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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas tempe kedelai hitam terhadap kadar IL-6 pada
tikus diabetes mellitus tipe 2. Sebanyak 20 tikus terbagi menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu normal
(N), diabetes mellitus (K-), glibenclamid (K+), ekstrak tempe kedelai hitam (P1). Tikus jantan Wistar
digunakan sebagai model DMT2 yang diobati dengan injeksi diet tinggi lemak (HFD) dan Streptozotosin
(STZ) hingga kadar glukosa darah mencapai 200 mg/dl. Percobaan dilakukan dengan memberikan
ekstrak tempe kedelai hitam selama 28 hari pada 5 tikus. Serum darah diambil dari jantung dan
dilakukan Pemeriksaan kadar interleukin-6 (IL-6) dilakukan dengan metode Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Analisis data menggunakan uji one way Anova. Hasil penelitian
menunjukkan kadar IL-6 kelompok tikus dengan perlakuan pemberian ekstrak tempe kedelai hitam yaitu
150.6 pg/ml yang artinya terdapat pengaruh pemberian ekstrak tempe kedelai hitam terhadap penurunan
kadar interleukin 6 (IL-6) pada tikus DMT2.

Kata Kunci: Diabetes mellitus tipe 2; interleukin 6; tempe kedelai hitam.

ABSTRACT

This study aimed to determine effectiveness of black soybean tempeh on IL-6 levels in type 2 diabetes
mellitus rats. A total of 20 rats were divided into 4 treatment groups namely normal (N), diabetes
mellitus (K-), glibenclamid (K +), soybean tempe extract black (P1). Wistar male rats were used as
T2DM models treated with injection of high-fat (HFD) and Streptozotosin (STZ) diets until blood
glucose levels reached 200 mg/dl. The experiment was carried out by giving 28 days of black soybean
tempe extract to 5 rats. Blood serum was taken from the heart and carried out Examination of interleukin-
6 (IL-6) was carried out by the Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Data analysis
using one way Anova test. The results showed IL-6 levels of rats treated with extracts of black soybean
tempe ie 150.6 pg/ml, which meant that there was an effect of the administration of black soybean tempe
extract on the reduction of interleukin 6 (IL-6) levels in DMT2 rats.

Keywords: Black soybean tempe; interleukin 6; type 2 diabetes mellitus.

Manuskrip disubmisi pada 04-07-2023;
disetujui pada 01-08-2023.

PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan penyakit yang mendunia dan tersebar luas hingga Negara
India, China, dan Amerika. Indonesia merupakan Negara keempat setelah India sebagai Negara
dengan penderita diabetes mellitus terbanyak. Menurut International Diabetes Federation
(IDF), pada tahun 2035 jumlah penderita diabetes mellitus diperkirakan akan meningkat
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menjadi 592 juta orang dan 90% diantaranya adalah diabetes mellitus tipe 2 (kemenkes, 2014).

Diabetes mellitus tipe 2 adalah salah satu penyakit yang menyebabkan peningkatan resiko
kematian dan penurunan kualitas hidup akibat berbagai komplikasi serius (Lathifah, 2017).

Diabetes mellitus tipe 2 merupakan penyakit gangguan metabolik karena disfungsi insulin
(Alberti & Zimmet, 1998). Insulin yang mengalami gangguan menyebabkan hiperglikemia
yang cenderung menimbulkan stres oksidatif dan memicu autooksidasi glukosa sehingga
terbentuk Reactive Oxygen Spesies (ROS) (Rahmawati, 2014). Peningkatan stres oksidatif
ditandai dengan peningkatan produksi radikal bebas dan penurunan antioksidan dalam tubuh
(Sabuluntika & Fitriyono, 2013). Oksigen radikal akan merusak DNA inti sehingga proses
glikolisis terganggu dan menyebabkan munculnya jalur advanced glycation end-products
(AGEs) (Mulyati, 2016) dan meningkatkan kadar IL-6 penyebab kerusakan vaskuler seperti
inflamasi ( Yuniarti et al., 2018; Yasa, 2014; Seeley, 2004).

Diabetes mellitus tipe 2 yang semakin meningkat setiap tahunnya terjadi karena adanya
faktor genetik dan faktor gaya hidup ( Yuniarti et al., 2018; Syamsurizal, 2017). Faktor genetik
seperti riwayat keluarga diabetes mellitus dan faktor gaya hidup utama penyebab diabetes
mellitus yaitu obesitas, makanan tinggi gula, dan kurangnya aktifitas fisik (Gibney & Michael,
2008). Solusi alternatif untuk mengatasi diabetes mellitus tipe 2 yaitu beralih pada makanan
kaya antioksidan dan tinggi serat. Salah satunya dengan pemanfaatan tempe.

Tempe adalah salah satu makanan olahan kedelai khas Indonesia yang diproses melalui
fermentasi sehingga senyawa kompleks di dalam biji kedelai dapat diurai dan mudah dicerna
(Badan Standarisasi Nasional, 2012). Senyawa organik kompleks selama fermentasi dipecah
menjadi molekul yang lebih kecil oleh mikroorganisme sehingga dapat meningkatkan kadar
isolavon (Sanjukta & Rai, 2016). Kedelai sebagai olahan tempe dapat dimodifikasi
menggunakan kedelai hitam dikarenakan tempe kedelai kuning memiliki kandungan
antioksidan lebih rendah dari pada tempe kedelai hitam (Wihandini & A. Lily, 2012). Salah
satu kedelai hitam andalan Balitkabi adalah kedelai hitam galur Detam 2 (Balitkabi, 2012).
Tempe kedelai hitam mengandung antioksidan yang berupa isoflavon yang berperan sebagai
antidiabetik dengan melindungi sel beta pankreas dari stres oksidatif akibat induksi glukosa
(Rahmawati, 2014), menurunkan kadar interleukin (IL-6) (Herawati et al.,, 2014),
menghilangkan oksigen radikal bebas, dan meningkatkan antoksidan (Nurrahman, 2015;
Sabuluntika & Fitriyono, 2013).

Berdasarkan uraian di atas, peneliti melakukan studi tentang aktifitas immunostimulan
pada tikus wistar diabetes mellitus tipe 2 menggunakan ekstrak tempe kedelai hitam dengan
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tujuan untuk mengetahui efektivitas tempe kedelai hitam terhadap penurunan kadar 1L-6 pada

tikus wistar diabetes mellitus tipe 2.

METODE PENELITIAN

Penelitian eksperimen ini dilaksanakan di laboratorium biologi molekuler Universitas
Negeri Malang dan laboratorium faal Universitas Brawijaya Malang selama 3 bulan dari Juli-
September. Penelitian menggunakan hewan uji berupa tikus Ratus novergicus galur wistar
jantan berat badan antara 120-180 g sebanyak 20 ekor yang diperoleh dari Malang Murine
Farm, Singosari, Kabupaten Malang. Kedelai hitam diperoleh dari balai penelitian tanaman
aneka kacang dan umbi Malang.
Persiapan Hewan Uji

Tikus Ratus novergicus galur wistar jantan dengan umur 6 minggu dan berat badan antara
120-180 g sebanyak 20 ekor diaklimatisasi di kandang Jurusan Biologi FMIPA UM. Prosedur
pemeliharaan dan perlakuan hewan coba telah mendapatkan persetujuan dari komisi etik
dengan nomor (No: 878-KEP-UB).
Pembuatan Tikus Model DMT?2

Pakan high fat diet (HFD) dengan bahan sebagai berikut: 1) higrow pokphan 551 30%,
2) tepung terigu 9.9%, 3) jagung 20%, 4) kuning telur bebek 10%, 5) asam kolat 0.1%, 6)
minyak jelantah 30%. Pemberian pakan dilakukan sehari sekali selama 45 hari. Pakan normal
mengandung lemak 5% dan protein 16%. Setelah pemberian HFD, tikus dipuasakan semalam,
hewan kemudian dinjeksikan Streptozotocin (STZ) dengan dosis rendah (30 mg/kg berat badan
dalam 0.1% citrate-buffered saline, pH 4.5) secara intraperitonial sebanyak 0.1 ml. Tikus
DMT?2 ditunjukkan dengan kadar glukosa darah lebih dari atau sama dengan 200 mg/dl.
Pembuatan Ekstrak Tempe Kedelai Hitam

Pembuatan larutan ekstrak tempe kedelai hitam yaitu menimbang bubuk ekstrak tempe
kedelai hitam sebanyak 2.7 g, kemudian larutkan dalam 15 ml aquades. Kemudian
dihomogenkan dengan magnetic stirer selama 1 jam. Selanjutkan dilakukan pemisahan dengan
sentrifuge. Setelah larutan terpisah antara natan dan supernatan. Supernatan (kedelai hitam)
diambil dengan mikro pipet dan masukkan ke dalam botol berwarna gelap sebagai larutan stok
dengan kadar 0.1 g/ml.
Perlakuan Hewan Uji

Terdapat 4 desain perlakuan. Tiap perlakuan menggunakan 5 ekor tikus yaitu normal (N),
diabetes mellitus (K-), glibenclamid (K+), dan ekstrak tempe kedelai hitam (P1). Ekstrak tempe
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kedelai hitam diberikan secara oral melalui sonde lambung sebanyak 1.5 ml/ekor selama 28
hari. Pada hari ke-28 dilakukan pembedahan untuk pengambilan serum darah dari jantung
sebanyak 200 mikrolit. Eutanasi menggunakan eter. Sampel darah diambil dari jantung
individu tikus melalui spuit ukuran 5 ml. Dilanjutkan pemisahan dengan sentrifuge. Serum yang
diperoleh disimpan pada suhu -200 °C.
Pemeriksaan Kadar Interleukin 6
Pemeriksaan kadar interleukin-6 (IL-6) menggunakan metode Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Tahap pertama melakukan coating antigen dengan
perbandingan 1:50 kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 4°C. selanjutkan dilakukan
washing menggunakan 100 pl PBS-T selama 3 menit sebanyak 3 kali pencucian, dan
selanjutnya dilakukan blocking menggnakan BSA 1% dalam PBS kemudian di inkubasi selama
1-1.5 jam pada suhu ruang, dilanjutkan washing menggunakan 100 pl PBS-T selama 3 menit
sebanyak 3 kali pencucian, dan melanjutkan dengan coating antibody primer dalam BSA 1%
dengan perbandingan 1:1000 kemudian diinkubasi selama semalam pada suhu 4°C. Selanjutkan
dilakukan washing menggunakan 100 ul PBS-T selama 3 menit sebanyak 3 kali pencucian.
Melakukan coating antibody sekunder dalam PBS dengan perbandingan 1:1000. dilanjutkan
washing menggunakan 100 pl PBS-T selama 3 menit sebanyak 3 kali pencucian. Menambahkan
SA-HRP 1:1000. dilanjutkan washing menggunakan 100 pl PBS-T selama 3 menit sebanyak 3
kali pencucian, menambahkan sureblue TMB dan diinkubasi salama 30 menit pada suhu ruang
dan keadaan gelap. Diakhiri dengan elisa reader.
Analisis Data
Data yang diambil adalah kadar glukosa darah sebelum dan setelah perlakuan. Data kadar
interleukin 6 yang dilakukan dengan metode ELISA pada serum darah jantung tikus. Analisis
statistik menggunakan uji anova satu jalur taraf kepercayaan 95 %. Uji lanjut hasil kadar gula

darah dan kadar interleukin 6 pada tiap perlakuan menggunakan uji DMRT.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Penelitian

Berdasarkan pengamatan yang dilakuan diperoleh hasil bahwa rerata nilai glukosa darah
puasa tikus DMT2 yang diberikan ekstrak tempe kedelai hitam selama perlakuan 45 hari
mengalami penurunan sebesar 230.4 mg/dL yaitu dari 378.8 mg/dl menjadi 148.4 mg/dl.
Sedangkan untuk tikus DMT2 pada perlakuan glibenclamid mengalami rata rata penurunan
glukosa darah sebesar 225.2 mg/dl. Perlakuan (K-) mengalami rata-rata penurunan glukosa
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darah sebesar 19.4 mg/dl yaitu dari 280 mg/dl menjadi 260.6 mg/dl. Sedangkan pada tikus
dengan perlakuan normal mengalami rata rata penurunan glukosa darah sebesar 7.2 mg/dl yaitu
dari 81.2 mg/dl menjadi 74 mg/dl (Gambar 1).
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Gambar 1. Rata-rata kadar gula darah puasa tikus DMT2

Perlakuan tikus yang diberi perlakuan normal memiliki kadar IL-6 155.60 pg/ml,
sedangkan perlakuan tikus (K-) memiliki kadar IL-6 168.60 pg/ml, pada perlakuan obat gliben
clamid (K+) memiliki kadar 1L-6 148.60 pg/ml, selanjutnya kelompok tikus dengan perlakuan
pemberian ekstrak tempe kedelai hitam memiliki kadar I1L-6 150.60 pg/ml (Gambar 2).
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Gambar 2. Pengaruh jenis perlakuan terhadap kadar IL-6 (signifikan pada p < 0.05)

Rata-rata hasil uji anova satu jalur (p<0.05) pada kadar IL-6 selama 45 hari memiliki
perbedaan yang signifikan (Tabel 1). Ekstrak tempe kedelai hitam berpengaruh terhadap
penurunan kadar IL-6 pada tikus DMT2. Hal ini ditunjukkan bahwa dibandingkan perlakuan
pakan normal dan tanpa obat kadar IL-6 keduanya cenderung tinggi yaitu 155.60 pg/ml dan
168.60 pg/ml. sedangan perlakuan obat glibenclamid dan ekstrak tempe kedelai hitam satu sama
lain tidak berbeda nyata. Kadar IL-6 dengan pemberian obat gliben clamid lebih rendah
dibandingkan kadar IL-6 dari pemberian ekstrak tempe kedelai hitam.
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Tabel 1. Rata-rata kadar interleukin 6 berdasarkan uji one way anova

Perlakuan N Mean S.td.. Std. 95% Confidence Interval for Mean Min Max
Deviation ~ Error Lower Bound Upper Bound
N 5 155.6000 3.97492 1.77764 150.6645 160.5355 149.00 159.00
K- 5 168.6000 6.02495 2.69444 161.1190 176.0810 159.00 175.00
K+ 5 148.6000 10.06479 450111 136.1029 161.0971 139.00 162.00
P1 5 150.6000 4.92950 2.20454 144.4792 156.7208 146.00 159.00
Total 20  155.8500 10.06440 2.25047 151.1397 160.5603 139.00 175.00
Pembahasan

Penurunan kadar glukosa darah pada perlakuan penambahan ekstrak tempe kedelai hitam
lebih signifikan dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak
tempe kedelai hitam dapat memicu penurunan kadar gula dalam darah. Tempe merupakan
bahan makan rendah lemak, tinggi protein dan kaya antioksidan (Rahmi et al., 2018). Tempe
kedelai kuning memiliki kandungan antioksidan lebih rendah dari pada tempe kedelai hitam
(Wihandini & Lily, 2012). Penggunaan tempe kedelai hitam bertujuan untuk memudahkan
penyerapan kandungan antioksidan di dalam tempe kedelai hitam menjadi lebih sederhana.
Selain lemak rendah dan protein tinggi, di dalam tempe kedelai hitam mengandung serat yang
tinggi (Ratnaningsih et al., 2017; Widoyo et al., 2015).

Tingginya nilai serat yang larut dalam darah dapat berikatan dengan molekul air dan gula
yang mengakibatkan glukosa tidak tercerna dengan optimal. Proses ini secara tidak langsung
dapat menurunkan kadar glukosa darah. Sedangkan peningkatan glukosa postprandial akan
dihambat oleh serat yang tidak larut dalam darah dengan cara peningkatan viskositas makanan
di saluran pencernaan. Proses ini secara otomatis dapat menurunkan resistensi insulin ( Putri et
al., 2016; Maulida & Estiasih, 2014; Takano et al., 2013). Sedangkan serat pangan yang larut
memiliki viskositas yang tinggi dan mengurangi kecepatan absorbansi glukosa, kolesterol, dan
trigliserida usus halus (Kustanti, 2017). Kerusakan pembuluh darah (endothelial dysfunction)
merupakan tanda awal kerusakan jaringan akibat peningkatan kadar glukosa (Li et al., 2015).

Ekstrak tempe kedelai hitam dapat menurunkan gula darah penderita DM tipe 2 salah
satunya karena mengandung isoflavon. Jenis isoflavon yang utama pada kedelai adalah
genistein dan daidzein sebagai obat anti diabetik ( Rahmi et al., 2018; Nurrahman, 2015).
Isoflavon memiliki banyak manfaat dalam tubuh seperti mengurangi radikal bebas karena
isoflavon merupakan antioksidan alami. Proses yang terjadi ialah dengan menetralkan gugus
OH fenolik sehingga proses inflamasi terhambat (Nurrahman, 2015; Sabuluntika & Fitriyono,

2013). Selain itu, penurunan kadar gula darah puasa yang diintervensi ekstrak tempe kedelai
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hitam memiliki nilai Indeks Glikemik (1G) yang rendah dan juga seratnya yang tinggi sehingga
glukosa dalam darah menurun dan kerja insulin kembali optimal. (Azrimaidaliza, 2011).

Penurunan kadar interleukin 6 (IL-6) pada pemberian obat glibenklamid terjadi karena
obat diabet tersebut merangsang pertumbuhan sel beta pankreas yang rusak secara lebih cepat.
Namun, obat antidiabetes umumnya menimbulkan beberapa resiko bagi tubuh. Oleh karena itu,
dikembangkan alternatif pangan tradisional untuk penderita diabetes mellitus yang relatif aman
dalam waktu jangka panjang (Sari et al., 2016). Penggunaan tempe kedelai hitam bertujuan
untuk memudahkan penyerapan kandungan antioksidan di dalam kedelai hitam menjadi lebih
sederhana. Ekstrak Tempe kedelai hitam mengandung antioksidan yang berupa isoflavon yaitu
genistein dan daidzein yang berperan sebagai sebagai antidiabetik dengan melidungi sel beta
pankreas dari stres oksidatif dan meningkatkan antoksidan sehingga memicu penurunan
sitokininin proinflamasi IL-6 (Nurrahman, 2015; Herawati et al., 2014; Sabuluntika &
Fitriyono, 2013). Genistein dapat meredam inflamasi retina (Ibrahim et al., 2010) dan mencegah
nefropati pada tikus (Choi et al., 2010).

IL-6 adalah biokimia endogen yang aktif selama pematangan sel B dan salah satu
sitokinin yang memediasi peradangan (inflamasi) dan mampu menginduksi pengeluaran protein
fase akut C-Reactive Protein (CRP) oleh hati (Naseem et al., 2016; Lv et al., 2012;). Sitokin ini
menimbulkan proses pertahanan inflamasi dan kerusakan jaringan. Interleukin 6 diproduksi
pada berbagai jaringan seperti makrofag, adiposit, dan sel sistem kekebalan tubuh. Tingkat
sirkulasi IL-6 berkorelasi dengan Body Mass Index (BMI), resistensi insulin, dan intoleransi
terhadap karbohidrat dan glukosa darah (Lv et al., 2012). IL-6 juga bersifat antagonis dengan
sekresi adiponektin dan meningkatkan gluconeogensis (Ouchi et al., 2011; Nishimura et al.,
2009).

Subbagian pembahasan berisikan penjelasan komprehensif dari temuan yang diperoleh
dari penelitian yang telah dipaparkan pada bagian hasil penelitian. Dalam pembahasan peneliti
perlu memaparkan komparasi hasil penelitian yang telah dilakukan dengan penelitian terdahulu
serta kebaharuan dari hasil penelitian yang dilakukan.

KESIMPULAN

Pemberian ekstrak tempe kedelai hitam pada tikus galur wistar diabetes mellitus tipe 2
terbukti efektif terhadap penurunan kadar glukosa darah dan Interleukin-6 (IL-6). Penurunan
kadar glukosa darah dapat menghambat tingkat kerusakan jaringan dan peradangan (inflamasi)
pada penderita diabetes mellitus tipe 2 yang disebabkan oleh interleukin-6 (IL-6).
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