengan
meningkatkan produksi insulin untuk mempertahankan kadar gula darah dalam
batas normal (euglikemia). Seiring dengan progresivitas penyakit, terjadi
dekompensasi sel B pankreas dalam merespon keadaan hiperglikemia sehingga
terjadi abnormalitas jalur transduksi sinyal insulin dan resistensi pada sel p.
Resistensi insulin pada sel f pankreas mengaktivasi jalur cystein-aspartic acid

protease (caspase) 3 dan caspase 8. Aktivasi jalur caspase akan meningkatkan
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kadar ceramide di mitokondria dan menginduksi apoptosis sel B pankreas

(Sulistyoningrum, 2010).

2.1.3 Metode Pengukuran Resistensi Insulin

Baku emas diagnosis resistensi insulin adalah dengan metode
hyperinsulinemic-euglycemic clamp (HEC). Insulin dimasukkan ke dalam
sirkulasi intravena sampai mencapai kadar yang diinginkan (+40 mU/m*/menit)
dan kadar glukosa dipertahankan pada kadar basal dengan klem infus 20%
dekstrosa dengan volume yang bervariasi. Cara lain yang dapat digunakan adalah
minimal model frequently sampled intravenous glucose tolerance test (FSIGTT).
Pasien diberikan bolus glukosa intravena diikuti dengan bolus insulin. Kadar
insulin dan glukosa diukur selama FSIGTT dan diestimasikan sebagai indeks
sensitivitas insulin. Kedua metode ini akurat dalam menilai adanya resistensi
insulin, tetapi kurang disukai karena bersifat invasif dan memakan waktu maupun
biaya yang cukup besar (Sulistyoningrum, 2010).

Pendekatan yang lebih sederhana dengan berbagai formula yang
merupakan turunan dari pemeriksaan kadar glukosa, insulin maupun parameter
lainnya banyak dikembangkan untuk menilai sensitivitas insulin (Gutch et al.,
2015). Terdapat dua kelompok indeks resistensi insulin yaitu: 1) indeks yang
dikalkulasi menggunakan kadar insulin, glukosa dan/atau trigliserida puasa, 2)
indeks yang dikalkulasi menggunakan kadar insulin dan glukosa selama tes
toleransi glukosa oral. Indeks yang termasuk ke dalam kelompok pertama yaitu
homeostasis model assessment (HOMA), quantitative insulin sensitivity check
index (QUICKI) dan Mc Auley, sedangkan kelompok kedua meliputi indeks

Matsuda, Belfiore, Cederholm, Avignon dan Stumvoll.

2.1.4 Homeostasis Model Assessment

Homeostasis Model Assessment (HOMA) merupakan metode pengukuran
surrogate yang paling banyak digunakan untuk menilai derajat resistensi insulin
dan fungsi sel B pankreas pada penelitian klinis maupun epidemiologis (Hanley ef

al., 2003; Wallace et al., 2004). Metode ini pertama kali dikembangkan oleh
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Matthews et al. (1985) sebagai model struktural mekanisme umpan balik negatif
antara hepar dan sel  pankreas. Hubungan level insulin dan glukosa plasma pada
kondisi basal mencerminkan keseimbangan produksi glukosa hepatik dan sekresi
insulin.

Homeostasis model assessment-insulin resistance (HOMA-IR) adalah
model matematis yang merefleksikan derajat resistensi insulin. Pada keadaan
basal, kadar glukosa plasma diatur oleh kadar glukosa hepatik yang dimediasi
hormon insulin. Oleh sebab itu, kondisi resistensi insulin ditunjukkan dengan
berkurangnya efek supresif hormon insulin pada produksi glukosa hepatik. Model
ini memiliki koefisien korelasi r=0,88 (p=0,0001) dengan HEC (Matthews et al.,
1985) dan r=0,77 (p<0,001) dengan FSIGTT (Bonara et al, 2000) dengan
sensitivitas mencapai 90% (Antunes et al., 2016).

Homeostasis model assessment-beta cell (HOMA-B) adalah model
matematis yang merefleksikan fungsi sel [ pankreas. Pada individu dengan
diabetes, disfungsi sel B pankreasmencerminkan berkurangnya respon sel 3
terhadap stimuli sekresi insulin oleh peningkatan kadar glukosa plasma. Model ini
memiliki korelasi yang cukup baik dengan metode standar seperti hyperglycemic
clamps (r = 0.62-0.69) (Matthews et al., 1985; Stumvoll et al., 2000) dan

continuous infusion glucose model assessment (r = 0.87) (Matthews et al., 1985).

2.2 Pati Resisten
2.2.1 Struktur Pati Resisten

Pati adalah polisakarida yang dibentuk oleh sejumlah molekul glukosa
dengan ikatan ol-glikosidik. Terdapat dua fraksi penyusun pati yakni amilosa
yang memiliki ikatan molekul al-4-D dan amilopektin yang memiliki ikatan ol-
4-D dan al-6-D. Proporsi amilopektin menentukan struktur kristal pati dimana
pati tipe A ditemukan pada bahan makanan golongan serealia, tipe B pada umbi-
umbian dan pati kaya amilosa sedangkan tipe C terdapat pada golongan kacang-
kacangan (Nugent, 2005). Pati dapat dibedakan berdasarkan daya cernanya oleh
enzim o-amilase menjadi pati yang dicerna dengan cepat, pati yang dicerna

dengan lambat, dan pati resisten (Sajilata et al., 2000).
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Pati resisten (RS) didefinisikan sebagai pati dan produk pati yang tahan
terhadap hidrolisis enzim pencernaan di usus halus pada manusia normal (Asp,
1992). Pati resisten dapat mencapai kolon dan berperan sebagai substrat pada
fermentasi mikroba yang hasil akhirnya berupa hidrogen, karbon dioksida,
metana, dan SCFA (Englyst et al., 1996; Nugent, 2005). Tingkat resistensi pati
dipengaruhi oleh susunan polimer alami pati, dimana pati tipe B dan C dengan
kadar amilosa tinggi lebih resisten terhadap hidrolisis enzim oa-amilase,

glukoamilase dan sukrase-isomaltase di usus halus (Brown, 2004).

2.2.2 Klasifikasi Pati Resisten

Pati resisten diklasifikasikan dalam empat kelompok berdasarkan pada asal
dan proses pembuatannya, yaitu pati resisten tipe I, II, III, dan IV (Sajilata et al.,
2006; Zaragoza et al., 2010). Pati resisten tipe I merupakan pati yang terdapat
secara alamiah dan secara fisik terperangkap dalam sel-sel tanaman dan matriks
dalam bahan pangan kaya pati, terutama dari biji-bijian dan sereal. Pati resisten
tipe I merupakan pati dengan granula tipe B yang secara alami sangat resisten
terhadap pencernaan oleh enzim a-amilase. Pati resisten tipe III merupakan
produk derivat pati yang terbentuk melalui proses retrogradasi granula pati seperti
kentang yang telah dimasak dan didinginkan, cornflakes, dan produk makanan
yang mengalami proses pemanasan panjang dan berulang (Gambar 2.2). Pati
resisten tipe IV adalah pati yang termodifikasi secara kimia seperti pati ester
maupun pati ikatan silang (Brown, 2004).

Meskipun pati resisten (RS) dapat ditemukan secara alami pada bahan
makanan kaya pati, terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi kadar (net
amount) dan tingkat resistensi RS diantaranya jumlah dan jenis inisial pati,
bagaimana bahan makanan diproses, disimpan maupun dicerna serta reaksi
dengan bahan aditif ekstrinsik seperti fosfor (Nugent, 2005). Pati resisten tipe III
merupakan jenis yang paling menarik perhatian karena mampu mempertahankan
karakteristik organoleptik ketika ditambahkan pada bahan makanan (Lehmann et
al., 2002). Pati resisten tipe III relatif tahan panas dibandingkan tipe lainnya

sehingga stabil selama proses pengolahan pangan (Zaragoza et al., 2010). Pati
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resisten tipe III merupakan jenis RS yang paling banyak digunakan sebagai bahan
baku fungsional berbasis RS. Kandungan RS tipe III dalam bahan pangan alami
umumnya rendah, oleh karena itu perlu ditingkatkan kadarnya melalui teknik

modifikasi (Setiarto et al., 2015).
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Gambar 2.2 Struktur RS tipe III (Sajilata et al., 2006)

2.2.3 Modifikasi Autoclaving-cooling

Teknik modifikasi pati dengan siklus autoclaving-cooling telah dilaporkan
oleh banyak peneliti seperti Zabar et al. (2008), Sugiyono et al. (2009),
Vatanasuchart e al. (2012), dan Asbar (2014). Prinsip dari teknik ini adalah pati
disuspensikan dahulu dalam air (dengan rasio pati:air = 1:2-1:5). Suspensi
tersebut kemudian dipanaskan dengan menggunakan autoklaf yang
mengakibatkan pati tergelatinisasi secara sempurna dan keluarnya fraksi amilosa
dari granula pati. Selanjutnya pasta pati didinginkan yang dapat menyebabkan
fraksi amilosa mengalami retrogradasi membentuk RS tipe III yang bersifat lebih
stabil terhadap panas, sangat kompleks, dan tahan terhadap hidrolisis enzim o-
amilase (Setiarto et al., 2015).

Faktor yang berpengaruh terhadap pembentukan RS tipe III adalah suhu
autoklaf dan konsentrasi pati. Suhu yang digunakan pada umumnya di atas titik
leleh kristal amilopektin dan di bawah titik leleh enzim untuk menghasilkan RS
tipe III (Haynes et al, 2000). Pembentukan RS paling optimum pada suhu
autoklaf sebesar 121°C dan konsentrasi suspensi pati dalam air sebesar 20% (b/v).

Konsentrasi suspensi pati yang lebih kecil atau lebih besar dari 20% (b/v)
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menyebabkan jumlah amilosa yang keluar dari granula tidak optimum sehingga

kadar RS tipe III yang terbentuk menurun (Zaragora et al., 2010).

2.2.4 Analisis Daya Cerna Pati

Keberadaan komponen RS dalam bahan makanan dapat dianalisis secara
langsung menggunakan scanning electron microscope. Kadar RS dalam pati dapat
diketahui melalui uji fisikokimia yang terdiri dari uji kandungan serat pangan dan
RS dengan metode AOAC (1995), uji kadar amilosa dengan metode iodo
kalorimetri dan kadar amilopektin dengan metode by difference (Faridah et al.,
2013; Shanita et al., 2011). Untuk mengetahui pengaruh perlakuan modifikasi pati
terhadap kadar RS yang dihasilkan dapat dilakukan analisis daya cerna pati. Daya
cerna pati merupakan suatu kemampuan suatu enzim pemecah untuk
menghidrolisis pati menjadi unit-unit yang lebih kecil. Daya cerna pati
dipengaruhi oleh proses pengolahan, kadar serat, lemak dan protein pangan,
adanya zat anti-gizi pangan seperti pitat dan tannin serta rasio amilosa dan
amilopektin (Rhama, 2014).

Prinsip analisa penentuan daya cerna pati secara in vitro adalah
mereaksikan sampel dengan enzim a-amilase sehingga pati akan terhidrolisis.
Maltosa yang dihasilkan direaksikan dengan asam dinitrosalisilat kemudian
intensitas warnanya diukur dengan menggunakan spektrofotometer. Daya cerna
pati sampel dihitung sebagai persentase terhadap pati murni. Daya cerna pati
dapat dijadikan sebagai parameter awal keberadaan pati resisten. Semakin tinggi
daya cerna pati menunjukkan semakin tinggi pula pati diubah menjadi glukosa,
sehingga semakin tinggi kemampuan pati untuk menaikkan glukosa darah.
Semakin rendah daya cerna pati maka RS dalam bahan semakin tinggi dan relatif

lebih sempurna tersuspensi di dalam air dan lebih homogen (Asbar, 2014).
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2.2.5 Efek Pati Resisten terhadap Resistensi Insulin
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Gambar 2.3 SCFA dan Interaksi Interorgan (Canfora et al., 2015)

Pati resisten akan difermentasi oleh mikroba kolon dan menghasilkan
produk akhir berupa short chain fatty acids (SCFA) (Macfarlane and Macfarlane,
2012). Jenis SCFA yang paling banyak dihasilkan adalah asetat, butirat dan
propionat (>95%) sedangkan format, valerat dan caproat menyusun <5% sisanya
(Cummings et al., 1987). Absorbsi SCFA di kolon tergolong efektif dengan hanya
5-10% yang ditemukan di feses (Wong et al., 2006). Short-chain fatty acids yang
berasal dari sekum, kolon ascending dan kolon transversum disalurkan menuju
vena mesenterica superior sedangkan SCFA pada kolon descending dan sigmoid
disalurkan melalui vena mesenterica inferior dan vena cava inferior. Asetat,
butirat dan propionat memiliki reseptor di kolonosit yang dikenal dengan G-
protein coupled receptors-41 (GPR41) dan G-protein coupled receptors-43
(GPR43) (Canfora et al., 2015).

Short chain fatty acids dapat mempengaruhi resistensi insulin melalui
pengaturan pada metabolisme glukosa dan insulin di jaringan perifer. Short chain

fatty acids dapat mempengaruhi kadar glukosa melalui peningkatan produksi
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glucagon-like peptide-1 (GLP-1) dan peptida YY (PYY) di usus. Glucagon-like
peptide-1 dapat mempengaruhi nafsu makan melalui hambatan pada pengosongan
lambung dan sekresi asam lambung. Hal ini mengakibatkan respon glisemik yang
ditimbulkan menjadi lebih lambat. Peptida YY dapat menyebabkan supresi
neuropeptida Y (NPY) dan aktivasi neuron propiomelanocortin (POMC) di
nukleus arkuata hipotalamus yang memicu penurunan nafsu makan (Canfora et
al.,2015).

Pada individu dengan obesitas, regulator T cell (Treg Cell) yang bertugas
mengatur imunitas antimikroba dan inflamasi jaringan mengalami penurunan
(Chaudhry and Rudensky, 2013). Hal ini menyebabkan masuknya makrofag dan
pelepasan adipositokin yang bertanggungjawab dalam terjadinya inflamasi
jaringan. Pemberian asetat, butirat dan propionat selama tiga minggu dapat
meningkatkan jumlah dan juga fungsi sel Treg kolon (Mazurek et al., 2003).
Butirat mampu meningkatkan fungsi barier epitel usus melalui modulasi protein
dan musin junction sehingga mencegah terjadinya kebocoran toksin bakteri
patogen. Peningkatan toksin bakteri terutama golongan lipopolisakarida di
sirkulasi berhubungan dengan kejadian low-grade inflammation dan resistensi
insulin (Canfora et al., 2015).

Penelitian menemukan bahwa reseptor GPR41/43 juga ditemukan di
jaringan adiposa, otot dan hepar sehingga SCFA dapat mempengaruhi
metabolisme energi dan utilisasi glukosa secara langsung (Canfora et al., 2015).
Studi in vitro pada sel makrofag tikus menunjukkan asetat dan butirat mampu
mencegah pelepasan adipositokin TNF, IFN-y, MCP-1, IL-6 dan resistin serta
mencegah translokasi NF-«f3 ke dalam nukleus yang menginduksi terjadinya
resistensi insulin. Asetat memiliki efek antilipolisis hingga 50% melalui aktivasi
reseptor GPR43 dan peningkatan ekspresi lipoprotein lipase inhibitor yang
mencegah terjadinya lipolisis intraseluler. Propionat dapat meningkatan /ipid
buffering capacity sehingga menurunkan /ipid overflow dan akumulasi lemak
ektopik (Ge et al., 2008).

Pada jaringan otot, asetat dan butirat dapat meningkatkan oksidasi asam

lemak melalui fosforilasi AMPK dan mekanisme dependen PPARS. Peroxixome
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proliferator-activated receptor (PPAR) merupakan sekelompok reseptor yang
mengkode gen yang berperan dalam pengaturan metabolisme lemak (Herawati,
2011). Asetat dan butirat meningkatkan ambilan glukosa melalui GLUT4 dan
penyimpanan glikogen pada otot yang dimediasi GPR41/43. Selain itu, asetat dan
propionat dapat mengurangi akumulasi lemak ektopik dengan mengurangi suplai
lemak (Canfora et al., 2015).

Pada jaringan hepar, SCFA menurunkan glukoneogenesis melalui
peningkatan fosforilasi AMPK hepatik (Besten et al., 2013). Fosforilasi AMPK
akan meningkatkan translokasi GLUT4 ke membran sel sehingga akan
meningkatkan ambilan glukosa dalam jaringan. Propionat berperan sebagai
prekursor untuk glukoneogenesis de novo dan mengurangi lipogenesis melalui
hambatan pada ekspresi fatty acid synthase. Asetat dan butirat dapat memicu
upregulasi gen target PPARa yang menyebabkan peningkatan oksidasi asam

lemak dan peningkatan simpanan glikogen (Canfora et al., 2015).

2.2.6 Efek Pati Resisten terhadap Fungsi Sel B Pankreas

Pengaruh pemberian pati resisten terhadap fungsi sel B pankreas sampai
saat ini masih belum banyak diketahui. Penelitian yang dilakukan oleh Shen
(2010) dengan pemberian pati resisten pada tikus Goto-Kakizaki (GK) selama 70
hari menunjukkan adanya peningkatan massa sel B pankreas maupun peningkatan
pancreatic insulin content. Pada pemeriksaan imunohistokimia didapatkan

peningkatan densitas sel pada pulau langerhans seperti terlihat pada Gambar 2.4.

a b c

Gambar 2.4 Densitas sel B pankreas pada (a) tikus Wistar yang diberi diet EC
(energy control), (b) tikus GK yang diberi diet EC, dan (c) tikus GK yang diberi
diet RS (Shen, 2010).
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Peningkatan massa dan densitas sel menunjukkan adanya perbaikan fungsi
sel B pankreas dalam memproduksi insulin. Peningkatan massa sel  pankreas
diperlukan untuk memproduksi lebih banyak insulin sebagai upaya kompensasi
resistensi insulin jaringan dan hiperglikemia di sirkulasi. Proliferasi, hipertrofi dan
hiperplasia sel akan menyebabkan peningkatan sekresi insulin fase 1 (acute
insulin secretion response) dan berperan sentral dalam homeostasis glukosa.
Kapasitas sel  pankreas untuk berproliferasi menentukan progresivitas dan onset
diabetes melitus tipe 2 (Blandino-Rosano et al., 2012).

Mekanisme perbaikan fungsi sel B ini diperantarai oleh fermentasi RS oleh
mikroba kolon menghasilkan butirat. Butirat melalui reseptor GPR41/43 akan
meningkatkan konsentrasi plasma GLP-1. Efek akut dari plasma GLP-1 adalah
stimulasi sekresi insulin via glucose-dependent manner (Drucker, 2003). Efek
yang lain adalah peningkatan biosintesis insulin, stimulasi transkripsi gen insulin,
peningkatan ekspresi mRNA GLUT4 dan glukokinase, stimulasi proliferasi sel 3,
induksi neogenesis islet pankreas dari prekursor sel duktal, dan efek inhibisi
apoptosis sel yang menyebabkan peningkatan massa sel f pankreas (Perfetti ef al.,
2000; Farilla et al., 2003). Buteau et al. (2004) menyatakan bahwa GLP-1 dapat

mencegah apoptosis sel B pankreas yang diinduksi oleh gluko- dan lipotoksisitas.

2.3 Singkong (Manihot esculenta Crantz)
2.3.1 Deskripsi

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdisivi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledone
Ordo : Euphorbiales
Famili :Euphorbiaceae
Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta Crantz
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Singkong termasuk ke dalam famili Euphorbiaceae. Batangnya tegak
setinggi 1,5-4 m. bentuk batang bulat dengan diameter 2,5-4 cm, berkayu dan
bergabus. Batang berwarna kecoklatan atau keunguan dan bercabang ganda tiga.
Akar tanaman masuk ke dalam tanah sekitar 0,5-0,6 m dan digunakan untuk
menyimpan bahan makanan (karbohidrat). Akibatnya, ukuran akar terus
membesar seiring dengan semakin bertambahnya usia pohon. Akar yang besar
inilah yang disebut sebagai umbi singkong (Najiyati dan Danarti, 1999).

Tanaman singkong termasuk tanaman tropis yang berasal dari Brazil
(Amerika Selatan). Pada abad 16, singkong mulai dibudidayakan di Afrika dan di
India pada awal abad ke-19. Pada masa itu singkong menjadi makanan pokok
yang penting di daerah tersebut dan di Asia tenggara (Vincent dan Yamaguci,
1998). Singkong merupakan salah satu sumber karbohidrat lokal Indonesia yang
menduduki urutan ketiga terbesar setelah padi dan jagung. Peranan singkong
menjadi semakin besar berkaitan dengan daya gunanya di bidang industri, baik
industri kecil, menengah, maupun industri besar, tidak terbatas pada industri
dalam negeri, tetapi juga di negara lain sebagai komoditas ekspor andalan.
Singkong merupakan tanaman multiguna yang dapat digunakan untuk memenuhi
kebutuhan hidup sehari-hari, makanan ternak, dan sebagai bahan baku berbagai

macam industri (Suprapti, 2005).

2.3.2 Varietas Singkong

Sejak tahun 1978, Pusat Penelitian dan Pengembangan Tanaman Pangan,
Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian telah memproduksi 10 varietas
unggul singkong. Varietas tersebut memiliki tingkat produktivitas tinggi antara
22-102 ton/ha. Varietas tersebut antara lain Adira 1, Adira 2, Adira 4, Malang 1,
Malang 2, Malang 4, Malang 6, Darul Hidayah, UJ-3, dan UJ-5. Varietas untuk
pangan antara lain Adira 1, Malang 1, Malang 2, dan Darul Hidayah. Sedangkan
Adira 2, Adira 4, Malang 4, Malang 6, UJ-3, dan UJ-5 digunakan untuk indusri.
Selain varietas unggul, di pasaran juga dikenal beberapa varietas lokal,
diantaranya Apuy, Mentega, Muara, Bogor, Valenca, Gading, dan sebagainya
(Direktorat pertanian, 2005).
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2.3.3 Pati Singkong

Umbi singkong kaya akan karbohidrat yaitu sekitar 80-90% (bb) dengan
pati sebagai komponen utamanya. Pati singkong dapat dihasilkan dengan
melakukan proses ekstraksi dari ubi singkong. Komposisi utama dari pati
singkong umumnya terdiri dari amilosa, amilopektin dan sisanya komponen minor
seperti air, abu, protein, dan lemak (Subagio, 2007). Secara alami, 9,69% pati

singkong bersifat resisten terhadap enzim a-amilase (Setiarto et al., 2015).

Tabel 2.1 Komposisi kimia pati singkong

Komponen %
Kadar Pati 79,81
Kadar Air 13
Kadar Abu 0,2
Kadar Lemak 0,8
Kadar Protein 1
Kadar serat 34

Sumber : Subagio (2007); Kustyawati et al. (2013)

Rasio amilosa dan amilopektin dalam pati berpengaruh terhadap sifat fisik
dan kimia pati. Struktur amilosa yang linier membuat ikatan antar monomer
glukosa lebih kuat sehingga sulit dicerna oleh enzim o-amilase, sedangkan
amilopektin yang memiliki struktur bercabang, ukuran molekul lebih besar dan
ikatan antar monomer yag lebih terbuka menyebabkan amilopektin lebih mudah
dicerna oleh enzim pencernaan (Rimbawan dan Siagian, 2004). Pati dengan
kandungan amilosa tinggi memiliki kemampuan menyerap air dan mengembang
lebih baik karena amilosa mampu membentuk ikatan hidrogen yang lebih besar
dibanding amilopektin. Hal ini menyebabkan pati dengan kadar amilosa tinggi

akan lebih resisten dan lebih mudah mengalami retrogradasi (Nugent, 2005).

Tabel 2.2 Kandungan amilosa dan amilopektin pada singkong

Komponen Y%
Kadar Amilosa 28.57%
Kadar Amilopektin 51,24%

Sumber: Kustyawati et al. (2013)
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2.4 Tikus Model Diabetes

Beberapa model diabetes telah tersedia untuk memahami efek berbagai agen
terapeutik diantaranya model genetik, non genetik, induksi diet, induksi kimia dan
sebagainya (Srinivasan dan Ramarao, 2007). Kombinasi diet tinggi lemak (HFD)
dan streptozotocin (STZ) dosis rendah merupakan salah satu model diabetes yang
banyak dipakai dalam pengujian efek agen antidiabetes. Patogenesis tikus model
diabetes ini akan menyerupai proses perkembangan penyakit dan karakteristik
metabolik diabetes melitus tipe 2 (Zhang et al., 2008).

Diet tinggi lemak dapat menyebabkan obesitas yang memicu peningkatan
kerja sterol regulatory element binding protein-1 (SREBP-1). Sterol regulatory
element binding protein-1 merupakan faktor transkripsi yang mengatur sintesis
asam lemak, lipoprotein lipase dan metabolisme asam lemak. Peningkatan kerja
SREBP-1 menyebabkan hipertrofi dan hiperplasi adiposit sehingga terjadi
penumpukan lemak viseral. Simpanan trigliserida di jaringan lemak dapat
dihidrolisis oleh lipoprotein lipase menjadi gliserol dan asam lemak yang dapat
menginduksi terjadinya resistensi insulin melalui mekanisme kompetisi dengan
substrat pada siklus glukosa-asam lemak di membran sel. Pemberian HFD bisa
dilakukan dalam durasi pendek (2-4 minggu) atau panjang (>3 bulan) dan
dilanjutkan dengan injeksi STZ dosis rendah (30-35 mg/kgBB) (Srinivasan et al.,
2005).

Streptozotocin merupakan bahan toksik yang telah banyak digunakan untuk
menginduksi diabetes melitus. Streptozotocin masuk ke dalam sel B pankreas
melalui transporter glukosa GLUT2 karena memiliki struktur yang mirip dengan
molekul glukosa. Oleh sebab itu, induksi diabetes menggunakan preparat STZ
tidak hanya menyebabkan kerusakan sel B pankreas tetapi juga memicu kerusakan
pada sel lain yang mengekspresikan GLUT2 seperti sel hepatosit dan tubulus
ginjal (Lenzen, 2008). Mekanisme diabetogenik STZ adalah alkilasi DNA melalui
gugus nitrourea dan glikosilasi protein yang menimbulkan kerusakan DNA sel f3
pankreas. Kerusakan DNA dapat mengaktivasi poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) yang kemudian menekan nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)

seluler, selanjutnya mengakibatkan penurunan jumlah adenosine triphosphate
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(ATP), dan akhirnya terjadi nekrosis sel f pankreas (Skosve, 2014). Penggunaan
STZ dipilih untuk menghindari keterbatasan yang terjadi pada metode ideal
(model genetik) yaitu onset penyakit yang sulit diprediksi. Aloksan merupakan
preparat yang bisa dijadikan alternatif induksi diabetes selain STZ, akan tetapi
obat ini memiliki windows safety yang rendah karena jarak dosis efektif yang

mendekati dosis toksik (Anonymous, 2016).
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2.5 Kerangka Teori

Nondigestible starch

SCFA

(Asetat, butirat, propionat)

Adiposa: Otot: Hepar: .
v adipokin Akumulasi ¥ Glukoneo- Repzﬁlgzzis ol
+adipogenesis lemak genesis Bg ankr
efek AOksidasi lemak lipogenesis A -
T = - Apoptosis sel B
antilipolisis AUptake A oksidasi P nkreas
glukosa lemak p

A Fungsi sel B pankreas

A Sensitivitas insulin perifer

Perbaikan resistensi insulin

Gambar 2.5 Kerangka Teori (Shen, 2010; Canfora ef al., 2015)

Keberadaan komponen nondigestible starch seperti serat pangan, selulosa,
maltodekstrin, inulin dan pati resisten dapat menurunkan daya cerna pati oleh
enzim amilosa di usus halus sehingga dapat mencapai kolon. Di kolon, komponen
pati tersebut akan difermentasi oleh mikroba kolon menjadi short chain fatty acids
(SCFA). Pada jaringan adiposa, SCFA dapat mengurangi produksi sitokin dan
kemokin proinflamasi melalui hambatan pada infiltrasi makrofag, meningkatkan
adipogenesis yang dimediasi oleh PPARy, dan mencegah lipolisis melalui
hambatan pada enzim lipoprotein lipase. Pada jaringan otot, SCFA dapat
meningkatkan lipid buffering capacity sehingga lipid overflow dan akumulasi

lemak ektopik menurun. Selain itu, SCFA dapat meningkatkan oksidasi asam
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lemak melalui peningkatan fosforilasi AMPK dan peningkatan ekspresi PPARS.
Fosforilasi AMPK juga mampu meningkatkan uptake glukosa melalui translokasi
vesikel GLUT4. Pada jaringan hepar, SCFA dapat meningkatkan fosforilasi
AMPK yang menyebabkan penurunan glukoneogenesis dan peningkatan oksidasi
asam lemak. Short chain fatty acids memiliki kemampuan untuk menghambat
aktivitas enzim fatty acid synthase yang memicu lipogenesis yang dapat
menurunkan akumulasi jaringan lemak. Mekanisme tersebut menyebabkan
peningkatan senisitivitas jaringan perifer terhadap hormon insulin. Selain
mempengaruhi sensitivitas jaringan terhadap hormon insulin, SCFA juga dapat
memperbaiki fungsi sel B pankreas melalui peningkatan sekresi hormon GLP-1
yang dapat menstimulasi peningkatan massa sel  pankreas melalui stimulasi
proliferasi sel dan hambatan pada apoptosis sel. Peningkatan sensitivitas jaringan
perifer terhadap hormon insulin dan peningkatan fungsi pankreas dapat

memperbaiki kondisi resistensi insulin.
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2.6 Kerangka Konseptual

Modifikasipati singkong dengan
autoclaving-cooling

v Daya cerna pati

SCFA

____________ A NS v

F——————— 2 L — — — — — — — 1

! v Resistensi insulin | 4 Fungsi sel p pankreas !
¥ Indeks HOMA-IR 4 Indeks HOMA-B
Keterangan:

yang diteliti

! i yang tidak diteliti

Gambar 2.6 Kerangka Konseptual

Modifikasi autoclaving-cooling pada pati singkong akan menurunkan daya
cerna pati singkong oleh enzim a-amilose di usus halus. Hal ini terjadi karena
peningkatan kadar RS tipe III yang akan difermentasi oleh mikroba kolon menjadi
short chain fatty acids (SCFA) yang mayoritas terdiri oleh asetat, butirat dan
propionat. Ketiga asam lemak ini akan menurunkan derajat resistensi jaringan
terhadap hormon insulin sehingga terjadi penurunan indeks HOMA-IR. Selain
itu, SCFA juga dapat memperbaiki fungsi sel B pankreas yang dapat dilihat
melalui peningkatan indeks HOMA-B.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

24

2.7 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah terdapat perbedaan efek
pemberian pati singkong alami dan pati singkong termodifikasi autoclaving-

cooling terhadap indeks HOMA-IR dan HOMA-B tikus model diabetes.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Desain penelitian yang akan digunakan adalah quasy experimental post-
test only control group design. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui perbedaan efek pemberian pati singkong alami dan pati singkong
termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-IR dan HOMA-B
pada tikus model diabetes. Secara skematis rancangan penelitian dapat

digambarkan sebagai berikut.

— K(N) DI —
= K(-) | 1 [ D2 1
S R — > A
> Pl | I ( D3 {—
> p2 | I [ D4 —

Gambar 3.1 Rancangan Penelitian

Keterangan:
S : sampel
R : random assignment

K(N) : kelompok kontrol normal (tikus sehat dengan diet pakan standar)
K(-) :kelompok kontrol negatif (tikus diabetes dengan diet pakan standar)

P1 : kelompok perlakuan 1 (tikus diabetes dengan diet pati singkong alami)

P2 : kelompok perlakuan 2 (tikus diabetes dengan diet pati singkong
termodifikasi).

I : induksi diabetes

D1-D4 : pemberian diet sesuai kelompok

A : analisis data
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3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-April 2017. Pemeliharaan
hewan coba, perlakuan hewan coba dan pengambilan sampel dilakukan di
Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember. Proses
ekstraksi dan modifikasi pati singkong, pengukuran kadar glukosa darah puasa
dan kadar insulin puasa dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran, Universitas Jember. Analisis daya cerna pati dilakukan di

laboratorium analisis terpadu Fakultas Teknik Pertanian, Universitas Jember.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi
Populasi dalam penelitian ini adalah tikus wistar putih (Rattus norvegicus)

jantan yang diambil dari sentra pembiakan tikus di Malang.

3.3.2 Sampel

Sampel pada penelitian ini memenubhi kriteria inklusi dan kriteria eksklusi
yang bertujuan untuk homogenisasi sampel yang akan digunakan. Kriteria inklusi
sampel penelitian meliputi berat badan 150-200 g, jenis kelamin jantan, umur 2-3
bulan, dan kondisi sehat fisik ditandai dengan nafsu makan baik dan berperilaku
normal. Kriteria eksklusi adalah tikus yang sakit selama masa adaptasi, dan
kriteria drop out adalah tikus mengalami diare yang ditandai dengan feses tak

berbentuk dan mengalami kematian selama masa penelitian.

3.3.3 Besar Sampel
Besar sampel ditentukan menggunakan sofiware G*power (Faul et al.,

2007) sebesar 16 ekor.

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian diet pati singkong

alami dan pati singkong termodifikasi.
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3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah indeks homeostasis model

assessment-insulin resistance (HOMA-IR) dan homeostasis model assessment-

beta cell (HOMA-B).

3.5 Definisi Operasional

No Nama Variabel Definisi Operasional Skala

1 Diet pati singkong pemberian makanan hasil ekstraksi  rasio
alami singkong sebanyak 20 g dikombinasi
dengan pakan standar 10 g.

2 Diet pati singkong pemberian makanan hasil modifikasi  rasio
termodifikasi pati singkong dengan teknik
autoclaving-cooling  sebanyak 20 g
dikombinasi dengan pakan standar 10 g.

3  Indeks HOMA-IR parameter sensitivitas jaringan target rasio
terhadap hormon insulin yang dihitung
menggunakan formula
Iy (WU/mL) x Gy (mg/dL)/2430 (Cacho
et al., 2008).

4  Indeks HOMA-B Parameter fungsi sel B pankreas dalam  rasio
memproduksi hormon insulin yang
dihitung menggunakan formula
20 x Ip (wU/mL)/(Go (mg/dL)-3,5 (Song

et al., 2007).
5  Kadar insulin kadar insulin yang diambil dari darah  rasio
puasa intracardiac setelah tikus dipuasakan

selama 8 jam dan diukur menggunakan
Elabscience® rat INS (insulin) ELISA

kit ( ng/mL).
6  Kadar glukosa kadar glukosa yang diambil dari darah  rasio
darah puasa intracardiac setelah tikus dipuasakan

selama 8 jam dan diukur menggunakan
metode GOD-PAP ( mg/dL).

7  Tikus model tikus yang diinduksi diabetes dengan -
diabetes diet kuning telur bebek 0,01
mL/gBB/hari dan diinjeksi dengan STZ
(30 mg/kgBB dalam sodium buffer
citrat 0.1 M pH 4.5) secara
intraperitonial (Sa’adah dan Pratiwi,
2016).
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3.6 Instrumen Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi:

a.

alat yang digunakan untuk pemeliharaan tikus seperti kandang,
tempat makan, tempat minum dan spuit 3 cc untuk injeksi STZ
secara intraperitoneal;

alat yang digunakan untuk menimbang adalah timbangan (untuk
tikus) dan neraca OHAUS (untuk diet);

alat yang digunakan dalam ekstraksi dan modifikasi pati singkong
yaitu saringan tahu, saringan tepung, freezedryer, autoklaf, bak
plastik,freezer, blender dan timbangan;

alat yang digunakan untuk analisis daya cerna pati adalah tabung
reaksi, rak tabung reaksi, bulb, pipet ukur ukuran 1 mL, 5 mL, dan
10 mL, beaker glass 250 mL, penangas air, spektrofotometer, pipet
tetes dan gelas ukur;

alat yang digunakan untuk mengukur kadar insulin puasa yaitu spuit
5 cc, tabung EDTA, sentrifuger, container, mikropipet, mikro tip,
inkubator dan ELISA reader;

alat yang digunakan untuk mengukur kadar glukosa darah puasa
yaitu scalpel, glukometer merk Nesco® Multicheck, spuit 5 cc,
tabung EDTA, tabung reaksi, rak tabung reaksi, sentrifuger, vortex,

mikropipet, mikro tip, tabung cuvet, dan spektrofotometer.

3.6.2 Bahan Penelitian

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini meliputi:

a.

b.

bahan yang digunakan untuk pemberian diet adalah pakan standar
turbo 521, kuning telur dan singkong;

bahan yang digunakan untuk analisis daya cerna pati adalah reagen
dinitrosalisilat, larutan potasium sodium tartarat 40%, buffer
phosphate 0.1 M pH 7.0, larutan enzim a-amilase, larutan maltosa

standar;
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c. bahan yang digunakan untuk induksi diabetes adalah streptozotocin
merk Bioword seri 18883-66-4 dan sodium buffer citrat 0,1 M pH
4,5;

d. bahan yang digunakan untuk terminasi hewan coba adalah
kloroform;

e. bahan yang digunakan untuk pengukuran kadar insulin puasa
adalah insulin ELISA kit for rats merk Elabscience;

f. bahan yang digunakan untuk pengukuran kadar glukosa puasa
adalah larutan dekstrosa, glukosa strip merk Easy Touch®, GOD-
PAP kit merk Diasys.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Ekstraksi Pati Singkong

Pembuatan pati singkong dengan cara umbi dikupas, dicuci hingga bersih
dan dihancurkan. Selanjutnya disaring dan diekstraksi dengan air (dengan rasio
singkong:air = 1:4) selama 24 jam. Endapan pati selanjutnya dikeringkan dibawah
sinar matahari atau menggunakan oven (suhu 40°C). Pati singkong yang telah

kering disaring dengan saringan 100 mesh.

3.7.2 Modifikasi Pati Singkong

Prosedur modifikasi mengacu pada metode Lehmann (2002). Pati
singkong disuspensikan dengan air (20% b/v). Kemudian suspensi dipanaskan
menggunakan autoklaf selama 30 menit pada suhu 121°C. Setelah dipanaskan,
pasta pati didinginkan dan disimpan pada suhu 4°C selama 24 jam. Kemudian
pasta pati dikeringkan menggunakan fieezedryer pada suhu 55-65°C selama 24

jam, dihaluskan dan disaring menggunakan saringan 100 mesh.

3.7.3 Analisis Daya Cerna Pati
Persiapan sampel dilakukan dengan melarutkan masing-masing 1 g pati
singkong atau pati singkong termodifikasi ke dalam 10 mL air. Langkah pertama

memasukkan 2 mL sampel, 3 mL akuades dan 5 mL buffer fosfat ke dalam tabung
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reaksi lalu dihomogenkan menggunakan vortex. Selanjutnya memanaskan tabung
reaksi dengan waterbath pada suhu 37°C selama 15 menit. Langkah kedua yaitu
menambahkan 5 mL enzim a-amilase dan dipanaskan pada suhu 37°C selama 30
menit. Langkah ketiga yaitu mengambil 3 mL larutan dari tabung reaksi dan 3 mL
reagen DNS. Selanjutnya menutup tabung dengan alumunium foil dan
memanaskan dengan penangas air pada suhu 100°C selama 10 menit sehingga
terbentuk warna merah kecoklatan. Langkah keempat adalah memasukkan larutan
potasium sodium tartarat. Setelah dingin, mengukur absorbansi menggunakan
spektrofotometer 600 nm. Kadar maltosa dari campuran reaksi dihitung

menggunakan kurva standar maltosa murni.

5 ml buffer fosfat 5 mlenzim
3 ml air amilase
1grpati
Stir
— —e afan
10 ml air Diambil2ml == Heat —Hoat

k-tartarat

5!’

Heat—» <—Heat
a7 N

Heat

Diambil 3 ml
+ 3ml reagen DNS

spektrofotometer

Gambar 3.2 Pemeriksaan Daya Cerna

3.7.4 Pembuatan Tikus Model Diabetes

Sebelum penelitian, hewan coba diaklimatisasikan dengan kondisi tempat
penelitian, pakan dan minum selama 7 hari. Tikus dipelihara dalam ruangan yang
bersuhu 25+1°C dan diberi cahaya selama 12 jam (06.00-18.00 WIB). Hewan
coba tersebut dikandangkan secara tertutup dengan kondisi cahaya tidak
terkontrol, ventilasi udara di dalam kandang cukup, dan temperatur udara pada

suhu kamar.
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Pembuatan tikus model diabetes sesuai dengan metode yang dilakukan
Sa’adah dan Pratiwi (2014) yaitu dengan cara memberikan diet kuning telur bebek
sebanyak 1% berat tubuh atau 0,01 mL/gBB/hari. Berat badan tikus ditimbang
setiap seminggu sekali. Empat minggu setelah pemberian diet, tikus dipuasakan
selama 6 jam (07.00-13.00 WIB), kemudian diinjeksikan dengan STZ dosis
rendah (35 mg/kgBB dalam sodium buffer citrat 0.1 M pH 4.5) secara
intraperitonial. Kemudian ditunggu selama 1 minggu dan diukur toleransi glukosa
oral untuk mengkonfirmasi adanya keadaan resistensi insulin. Tikus dipuasakan
selama 12 jam, dilanjutkan dengan pembebanan dekstrosa sebanyak 2 g/kgBB
peroral. Sampel darah diambil melalui insisi ekor tikus dan dibaca menggunakan

glukometer.

3.7.5 Pemberian Diet Pati Singkong Alami dan Pati Singkong Termodifikasi
Menurut Rachmawati (2008), kebutuhan makan tikus wistar 20-30
g/ekor/hari sehingga kebutuhan energi tikus per hari adalah 68,6 kkal. Pada
penelitian ini kelompok kontrol diberikan diet pakan standar sebanyak 30g selama
28 hari. Pakan perlakuan diformulasikan untuk mencapai isokalori dengan 2/3
dari total kalori digantikan pati singkong alami dan pati singkong termodifikasi
(Mustaghfiroh et al., 2014). Oleh karena itu, kelompok P1 diberikan diet pati
singkong alami sebanyak 20 g dikombinasi dengan 10 g pakan standar, sedangkan
kelompok P2 diiberikan diet pati singkong termodifikasi sebanyak 20 g
dikombinasi dengan 10 g pakan standar. Diet diberikan secara ad libitum selama

28 hari. Sisa makanan ditimbang setiap harinya.

3.7.6 Pengambilan Sampel

Tikus diterminasi menggunakan cairan kloroform, kemudian diambil darah
intracardiac sebanyak 5 cc dan dimasukkan ke dalam tabung EDTA. Darah
kemudian di sentrifuge untuk memisahkan cairan plasma dengan komponen sel

darah. Kemudian cairan plasma diambil dan disimpan di dalam container.
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3.7.7 Pengukuran Kadar Glukosa Darah Puasa (GDP)

Kadar GDP ditentukan dengan metode glucose-oxidase-phenol 4-
aminoantipyrine (GOD-PAP). Prinsip metode ini adalah glukosa ditentukan
setelah oksidasi enzimatis dengan adanya glucose oxidase. Hidrogen peroksidase
akan mengkatalisis phenol dan 4-aminoantipyrine menjadi quinoneimine,
indikator kalorimetrik yang berwarna merah violet. Prosedur yang dilakukan
adalah mencampur 10 pL larutan sample atau standar dengan 1000 pL reagen dan
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 20-25°C atau 10 menit pada suhu 37°C.
Kemudian mengukur absorbansi sampel dan standar dengan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 546 nm. Adapun perhitungan kadar GDP dengan

formula:

absorbansi sampel

konsentrasi GDP =

: x konsentrasi standar (mg/dL)
absorbansi standar

3.7.8 Pengukuran Kadar Insulin Puasa

Pengukuran kadar insulin puasa menggunakan metode sandwich enzym-
linked immunosorbent assay (ELISA). Mikro plate pada ELISA kit telah
dilengkapi dengan antibodi spesifik insulin. Prosedur yang dilakukan adalah
menambahkan 100 pL larutan standar atau sampel ke dalam sumuran plate yang
sesuai, kemudian ditutup dan diinkubasi selama 90 menit pada suhu 37°C.
Menambahkan 100 pL Biotinylated detection antibody ke dalam sumuran dan
diinkubasi kembali. Setelah 1 jam, plate dicuci kembali sebanyak 3 kali.
Tambahkan 100 uL HRP conjugate ke dalam sumuran lalu ditutup dan diinkubasi
selama 30 menit. Cuci lagi plate sebanyak 5 kali. Menambahkan 90 pL reagen
substrat ke dalam sumuran dan diinkubasi selama 15 menit berikutnya. Kemudian
ditambahkan 50 pL stop solution ke dalam sumuran, optical density (OD) dibaca
menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang 450 nm. Kadar insulin

puasa dihitung dengan membandingkan nilai OD dengan kurva standar.

3.8 Analisis Data
Hasil pengukuran kadar glukosa darah dan insulin puasa digunakan untuk

perhitungan indeks HOMA-IR dan HOMA-B. Data yang diperoleh disajikan
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dalam bentuk tabel dan grafik. Analisis dilakukan dengan menggunakan program
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Data diuji normalitas Shapiro
Wilk dan uji homogenitas Levene. Data HOMA-IR yang terdistribusi normal dan
homogen, dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA dengan tingkat
kepercayaan 95% (0=0,05) dan uji beda PostHoc Tukey. Data HOMA-B yang
terdistribusi normal namun tidak homogen, dianalisis menggunakan uji non

parametrik Kruskal Wallis dan uji Mann Whitney U test.
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3.9 Kerangka Pemecahan Masalah
3.9.1 Ekstraksi Pati Singkong

Singkong dikupas, dicuci dan dihancurkan

Diekstraksi dengan air (rasio 1:4)

Disaring dan diendapkan selama 24 jam

Air dibuang dan endapan pati dikeringkan

Pati disaring menggunakan saringan 100 mesh

Analisis daya cerna

Gambar 3.3 Alur Ekstraksi Pati Singkong

3.9.2 Modifikasi Pati Singkong

Pati singkong disuspensikan dalam aquades (20%b/v)

Di autoklaf selama 30 pada suhu 121°C kemudian didinginkan

Pasta pati disimpan pada suhu 4°C selama 24 jam

Pati hasil modifikasi kemudian dikeringkan menggunakan
freezedryer pada suhu 55-65°C selama 24 jam

Pati dihaluskan dan disaring menggunakan saringan 100 mesh

Analisis daya cerna

3.4 Alur Modifikasi Pati Singkong

34
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3.9.3 Perlakuan Hewan Coba

Aklimatisasi tikus model, randomisasi

35

K(N) K(-) Pl P2
Diet HFD 28 hari + induksi STZ 35 mg/kgBB
Tes toleransi glukosa oral
Diet pati Diet pati singkong
Diet normal 28 hari singkong termodifikasi
alami 28 hari 28 hari

Pengambilan sampel darah intrakardiak

Pengukuran kadar GDP dan insulin puasa

Perhitungan indeks HOMA-IR dan HOMA-B

Analisis data

3.5 Alur Perlakuan Hewan Coba


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a. Tidak terdapat perbedaan signifikan pemberian pati singkong alami dan
pati singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA-
IR tikus model diabetes. Meskipun demikian, pemberian pati singkong
termodifikasi cenderung lebih menurunkan indeks HOMA-IR dibanding
pemberian pati singkong alami.

b. Tidak terdapat perbedaan signifikan pemberian pati singkong alami dan
pati singkong termodifikasi autoclaving-cooling terhadap indeks HOMA -
B tikus model diabetes.

5.2 Saran
a. Pati singkong alami dan pati singkong termodifikasi autoclaving-cooling
dapat dijadikan inovasi terapi nutrisi medis pada penderita diabetes
mellitus untuk meningkatkan sensitivitas insulin dan fungsi sel  pancreas.
b. Diperlukan penelitian lebih lanjut pengaruh pemberian diet pati singkong
terhadap gambaran histopatologi jaringan pankreas.
c. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai analisis kadar RS pada pati

singkong alami maupun pati singkong termodifikasi.
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

NS KOMISI ETIK PENELITIAN
J1. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor: i. 20( /H25.1.11/KE/2017

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

EFEK MODIFIKASI PATI SINGKONG (Manihot esculenta Crantz) DENGAN

AUTOCLAVING-COOLING TERHADAP INDEKS HOMA-IR TIKUS MODEL
DIABETES

Nama Peneliti Utama : Maria Ulfa.
Name of the principal investigator

NIM : 142010101093

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember
Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

Jember, 10 Novembar 201y
isi Etik Penelitian
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

» Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu pada
buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip 3R :
Reduced, Reused, Redefined)

» Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan modifikasi pati singkong

» Perlakuan dengan injeksi intraperitoneal dilakukan oleh orang yang terampil (dilakukan
dengan cepat dan tepat agar tidak melukai hewan coba).

> Mohon diperhatikan kalibrasi alat dan kontrol kualitas terhadap semua instrument dan
reagen yang digunakan..

» Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari

lingkungan

Mengetahui Jember, 06 November 2017
Ketya Komnsn Etik Penelitian Reviewer _
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Lampiran 3.2 Lembar Identifikasi Tumbuhan Singkong

—

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
JIn. Kalimantan 37KampusTegalbotoKotakPos 159 Jember 68121
Telp. (0331) 334293 Fax (033 1) 330225

SURAT KETERANGAN IDENTIFI KASI
== AL (LRANGAN IDENTIFIKASI

No. 13 12017
Ketua Laboratorium Botani Jurusan Biologi dengan ini menerangkan bahwa material tanaman
yang dibawa oleh:
Nama : Maria Ulva
NIP/NIM/NIK 142010101093
Institusiasal : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Pada tanggal 10 Oktober 2017, berdasarkan buku Flora of Java, karangan C.A. Backer dan
Bakhuizen van den Brink Jr. adalah :

No. Genus Species Family

1. Manihot Manihot esculenta Crantz. Euphorbiaceae

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya

Jember, 10 Oktober 2017

Ketua Laboratorium Botani

P

Dra. Dwi Setyati, M.Si.
NIP. 196404171991032001

Determined by Dra. Dwi Setyati, M.Si
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Lampiran 3.3 Cara Perhitungan Besar Sampel Penelitian

Perhitungan sampel dilakukan menggunakan software G*power versi 3.1
dengan rincian sebagai berikut. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui
perbedaan efek pemberian diet pati singkong alami dan pati singkong
termodifikasi terhadap indeks HOMA-IR dan HOMA-B tikus model diabetes
menggunakan f test One Way Annova dengan nilai signifikansi a = 0,05.
Kelompok perlakuan sebanyak empat kelompok. Effect size yang diharapkan
adalah 1 dengan power 0,8. Hasil perhitungan jumlah sampel yang dibutuhkan
adalah sebagai berikut.

G*Power 3.1

Central and noncentral distributions | ateitsletel Reidels 1o E S

Analysis: A priori: Compute required sample size
Input: Effect size f 1

X err prob - 0,05
Power (1-B err prob) = .0,8
Number of groups - 4
Output: Noncentrality parameter A - 16,0000000
Critical F = 3,4902948
Numerator df - 3
Denominator df = 12
Total sample size - 16
Actual power - 0,8224325
Test family Statistical test
F tests E ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way E
Type of power analysis
A priori: Compute reguired sample size - given a, power, and effect size a
Input parameters Output parameters
Determine Effect size f 1 Noncentrality parameter A 16,0000000
a err prob 0,05 Critical F 3,4902948
Power (1-B err prob) 0,8 Numerator df 3
Number of groups 4 Denominator df 12
Total sample size 16
Actual power 0,8224325

X-Y plot for a range of values
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Hasil penelitian menunjukkan standar deviasi (SD) antar kelompok adalah
37,13 dengan mean kelompok K(N) 15,30; K(-) 94,19; P1 32,97 dan P2 32,55.
Standar error (cx) dihitung dengan membagi SD sampel (s) dengan akar kuadrat

total sampel yang digunakan (N):

_ s
oX =—

VN

Nilai ox pada penelitian ini adalah 9,28. Angka ini digunakan untuk mengetahui
apakah sampel penelitian telah mewakili populasi. Hasil perhitungan G*power
menunjukkan jumlah sampel minimal adalah 8 ekor. Pada penelitian ini
digunakan sampel sebanyak 16 ekor sehingga sampel penelitian telah memenuhi

jumlah sampel minimal yang dibutuhkan.

G*Power 3.1

Central and noncentral distributions |G K R e U UEVES [:

Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Effect size f - |
o err prob = 0,05
Power (1-B err prob) = 0,8
Number of groups = 4
Output: Noncentrality parameter A = 16,0000000
Critical F = 3,4902948
Numerator df = 3
Denominator df = 22
Total sample size = 16
Actual power = 0,8224325

[29] -- Wednesday, December 27, 2017 -- 07:58:01

| Test family Statistical test
F tests B ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way
Select procedure = L s s = e
Effect size from means Type of power analysis
Number of groups l:l 2 A priori: Compute required sample size - given a, power, and effect size B
SD o within each group 9.28 Input parameters Output parameters
Effect size f 3,230979 Noncentrality parameter A 83,5138024
I n i
Cliedly L s a err prob 0,05 Critical F 6,5913821
1 15,30 4
2 94,20 4 Power (1-B err prob) 0,8 Numerator df 3
3 3298 4 Number of groups 4 Denominator df 4
4 3255 4
l Total sample size 8
l Actual power 0,9952157
|
Equal n 4
Total sample size 16
Calculate Effect size f 3,230979

Calculate and transfer to main window

Close effect size drawer

| X-Y plot for a range of values Calculate
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Lampiran 3.4 Cara Perhitungan Dosis

3.3.1 Dosis Induksi Streptozotocin
Induksi STZ dosis rendah adalah 35 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus post HFD adalah 175 g

Dosis STZ yang dibutuhkan adalah%x 35 =6,125 mg/ekor

Kebutuhan untuk 18 ekor tikus adalah 6,125 x 18 = 110,25 mg
STZ dilarutkan dalam sodium buffer sitrat dengan konsentrasi 22,5 mg/mL
Volume STZ yang diinjeksi % =0,272 mL

’

Volume larutan yang dibuat adalah 0,272 x 18 =4,9 mL

3.3.2 Dosis Pemberian Diet Pati Singkong Alami dan Pati Singkong
Termodifikasi

a. Tikus (200 g)
Kebutuhan energi harian 68,6 kkal
Setara dengan diet standar 30 g
Penggantian 2/3 isokalori 20 g
Kebutuhan untuk empat ekor tikus adalah 20 x4 = 80 g/hari
Kebutuhan selama 28 hari penelitian adalah 80 x 28 =2240 g

b. Manusia (70 kg)
Kebutuhan energi harian orang Indonesia adalah 2550 kkal (FAO, 2008)
Kebutuhan karbohidrat harian adalah

45-65% x total energi
4

Penggantian 2/3 asupan karbohidrat 191,25-276,25 g
Kebutuhan untuk satu kali makan adalah  63,75-92,08 g

= 286,875-414,375 g (Institute of Medicine)
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Lampiran 3.5 Cara Perhitungan Daya Cerna Pati

Kadar maltosa standar Absorbansi
(ppm)
0 0
200 0,197
400 0,406
600 0,669
800 0,785
1000 0,971

Kurva Standar Kadar Maltosa

1,2

y=0,001x +0,0131
R?=0,991

0 200 400 600 800 1000

Persamaan regresi: y = 0,001x + 0,0131

kadar maltosa sampel
x 100%

% Daya cerna pati = : :
kadar maltosa pati murni

Jenis Sampel Absorbansi
Pati murni 0.22
Pati singkong alami 0.016
Pati singkong termodifikasi 0.078

a. Kadar maltosa pati murni

0,22=10,001x +0,0131

_0,22-0,0131
0,001

x =206,9 ppm

1200

61
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b. Kadar maltosa pati singkong alami

0,089 =0,001x + 0,0131

_0,089-0,0131
0,001

x =76,9 ppm
% daya cerna = % x 100%

% daya cerna = 37%
c. Kadar maltosa pati singkong alami

0,064 =0,001x + 0,0131

_0,0641-0,0131
0,001

x =519 ppm

% daya cerna = 2501—6’99 x 100%

% daya cerna = 25%

62
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Lampiran 3.6 Cara Perhitungan Kadar Insulin Plasma

Konsentrasi (ng/mL) | 200 100 50 3,12
oD 0,261 | 0,185 | 0,104 | 0,012

Kurva Standar

0,3
y =0,0012x + 0,0316

0,25 R? = 0,945
0,2 -
/
0,15
0,1 o
.

0,05 |

>
0

0 50 100 150 200

Persamaan regresi: y = 0,0012x + 0,0316
Faktor konversi ng/dL ke pU/mL = 0,047

250

63

Sampel o5 Konsentrasi insulin Konsentrasi insulin
(ng/dL) (nU/mL)

K(N)I | 0,056 20,33333 432,6240426
K(N)2 | 0,051 16,16667 343,9717021
K(N)3 | 0,052 1% 361,7021277
K(N)4 | 0,048 13,66667 290,7802128
K(-)1 ]0,081 64,5 1372,340426
K(-)2 ]0,053 116,16667 2471,631277
K(-)3 ]0,074 82 1744,680851
K(-)4 ]0,083 88,66667 1886,524894
P11 ] 0,075 41,16667 875,8865957
P12 0,05 17,83333 379,4325532
P13 10,072 33,66667 716,3121277
P14 10,084 43,66667 929,0780851
P21 10,109 35,33333 751,7729787
P22 10,171 42,83333 911,3474468
P23 0,13 36,16667 769,503617
P24 10,138 15,33333 326,2410638
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Lampiran 3.7 Dokumentasi Penelitian

Aklimatisasi Tikus

64


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

: 9 10 : - 7
007 008 003 010 2 3 i S
{o.18 002 003 004758
20 o2t [0z 023
007 loau Tote  Jois o5 |01
5 027 028 029
0.117 -
adlh
- =
B e 1

Pembacaan Elisa reader

65


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Lampiran 4.1 Analisis Statistik Rata-rata Intake Makanan

Tests of Normality

66

kelom Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

pok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
makanan KN 307 4 729 4 .024

K() 271 4 .848 4 220

Pl 251 4 927 4 574

P2 292 3 923 3 463

a. Lilliefors Significance Correction

Ranks

kelom

pok N Mean Rank
makanan KN 4 7.50

K(-) 4 13.62

P1 4 7.50

P2 4 5.38

Total 16

Test Statistics™”

makanan
Chi-Square 6.852
df 3
Asymp. Sig. 077

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

kelompok

Kruskal-Wallis Test
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Lampiran 4.2 Analisis Statistik Rata-rata Indeks HOMA-IR

Tests of Normality

67

kelo Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
mpok| Statistic df Sig. Statistic df Sig.
HOMA KN 208 4 950 4 714
IR g 302 4 916 4 515
P1 275 4 .891 4 390
P2 259 3 959 3 612
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
2.993 3 12 073
ANOVA
Sum of
Squares df  |Mean Square F Sig.
2‘:;:}:“ 14261.000 3| 4753667  8.955| 002
Within Groups 6370.000 12 530.833
Total 20631.000 15
Multiple Comparisons
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Lower
(D klp J) klp J) Std. Error|  Sig. Bound |Upper Bound
KN  K(-) -78.50000'| 16.29161 002  -126.8682 -30.1318
P1 -17.50000( 16.29161 711 -65.8682 30.8682
P2 -17.00000f 16.29161 728 -65.3682 31.3682
K(-) KN 78.50000°| 16.29161 .002 30.1318 126.8682
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Pl 61.00000"| 16.29161 013 12.6318 109.3682
P2 61.50000"| 16.29161 012 13.1318 109.8682
P1 KN 17.50000] 16.29161 11 -30.8682 65.8682
K(-) -61.00000°| 16.29161 013 -109.3682 -12.6318
P2 .50000( 16.29161 1.000 -47.8682 48.8682
P2 KN 17.00000] 16.29161 728 -31.3682 65.3682
K(-) -61.50000"| 16.29161 012 -109.8682 -13.1318
Pl -.50000( 16.29161 1.000 -48.8682 47.8682

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 4.3 Analisis Statistik Rata-rata Indeks HOMA-B

Tests of Normality

69

kelom Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
pok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
HOMA-B KN 233 4 924 4 561
K(-) 237 4 942 4 .665
P1 249 4 908 4 473
P2 336 4 .868 4 292
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic |  dfl df2 Sig.
HOMA-B 4.289 3 12 .028
Kruskal-Wallis Test
Ranks
kelompok N Mean Rank
HOMA KN 4 4.00
B K(-) 4 14.50
P1 4 8.00
P2 4 7.50
Total 16

Test Statistics™”

HOMA-B

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

10.147
3
.017

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping
kelompok

Variable:
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Mann-Whitney Test

Ranks
kelom
pok Mean Rank|Sum of Ranks
HOMA KN 4 2.50 10.00
B K(-) 4 6.50 26.00
Total
Test Statistics”
HOMA-B
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
Ranks
kelom
pok Mean Rank|Sum of Ranks
HOMA KN 4 3.00 12.00
K Pl 4 6.00 24.00
Total
Test Statistics”
HOMA-B
Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 12.000
Z -1.732
Asymp. Sig. (2-tailed) .083
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 114°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Ranks
kelom
pok Mean Rank|Sum of Ranks
HOMA KN 4 3.50 14.00
B P2 4 5.50 22.00
Total
Test Statistics”
HOMA-B
Mann-Whitney U 4.000
Wilcoxon W 14.000
Z -1.155
Asymp. Sig. (2-tailed) .248
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 343
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
Ranks
kelom
pok Mean Rank |Sum of Ranks
HOMA K(-) 4 6.50 26.00
& Pl 4 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
HOMA-B
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
Ranks
kelom
pok Mean Rank |Sum of Ranks
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HOMA K(-) 4 6.50 26.00
B P2 4 2.50 10.00

Total

Test Statistics”
HOMA-B
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) 021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
Ranks

kelom

pok Mean Rank |Sum of Ranks
HOMA Pl 4 4.50 18.00
& P2 4 4.50 18.00

Total

Test Statistics”
HOMA-B

Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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