Pengaruh Tempe terhadap Kadar Gula Darah
dan Kesembuhan Luka pada Tikus Diabetik
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PENDAHULUAN

Tempe merupakan makanan tradis-
ional Indonesia yang dijuluki “super-
food”. Predikat tersebut diberikan
oleh karena pengaruh manfaat dan
nilai gizi tempe terhadap kesehatan.
Meskipun demikian popularitasnya
menurun seiring citra buruk tempe
(dibuat dengan cara dan teknologi
tidak higienis) yang masih melekat .
Tempe telah hampir 7 tahun digu-
nakan oleh tenaga medis dan gizi di
Kutai Timur sebagai menu utama un-
tuk mengatasi luka yang sukar sem-
buh pada penderita kaki diabetik.
Dalam menu tersebut semua lauk
hewani diganti dengan lauk tempe.
Tempe diduga berperan dalam pen-
geringan luka dan penurunan jumlah
nanah pada luka melalui efek hipog-
likemiknya.

Secara turun-temurun tempe telah
dipercaya masyarakat sebagai salah
satu alternatif pengendalian gula
darah meskipun masih sedikit pub-
likasi ilmiah mekanisme tempe seba-
gai antihiperglikemik. Kandungan iso-
flavon dalam tempe diduga berperan
penting dalam proses pengendalian
gula darah; beberapa penelitian telah
menghubungkan konsumsi isoflavon
dengan rendahnya risiko diabetes dan
pencegahan komplikasinya?3.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui efek hipoglikemik tempe,
menggunakan tikus sebagai model
hewan percobaan. Data efek hipo-
glikemik tersebut digunakan untuk

mengetahui apakah kesembuhan luka
pada tikus diabetes dipengaruhi oleh
aktivitas pengendalian gula darah dari
tempe.

PROSEDUR PENELITIAN
Pembuatan Tempe

Pembuatan tempe dilakukan di indus-
tri tempe tradisional di Bogor den-
gan metode yang umum digunakan
masyarakat®. Kedelai (Glycine max) va-
rietas Americana diperoleh dari Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumberdaya Gene-
tik Pertanian, Departemen Pertanian,
Cimanggu, Bogor dan R. oligosporus
strain-ITBCC L-46 diperoleh dari Lab-
oratorium Mikro dan Teknologi Bio-
proses, Fakultas Teknik Kimia, Institut
Teknologi Bandung.

Prosedur pembuatan tempe diawali
dengan pencucian kedelai kemudian
direbus selama %2 jam pada suhu
99,5°C. Setelah masak kedelai lang-
sung direndam dengan bekas cucian
kedelai selama 28 jam. Kemudian di-
lakukan dua kali pembersihan kedelai
dari kulit. Pencucian pertama meng-
gunakan air bekas rendaman dan yang
kedua menggunakan air bersih. Set-
elah bersih kemudian ditiriskan dan
selanjutnya kedelai diberi inokulum
Rhizopus oligosporus (strain ITBCC
L-46) 0,3g / 100g berat kedelai yang
telah direbus'. Setelah kedelai dibung-
kus (packing) kemudian dilakukan fer-
mentasi selama 48 jam (Gambar 1).

Gambar 1. Prosedur pembuatan tempe
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Pembuatan Diabetes pada Hewan
Percobaan (Tikus)

Tikus Sprague Dawley (jumlah 50
ekor, berusia 8 minggu, jantan, berat
200+10g, berasal dari BPOM-RI) di-
adaptasikan terlebih dahulu selama 10
hari di kandang metabolik dan diberi-
kan diet standar (kasein) dengan kom-
posisi sesuai dengan AIN-93M°.

Diabetes diinduksi pada tikus dengan
cara diinjeksi i.p. (intraperitoneal) den-
gan 40mg/kg bb STZ (Streptozotocin,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
sedangkan sebagai kontrol (non dia-
betes) tikus diinjeksi i.p. menggunakan
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,4.
Dosis PBS disesuaikan dengan volume
STZ yang diberikan pada kelompok
diabetes. Selama periode pembuatan
diabetes (7 hari), semua tikus menda-
patkan diet standar (kasein).

Pada hari ke-7 pasca induksi STZ kadar
gula darah diukur. Tikus dinyatakan
diabetes apabila konsentrasi glukosa
plasma yang berasal dari pembu-
luh darah vena ekor tikus >250mg/
dL ¢  Pengukuran menggunakan
strip  glukosa-oksidasi  (OneTouch®
Ultra TM, Lifescan). Tikus yang telah
diabetes, diacak dan dikelompok-
kan menjadi kelompok perlakuan
Kontrol+Diabetes, Tempe1+Diabetes,
dan Tempe2+Diabetes. Pengelompo-
kan yang sama juga dilakukan pada
perlakuan non diabetes yang meliputi
kelompok Kontrol, Tempe1 dan Tem-
pe2. Jumlah ulangan untuk masing-
masing kelompok adalah 3 ekor tikus
dengan simpangan berdasarkan berat
badan awal + 10g.

Pembuatan Luka pada Hewan Per-
cobaan (Tikus)

Setelah tikus memenuhi kriteria diabe-
tes dan non diabetes, dilakukan pro-
sedur pembuatan luka. Tikus terlebih
dahulu dianestesi intraperitoneal den-
gan ketamin (15mg/100g.bb tikus) dan
xylazin (1mg/100g.bb tikus), kemudian
kulit di daerah punggung dicukur dan
dibersihkan. Kulit tikus pada daerah
punggung dilukai dengan menggu-
nakan skalpel dan gunting dengan
ukuran 0.8 x 0.8cm.

Gambar 2. Pembuatan luka pada tikus

Prosedur Pembuatan Diet

Tempe hasil fermentasi kedelai diker-
ing-bekukan (freeze dried) selama 48
hingga 50 jam. Selanjutnya dianalisis
kandungan gizinya meliputi protein,
lemak, asam lemak, mineral, asam
amino dan isoflavon. Hasil analisis
tersebut diperlukan untuk menentu-
kan jumlah tempe yang akan diguna-
kan sebagai diet percobaan hewan
(tikus).

Selama perlakuan (dimulai 7 hari pas-
ca induksi STZ hingga akhir penelitian)
tikus mendapat diet masing-masing
sesuai dengan kelompok perlakuan.
Diet kasein diberikan pada kelompok
Kontrol dan Kontrol+Diabetes. Tempe
dengan jumlah yang sesuai dengan
kandungan asam amino arginin 1,4%
diberikan pada kelompok Tempe1
dan Tempel+Diabetes, sedangkan
jumlah tempe yang sesuai dengan
kandungan asam amino arginin 1,6 %
diberikan pada kelompok Tempe2 dan
Tempe2+Diabetes. Dosis asam amino
arginin sebesar 1,4 %, mengacu pada
literatur bahwa dosis tersebut ber-
peran dalam proses kesembuhan luka
diabetik pada tikus’®. Dosis arginin 1,6

070520084

% ditentukan untuk memberi kompo-
sisi diet yang cukup berbeda dengan
kelompok Kontrol, Kontrol+Diabetes,
Tempe1 dan Tempel+Diabetes baik
sumbangan energi, protein, dan le-
maknya. Sumbangan asam amino
arginin yang berasal dari diet kasein
sebesar 0,5 % digunakan sebagai kon-
trol.

Diet didasarkan pada American In-
stitute of Nutrition / AIN-93M° (Ta-
bel 1). Diet dibuat mendekati isoka-
lori dengan kasein sebagai sumber
protein pada kelompok Kontrol dan
Kontrol+Diabetes, sedangkan tempe
digunakan sebagai pengganti kasein
(sumber protein) pada kelompok Tem-
pel, Tempe2, Tempel+Diabetes, dan
Tempe2+Diabetes. Kasein dan tempe
yang telah dikering-bekukan (freeze
dried) dianalisis kandungan gizi pro-
tein, lemak, dan asam aminonya untuk
perhitungan komposisi diet. Tidak
ada penambahan minyak jagung pada
kelompok tempe karena sumbangan
lemak dari tempe sudah berlebih (me-
lebihi formulasi komposisi diet sebe-
sar 100 %).
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Tempe 1 & Tempe 1 &
Tempe1+Diabetes Tempe1+Diabetes
(Arginin 1,4 %) (Arginin 1,6 %)

Keterangan : AIN-93M:  American Institute of Nutrition, “TBHQ : Tetra butyl hydroquinone, "#3(MP-Bio, OHIO-USA), *Dy-
etrose (Dyets, Bethlehem, PA, USA), *Merck, ¢Sigma Chemical,

Kandungan gizi kasein dalam 100 g

sampel (%w/w) : lemak : 0,04, protein : Herike0

89,50, karbohidrat : 0,20, asam amino Pembuatan : P ot k.21
arginin : 3,69, isoleusin : 5,47, valin : e .1,%35;2?:@2:;

6,57, dan leusin : 9,08. |

Kandungan gizi tempe dalam 100 g. | >
sampel (%w/w) : lemak : 24,80, protein — l

146,77, karbohidrat: 20,99, asam ami- kaAnSil%Zn @l exekpitzs

no arginin : 4,96, isoleusin : 2,41, valin giZitl;e,;’:fi& Hari ke-7

12,43, dan leusin : 3,59.

Tempe hasil  freeze drying yang te-

lah kering, diayak dalam saringan 100 Pejﬂrenr];fn Kelompok non O —

mesh agar tempe mudah bercampur ittt - e diabetes

dengan bahan lain dalam formulasi untuk diet ip. Fhosphate i p. 40 mg/kg bb

diet. Akses air minum (merk Aqgua)

diberikan ad libitum. Diet diberikan \ /

setiap pk. 17.00-18.00 dan diambil se- Pembuatan luka

tiap pk. 10.00-11.00, sedangkan air mi- /\

num diganti tiap hari setiap pk. 09.00.

L. . . Kontrol (n=3) Kontrol+Diabetes (n=3)
Berat badan ditimbang 2 hari sekali
sedangkan intake makanan ditimbang Tempel (n=3) Tempe+Diabetes (n=3)
tiap hari.
Tempe2 (n=3) Tempe2+Diabetes (n=3)

Pengambilan Sampel dan Pelaksan-
aan Nekropsi Gambar 3. Desain penelitian, dari tahap pembuatan tempe hingga pem-
Pada akhir penelitian (hari ke-21 pasca  bedahan tikus
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induksi STZ) tikus dianestesi dengan  Tabel 2. Efek tempe terhadap perubahan berat badan dan intake makanan

15 mg ketamin - Tmg xylazin /100gbb
tikus; gula darah diukur secara lang-
sung. Darah (sekitar 3 ml) diambil
langsung dari jantung dan dimasuk-
kan ke dalam conical tube yang berisi
100pL heparin (6g/L) dan didinginkan
dalam es . Sampel darah disentrifuse
pada 1800 G selama 15 menit pada
suhu 4°C untuk memperoleh serum
darah, yang selanjutnya digunakan
untuk analisis asam amino mengguna-
kan metode HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). Setelah ti-
kus mati segera dinekropsi. Pankreas
diambil dan segera disimpan dalam
larutan  Buffered Neutral Forma-
lin (BNF) 10 persen, yang selanjutnya
diproses menjadi preparat histologi

dengan pewarnaan hematoxylin-eosin
(H&E)

Pengolahan dan Analisis Data
Semua data ditampilkan dalam ben-
tuk rata-rata + standar deviasi. Data
persentase perubahan berat badan
tikus diperoleh dengan rumus:

Berat badan akhir-
Persen ABB= berat awal X 100%

Berat awal

Food Conversion Efficiency (FCE)
diperoleh dengan rumus:
Berat badan akhir-berat awal
FCE = X 100%

Total Intake

Total intake makanan diperoleh den-
gan menjumlahkan intake makanan
tikus setiap hari selama perlakuan
luka. Data dianalisis dengan General
Linear Model (GLM) dan perbedaan di
antara nilai rata-rata dianalisis dengan
uji Duncan. Data histopatologi dianali-
sis dengan uji nonparametrik Kruskal-
Wallis. Pada semua uji, perbedaan
signifikan dinyatakan dalam p<0,05.

HASIL DAN DISKUSI

Efek Tempe terhadap Perubahan
Berat Badan dan Makanan Tikus
Perubahan berat badan tikus dan

tikus

Kelompok

Perubahan berat badan tikus

Kontrol 20,43+1,57% 463,94+15,96 @
Kontrol +Diabetes 18,04+3,580 440.74+21,77°
Tempel 22,09+1,50%° 383.60+17,69°
Tempel+Diabetes 24,82+2,67° 402.81+5,78°
Tempe2 14,71+0,13¢ 379.63+22,16°
Tempe2+Diabetes 14,43+1,70° 379.10+26,28°

Rata-rata dengan huruf sama dalam kolom tidak berbeda secara signifikan pada

p<0,05

Tabel 3. Kadar gula darah tikus induksi STZ dan PBS pada hari ke-7 dan hari ke-

21 pasca induksi

Kelompok 7 hari pasca induksi STZ | 21 hari pasca induksi
i (mg/dL) STZ (mg/dL)

Kontrol 126,50+31,81¢ 143,35+25,10¢
Kontrol+Diabetes 557,66+64,03° 489,33+148,28°

Tempe 194,67 +35,44°¢ 147,33+41,63¢
Tempe1+Diabetes 281,50+43,13° 187,66+46,30%

Tempe2 191,00+43,84 127,67+8,96¢
Tempe2+Diabetes 496,50+38,897 149,00+46,67¢

Rata-rata dengan huruf sama dalam kolom tidak berbeda signifikan pada

p<0,001

intake makanan disajikan pada Ta-
bel 2. Diet tempe pada kelompok
Tempe1+Diabetes secara signifikan
(p<0,05) memberikan perubahan be-
rat badan yang lebih besar dibanding
kelompok lainnya, meskipun intake
makanan tikus kelompok kontrol (Kon-
trol dan Kontrol+Diabetes) secara sig-
nifikan lebih besar. Perubahan berat
badan terkecil terlihat pada kelompok
yang mendapat diet tempe 2 (kelom-
pok Tempe2 dan Tempe2+Diabetes)
meskipun tidak berbeda nyata (p<0,05)
dengan kelompok Kontrol+Diabetes.

Efek Streptozotocin terhadap Kadar
Gula Darah Tikus

Induksi  24-100mg/kgbb  Streptozo-
tocin atau STZ (2-deoksi-2-(3-metil-
(nitrosoureido)-D-glukopiranosa)  da-
pat menimbulkan efek diabetogenik’.
Tikus diabetes induksi STZ sering

dikarakteristikkan dengan peningka-
tan stres oksidatif yang sangat ber-
hubungan dengan kejadian komplika-
si diabetes®. Keadaan diabetes pada
penelitian ini, terlihat pada tikus yang
diinduksi 40mg/kg bb STZ pada hari
ke-7 pasca induksi (Tabel 3). Pada tikus
yang diinduksi 40mg/kgBB STZ kadar
gula darahnya >281,50+43.13 mg/dL,
sedangkan yang diinduksi dengan PBS
kadar gula darahnya <194,67+35,44
mg/dL.

Efek Tempe terhadap Kadar Gula
Darah Tikus

Konsumsi tempe pada tikus induksi
STZ secara signifikan (p<0,001) mem-
pengaruhi penurunan gula darah pada
tikus  kelompok Tempel+Diabetes
dan Tempe2+Diabetes  dibanding
kelompok Kontrol+Diabetes (Tabel
2). Demikian juga kelompok Tempe?
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dan Tempe2 memiliki kadar gula
darah yang lebih rendah diband-
ing kadar gula darah awalnya. Hal ini
memperlihatkan bahwa tempe secara
signifikan memiliki efek hipoglikemik.
Efek penurunan gula darah tersebut
mungkin karena tempe merupakan
sumber isoflavon. Komponen bioaktif
isoflavon yang berupa genistein dan
daidzein telah dihubungkan dengan
aktivitas penurunan gula darah?’.

Genistein dilaporkan dapat meng-
hambat K-glukosida yang berperan
dalam beberapa kelainan metabolik
seperti diabetes mellitus™. M.-P. Lu et
al? menyatakan pemberian isoflavon
kedelai (genistein ekuivalen 0,22g/kg
diet) secara signifikan meningkatkan
serum insulin dan menurunkan glukosa
serum pada tikus diabetes. Diet tinggi
isoflavon meningkatkan serum insulin,
serum gluthatione (GSH), menurunkan
glukosa darah dan serum methylg-
lyoxal (MG) melalui mekanisme per-
lindungan sisa-sisa sel beta pankreas
dari efek toksik STZ dan meningkatkan
fungsi sel beta pankreas®. Genistein di-
laporkan juga dapat mencegah apop-
tosis sel akibat peningkatan MG"'. MG
sering ditemukan tinggi kadarnya da-
lam darah pasien diabetik’, bisa 3-6
kali lebih tinggi dibanding keadaan

normal®.

Secara in vitro genistein menghambat
aldose reductase™ yang merupakan
enzim kunci dalam jalur polyol (jalur
sorbitol-aldose reductase). Enzim
tersebut mengkatalisis kelebihan glu-
kosa menjadi sorbitol yang berimp-
likasi terhadap komplikasi diabetes,
terutama kerusakan  mikrovaskuler
seperti retina diabetik dan kaki diabe-
tik. Genistein dan daidzein berperan
sebagai  antihiperglikemik  melalui
mekanisme aktivasi glukokinase (GK),
penghambatan  glukosa-6-fosfatase
(Gépase), phosphoenol pyruvate car-
boxykinase (PEPCK), fatty acid syn-
thase (FAS), B-oxidation dan carnitine
palmitoyltransferase (CPT) di hati™.
Isoflavon dalam kedelai memproteksi
sel dari prainflamasi sitokinin, keru-
sakan induksi lemak dan apoptosis™.
Isoflavon juga diduga dapat menstim-

» o
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uli daya tahan sel beta pankreas" dan
menurunkan gula darah dengan cara
mengaktifkan reseptor PPAR (perox-
isome-proliferator activated receptor),
suatu reseptor inti yang berpartisipasi
dalam pengaturan gula darah dan ker-
ja insulin®,

Pemberian diet genistein dan iso-
lat protein kedelai masing-masing
0,069/100g diet dan 20g/100g diet
pada tikus diabetes diinduksi STZ,
menunjukkan adanya substansi insuli-
notropik di dalam fraksi?, yang meng-
indikasikan bahwa fungsi sel beta
pulau Langerhans secara utuh mem-
produksi insulin atau melindungi sel
beta yang masih berfungsi dari keru-
sakan lebih lanjut. Selain itu, aktivitas
enzim glukokinase meningkat disertai
penurunan aktivitas enzim glukosa-
6-fosfatase dalam hati. Mekanisme
tersebut memberi dampak penurunan
gula darah pada tikus yang diinduksi
diabetes.

Analisis pendahuluan atas isoflavon
tempe yang digunakan pada eks-
perimen ini, menunjukkan kandungan
genistein dan daidzein dalam tempe
berkisar 0,44 - 1,5 mg/100 g sampel
(berat kering); meningkat dibanding-
kan sebelum fermentasi dengan kand-
ungan genistein dan daidzein berkisar
0,0011 dan 0,093mg/100g sampel (be-
rat kering). Peningkatan setelah fer-
mentasi tersebut akibat aktivitas enzim
kapang yang menghidrolisis isoflavon
glukosida pada kedelai menjadi isofla-
von aglycon; walaupun proses peren-
daman dan perebusan pada tahapan
pembuatan tempe secara signifikan
(p<0.05) telah menghilangkan kand-
ungan isoflavon total sebesar 49 pers-
en'. lkeda et al,®juga menyatakan
adanya perubahan isoflavon glukosida
(daidzin, genistin dan glycitin) menjadi
isoflavon aglycon (daidzein, genistein
dan glycitein) pada saat fermentasi
tempe.

Efek antihiperglikemik tempe bukan
hanya oleh aktivitas isoflavon yang
terkandung dalam tempe. Komponen
lain dalam tempe diduga turut mem-
berikan andil dalam penurunan gula

darah. Hal tersebut senada dengan
penelitian J.-S. Lee?, yang menyatakan
bahwa baik diet genestein maupun
isolat protein kedelai, secara signifikan
telah meningkatkan aktivitas enzim
glukokinase dan menurunkan aktivitas
enzim glukosa-6-fosfatase. Meskipun
demikian isolat protein kedelai lebih
potensial dibanding genistein dalam
menurunkan gula darah diduga kare-
na isolat protein kedelai mengandung
komponen aktif lain yang dapat men-
ingkatkan bioavailabilitas genistein.
Efek glikemik tempe mungkin berbe-
da, mengingat jumlah isoflavon dalam
tempe berbeda tergantung dari jenis
varietas kedelai, preparasi pembuatan
tempe?' dan jenis kapang yang digu-
nakan'.

Pengaruh tempe terhadap kesem-
buhan luka diabetik jangka panjang
terlihat pada dosis 1,4 persen arginin
tempe; ditunjukkan dengan jumlah
kolagen, folikel rambut dan kelenjar
keringat yang terbentuk lebih banyak
dibandingkelompokKontrol+Diabetes
ataupun Tempe2+Diabetes (data tidak
ditunjukkan)®. Meskipun demikian
efek hipoglikemik tempe terlihat tidak
berperan dalam proses kesembuhan
luka diabetik, sebab pada kelompok
Tempe2+Diabetes meskipun gula
darahnya turun tetapi secara histopa-
tologi (jumlah kolagen, folikel rambut
dan kelenjar keringat) luka diabetiknya
terlihat sukar sembuh.

Hingga saat ini, belum ada laporan
ilmiah adanya efek merugikan setelah
mengkonsumsi tempe. Peningkatan
berat badan tikus yang lebih kecil
dibanding kelompok lain pada pene-
litian ini terjadi hanya pada perlakuan
Tempe2 dan Tempe2+Diabetes. Hal
ini bertolak belakang dengan kenaikan
berat badan pada perlakuan Tempe?
dan Tempel+Diabetes yang bahkan
lebih besar dibandingkan dengan kel-
ompok Kontrol dan Kontrol+Diabetes;
diduga akibat pemberian komposisi
diet tempe yang berbeda (Tabel 1).
Dampak perubahan berat badan set-
elah mengkonsumsi tempe pada ma-
nusia belum banyak dipublikasikan
secara ilmiah. Penelitian pada wanita
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yang mendapat suplemen protein
kedelai 18 g/hari tidak menunjukkan
dampak penurunan berat badan yang
berlebihan?. Selain itu tempe meru-
pakan sumber protein berkualitas
tinggi?® yang dibuktikan pada nilai PER
(Protein Efficiency Ratio) tempe sebe-
sar 2,79 yang seimbang dengan nilai
PER kasein yang sebesar 2,81 dan leb-
ih besar dibanding kedelai (sebelum
difermentasi) dengan nilai PER 2,412

SIMPULAN

Pemberian tempe berpengaruh positif
terhadap penurunan gula darah dan
kecepatan kesembuhan luka pada ti-
kus diabetes.
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