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Diabetes Mellitus (DM) merupakan silent killer karena sering tidak
disadari oleh penyandangnya dan saat diketahui sudah terjadi komplikasi yang
cukup berat (Depkes, 2014). Menurut WHO (2016) beberapa komplikasi berat
dapat ditimbulkan DM, yakni kerusakan pada ginjal, pembuluh darah, mata,
syaraf dan peningkatan risiko gagal jantung serta stroke. Pada kondisi DM, semua
jenis sel ginjal termasuk sel endotel, sel tubulointerstisial, sel-sel podosit dan
mesangial dapat mengalami kerusakan (Maezawa et al., 2015). Kerusakan sel
tersebut selanjutnya akan menyebabkan nefropati diabetik.

Selama ini pengelolaan DM dilakukan dengan kombinasi perencanaan
makanan, latihan jasmani, pemberian obat hipogligemik, dan injeksi insulin.
Beras analog merupakan salah satu upaya dalam pengendalian kadar gula darah
pada penderita DM. Umumnya, beras analog memiliki kandungan serat yang lebih
tinggi dari beras biasa. Diet tinggi serat terbukti dapat memperbaiki pengendalian
KGD dan menurunkan hiperinsulinemia pada DM tipe 2 (Chandalia et al., 2000).
Makanan tinggi serat juga cenderung memiliki indeks glikemik (1G) yang rendah.
Diet rendah IG terbukti dapat mengoptimalkan pengendalian KGD dibandingkan
dengan diet tinggi IG (Brand, et al., 1991).Tujuan penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh pemberian diet beras analog terhadap gambaran
histopatologi ginjal model tikus DM yang diinduksi STZ.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental sebenarnya (true experimental
laboratories) dengan rancangan post test only control group design. Sampel
penelitian yaitu tikus putih (Rattus novergicus) strain wistar sebanyak 24 ekor
tikus yang dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok kontrol (KO) yang diberi

pakan standar, kelompok tikus diabetes yang diberi beras analog formula 1
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(PBA1), kelompok tikus diabetes yang diberi beras analog formula 2 (PBA2) dan
kelompok tikus diabetes yang diberi beras biasa (PB).

Lama penelitian ini adalah 68 hari. Adaptasi tikus dilakukan selama 7 hari.
Setelah itu diberikan intervensi diet tinggi lemak selama 40 hari (induksi STZ
dosis rendah pada hari ke-33). Lalu diberikan diet beras analog selama 21 hari.
Tikus diterminasi pada akhir minggu ketiga setelah perlakuan. Tikus dibedah dan
diambil ginjalnya lalu disimpan dalam larutan fiksasi BNF 10% pada pot organ.
Organ ginjal dibuat preparat histopatologi menggunakan pengecatan
haematoxylin-eosin (HE). Pengukuran kerusakan ginjal dilakukan dengan
mengukur derajat glomerulosklerosis dan kerusakan tubulus menggunakan kriteria
Ma et al., 2005 dan Kang et al., 2001.

Diet tinggi lemak dan STZ dosis rendah menyebabkan tikus menjadi
diabetes. Hasil uji Kruskal Wallis pada kerusakan tubulus dan derajat
glomerulosklerosis diperoleh nilai significancy <0,05. Selanjutnya, pada uji Mann
Whitney, terdapat perbedaan yang signifikan pada kelompok PB dengan kelompok
kontrol yang mengindikasikan bahwa pemberian beras biasa tidak dapat
mencegah kerusakan ginjal. Selain itu, pada kelompok PBA1 dan PBA2, hasil uji
Mann Whitney dengan kelompok PB memperoleh hasil yang signifikan yang
berarti pemberian beras analog dapat menghambat terjadinya kerusakan ginjal
pada tikus model DM yang diinduksi STZ. Terdapat perbedaan yang signifikan
pada kelompok beras analog dengan kelompok kontrol yang mengindikasikan
bahwa perncegahan kerusakan ginjal tidak dapat mencapai kondisi normal.
Kesimpulannya adalah pemberian beras analog dapat menghambat terjadinya
kerusakan ginjal berdasarkan gambaran histopatologi pada tikus DM yang
diinduksi STZ.

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah pengukuran GDP hanya
dilakukan sebelum induksi, setelah induksi, dan setelah perlakuan. Sebaiknya
dilakukan pengukuran GDP setiap minggu selama perlakuan sehingga dapat

memastikan bahwa tikus masih dalam kondisi hiperglikemia.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Manusia abad 21 dihadapkan pada diabetes mellitus (DM) sebagai salah
satu ancaman utama bagi kesehatan. Diabetes mellitus (DM) merupakan salah
satu penyakit tidak menular yang akan meningkat jumlahnya di masa yang akan
datang. Berbagai penelitian epidemiologi sudah membuktikan bahwa insidensi
DM meningkat di semua tempat di dunia (Setiati et al., 2014). Menurut Data dari
International Diabetes Federation (IDF) (2015) bahwa sekitar 415 juta orang di
seluruh dunia, atau 8,8% dari orang dewasa berusia 20-79 mengalami DM. Sekitar
75% tinggal di negara-negara dengan tingkat ekonomi rendah dan menengah. IDF
juga memperkirakan pada tahun 2040 jumlah penderita DM akan mencapai 642
juta jiwa. Hasil Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007 dan 2013 pada usia
15 tahun ke atas didapatkan bahwa proporsi diabetes pada tahun 2013 meningkat
hampir dua kali lipat dibanding tahun 2007. Hasil Riskesdas juga menyatakan dari
proporsi DM tersebut (6,9% dari penduduk Indonesia) 30,4% telah terdiagnosis
sebelumnya dan 69,6% tidak terdiagnosis sebelumnya (Depkes, 2014). Data
tersebut memperlihatkan rendahnya kesadaran penduduk Indonesia terhadap DM.
Kemungkinan terjadinya peningkatan jumlah penyandang DM di masa mendatang
tentu akan menjadi beban yang sangat berat untuk dapat ditangani sendiri oleh
dokter spesialis/subspesialis atau bahkan oleh semua tenaga kesehatan yang ada
(PERKENI, 2015).

Diabetes Mellitus merupakan silent killer karena sering tidak disadari oleh
penyandangnya dan saat diketahui sudah terjadi komplikasi yang cukup berat
(Depkes, 2014). Menurut WHO (2016) beberapa komplikasi berat dapat
ditimbulkan DM, yakni kerusakan pada ginjal, pembuluh darah, mata, syaraf dan
peningkatan risiko gagal jantung serta stroke. Komplikasi mikrovaskuler berupa
retinopati, neuropati, dan nefropati yang terjadi pada pasien DM, baik tipe 1 atau
2, terkait setidaknya pada lama menderita diabetes dan tingkat pengendalian kadar
gula darah (KGD) (Turner & Holman, 1995).


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

Seseorang dengan DM akan lebih sering mengalami penyakit ginjal
(nefropati) dibandingkan orang tanpa DM (IDF, 2015). PERKENI (2013)
menyatakan sekitar 20-40% penyandang diabetes akan mengalami nefropati
diabetik. Nefropati Diabetik (ND) atau penyakit ginjal diabetik merupakan
komplikasi DM pada ginjal yang disebabkan oleh kerusakan kapiler ginjal akibat
hiperglikemia. Pada kondisi DM, semua jenis sel ginjal termasuk sel endotel, sel
tubulointerstisial, sel-sel podosit dan mesangial dapat mengalami kerusakan
(Maezawa et al., 2015). Seperti halnya komplikasi mikrovaskuler yang lain,
terdapat hubungan yang kuat antara tingkat pengendalian KGD dengan risiko
terjadinya nefropati diabetik (Fowler, 2008). Selain itu, ND merupakan penyebab
paling sering dari gagal ginjal stadium akhir sehingga dapat dipahami bahwa
masalah terkait ND juga akan mengalami peningkatan seiring dengan
meningkatnya prevalensi DM dimasa yang akan datang (Setiati et al., 2014;
PERKENI, 2013).

Selama ini pengelolaan DM dilakukan dengan kombinasi perencanaan
makanan, latihan jasmani, pemberian obat hipogligemik, dan injeksi insulin.
Pemberian obat hipoglikemik oral selama ini dapat mengendalikan kadar gula
darah, akan tetapi memiliki keterbatasan yaitu efikasinya akan hilang setelah
digunakan lebih dari 5 tahun. Oleh sebab itu, penatalaksanaan DM tidak bisa
hanya menggunakan obat (Fidianingsih, 2011). Terapi yang hanya mengandalkan
obat, tanpa diimbangi dengan pengaturan diet makanan, sering kali mengalami
kegagalan (Hu et al., 2001).

Penelitian yang dilakukan Chandalia, et al., 2000 mengenai pengaturan
diet makanan (diet tinggi serat) terbukti dapat memperbaiki pengendalian KGD
dan menurunkan hiperinsulinemia pada pasien DM tipe 2. Hasil serupa juga
didapatkan bahwa diet tinggi serat berhubungan dengan peningkatan pengendalian
KGD (Fujii, et al., 2013) dan memperlambat perkembangan ND (Kumar &
Salimath, 2014). Hal ini mungkin disebabkan karena makanan tinggi serat
diabsorpsi lambat oleh saluran pencernaan sehingga tidak menimbulkan
peningkatan glukosa darah secara drastis (Chandalia et al., 2000). Makanan tinggi

serat juga cenderung memiliki indeks glikemik (IG) yang rendah. Diet rendah 1G
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terbukti dapat mengoptimalkan pengendalian KGD dibandingkan dengan diet
tinggi 1G (Brand, et al., 1991).

Masyarakat Indonesia sangat bergantung kepada beras sebagai komoditas
makanan yang paling pokok. Beras tidak pernah ditinggalkan meski dalam
kondisi sesulit dan seberat apapun (Subagio & Windrati, 2012). Beras merupakan
sumber karbohidrat yang cepat dicerna, mudah diabsorpsi dan sebagian besar
memiliki indeks glikemik tinggi (Rimbawan & Siagian, 2006). Sehingga
pemberian beras pada pasien DM dikhawatirkan dapat membuat pengendalian
KGD tidak optimal. Oleh sebab itu, perlu adanya makanan pengganti bagi
penderita DM yang memiliki struktur seperti beras namun memiliki ciri kaya
serat, dicerna dan diabsorpsi dengan lambat dan tetap memiliki nilai gizi yang
baik. Makanan pengganti tersebut misalnya beras analog. Beras analog merupakan
beras tiruan yang komposisinya dapat diatur sesuai kebutuhan. Penggunaan beras
analog sebagai makanan pengganti bagi penderita DM diharapkan dapat
memperlambat komplikasi DM.

Penelitian ini dirancang untuk mengetahui efek dari pemberian beras
analog yang sudah disesuaikan komposisinya terhadap perubahan gambaran
histopatologi organ ginjal. Peneliti menggunakan tikus wistar model DM yang
diinduksi dengan STZ.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah beras analog berpengaruh terhadap gambaran histopatologi organ
ginjal pada tikus yang diinduksi STZ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian beras
analog terhadap gambaran histopatologi organ ginjal pada tikus DM yang
diinduksi STZ.


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

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

a. Sebagai informasi ilmiah mengenai potensi beras analog sebagai prevensi
perubahan patologis struktur organ ginjal.

b. Menjadi acuan dilakukannya penelitian lebih lanjut mengenai potensi beras

analog sebagai salah satu pengelolaan dalam DM.

1.4.2 Manfaat Praktis

a. Dapat digunakan sebagai bahan pertimbangan bagi masyarakat untuk
menggunakan beras analog sebagai upaya mencegah komplikasi DM.

b. Dapat digunakan sebagai bahan pertimbangan bagi tenaga kesehatan dalam

melakukan pendampingan pengelolaan DM.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus (DM)
2.1.1 Definisi dan Klasifikasi DM
Diabetes mellitus (DM) adalah kondisi kronis yang terjadi saat pankreas
tidak dapat memproduksi cukup insulin atau saat tubuh tidak dapat menggunakan
insulin secara efektif. Insulin, hormon yang diproduksi di pankreas, diperlukan
untuk mengangkut glukosa dari aliran darah ke sel-sel tubuh dimana ia digunakan
sebagai energi. Kurangnya atau ketidakefektifan insulin pada seseorang dengan
DM menyebabkan glukosa tetap berada pada sirkulasi. Seiring waktu, kadar
glukosa darah yang tinggi (hiperglikemia) menyebabkan kerusakan pada banyak
jaringan di tubuh yang selanjutnya berkembang menjadi komplikasi kesehatan
yang dapat mengancam jiwa dan menyebabkan kecacatan (WHO, 2016; IDF,
2015).
Menurut PERKENI-2015, DM diklasifikasikan menjadi 4 jenis
berdasarkan etiologinya.
a.  Diabetes mellitus tipe 1 (DMT1), destruksi sel beta, umumnya menjurus ke
defisiensi insulin absolut. Ada 2 macam: A. autoimun B. Idiopatik
b.  Diabetes mellitus tipe 2 (DMT?2), Bervariasi, mulai yang dominan resistensi
insulin disertai defisiensi insulin relatif sampai yang dominan defek sekresi
insulin disertai resistensi insulin

c.  Diabetes mellitus tipe lain terdiri dari:

1) Defek genetik fungsi sel beta 6) Infeksi

2) Defek genetik kerja insulin 7) Sebab imunologi yang jarang
3) Penyakit eksokrin pankreas 8) Sindrom genetik lain yang
4) Endokrinopati berkaitan dengan DM

5) Karena obat atau zat kimia
d. Diabetes Mellitus Gestasional. Diagnosis Diabetes gestasional adalah DM
atau toleransi glukosa terganggu (TGT) atau gula darah puasa terganggu

(GDPT) yang pertama kali diketahui pada saat kehamilan.
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2.1.2 Gejala dan Diagnosis DM

Berbagai keluhan dapat ditemukan pada penyandang DM. Kecurigaan
adanya DM perlu dipikirkan apabila terdapat keluhan seperti:

a. Keluhan klasik DM: poliuria, polidipsia, polifagia dan penurunan berat badan
yang tidak dapat dijelaskan sebabnya.

b. Keluhan lain: lemah badan, kesemutan, gatal, mata kabur, dan disfungsi ereksi
pada pria, serta pruritus vulva pada wanita (PERKENI, 2015).

Pasien diabetes mellitus tipe 1 biasanya menunjukkan gejala mendadak
seperti, polidipsia, poliuria, dan berat badan turun derastis. Diabetes mellitus tipe
1 biasanya terjadi pada anak di bawah umur 20 tahun, serta akan cenderung
mengidap ketoasidosis diabetik (KAD). Bahkan pada pasien DMT1 gejala utama
yang sering adalah KAD yaitu pernapasan kussmaul (pernapasan dalam dan
frekuensi, hawa nafas sering berbau aseton) (Tjokroprawiro et al., 2015).

Pada diabetes mellitus tipe 2 kebanyakan berumur 40 tahun atau lebih dan
memiliki berat badan lebih (overweight) atau obes-1 dan obes-2. Pasien DMT?2
memiliki gejalanya yang bervariasi, seperti banyak kencing (poliuria), banyak
minum (polidipsia), dan berat badan menurun (bahkan penurunannya bisa lebih
dari 10% dalam kurun waktu 3 bulan); tetapi pada stadium awal (kompensasi),
berat badan dapat naik. Pada awalnya, gejala didahului nokturia, ada juga yang
didahului gejala kesemutan (paresthesia), mudah capai, mengantuk, bahkan sering
kencing di siang hari (Tjokroprawiro et al., 2015).

Diagnosis DM ditegakkan atas dasar pemeriksaan kadar glukosa darah.
Pemeriksaan glukosa darah yang dianjurkan adalah pemeriksaan glukosa secara
enzimatik dengan bahan plasma darah vena. Pemantauan hasil pengobatan dapat
dilakukan dengan menggunakan pemeriksaan glukosa darah kapiler dengan
glukometer. Diagnosis tidak dapat ditegakkan atas dasar adanya glukosuria
(PERKENI, 2015).

Kriteria diagnosis DM menurut PERKENI (2015) adalah apabila

memenubhi salah satu komponen dibawah ini:
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a. Apabila pada pemeriksaan glukosa plasma puasa >126 mg/dl. Puasa adalah
kondisi tidak ada asupan kalori minimal 8jam.

b. Pemeriksaan glukosa plasma >200 mg/dl 2-jam setelah Tes Toleransi Glukosa
Oral (TTGO) dengan beban glukosa 75 gram.

C. Pemeriksaan glukosa plasma sewaktu >200 mg/dl dengan keluhan klasik.

d. Pemeriksaan HbAlc >6,5% dengan menggunakan metode yang terstandarisasi
oleh National Glycohaemoglobin Standarization Program (NGSP).

Apabila pada pemeriksaan didapatkan hasil yang tidak memenuhi kriteria
normal atau kriteria DM digolongkan ke dalam kelompok prediabetes yang
meliputi: toleransi glukosa terganggu (TGT) dan glukosa darah puasa terganggu
(GDPT). Glukosa darah puasa terganggu (GDPT) adalah apabila pada
pemeriksaan glukosa plasma puasa didapatkan hasil antara 100-125 mg/dl dan
pada pemeriksaan TTGO glukosa plasma 2-jam <140 mg/dl. Toleransi Glukosa
Terganggu (TGT) adalah apabila hasil pemeriksaan glukosa plasma 2 -jam setelah
TTGO antara 140-199 mg/dl dan glukosa plasma puasa <100 mg/dl. Prediabetes
dapat juga ditegakkan berdasarkan hasil pemeriksaan HbAlc yang menunjukkan
angka 5,7-6,4% (PERKENI, 2015).

2.1.3 Penatalaksanaan DM

Penatalaksanaan DM memerlukan integrasi antara terapi obat, diet dan
olahraga. Pencegahan dan terapi DM dipengaruhi oleh gaya hidup yang meliputi
jenis makanan dan aktivitas (Shaw et al., 2010). Penatalaksanaan DM dimulai
dengan menerapkan pola hidup sehat (terapi nutrisi medis dan aktivitas fisik)
bersamaan dengan intervensi farmakologis dengan obat anti hiperglikemia secara
oral dan/atau suntikan. Obat anti hiperglikemia oral dapat diberikan sebagai terapi
tunggal atau kombinasi (PERKENI, 2015). Terapi nutrisi medis (TNM)
merupakan hal yang penting dalam upaya preventif dan manajemen DM serta
pencegahan atau memperlambat perkembangan komplikasi DM (ADA, 2008).

Penderita DM memerlukan konseling dalam diet makanan sehat dan
aktifitas fisik yang disesuaikan dengan kemampuan mereka. Meskipun pedoman

manajemen diet DMT2 yang ada tidak memberikan rekomendasi yang sama,
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tetapi semuanya menyetujui untuk mengurangi asupan kalori untuk pasien dengan
kelebihan berat badan (overweight) dan obes, mengganti lemak jenuh dengan
lemak tak jenuh, asupan serat makanan sama atau lebih tinggi dari yang
dianjurkan untuk masyarakat umum, menghindari penambahan gula, menghindari
tembakau (rokok) dan mengurangi penggunaan alkohol yang berlebihan (WHO,
2016). Berdasarkan penelitian yang dilakukan pada tahun 1975-1978,
Tjokroprawiro (2011) telah berhasil menyusun dan meneliti Diet-B untuk pasien
DM. Diet-B tersebut memiliki komposisi 68% kalori karbohidrat, 20% kalori
lemak, dan 12% kalori protein. Menurut Tjokroprawiro (2011) bahwa diet tinggi
karbohidrat bentuk kompleks (bukan monosakarida), yang diberikan dalam dosis
terbagi, dapat meningkatkan dan memperbaiki glukose uptake dijaringan perifer
serta memperbaiki kepekaan sel B pankreas untuk sekresi insulin. Diet-B tersebut
juga banyak mengandung serat yang berasal dari sayuran. Tingginya serat dapat
menekan kenaikan kadar kolesterol darah (Tjokroprawiro, 2011). Sebuah
penelitian menyatakan mengkonsumsi makanan tingi serat (~50 g/hari) dapat
menurunkan kadar glukosa darah pada pasien DMT1 dan DMT2 serta
menurunkan hiperinsulinemia, dan lipemia pada pasien DMT2 (ADA, 2008).

Latihan jasmani juga merupakan salah satu pilar dalam pengelolaan DMT2
apabila tidak disertai adanya nefropati. Kegiatan jasmani sehari-hari dan latihan
jasmani dilakukan secara secara teratur sebanyak 3-5 kali perminggu selama
sekitar 30-45 menit, dengan total 150 menit perminggu. Latihan jasmani selain
untuk menjaga kebugaran juga dapat menurunkan berat badan dan memperbaiki
sensitivitas insulin sehingga akan memperbaiki kendali glukosa darah. Latihan
jasmani yang dianjurkan berupa latihan jasmani yang bersifat aerobik dengan
intensitas sedang (50-70% denyut jantung maksimal) seperti: jalan cepat,
bersepeda santai, jogging, dan berenang. Denyut jantung maksimal dihitung
dengan cara mengurangi angka 220 dengan usia pasien (PERKENI, 2015).

Terapi farmakologis diberikan bersama dengan pengaturan makan dan
latihan jasmani (gaya hidup sehat). Terapi farmakologis terdiri dari obat oral dan
bentuk suntikan.

1) Obat Antihiperglikemia Oral
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Berdasarkan cara kerjanya, obat antihiperglikemia oral dibagi menjadi 5
golongan:
a) Pemacu Sekresi Insulin (Insulin Secretagogue) terdiri dari sulfonylurea
dan glinid
b) Peningkat Sensitivitas terhadap Insulin terdiri dari metformin dan
tiazolidindion
c) Penghambat Absorpsi Glukosa di saluran pencernaan: Penghambat
Alfa Glukosidase.
d) Penghambat DPP-1V (Dipeptidyl PeptidaselV)
e) Penghambat SGLT-2 (Sodium Glucose Cotransporter 2)
2) Obat Antihiperglikemia suntik
Termasuk anti hiperglikemia suntik, yaitu insulin, agonis GLP-1 dan
kombinasi insulin dan agonis GLP-1 (PERKENI, 2015).

2.1.4 Komplikasi DM

Tingginya kadar gula darah secara terus menerus dapat mengakibatkan
penyakit serius yang mempengaruhi jantung, pembuluh darah, ginjal, mata, dan
saraf (IDF, 2015). Komplikasi pada diabetes mellitus dapat dibagi menjadi dua
kategori mayor yaitu komplikasi metabolik akut dan komplikasi vaskuler kronis
(Jangka panjang). Komplikasi metabolik akut disebabkan oleh perubahan yang
relatif akut dari konsentrasi glukosa plasma. Komplikasi vaskuler jangka panjang
melibatkan pembuluh darah kecil (mikrovaskuler) dan pembuluh darah sedang
dan besar (makrovaskuler) (Price & Wilson, 2006).

Komplikasi metabolik akut yang rentan terjadi pada pasien DM vyaitu
ketoasidosis diabetik (KAD) dan koma hiperosmolar. KAD terjadi karena
menurunnya konsentrasi insulin efektif dan meningkatnya hormon kontra insulin
(katekolamin, kortisol, glukagon, growth hormone). Kondisi tersebut
menyebabkan hiperglikemia dan ketosis. Kombinasi defisiensi insulin dan
meningkatnya hormone kontra insulin menyebabkan pelepasan asam lemak bebas
yang tidak terkendali dari jaringan adiposa ke sirkulasi. Selanjutnya, terjadi

oksidasi asam lemak bebas dalam hepar menjadi benda keton sehingga terjadi
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ketonemia dan asidosis metabolik. Perbedaan KAD dengan koma hiperosmolar
adalah dehidrasinya yang lebih berat dan ketersediaan insulin endogen yang lebih
besar dibanding KAD. Kadar insulin pada koma hiperosmolar tidak cukup untuk
memfasilitasi penggunaan glukosa oleh jaringan sensitife insulin, namun mampu
mencegah terjadinya lipolisis dan mencegah ketogenesis (Tjokroprawiro, 2015).
Morbiditas yang terkait komplikasi kronik DM disebabkan oleh kerusakan
pada makrovaskuler dan mikrovaskuler. Kerusakan pada mikrovaskuler yang
paling parah terjadi pada retina, ginjal dan saraf perifer yang mengakibatkan
retinopati, nefropati dan neuropati. Sedangkan pada makrovaskuler terjadi
pembentukan aterosklerosis yang meningkatkan risiko infark miokard, stroke dan

iskemia ekstremitas bawah (Kumar et al., 2015).

a. Penyakit mata (retinopati diabetik)

Retinopati diabetik ialah suatu kelainan mata pada pasien DM yang
disebabkan kerusakan kapiler retina dalam berbagai tingkatan sehingga
menimbulkan gangguan penglihatan mulai dari yang ringan sampai berat bahkan
sampai terjadi kebutaan total dan permanen. Patofisiologi retinopati diabetik
melibatkan lima proses yang terjadi ditingkat kapiler yaitu pembentukan
mikroaneurisma, peningkatan permeabilitas, penyumbatan kapiler,

neovaskularisasi dan pembentukan jaringan fibrosis (Setiati et al., 2014).

b. Penyakit Saraf (neuropati diabetik)

Hiperglikemia persisten juga dapat menyebabkan kerusakan saraf
(neuropati). Hal ini dapat mempengaruhi pada sistem saraf bagian manapun dalam
tubuh. Tipe yang paling sering adalah neuropati perifer yang mempengaruhi
sistem saraf sensori di kaki. Gejala yang muncul dapat berupa nyeri, kesemutan,
hingga hilangnya sensasi (anasthesia). Rusaknya sistem saraf sensori di kaki
menyebabkan penderitanya kurang menyadari apabila terjadi cidera pada kaki
yang selanjutnya berkembang menjadi ulcerasi, infeksi yang serius, bahkan

beberapa orang berakhir dengan amputasi (IDF, 2015). Manifestasi neuropati
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diabetik tergantung pada jenis serabut yang mengalami lesi (sensorik, motorik,
atau otonom) dan lokasinya (distal atau proksimal, difus atau fokal). Sehingga
manifesasinya bervariasi mulai kesemutan, kebas, mati rasa, rasa terbakar, rasa

tertusuk, disebobek, ditikam, dan lain sebagainya (Setiati et al., 2014)

c. Penyakit ginjal (nefropati diabetik)
1) Diagnosis dan perjalanan klinis

Diagnosis nefropati diabetik ditegakkan apabila terdapat kadar albumin
>30 mg dalam urin 24 jam pada 2 dari 3 kali pemeriksaan dalam kurun waktu 3-6
bulan, tanpa penyebab albuminuria lainnya (PERKENI, 2015). Perjalanan Klinis
terjadinya nefropati diabetik hingga akhirnya menjadi gagal ginjal berlangsung
melalui beberapa tahap seperti berikut ini:

Tahap |

Pada tahap ini LFG meningkat sampai dengan 40% di atas normal yang
disertai pembesaran ukuran ginjal. Albuminuria belum nyata dan tekanan darah
biasanya normal.

Tahap Il

Terjadi setelah 5-10 tahun ditegakannya diagnosis DM, saat perubaan
struktur ginjal berlanjut, dan LFG masih tetap meningkat. Albuminuria hanya
akan meningkat setelah latihan jasmani, keadaan stres atau kendali metabolik
yang memburuk. Progresivitas biasanya terkait dengan memburuknya kendali
metabolik. Tahap ini disebut juga sebagai tahap sepi (silent stage).

Tahap 111

Ini adalah tahap awal nefropati (insipient diabetic nephropathy), saat
mikroalbuminuria telah nyata. Tahap ini biasanya terjadi 10-15 tahun diagnosis
DM tegak. Secara histopatologis, juga telah jelas penebalan membran basalis
glomerulus. LFG masih tetap tinggi dan tekanan darah sudah ada yang mulai
meningkat. Keadaan ini dapat bertahan bertahun-tahun dan progresivitas masih

mungkin dicegah dengan kendali glukosa dan tekanan darah yang kuat.
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Tahap IV

Ini merupakan tahapan saat dimana nefropati diabetik bermanifestasi
secara klinis dengan proteinuria yang nyata dengan pemeriksaan biasa, tekanan
darah sering meningkat serta LFG yang sudah menurun di bawah normal.
Progresivitas ke arah gagal ginjal hanya dapat diperlambat dengan pengendalian
glukosa darah, lemak darah dan tekanan darah.

Tahap V

Ini adalah tahap gagal ginjal, saat LFG sudah sedemikian rendah sehingga
penderita menunjukkan tanda-tanda sindrom uremik, dan memerlukan tindakan
khusus yaitu terapi pengganti, dialisis maupun cangkok ginjal (Setiati et al.,
2014).

2) Patofisiologi nefropati diabetik

Pada awalnya hiperglikemia menyebabkan terjadinya peningkatan ekspresi
GLUT-1 pada sel mesangial dan glomerulus ginjal sehingga terjadi peningkatan
ambilan glukosa. Beberapa jalur yang telah teridentifikasi menjadi aktif akibat
peningkatan ambilan glukosa antara lain: AGEs (Advance Glicosylated End-
products), jalur poliol, Renin Angiotensin System (RAS), dan stress oksidatif yang
akan mengaktifkan jalur PKC (Protein Kinase C) (Kanwar, 2012).

Hiperglikemia akan menyebabkan peningkatan produk glikosilasi dengan
proses non enzimatik yang disebut AGEs (Advanced Glicosylation End Products).
Proses ini dapat berlangsung di intraseluler dan ekstraseluler. AGEs intraseluler
akan mengaktivasi PKC, Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), serta
nuclear factor kappa B (NF-kB). Aktivasi ketiga zat ini akan meningkatkan
ekspresi transforming growth factor § (TGF-p) pada sel mesangial dan sel endotel
glomerulus (Kanwar, 2012). TGF-f memainkan peran penting dalam terjadinya
glomerulosklerosis dan fibrosis tubulointerstisial dengan menstimulasi sintesis
matriks ekstraseluler kolagen tipe I, Ill, 1V dan fibronektin serta menghambat
degenerasi matriks ekstraseluler melalui hambatan matriks metaloprateinase
(Ziyadeh, 2004). AGEs di ekstraseluler dapat berikatan dengan reseptornya yaitu
RAGEs (Receptor for Advanced Glicosylation End Products). yang terletak pada
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membran sel endotel dan sel mesangial (Brownlee, 2005). lkatan AGEs dengan
RAGE akan menyebabkan peningkatkan pembentukan radikal bebas dan
penipisan sistem antioksidan seluler seperti glutation peroksidase (Goldin et al.,
2006). Hal tersebut selanjutnya menimbulkan peradangan pembuluh darah,
trombogenesis dan merangsang produksi faktor pertumbuhan prosklerotik seperti
Transforming Growth Factor B - (TGF-B) dan Connective Tissue Growth Factor
(CTGF) melalui MAPK, NF-kB dan / atau jalur protein kinase C (PKC) di kedua
mesangial dan sel tubulointerstisial ginjal (Fukami et al., 2008).

Hiperglikemia juga akan mengaktifkan jalur poliol. Jalur poliol terjadi
melalui dua reaksi, yaitu reduksi glukosa menjadi sorbitol dan oksidasi sorbitol
menjadi fruktosa. Reduksi glukosa menjadi sorbitol diperantarai oleh enzim
aldosa reduktase dan kofaktor NADPH. Oksidasi sorbitol menjadi fruktosa
diperantarai oleh enzim sorbitol dehidrogenase dan kofaktor NAD+ (Ohshiro,
2005). Aktifnya jalur poliol ditandai dengan peningkatan aldose reduktase (AR)
pada korteks ginjal tikus dengan DM (Lanaspa et al., 2014).

Dalam keadaan normal, konsentrasi sorbitol di dalam sel rendah. Akan
tetapi, apabila terjadi keadaan hiperglikemia, konsentrasi sorbitol meningkat.
Degradasi sorbitol ini berjalan lambat sehingga sorbitol menumpuk dalam sel,
sehingga dapat menyebabkan peningkatan tekanan osmotik dan selanjutnya dapat
merusak sel tubulus proksimal dan mengalami nekrosis sel (Schrijvers 2004).

Fruktosa (secara endogen) juga dihasilkan melalui jalur poliol. Sebuah
penelitian menyatakan bahwa produksi fruktosa endogen atau fruktoneogenesis
pada tikus DM di tubulus proksimal dapat menyebabkan kerusakan ginjal dengan
ciri inflamasi dan disfungsi tubulointerstisial. Hal tersebut disebabkan oleh
metabolisme fruktosa endogen oleh fruktokinase-ketoheksokinase (KHK)
(Lanaspa et al., 2014).

Hepar dan tubulus proksimal merupakan tempat utama pembentukan
fruktokinase-ketoheksokinase (KHK) (Lanaspa et al.,, 2012). Fruktokinase
merupakan enzim kunci dari metabolisme fruktosa menjadi fruktosa 1-fosfatase.
Metabolisme fruktosa melalui KHK mengakibatkan kenaikan asam urat, stres

oksidatif dan menyebabkan deplesi ATP. Lebih lanjut lagi, metabolisme fruktosa
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menyebabkan aktivasi NF-kB, inflamasi kortikal, dan infiltrasi makrofag di
korteks ginjal melalui sitokin dan kemokin proinflamatori (IL-1b, IL-6, monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), TGF-p tubular, FN-1). Semua itu
bertanggung jawab terhadap kerusakan tubulointerstisial (Lanaspa et al., 2014).

Kenaikan asam urat di sirkulasi (akibat metabolism fruktosa di hepar) pada
tikus dapat menyebabkan hipertensi sistemik dan glomerular serta menyebabkan
kerusakan mikrovaskuler, glomerular dan tubulointerstisial. (S&nchez-Lozada et
al., 2007, Sanchez-Lozada et al., 2005). Asam urat juga dapat mengaktifasi jalur
RAS (renin angiotensin system) yang dapat menyebabkan kerusakan
mikrovaskuler, mengganggu autoregulasi ginjal dan meningkatkan tekanan
hidrostatik glomerulus (Séanchez-Lozada et al., 2005, Sanchez-Lozada et al.,
2008). Selain itu, Aktivasi jalur RAS juga meningkatkan angiotensin Il yang
menyebabkan vasokontriksi sistemik, meningkatkan tahanan kapiler arteriol
glomerulus, pengurangan luas permukaan filtrasi, stimulasi protein matriks ekstra
selular, serta stimulasi kemokin yang bersifat fibrogenik. (DeFronzo 1996).

Hiperglikemia pada DM juga dapat memicu peningkatan reactive oxygen
species (ROS). Stress oksidatif merupakan keadaan penurunan fungsi enzim-
enzim antioksidan karena produksi ROS yang berlebihan. Kadar ROS yang
berlebihan menstimulasi pengeluaran sitokin pro inflamasi. Sitokin pro inflamasi
tersebut adalah IL-1, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor-a (TNF-a), NFkB, MCP-1,
cellular adhesion molecules (CAMSs), nitric oxide (NO), peroksinitrit (ONOO-),
CTGF, dan TGF-B yang mengakibatkan kerusakan struktural dan fungsional
ginjal (Elmarakby & Sullivan 2010).

2.2 Model Hewan Coba DM

Streptozotocin (STZ) atau 2-Deoxy-2-[[(methylnitrosoamino)-carbonyl]
amino]-D-glucopyranose merupakan salah satu agen diabetogenik dengan
kemampuan toksiknya yang dapat mendestruksi sel B pankreas. Secara struktur,
STZ adalah derivat N-nitrosurea dari D-glukosamin yang diisolasi dari
Streptomyces achromogenes (Raza & John, 2013). Pemberian STZ dosis 100-150
mg/kgBB dapat menyebabkan DM tipe-1, dikarenakan pemberian dengan dosis
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tersebut akan mengakibatkan kerusakan sel f pankreas secara absolut. Sedangkan
pemberian STZ dengan dosis 35-60 mg/kgBB dapat menyebabkan DMT?2,
dikarenakan pemberian dengan dosis tersebut akan terjadi degenerasi reversibel
pada sel p pankreas (Akbarzadeh et al., 2007).

Menurut Srinivasan et al., (2005), bahwa pada tikus yang diinduksi STZ
dengan dosis rendah yaitu 35 mg/kgBB yang disertai pemberian makanan tinggi
lemak, dapat menyebabkan kondisi yang menyerupai DM tipe-2, yaitu diabetes
yang memiliki kondisi hiperglikemia namun tidak disertai peningkatan kadar gula
darah yang drastis. Tikus diabetes tipe 2 (induksi STZ dosis rendah dengan diet
tinggi lemak) memperlihatkan gambaran kerusakan ginjal lebih nyata
dibandingkan dengan tikus diabetes tipe 1 (induksi STZ dosis tinggi) (Danda et
al., 2005). Pembuatan tikus model diabetes dengan cara ini selama 21 hati terbukti
secara signifikan meningkatkan serum trigliserida dan Kkolesterol total yang
berhubungan dengan peningkatan risiko ND. Secara histopatologi, terjadi
kerusakan pada ginjal berupa kongesti, proteinuria, haemorrhage dan degenerasi
tubular (Chaudhari et al., 2012).

2.2 Histopatologi Ginjal Pada Tikus DM

Pada kondisi DM, semua jenis sel ginjal termasuk sel endotel, sel
tubulointerstisial, sel-sel podosit dan mesangial dapat mengalami kerusakan. Di
sisi lain, cedera dan disfungsi salah satu jenis sel dapat meluas ke semua jenis sel
ginjal dan mempengaruhi fungsi ginjal (Maezawa et al., 2015). Kerusakan sel-sel
tersebut secara progresif akhirnya akan menimbulkan nefropati diabetik.
Perubahan histologis nefropati diabetik pada tikus sangat mirip dengan yang
terjadi pada manusia (Yamamoto et al., 1993). Beberapa faktor yang terkait
dengan ND diantaranya adalah genetik, hiperglikemia, aktivasi poliol, aktivasi
sistem renin-angiotensin, spesies oksigen reaktif (ROS), aktivasi jalur protein
kinase C, peningkatan produk akhir glikosilasi (AGE) dan hiperfiltrasi glomerulus
(Ziyadeh, 2004).

Perubahan struktur yang terjadi pada glomerulus dapat berupa hipertrofi,

ekspansi matriks mesangial, glomerulosklerosis, dan penebalan membran basal
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glomerulus. Studi morfometri menunjukkan bahwa matriks mesangial dan
ketebalan membran basal memiliki korelasi yang erat dengan ND (Pourghasem et
al.,, 2014). Penebalan membran basal pada glomerulus dan tubulus, serta
akumulasi  komponen matriks ekstraselular diakibatkan karena adanya
peningkatan ekspresi gen dan sintesis protein seperti kolagen IV, laminin, dan
fibronektin (Ziyadeh, 2004). Pada manusia, glomerulosklerosis muncul dalam 2
bentuk yaitu difus dan nodular, namun menurut penelitian, pada tikus hanya
tampak lesi difus dan tidak ada laporan yang menunjukkan bentuk nodular
(Alsaad & Herzenberg, 2007; Pourghasem et al., 2015). Contoh gambar
kerusakan glomerulus pada ND dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Penelitian yang dilakukan Singh dan Farrington menunjukkan bahwa
perubahan struktur histologi dan fungsi tubulus terjadi terlebih dahulu sebelum
terjadi perubahan pada glomerulus (Singh & Farrington, 2010). Perubahan awal
yang sering terjadi pada tubulus diantaranya hipertrofi tubular, penebalan
membran basal tubular dan peradangan interstisial dengan infiltrasi sel
mononuklear (Najafian & Alpers, 2011). Progresifitas kelainan tubulointerstitium
selanjutnya menyebabkan fibrosis tubulointerstisial dan atrofi tubular (IFTA).

Contoh gambar kerusakan tubulus pada ND dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Keterangan : a = glomerulus normal; b = glomerulosklerosis

Gambar 2.1 Gambaran histologis glomerulosklerosis (Perkasa et al., 2012)
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Keterangan : panah merah = ekspansi mesangial; panah hitam = degenerasi
vacuolar; panah kuning = penebalan membrane basal tubulus; GS = global
sclerosis; IF = fibrosis interstisial; TA = atrofi tubulus; IFL = inflamasi interstisial

Gambar 2.2 Gambar histologis kerusakan tubulus (Liu et al., 2015; Kolset et al.,
2012; Pourghasem et al., 2015; Ananworanich et al., 2014)

2.3 Beras Analog

Beras analog adalah produk olahan yang dibuat dari sebagian atau
seluruhnya bahan non beras yang memiliki bentuk seperti butiran beras padi
(Mishra et al., 2012). Beras tiruan juga dikenal dengan sebutan beras analog,
beras artifisial, beras mutiara, atau beras cerdas (Herawati et al., 2014). Metode
pembuatan beras analog terdiri atas dua cara yaitu metode granulasi dan ekstrusi.
Perbedaan pada kedua metode ini adalah tahapan gelatinisasi adonan dan tahap
pencetakkan. Hasil cetakan metode granulasi adalah butiran sedangkan hasil
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cetakan metode ekstrusi adalah bulat lonjong dan sudah lebih menyerupai beras
(Widara, 2012).

2.3.1 Potensi beras analog

Beras analog tersusun bahan-bahan yang kaya karbohidrat, sebagaimana
fungsi beras pada umumnya yang merupakan sumber karbohidrat. Tepung
sorgum, jagung, maizena, mocaf (pati singkong termodifikasi), sagu aren, dan
umbi-umbian, merupakan sumber karbohidrat yang banyak dijadikan sebagai
bahan utama pembuatan beras analog. Bahan-bahan tersebut selain berfungsi
sebagai bahan utama, tetapi juga mampu berkontribusi dalam pencegahan
penyakit, baik karena fungsionalitas bahan itu sendiri maupun akibat dari proses
pembuatan beras analog (Sadek et al., 2015). Misalkan saja pembuatan beras
analog oleh Kurniawati et al., (2015) dari campuran jagung, sagu, bekatul,
kedelai, dan gliseril monostearat menghasilkan indeks glikemik (IG) rendah (54),
yang disebabkan oleh kandungan serat dan bahan penyusunnya yang memiliki
indeks glikemik rendah. Menurut pendapat Franz (2012) dan Siagian (2004),
makanan IG rendah tidak menimbulkan peningkatan glukosa darah secara cepat
sehingga mampu memperbaiki sensitivitas insulin serta bermanfaat dalam
pengendalian glukosa darah penderita DMT2. Indeks glikemik yang rendah
diduga berkaitan dengan kandungan serat, amilosa dan protein yang tinggi pada
beras analog (Sadek et al., 2015). Konsumsi pangan tinggi serat dan amilosa, juga
mampu memperbaiki sensitivitas insulin, menurunkan laju penyerapan glukosa,
serta bermanfaat dalam pengendalian glukosa darah sehingga dapat menurunkan
risiko komplikasi pada penderita DMT2 (Riccardi et al., 2008; Zhang et al., 2007;
Franz, 2012)

Kadar serat pangan yang tinggi dapat bertindak sebagai penghambat
aktifitas enzim pencernaan dan laju makanan pada saluran pencernaan. Hal ini
menyebabkan proses pencernaan menjadi lambat dan respon glukosa darah akan
lebih rendah sehingga 1G-nya cenderung rendah (Trinidad et al., 2010). Protein
dalam makanan dapat menghalangi gelatinisasi pati, melalui pembentukan matriks

di luar granula pati. Akibatnya, pencernaan pati menjadi terhambat sehingga dapat
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menurunkan indeks glikemik. Amilosa yang merupakan polimer glukosa dengan
struktur tidak bercabang sehingga mudah berikatan dengan sesamanya
membentuk struktur yang kompak, melalui ikatan hidrogen. Dengan struktur
tersebut, amilosa menjadi lebih sukar dihidrolisis oleh enzim pencernaan sehingga
daya cerna pati juga menjadi rendah (Sadek et al., 2015).

Penggunaan teknologi ekstrusi dalam pembuatan beras analog juga dapat
memberikan kontribusi dalam mencegah penyakit degeneratif. Terbentuknya pati
resisten selama proses ekstrusi memiliki manfaat dalam menurunkan kolesterol
dan indeks glikemik serta memiliki efek kesehatan pada usus besar (Sadek et al.,
2015).

2.3.2 Beras cerdas

Beras cerdas merupakan beras analog yang dikembangkan oleh Subagio
(2011) dengan bahan utama dari Modified Cassava Flour (MOCAF). Mocaf
merupakan produk modifikasi dari tepung singkong. Secara definitif, MOCAF
adalah produk tepung dari singkong (Manihot esculenta Crantz) yang diproses
menggunakan prinsip memodifikasi sel singkong secara fermentasi, dimana
mikrobia BAL (Bakteri Asam Laktat) mendominasi selama fermentasi tepung
singkong ini (Subagio & Windrati, 2012).

Pembuatan Beras Cerdas dimulai dengan mencampur bahan MOCAF dan
tepung beras. Perbandingan komposisi MOCAF dan tepung beras dibuat
bervariasi. Campuran tersebut selanjutnya ditambahkan air sebesar 30 persen dari
berat total (59,55 ml) yang bertujuan untuk menambah kandungan air sehingga
mempermudah proses pra gelatinisasi, kemudian kedua bahan dikukus selama 10
menit agar terjadi pra gelatinisasi. Setelah itu pembentukan adonan dengan
menambahkan air panas agar terjadi gelatinisasi, serta ditambahkan bahan-bahan
lain yaitu isolate protein kedelai, dan minyak sawit. Selanjutnya adonan dicetak
dalam mesin ekstruder dingin, dan dipotong-potong membentuk butiran-butiran
beras. Setelah itu butiran beras di kukus selama 5 menit agar terjadi gelatinisasi

yang optimal, kemudian dilakukan tempering selama 1 menit agar terjadi
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retrogadasi sehingga mempermudah dalam pengeringan, dan dikeringkan pada
suhu 50°C selama 12 jam (Subagio & Windrati, 2012).

2.3.3 MOCAF (Modified Cassava Flour)

Mocaf atau mocal adalah singkatan dari Modified Cassava Flour yang
berarti tepung singkong yang telah mengalami modifikasi. Cara pembuatan mocaf
yaitu singkong dikupas, dikerik lendirnya kemudian dicuci sampai bersih.
Singkong yang bersih dipotong-potong dan difermentasi selam 12-72 jam.
Singkong yang telah difermentasi kemudian dikeringkan dan ditepungkan
sehingga dihasilkan tepung singkong termodifikasi (Subagio et al., 2008).

Selama proses fermentasi Mikroba yang tumbuh menghasilkan enzim
pektinolitik dan sellulolitik yang dapat menghancurkan dinding sel singkong,
sedemikian rupa sehingga terjadi liberasi granula pati. Hal tersebut membuat cita
rasa mocaf menjadi netral dengan menutupi cita rasa singkong sampai 70%
(Subagyo et al. 2008). Mocaf mengandung karbohidrat berupa pati dan serat
dalam jumlah besar tetapi minim protein. Kandungan serat mocaf yang tinggi
cocok untuk pencernaan. Mocaf juga memiliki indeks glikemik yang rendah
sehingga sesuai untuk penderita DM (Hidayat & Zaein, 2011). Selain itu,
kandungan protein mocaf yang lebih sedikit mempengaruhi sifat fisiknya yaitu
warna yang lebih putih dibandingkan dengan tepung singkong biasa (Subagyo et
al., 2008).

2.3.4 Jagung

Jagung (Zea mays) merupakan salah satu jenis tanaman padi-padian
dengan spesies mays (mahiz). Biji jagung terdiri atas empat bagian pokok, yaitu
kulit (perikarp), endosperm, lembaga, dan tip cap (Damardjati et al., 2000).
Jagung merupakan sumber karbohidrat yang berpotensi sebagai alternatif
pengganti beras (Widara, 2012). Jagung dapat diolah menjadi produk-produk
jagung. Biji jagung yang muda dapat diolah menjadi sayur, sedangkan biji jagung
yang tua dapat diolah menjadi emping, beras jagung, nasi jagung, grits maupun
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tepung jagung. Tepung jagung menurut SNI adalah tepung yang diperoleh dengan
cara menggiling biji jagung yang baik dan bersih (SNI 01-3727-1995).
Penggilingan jagung menjadi tepung jagung dapat dilakukan dengan dua metode,
yaitu penggilingan basah dan penggilingan kering. Penggilingan kering lebih
mengutamakan pemisahan endosperm dari bagian-bagian lembaga dan tip cap
dapat menghasilkan grits, meal, flour, dan germ.

Jagung mengandung serat pangan yang dibutuhkan tubuh (dietary fiber)
dengan indeks glikemik (IG) relatif rendah dibanding beras dari padi sehingga
beras jagung menjadi bahan yang dianjurkan bagi penderita diabetes. Kisaran I1G
beras/ padi adalah 50-120 dan beras jagung 50-90 (Suarni & Yasin, 2011). Jagung
mengandung beta karoten yang selain berfungsi sebagai provitamin A, juga
banyak dilaporkan dapat berperan sebagai antioksidan alami. Senyawa ini dapat
meningkatkan imunitas tubuh, serta menghambat kerusakan degeneratif sel
dengan cara menangkal radikal bebas (Mayne, 1996; Hongmin et al., 1996).
Komposisi kimia pada jagung dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 komposisi kimia rata-rata biji jagung beserta bagian-bagiannya

Komponen = Jumilahd :
Protein Lemak Serat kasar Abu Pati Gula
Biji utuh 3,7 1,0 86,7 0,8 71,3 0,34
Endosperma 8,0 0,8 2,7 0,3 87,6 0,62
Lembaga 18,4 33,2 8,8 10,5 8,3 10,8
Kulit ari 3,7 1,0 86,7 0,8 7,3 0,34
Tip cap 9,1 3,8 - 1,6 5,3 1,6

(Sumber: inglett, 1987)

2.5 Kerangka Konseptual

Kerangka konseptual pada penelitian ini ditunjukkan pada gambar 2.3.
Streptozotocin merusak sel islet B pankreas dengan menghambat O-GlcNacase
(OGA) sehingga terjadi hyper-O-GlcNacylation dan mengaktifkan jalur stress
yang mengarah ke apoptosis sel  pankreas (Pathak et al., 2008). Rusaknya sel 3
pankreas menginduksi hiperglikemia yang tidak terkontrol.

Hiperglikemia menyebabkan terjadinya peningkatan ekspresi GLUT-1,

sehingga terjadi peningkatan ambilan glukosa. Jalur poliol menjadi aktif akibat
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peningkatan ambilan glukosa. (Kanwar, 2012). Pada jalur poliol ini terjadi dua
reaksi, yaitu reduksi glukosa menjadi sorbitol dan oksidasi sorbitol menjadi
fruktosa (Ohshiro, 2005). Degradasi sorbitol yang berjalan lambat mengakibatkan
penumpukan dalam sel sehingga dapat menyebabkan peningkatan tekanan
osmotik dan selanjutnya dapat merusak sel tubulus proksimal dan mengalami
nekrosis sel (Schrijvers, 2004). Selanjutnya, metabolisme fruktosa oleh enzim
fruktokinase-ketoheksokinase (KHK) vyang dihasilkan dari jalur poliol
mengakibatkan kenaikan asam urat, stress oksidasi, mendorong terbentuknya
sitokin dan kemokin proinflamatori (IL-1b, IL-6, MCP-1, TGF-B tubular, FN-1)
serta menyebabkan deplesi ATP yang berperan dalam terjadinya kerusakan
tubulointerstisial (Lanaspa et al., 2014).

Peningkatan ambilan glukosa juga mengaktifkan jalur AGEs. AGEs
intraseluler akan mengaktivasi protein kinase C, MAPK, serta NF-kB. Aktivasi
ketiga zat ini akan meningkatkan ekspresi transforming growth factor  (TGF-B)
pada sel mesangial dan sel endotel glomerulus (Kanwar, 2012). TGF-p
memainkan peran penting dalam terjadinya glomerulosklerosis dan fibrosis
tubulointerstisial (Ziyadeh, 2004).

Beras analog diduga memiliki indeks glikemik rendah. Indeks glikemik
yang rendah diduga berkaitan kandungan serat, amilosa dan protein yang tinggi
pada beras analog akibat dari bahan-bahan penyusunnya. Serat dapat memperlama
waktu penyerapan dan transit dari zat gizi makanan seperti karbohidrat, protein,
dan lemak (ADA, 2002) sehingga dapat meningkatkan pengendalian KGD.
Pengendalian KGD yang baik dapat mencegah terjadinya kerusakan pada

glomerulus dan tubulus ginjal.
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Gambar 2.3 Kerangka Konseptual

2.6 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini adalah beras analog berpengaruh terhadap

gambaran histopatologi organ ginjal pada tikus yang diinduksi STZ.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental
sebenarnya (true experimental laboratories) secara in vivo dengan perlakuan
randomisasi dalam pengelompokan sampel. Rancangan penelitian yang digunakan
adalah post test only control group design. Pengukuran atau pengamatan
dilakukan setelah dilakukan intervensi pada kelompok perlakuan maupun
kelompok kontrol. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember, dan Laboratorium Patologi Anatomi RSD. dr.

Soebandi Jember. Rancangan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

3.2 Besar Sampel
Sampel dipilih dengan menggunakan teknik random sampling yang
kemudian dibagi menjadi 4 kelompok. Besar sampel tiap kelompok dalam
penelitian ini dihitung menggunakan rumus Federer, yaitu (n - 1) (p- 1) > 15.
Jikap=4,maka(n-1)(5-1)>15
3n-3>15
3n>18
n>6
Keterangan:
n : jumlah sampel,
p : jumlah perlakuan.
Hasil penghitungan dengan rumus di atas didapatkan n > 6 schingga
jumlah sampel tiap perlakuan kurang lebih 6 ekor tikus wistar. Jadi, dalam
penelitian ini jumlah sampel keseluruhan yang digunakan adalah 24 ekor tikus

wistar dalam 4 kelompok.
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K OKI > KB DK2
R
P S > 3 mgg
R PBA > DPBAl
| 3 mgg
[ | . PBA DPBA2
Pstz Pom 3 mgg
PB >| DPB
Keterangan:
P :Populasi
S :Sampel
R :Random alokasi
K :Kelompok kontrol yang tidak diinduksi DM dan diberi pakan biasa
Pstz :Kelompok yang diberi pakan tinggi lemak dan pakan ayam tinggi protein
serta diinduksi STZ dosis rendah pada hari ke-33
OK1 :Pemeriksaan KGD kelompok kontrol setelah diberi pakan biasa selama 40
hari
Pom :Kelompok tikus DM, yaitu kelompok Ps, yang memiliki GDP>135 mg/dl,
GDP diukur 1 minggu setelah diinduksi
KB :Kelompok kontrol yang diberi pakan standart selama 3 minggu
PBA1l :Kelompok tikus DM yang diberi beras analog 1 selama 3 minggu
PBA2 :Kelompok tikus DM yang diberi beras analog 2 selama 3 minggu
PB :Kelompok tikus DM yang diberi beras biasa selama 3 minggu
DK2 :Data kelompok kontrol
DPBAl :Data kelompok perlakuan PBA1
DPBA2 :Data kelompok perlakuan PBA2
DPB :Data kelompok perlakuan PB

Gambar 3.1 Rancangan penelitian

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian

Instrumen yang digunakan pada penelitian ini antara lain:

Instrumen untuk pemeliharaan tikus meliputi kandang tikus dari plastik
ukuran 30x40x40 cm dengan penutup dari anyaman kawat, tempat
makanan, botol minuman, spidol, solasi kertas dan anjang (alas dari

anyaman kawat).
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b. Instrumen untuk pembuatan tikus DM meliputi timbangan (Camry), spuit
1 ml.

c. Instrumen pembuatan preparat histopatologi adalah mikrotom, waterbath,
alat bedah, meja fiksasi.

d. Instrumen pengamatan gambaran histopatologi organ ginjal meliputi

object glass, cover slip dan mikroskop cahaya.

3.3.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah:

a. Bahan untuk pembuatan tikus DM meliputi Streptozotocin dan diet tinggi
lemak (lemak 22,8%)

b. Bahan untuk pakan meliputi beras IR 64, MOCAF, tepung jagung, soy
protein isolate, minyak sawit, sodium alginate, pakan ternak dan aquadest
untuk minum

c. Bahan untuk mengorbankan tikus meliputi eter, kapas, dapar sitrat.

d. Bahan untuk menyimpan ginjal tikus sementara meliputi pot organ, Buffer
Neutral Formalin (BNF) 10%, NaCl 0,9%

e. Bahan untuk pengecatan preparat histopatologi ginjal menggunakan
pengecatan HE (Haris Hematoxyline, alcohol, amunium air, counter

staining)

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di tiga tempat, yaitu di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeliharaan tikus,
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk
pengamatan gambaran histopatologi dan Laboratorium Patologi Anatomi RSD. dr.
Soebandi Jember untuk pembuatan preparat histologi organ ginjal. Waktu

penelitian adalah bulan Februari-Mei 2017.
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3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas (Independent Variable)

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah beras analog dengan 2 formula
yang berbeda dengan label BA1 dan BA2 serta beras biasa.

3.5.2 Variabel Terikat (Dependent Variable)
Variabel terikat pada penelitian ini adalah gambaran histopatologi organ

ginjal tikus.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah jenis kelamin, usia, berat

badan, perawatan, sanitasi kandang tikus.

3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Beras Biasa

Beras biasa dalam penelitian ini adalah beras IR64 yang diperoleh dari
pedagang beras pasar tanjung Jember. Beras tersebut dimasak terlebih dahulu
menggunakan rice cooker, dengan cara sama seperti memasak/menanak nasi pada
umumnya sampai menjadi nasi. Selanjutnya nasi dikeringkan menggunakan oven
dryer pada suhu 60° C sampai kering. Nasi yang sudah kering kemudian dijadikan
tepung dan selanjutnya dijadikan pellet dengan cara disubtitusi pada pellet diet
standar dengan perbandingan 60% beras dan 40% pellet standar (lihat Lampiran
3.1). Komponen karbohidrat pada pellet diet standar diganti dengan tepung yang
dihasilkan. Pellet yang dihasilkan diberi tanda diet B dan diberikan kepada tikus
kelompok PB. Pellet diletakkan pada kandang selama 3 minggu dan diganti setiap
pagi (20 gram/hari).

3.6.2 Beras Analog
Beras analog pada penelitian ini adalah beras buatan dengan bahan baku
utama beras IR64, MOCAF dan jagung dengan 2 jenis perbandingan (lihat Tabel
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3.1). Jagung yang digunakan dalam penelitian ini merupakan jagung biji kuning
yang didapatkan di pasar tanjung Jember dengan ciri semua biji dalam tongkolnya
berwarna kuning merata. Beras analog tersebut dibuat menggunakan teknik
(Subagio et al., 2012) dengan mereduksi komponen lemak sampai kandungan
kalorinya sama dengan beras biasa. Selanjutnya beras analog tersebut dimasak
kemudian dikeringkan menggunakan oven dryer pada suhu 60°C sampai Kkering,
kemudian dijadikan tepung dan selanjutnya dijadikan pellet dengan cara
disubtitusi pada pellet diet standar dengan perbandingan 60% beras dan 40%
pellet srantar (lihat Lampiran 3.1). Komponen karbohidrat pada pellet diet standar
diganti dengan tepung beras analog yang dihasilkan. Pellet yang dihasilkan
masing-masing diberi tanda diet BA1 dan BA2 selanjutnya diberikan kepada tikus
kelompok PBA1 dan PBA2. Pellet diletakkan pada kandang selama 3 minggu dan
diganti setiap pagi (20 gram/hari).

Tabel 3.1 Variasi Komposisi Beras Analog Disusun oleh Hairrudin et al.

No Bahan-bahan Formula 1 (g) Formula 2 ()
1 MOCAF 2700 4050

2 Tepung beras 3600 2250

3 Soy protein isolate 310 180

4 Minyak sawit 340 420

5 Sodium Alginat 350 400

6 Tepung jagung 2700 2700

Total 10.000 10.000

(Sumber : Hairrudin et al., 2017)

3.6.3 Gambaran Histologi Ginjal

Gambaran histologi ginjal diperiksa dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan pembesaran 400x untuk menilai kerusakan ginjal yang telah dicat
haematoxylin-eosin (HE). Kerusakan ginjal pada penelitian ini terdiri dari
kerusakan tubulus dan glomerulosklerosis. Kerusakan tubulus ginjal Rattus
Norvergicus didapatkan secara semikuantitatif dengan menghitung persentase
kerusakan tubulus (%) seperti yang didiskripsikan oleh Kang et al., 2001 (skoring
lihat Tabel 3.2). Kerusakan tubulus didefinisiakan sebagai dilatasi tubulus, atrofi

tubulus, tubular cast formation, vakuolisasi, degenerasi and pelepasan sel epitel
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tubulus, atau penebalan membran basal tubulus. Persentase kerusakan tubulus
dihitung menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x pada 5 lapang
pandang kortikal tubulus. Sedangkan, kerusakan pada glomerulus
(glomerulosklerosis) dinilai berdasarkan derajat glomerulosklerosis menurut Ma
et al., 2005 (skoring lihat Tabel 3.2). Derajat glomerulosklerosis dihitung dengan
memilih 25 glomerulus secara acak pada setiap preparat ginjal. Sklerosis adalah
kolaps dan/atau hilangnya gelung glomerulus diikuti dengan terdapatnya materi
hialin dan/atau penambahan matriks.

Tabel 3.2 Skoring Histopatologi Ginjal

Parameter Persentase Kerusakan Skor Kerusakan

Kerusakan tubulus 0%

<10%

11 - 25%

26 -50%

51 -75%

> 75%

Glomerulosklerosis 0%

< 25%

25 - 50%

>50-75%

AIWINFPRPOOIHRARWIN|FL O

> 75%

(Sumber : Kang et al., 2001; Ma et al., 2005)

3.6.4 Pakan Standar
Pakan standar dalam penelitian ini adalah pakan yang dibuat sesuai dengan

komposisi diet standar pada Lampiran 3.1.

3.6.5 Diet Tinggi Lemak
Diet tinggi lemak adalah pemberian diet pelet tinggi lemak (lemak 22,8%)
kepada tikus putih jantan (Rattus novergicus strain wistar) secara ad libitum dua

kali sehari selama 40 hari.

3.7 Prosedur Penelitian
Penelitian ini dimulai dengan perizinan ethical clearance terhadap

prosedur penelitian ke komisi etik penelitian kesehatan Fakultas Kedokteran
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Universitas Jember (Lampiran 3.2). Langkah-langkah pengujian dalam penelitian
adalah sebagai berikut.

3.7.1 Pemilihan Hewan Coba

Populasi pada penelitian ini adalah seluruh tikus putih (Rattus novergicus)
strain wistar jenis kelamin jantan, usia dewasa sekitar 3 bulan, berat badan 150-
200g yang diperoleh dari Laboratorium Biokimia FK Universitas Airlangga. Dari
populasi tersebut selanjutnya diambil sampel sebanyak 24 ekor tikus. Sampel
diseleksi menurut kriteria inklusi dan eksklusi agar didapatkan sampel yang
homogen. Kriteria inklusi sampel penelitian sebagai berikut.
a.  Tikus putih galur wistar jantan (Rattus novergicus strain Wistar).
b.  Tikus wistar berbulu putih, mata jernih, feses baik, dan bergerak aktif

selama penelitian berlangsung.

c.  Umur £3 bulan.
d.  Berat 150-200 gram.
e.  Kadar gula darah puasa normal selama proses adaptasi.

Kriteria eksklusi pada sampel penelitian adalah tikus wistar yang tidak

mau makan, diare dan mati selama penelitian berlangsung.

3.7.2 Adaptasi Dan Perawatan Hewan Coba

Seluruh hewan coba dikondisikan dengan laboratorium/lingkungan dan
pakan standart selama 7 hari di Laboratorium Fisiologi dan Farmakologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember sebelum randomisasi dilakukan. Alas kandang,
tempat pakan dan minum, sisa pakan dan kotoran tikus setiap hari dibersihkan
untuk menghindari timbulnya penyakit dan stres pada hewan coba. Makanan pelet

dan minuman diberikan secara ad libitum pada semua kandang.

3.7.3 Pembagian Kelompok Perlakuan
Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah 24 ekor tikus

wistar. Dari 24 ekor dilakukan random alokasi dengan cara diambil 6 ekor tikus
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untuk dijadikan kelompok kontrol (K0). Kelompok kotrol diberikan pakan standar
selama perlakuan. Semua tikus pada kelompok sisanya diberikan pakan diet tinggi
lemak selama 40 hari dan diinduksi streptozotocin dosis 35 mg/kgBB pada hari
ke-33, kemudian tepat pada hari ke-40 dilakukan pengukuran kadar glukosa darah
puasa. Tikus dikatakan menderita DM jika memiliki kadar glukosa darah puasa
>135 mg/dl (Etuk, 2010). Tikus yang sudah DM dibagi dalam 3 kelompok secara
random sampling, yaitu :

1. PBAl . Kelompok tikus DM yang diberi beras analog 1

2. PBA2 : Kelompok tikus DM yang diberi beras analog 2

3. PB : Kelompok tikus DM yang diberi beras biasa

Masing-masing tikus diberikan pakan sesuai kelompoknya selama tiga
minggu secara ad libitum. Setelah tiga minggu, tikus diterminasi. Sebelum
diterminasi dilakukan anestesi menggunakan eter, kemudian tikus dibedah dan

diambil organ ginjalnya.

3.7.4 Induksi DM

Tikus DM didapatkan dengan cara diinduksi dengan streptozotocin secara
intraperitoneal dan dikombinasikan dengan diet tinggi lemak. Induksi dan diet
tersebut dapat menghasilkan model tikus DM tipe 2. Dosis streptozotocin yang
digunakan adalah dosis rendah, yaitu 35 mg/kgBB yang dilarutkan di dalam dapar
sitrat dengan konsentrasi 0,05 M. pH 4,3-4,5. (Srinivasan et al., 2005).
Perhitungan dosis STZ dapat dilihat pada Lampiran 3.3. Diet tinggi lemak
menggunakan lemak babi yang dijadikan pellet. Tikus diberikan diet tinggi lemak
selama 40 hari pasca adaptasi. Pada hari ke 33 diinjeksi streptozotocin
intraperitoneal. Satu minggu pasca induksi dilakukan pengukuran kadar glukosa
darah. Tikus yang memiliki kadar glukosa darah >135 mg/dl dijadikan model
tikus DM (Etuk, 2010).

3.7.5 Penyimpanan Organ
Tikus diterminasi pada akhir minggu ketiga pasca diberikan perlakuan.

Sebelum diterminasi tikus diambil darahnya untuk menghitung kadar gula darah
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puasa setelah dilakukan perlakuan. Tikus yang akan dikorbankan dianestesi
menggunakan anestesi inhalasi eter lalu dibedah menggunakan scalpel, gunting
bedah dan pinset di papan bedah. Setelah itu diambil ginjalnya lalu organ dicuci
berulang-ulang dengan NaCl 0,9% dan disimpan dalam larutan fiksasi BNF 10 %

pada pot organ.

3.7.6 Pembuatan Preparat Histologi

Organ ginjal diproses menjadi preparat histopatologi menggunakan
pengecatan Hematoxilin Eosin (HE) yang dilakukan di Laboratorium Patologi
Anatomi RSD dr. Soebandi Jember. Pembacaan gambaran histopatologi ginjal
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Universitas Jember.

Organ ginjal dimasukkan ke dalam Buffer Neutral Formalin (BNF) 10%
untuk mencegah autolisis oleh berbagai enzim. Setelah organ dimasukkan ke
dalam larutan fiksatif, organ dipotong menggunakan pisau scalpel dengan
ketebalan 0,3- 0,5 mm dan disusun ke dalam tissue cassete. Sejumlah fissue
cassete selanjutnya dimasukkan ke dalam keranjang khusus untuk kemudian
dimasukkan ke dalam mesin processor otomatis. Setelah itu jaringan akan
mengalami proses dehidrasi bertahap dengan putaran waktu sebagai berikut :
etanol 70% (2 jam); etanol 80% (2 jam); etanol 90% (2 jam); etanol absolut (2
jam); etanol absolut (2 jam); xylol (2 jam); xylol (2 jam); parafin cair (2 jam);
parafin cair (2 jam). Setelah putaran waktu selesai, keranjang berisi tissue cassete
dikeluarkan dan masuk ke tahap selanjutnya, yaitu proses penghilangan udara di
dalam jaringan dengan mesin vakum bersuhu sebesar 60 °C. Selanjutnya cetakan
dari stainles steel dihangatkan di atas api bunsen lalu ke dalam setiap cetakan
dimasukkan jaringan sambil diatur dan sedikit ditekan. Sementara itu telah
disiapkan parafin cair dalam tempat khusus. Parafin cair dituangkan ke dalam
jaringan sampai seluruh jaringan terendam parafin. Parafin dibiarkan membeku di
atas mesin pendingin. Selanjutnya blok parafin dilepas dari cetakannya dan
disimpan terlebih dahulu sebelum dilakukan pemotongan di fieezer (-20 °C).

Jaringan dalam blok parafin dipotong menggunakan mikrotom dengan

ketebalam 3-4 pm. Potongan tersebut diletakkan secara hati-hati di atas
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permukaan air di dalam waterbath bersuhu 46 °C. Kemudian bentuk irisan

dirapikan dan diletakkan di atas object glass yang telah diolesi ewith sebagai

perekat dengan hati-hati. Object glass dengan jaringan di atasnya disusun di

dalam rak khusus dan dimasukkan ke dalam inkubator (60 °C) sampai preparat

siap untuk diwarnai.

Tahapan selanjutnya merupakan tahap pembuatan preparat histopatologi

dengan pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE). Tahapannya meliputi deparafinisasi,

rehidrasi, pewarnaan |, differensiasi, blueing, pewarnaan Il, dehidrasi dan

mounting. Berikut merupakan tahapan pewarnaan HE :

a.

Deparafinisasi

Deparafinisasi bertujuan menghilangkan/ melarutkan parafin yang terdapat
pada jaringan. Zat yang digunakan adalah xylol.

Rehidrasi

Tujuan rehidrasi adalah memasukkan air ke dalam jaringan. Air akan mengisi
rongga-rongga jaringan yang kosong. Zat yang digunakan adalah alkohol
absolut, alkohol 90 %, alkohol 80 %.

Pewarnaan |

Pewarnaan | adalah memberi warna pada inti dan sitoplasma pada jaringan
dengan menggunakan hematoxylin.

Differensiasi

Tujuan differensiasi untuk mengurangi warna biru pada inti dan
menghilangkan warna biru pada sitoplasma. Zat yang digunakan adalah HCI
0,6%

Blueing

Tujuan blueing untuk memperjelas warna biru pada inti sel. Zat yang
digunakan adalah lithium carbonat 0,5%

Pewarnaan Il

Tujuan pewarnaan Il untuk memberi warna merah pada sitoplasma sel dengan

menggunakan zat eosin.
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g. Dehidrasi
Tujuan dehidrasi untuk menghilangkan air dari jaringan. Zat yang digunakan
adalah Alkohol 80 %, Alkohol 90 %, Alkohol 100 % (absolut).
h. Mounting
Tujuan mounting untuk mengawetkan jaringan yang telah diwarnai. Zat yang
digunakan adalah entellan/ canada balsam.
Setelah dilakukan pewarnaan, object glass ditutup dengan cover slip

secara hati-hati agar tidak menghasilkan gelembung.

3.7.7 Analisis Data

Preparat histologi dibaca di Laboratorium Patologi Anatomi FK
Universitas Jember. Pembacaan dilakukan secara double blinding. Gambaran
histologi ginjal Rattus Novergicus didapat secara semikuantitatif dengan
menghitung persentase kerusakan tubulus dan derajat glomerulosklerosis.

Data yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan uji Kruskal Wallis.
Kemudian dilanjutkan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan dalam
setiap kelompok. Perbedaan pada tiap kelompok dinilai bermakna apabila nilai
p<0,05.
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3.8 Kerangka Operasional

Adaptasi hewan coba 7 hari

35

24 ekor
Randomisasi
I I
Kontrol Kelompok perlakuan
I |
ieetandar Diberi pakan tinggi lemak dan
pakan 40 hari
| I
Pengukuran Pengukuran GDP sebelum
GDP induksi STZ
]
Induksi STZ pada hari ke33
|
Pengukuran kadar gula darah
puasa
|
GDP tikus DM > 135 mg/dI
Randomisasi
I I I
Kontrol PBAl PBA2 PB
I I I I
Diet standart Diet beras Diet beras Diet beras
selama analog formula analog formula biasa
3 minggu 1 (3 minggu) 2 (3 minggu) (3 minggu)
v ,
Terminasi

Pembuatan preparat histopatologi

Pengamatan preparat histopatologi

v

Analisa Data

Gambar 3.2 Kerangka Operasional
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa

pemberian beras analog dapat menghambat terjadinya kerusakan ginjal

berdasarkan gambaran histopatologi pada tikus DM yang diinduksi STZ.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan peneliti pada penelitian ini adalah sebagai

berikut

a. beras analog terbukti dapat menghambat kerusakan ginjal sehingga dapat

dijadikan sebagai landasan ilmiah prevensi perubahan patologis ginjal.

b. Saran untuk penelitian selanjutnya :

1).

2).

3).

4).

diharapkan dilakukan pengukuran kadar GDP setiap minggu setelah
induksi STZ untuk memastikan tikus tetap dalam kondisi DM selama
perlakuan,

ditambah kelompok tikus model DM yang mendapat pakan standar
(kontrol positif) sebagai pembanding terhadap kelompok perlakuan
sehingga memastikan tikus pada kelompok perlakuan tetap dalam
kondisi DM dan penurunan KGD merupakan akibat dari pemberian
beras analog.

dilakukan pengukuran nilai indeks glikemi beras analog agar dapat
dibandingka dengan beras yang ada, dan

pengukuran terhadap GFR, albuminuria, serta kreatinin serum sebagai

indikator lain kerusakan ginjal.

c. pasien DM disarankan mengkonsumsi beras analog karena terbukti dapat

menghambat terjadinya kerusakan ginjal.

d. bagi tenaga kesehatan, beras analog dapat digunakan dalam pengelolaan

DM karena terbukti dapat menghambat kerusakan ginjal
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Lampiran 3.1 Susunan Diet Standart per 100 gram

LAMPIRAN

No Komponen Jumlah (g)
1. Tepung ikan 23
2. Kedelai 6
3. Dedak padi 4
4. Beras 35
5. Jagung 20
6. Tepung terigu 5
7. Mineral 2
8. Lemak 0
9. Tetes 2
10. | Multivitamin 0,5
11. | Garam 0,5
Total 100

(Sumber : Harrudin et al., 2017)
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Lampiran 3.2 Keterangan Persetujuan Etik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

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: 1. l}l /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 :

PENGARUH PEMBERIAN BERAS ANALOG TERHADAP GAMBARAN
HISTOPATOLOGI GINJAL PADA TIKUS YANG DIINDUKSI STZ

Nama Peneliti Utama : Prajesiaji Praba Kumara
Name of the principal investigator
NIM : 142010101008

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember
Name of institution

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

- Jeiiibes,, 20 Owtober 2017
2 MELIT A st o
27 SKetuglk T Etik Penelitian

19 ¢ 1
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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 dan pembacaan preparat histopatologi

ginjal agar didapat sediaan yang memenuhi syarat pembacaan.

» Pembacaan preparat histopatologi ginjal dilakukan oleh orang yang kompoten, minimal
oleh 2 orang serta menggunakan metode blinding.

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

lingkungan.
Mengetahui Jember, 10 Oktober 2017
, Ketya® omisi Etik Penelitian Reviewer
" AN —

(4

i ";Sp.PK dr. Desie Dwi Wisudanti, M.Biomed
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Lampiran 3.3 Perhitungan Dosis STZ

1. Dosis STZ =35 mg/KgBB

2. Kebutuhan STZ untuk 1 ekor tikus BB 180 gr
180 x 35 : 1000 = 6,3 mg/ekor

3. Kebutuhan STZ untuk 18 ekor tikus BB 180 gr
6,3x 18 =113,4 mg

4. Konsentrasi STZ dalam buffer sitrat adalah 22,5 mg/mL. Jumlah
yang diinjeksikan ke setiap tikus secara intra peritoneal adalah
sebagai berikut
6,3x1:22,5=0,28 mL
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Derajat

41 Data Hasil Pemeriksaan Double Blind
Glomerulosklerosis
Perlakuan Derajat Skor
Glomerulosklerosis

1 18% 1
2 0% 0
3 2% 1
Kontrol 4 0% 0
5 0% 0
6 4% 1

Median 1% 0,5
1 16% !
2 4% 1
3 28% 2
WEAL 4 16% 1
5 8% 1
6 2% 1

Median 12% 1,0
1 58% 3
2 20% 1
3 40% 2
P 4 54% 3
5 12% 1
6 44% 2

Median 42% 2,0
1 46% 2
2 76% 4
3 60% 3
RE 4 80% 4
5 68% 3
6 52% 3

Median 64% 3,0
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Lampiran 4.2 Data Hasil Pemeriksaan Double Blind Kerusakan Tubulus

Perlakuan

Persentase Kerusakan
Tubulus

Skor

Kontrol

10.7%

14.8%

10.5%

7.9%

10.8%

OO WN| -

10.2%

Median

11%

PBAl

26.1%

29.8%

20.0%

19.7%

17.2%

OO IWN -

34.1%

ooNNNoooo-gl—\l—\HHml—\

Median

23%

2%

PBA2

35.2%

32.4%

31.0%

31.6%

32.1%

OO WN|F-

30.6%

Median

32%

PB

69.3%

62.3%

56.7%

77.4%

51.1%

OB IWIN| -

60.1%

bbmbbb—gwwwwww

Median

61%

4,0
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Lampiran 4.3 Analisis Data

1. Uji Kruskal Wallis

Ranks
| Kelompok [N Mean Rank
SkorGlomerulus kontrol 6 5.25
PBA1 6 9.67
PBA3 6 14.67
PB 6 20.42
Total 24
SkorTubulus kontrol 6 3.75
PBA1 10.75
PBA3 14.00
PB 21.50
Total 24
Test Statistics*®
Skor
Glomerulus SkorTubulus
Chi-Square 16.817 21.105
df 3 3
Asymp. Sig. .001 .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok

2. Uji Mann Whitney
a. Kelompok Kontrol dengan PBA1

Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus  kontrol 4.75 28.50
PBA1 8.25 49.50
Total 12
SkorTubulus kontrol 3.75 22.50
PBA1 9.25 55.50
Total 12
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Test Statistics®

SkorGlomerulus | SkorTubulus
Mann-Whitney U 7.500 1.500
Wilcoxon W 28.500 22.500
Z -2.021 -2.815
Asymp. Sig. (2-tailed) .043 .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .093P .004°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
b. Kelompok Kontrol dengan PBA2
Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus  kontrol 6 4.00 24.00
PBA2 6 9.00 54.00
Total 12
SkorTubulus kontrol 3.50 21.00
PBA2 9.50 57.00
Total 12

Test Statistics?

SkorGlomerulus | SkorTubulus
Mann-Whitney U 3.000 .000
Wilcoxon W 24.000 21.000
Z -2.519 -3.207
Asymp. Sig. (2-tailed) .012 .001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .015P .002°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
c. Kelompok Kontrol dengan PB
Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus  kontrol 3.50 21.00
PB 9.50 57.00
Total 12
SkorTubulus kontrol 3.50 21.00
PB 9.50 57.00
Total 12
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Test Statistics®

SkorGlomerulus | SkorTubulus
Mann-Whitney U .000 .000
Wilcoxon W 21.000 21.000
z -2.950 -3.108
Asymp. Sig. (2-tailed) .003 .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
d. Kelompok PBAL1 dengan PBA2
Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus  PBA1l 4.83 29.00
PBA2 8.17 49.00
Total 12
SkorTubulus PBA1l 5.00 30.00
PBA2 8.00 48.00
Total 12

Test Statistics?

SkorGlomerulus | SkorTubulus
Mann-Whitney U 8.000 9.000
Wilcoxon W 29.000 30.000
z -1.805 -1.915
Asymp. Sig. (2-tailed) .071 .056
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1320 .180°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
e. Kelompok PBAL dengan PB
Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus  PBAL 3.58 21.50
PB 9.42 56.50
Total 12
SkorTubulus PBA1l 3.50 21.00
PB 9.50 57.00
Total 12
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Test Statistics®

SkorGlomerulus | SkorTubulus
Mann-Whitney U .500 .000
Wilcoxon W 21.500 21.000
z -2.939 -3.035
Asymp. Sig. (2-tailed) .003 .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
f. Kelompok PBA2 dengan PB
Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
SkorGlomerulus ~ PBA2 4.50 27.00
PB 8.50 51.00
Total 12
SkorTubulus PBA2 6 3.50 21.00
PB 6 9.50 57.00
Total 12

Test Statistics?

SkorTubulus

SkorGlomerulus
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 27.000
z -2.015
Asymp. Sig. (2-tailed) .044
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .065"

.000
21.000
-3.207
.001
.002°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Lampiran 4.4 Kadar Gula Darah Puasa Tikus

67

Kelompok X + Standar Deviasi
Sebelum STZ Sesudah STZ Sesudah Perlakuan
PBA1l 88 + 9,919 410,67 + 104,546 74,67 + 11,20
PBA2 96,16 + 12,967 370 + 119,788 97,17 + 23,44
PB 87 + 20,089 379 + 136,866 89,33 + 19,32
KO 83,33 + 12,738 98,83 + 18,02683 75,83 + 6,76
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Lampiran 4.5 Perhitungan Kalori Pakan Tikus

a. Intake kalori tikus per hari

68

Kelompok I?Ifliglr/il%%kggl Pakan g pafaﬂ/sf?ari pgki;r:/ahk;ri II:]atfaoi;?
PBA1 366.7744* 20 g 1.86 g 18.14 g 66.5442
PBA2 378.4687* 209 1619 18.39 ¢ 69.6175

PB 353.0705* 20 g 1.49 g 18.51 g 65.3609
KO 367.6252* 209 2.82¢ 17.18 g 63.1711
* lihat poin d dan e
b. Hasil uji Mann Whitney intake kalori
PBA2 PB KO
0,078 0,522 0,016*

0,078

PB

0,522

KO

0,016*

*perbeda signifikan

¢. Komponen kimia dan kalori beras analog

Kandungan BALl (%) BA2 (%) PB (%)
Serat 1,7749 1,0642 0,4053
Amilosa 19,1345 20,4738 16,1429
Amilopektin 31,3199 35,5057 40,1496

(Sumber : Hairrudin et al., 2017)



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

d. kalori beras analog

69

Karbohidrat (%) | Protein (%) | Lemak (%) | Kalori (kkal/100gram)*
BAl | 78,3942 8,4844 2,1400 366,7744
BA2 | 81,6924 6,4180 2,8919 378,4687
PB 77,6475 90,4481 0,5209 353,0705

*perhitungan kalori berdasarkan faktor konversi Atwater (satu gram karbohidrat = 4kkal,

satu gram protein = 4kkal, saru gram lemak = 9kkal) menurut Almatsier (2003)

e. Kalori diet standar per 100 gram

Komponen Jumlah | Karbohidrat | protein (%) | Lemak (%) | Kalori
(9) (%) (Kkal)*
Tepung ikan® 23 33.76 60 2.54 91.517
Kedelai® 6 34.8 34.9 18.1 26.502
Dedak padi® 4 67.15 9.29 10.28 15.9312
Beras® 35 88 10.9 0.6 140.35
Jagung® 20 74.26 9.45 4.74 75.5
Tepung terigu® 5 77.3 8.9 1.3 17.825
Mineral 2 - - - -
Lemak 0 - - - -
Tetes 2 - - - -
Multivitamin 0,5 - - - -
Garam 0,5 - - - -
Total 100 367.6252

*perhitungan kalori berdasarkan faktor konversi Atwater (satu gram karbohidrat = 4kkal,

satu gram protein = 4kkal, saru gram lemak = 9kkal) menurut Almatsier (2003)

Sumber: (1) = Jassim (2010)
(2) = Koswara (1992)
(3) = Hermanianto et al., (1997)
(4) = Setiyaningsih (2008)
(5) = USDA (2016)
(6) = Departemen Kesehatan R1 (1996)
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Lampiran 4.6 Metode Pengukuran Beras Analog dan Beras Biasa

a. Metode pengukuran serat

Sampel kering sebanyak 2 gram diekstraksi lemaknya dengak soxhlet
kemudian dipindahkan ke dalam erlenmeyer 600 ml dan kalau ditambahkan 0,5
gram asbes yang telah dipijarkan dan 3 tetes anti buih. Kemudian ditambahkan
200 ml larutan H2SO4 mendidih (1,25 g H2SO4 pekat/100 mi= 0,225 N H>SOg4)
dan ditutup pendingin balik kemudian didihkan selama 30 menit dan digoyang-
goyang. Suspensi kemudian disaring dengan kertas saring dan residu yang
tertinggal dalam erlenmeyer dicuci dengan aquades mendidih. Residu dalam
kertas saring dicuci sampai air cucian tidak bersifat asam lagi (uji dengan kertas
lakmus). Residu dalam kertas saring dipindahkan secara kuantitatif ke dalam
erlenmeyer kembali dengan spatula dan sisanya dicuci dengan laruta NaOH
mendidih (1,25 g NaOH/100 ml = 0,313 N NaOH) sebanyak 200 ml sampai
semua residu masuk ke dalam erlenmeyer. Cairan kemudian didihkan dengan
pendingin balik selama 30 menit sambil digoyang-goyangkan. Residu kemudian
disaring dengan kertas saring yang diketahui beratnya sambil dicuci dengan
larutan K>SO4 10%. Residu kemudian dicuci dengan aquades mendidih dan dicuci
dengan lebih kurang 15 ml alkohol 95%. Kertas saring dengan isinya kemudian
dikeringkan pada suhu 110°C sampai berat konstan (1-2 jam), didinginkan dalam
eksikator dan ditimbang.

berat serat kasar (g)

Kadar serat (%) = ---=-=-=-===-=cmcenoccecue- x 100%
berat serat sampel (g)

b. Metode pengukuran amilosa

Kadar amilosa ditentukan menggunakan metode spektrofotometri dengan
prinsip pewarnaan menggunakan iodine dan dihitung sebagai blue value. Sempel
sebanyak 100mg ditempatkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan

dengan 1 ml etanol 95% dan 9 ml NaOH 1N. campuran dipanaskan dalam air
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mendidih hingga terbentuk gel dan selnjutnya selurh gel dipindahkan ke dalam
labu takar 100ml. Gel ditambahkan dengan air dan dikocok, kemudian ditepatkan
hingga 100ml dengan air. Sebanyak 5 ml larutan dimasukkan ke dalam labu takar
100ml dan ditambahkan dengan 1ml asam asetat 1 N dan 2ml larutan iod. Larutan
ditepatkan hingga 100ml, kemudian dikocok dan dibiarkan selama 20 menit .
intensitas warna biru diukur dengan spektrofotometri pada panjang gelombang
625nm. Kadar amilosa dihitung berdasarkan persamaan kurva strandar amilosa.

Kadar amilopektin dihitung berdasarkan selisih antara kadar pati dan amilosa.

c. Metode pengukuran pati

Sebanyak 3 gram sampel dimasukkan dalam gelas piala 250ml, kemudian
ditambahkan 50ml aquades dan diaduk selama 1 jam. Suspensi disaring dengan
kertas saring dan dicuci dengan aquades sampai volume filtrasi 250ml. filtrate ini
mengandung karbohidrat yang larut dan dibuang. Residu pada kertas saring dicuci
5 kali dengan 10ml ether, biarkan ether menguap dari residu, kemudian cuci lagi
dengan 150ml alkohol 10% untuk membebaskan lebih lanjut karbohidrat yang
terlarut. Residu dipindahkan secara kuantitatif dari kertas saring ke dalam
Erlenmeyer dengan pencucian 200ml aquades dan tambahkan20 ml HCI + 25%,
tutup pendingin balik dan panaskan di atas penagas air mendidih selama 2,5 jam.
Setelah dingin netralkan dengan larutan NaOH 45% dan encerkan sampai volume
100ml, kemudian disaring. Penentuan kadar pati yang dinyatakan sebagai glukosa
dari filtrate yang diperolen. Penentuan glukosa menggunakan cara
spektrofotometri dengan metode Nelson-somogyi. Berat glukosa dikali 0,9

merupakan berat pati.
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