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STUDI PERANAN ASAM AMINO ARGININ TEMPE PADA

PENGENDALIAN GULA DARAH DAN KESEMBUHAN LUKA PADA

TIKUS DIABETES YANG DIINDUKSI STREPTOZOTOCIN (STZ)

Rimbawan', Ekowati Handharyani®, Dian S Ghozali"

' Departemet of Nutrition Community, Faculty of Human Ecology, IPB
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ABSTRACT. A diet called “diet G” has been recommended by Askandar (2002) in
Indonesia to be consumed by patients with diabetic foot complication. The diet
contains 20 percent protein high in arginine. Experience obtained by some
nutritionists in Kutai Timur District (Eastern Borneo) showed that tempe gives a
positive effect on healing process of diabetic foot patients, especially if tempe is
used as a protein source of the diet. This can be seen by increasing dryness area of
injured foot and decreasing suppuration on diabetic foot. It is hypothesized that
arginine in tempe plays an important role on that healing process of diabetic foot.
A research has been conducted to explore a novel application or usage of arginine
of tempe in wound healing due to diabetes using rat as experimental animals.
Diabetes was induced in male Sprague Dawley rats by intraperitoneal injection of
40 mg/kg streptozotocin (STZ). Non diabetes rats were injected with equal volumes
of phosphate buffer saline (PBS) at the same time as STZ injection. In the seven day
after STZ administration, wounding (length 0.8 x 0.8 cm) was resected with
scissors on the clipped dorsal skin of animals under ketamin-xylazin anesthesia. The
curative effect was expressed as the percentile of wound area compared with that
at day o (100%). The diabetic rats was divided into 3 groups, they are group
receiving casein diet (control+STZ), arginine tempe 1.4% (Tempe1+STZ) and arginine
tempe 1.6% (Tempe2+STZ). The non diabetic rats also divided into 3 groups, they
were group receiving casein diet (control), arginine tempe 1.4% (Tempe1) and
arginine tempe 1.6% (Tempe 2). Compared with control+STZ, the Tempe1+STZ
group (arginine tempe 1.4%) has the same speed level of healing, but control+STZ
group could not decrease blood glucose level (428.67 + 38.43 mg/dL in control+STZ
group and 187.6 + 46.3 mg/dL in Tempe2+STZ group). All groups receiving tempe
had lower blood glucose level compared with diabetic rats receiving casein (p<
0.01) and not significantly different from non diabetic rats receiving tempe or
casein. The speed of healing between diabetic and non diabetic group shows no
significant difference, except in Tempe2+STZ (p < 0.05). Thus, it can be concluded
that giving tempe with arginine 1.4% can give positive influence to the speed level
of wound healing and to the decreasing of blood glucose level in rats.

Keywords:  diabetes mellitus, streptozotocin, wound healing, arginine tempe,
tempe, blood glucose
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PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan suatu penyakit menahun yang ditandai oleh
kadar glukosa darah yang melebihi nilai normal. Apabila tidak dikendalikan, pada
suatu saat akan menyebabkan berbagai komplikasi kronis, seperti; kardio diabetik
(penyakit jantung), nefropati diabetik (gagal ginjal), impotensi, retinopati diabetik,
dan kaki diabetik. Kaiki diabetik (diabetic foot) merupakan salah satu komplikasi
kronik DM yang paling buruk hasil pengelolaanya (Waspadji, 2000) dengan
prevalensi sekitar 15 persen. Akibat tidak tertangani dengan baik, kurang lebih 14-
24 persen dari penderita kaki diabetik ini memerlukan tindakan amputasi (ADA,

1999)-

Diet “G”, yang memiliki komposisi 20 persen protein (tinggi asam amino
arginin), telah direkomendasikan Askandar (Tjokroprawiro, 2002) sebagai diet
yang diberikan pada pasien dengan komplikasi kaki diabetik ini. Tempe telah
digunakan para tenaga medis di Kabupaten Kutai Timur dalam upaya
penyembuhan kaki diabetik ini, dengan menganjurkan penderita yang dirawat
agar menghindari protein hewani sebagai lauk menunya dan menggantinya
dengan lauk tempe sebagai sumber protein. Hal tersebut dikarenakan tempe
dianggap dapat mempercepat pengeringan luka dan menurunkan keadaan
surpurasi (nanah) pada luka.

Kaki diabetik timbul dikarenakan gagalnya proses dalam kesembuhan luka.
Beberapa penelitian pada hewan percobaan dan pada manusia secara in vitro,
menyatakan bahwa kegagalan tersebut diasumsikan sebagai akibat keadaan gula
darah yang tidak terkontrol, penurunan respon inflamasi, penurunan jumlah
kolagen dan lambatnya proliferasi sel fibroblas yang secara khusus juga
ditemukan pada penderita kaki diabetik (Black, 2003).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
tempe terhadap penurunan gula darah dan proses kesembuhan luka pada hewan
percobaan (tikus) yang diinduksi diabetes, dengan menekankan pengaruh asam
amino arginin yang berasal dari tempe. Asam amino tersebut dalam beberapa
studi literatur telah jelas berperan dalam proses penyembuhan luka diabetik
(Witte et al., 2002, Kohli et al., 2004), meskipun faktor-faktor lain yang terdapat
dalam tempe, diduga memiliki andil dalam proses persembuhan, seperti seng
(Zn), vitamin B, asam lemak esensial (ALE), serat, dan isoflavon tempe.
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METODE PENELITIAN
Pembuatan Tempe

Pembuatan tempe dilakukan di industri tempe tradisional milik H. Herman
JI Gugah Sari, Bogor, dengan metode yang umum digunakan oleh masyarakat
(Saono et al.,1986). Dalam prosedur pembuatan tempe digunakan kedelai (Glycine
max) varietas Americana yang diperoleh dari Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian, Departemen
Pertanian, Cimanggu, Bogor dan R. oligosporus strain- ITBCC L-46 yang diperoleh
dari Laboratorium Mikro dan Teknologi Bioproses, Fakultas Teknik Kimia, Institut
Teknologi Bandung. '

Kedelai dicuci dan direbus selama % jam pada suhu 99,5°C. Setelah
masak kedelai langsung direndam dengan bekas rendaman kedelai selama 28 jam,
kemudian dilakukan pembersihan kedelai dari kulit sebanyak dua kali. Pencucian
yang pertama menggunakan air bekas rendaman dan yang kedua menggunakan
air bersih. Setelah bersih kemudian ditiriskan dan selanjutnya kedelai diberi
inokulum Rhizopus oligosporus (strain- ITBCC L-46) sebesar 0,3 gr [/ 100 gr dari
berat kedelai yang telah digodok (Karyadi, 1985). Setelah kedelai dibungkus
(packing) kemudian dilakukan fermentasi selama 48 jam (Gambar 14.1).

Pembuatan Diabetes pada Hewan Percobaan (Tikus)

Tikus Sprague Dawley (jumlah 51 eKor, berusia 8 minggu, jantan, berat
200+10 gr, berasal dari BPOM-RI) diadaptasikan terlebih dahulu selama 10 hari di
kandang metabolik dan diberikan diet standar (kasein) dengan komposisi sesuai

dengan AIN-93M (Reeves et al., 1993).

Proses induksi STZ (Streptozotocin) dilakukan pada hari ke-0. Sebelum
dilakukan induksi, tikus dikelompokan secara acak, menjadi kelompok tikus
diabetes (diinduksi dengan STZ / Streptozotocin) dan tikus non diabetes (diinduksi
dengan PBS | Phosphate Buffer Saline ). Prosedur pembuatan diabetes; tikus
diinjeksi secara i.p. (intraperitoneal) 40 mg/kg bb STZ, sedangkan tikus non
diabetes diinjeksi secara i.p. menggunakan Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,4.
Dosis pemberian PBS tersebut disesuaikan dengan volume STZ yang diberikan
pada kelompok diabetes. Selama periode pembuatan diabetes, semua tikus
mendapatkan diet standar (kzsein).
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Kedelai

|

Dicuci dan direbus (% jam, T: 99,5°C)
Direndam 28 jam
- Pembersihan kedelai dari kulit (Pencucian 2 kali)

Ditiriskan

Pemberian inokulum Rhizopus oligosporus (strain- ITBCC L-46)
0,3 gr/ 100 gr dari berat kedelai godok (Karyadi, 1985)

Fermentasi (48 jam)

Tempe

Gambar 14.1. Prosedur pembuatan tempe (Saono et al., 1986)

Pada hari ke-7 pasca induksi kadar gula darah diukur. Tikus dinyatakan
diabetes apabila kosentrasi plasma glukosa yang berasal dari pembuluh darah
vena ekor tikus menunjukan kadar gula darah >250 mg/dL (Gutierrez & Vargas,
2006). Pengukuran menggunakan strip glukosa-oksidasi (OneTouch® Ultra TM,
Lifescan). Masing-masing kelompok tikus diabetes dan non diabetes, diacak dan
dikelompokan kembali menjadi kelompok perlakuan Kontrol, Kontrol+STZ,
Tempe1, Tempe1+STZ, Tempe2, dan Tempe2+STZ. Jumlah ulangan untuk masing-
masing kelompok adalah 3 ekor tikus dengan simpangan deviasi berdasarkan
berat badan awal + 10 gr.

Pembuatan Luka pada Hewan Percobaan (Tikus)

Setelah tikus memenuhi kriteria diabetes dan non diabetes, dilakukan -
prosedur pembuatan luka. Tikus terlebih dahulu dianestesi secara intraperitoneal
dengan ketamin (15 mg/100 gr bb tikus) dan xylazin (1 mg/100 gr bb tikus),
kemudian kulit di daerah punggung dicukur dan dibersihkan. Kulit tikus pada
daerah punggung dilukai dengan menggunakan skalpel dan gunting dengan
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ukuran 0.8 x 0.8 cm. Pembuatan luka di daerah punggung mengacu pada
beberapa referensi penelitian tentang efek kesembuhan pada luka diabetik,
seperti Komesu et al., (2004), Gutierrez & Vargas (2006), Qiu et al. (2007), Cheng
etal., (2006), dan Arul et al., (2006).

Gambar 14.2. Prosedur pembuatan luka

Kesembuhan Luka

Efek kesembuhan luka, dinyatakan dengan persentil dari area luka (hari
ke-14 pasca perlukaan atau hari ke-21 pasca induksi diabetes) dibandingkan
dengan luka pada hari ke-0 (100 persen) (Modifikasi Toyokawa et al., 2003) dan
jumlah fibroblas dan kolagen yang diperoleh melalui histopatologi.

Pengamatan luka dilakukan selama 14 hari, dalam hal ini luka diukur setiap
hari dengan cara menempelkan plastik transparan pada luka daerah luka
digambar pada plastik tersebut. Setelah tergambar luas penyempitan luka diukur
dengan mencocokannya pada kertas miliblock (1 kotak = 1mm?). Luas yang
diperoleh dinyatakan sebagai persen penyembuhan luka.

Prosedur Pembuatan Diet

Tempe dikering-bekukan (freeze drying) selama 48 hingga 50 jam.
Selanjutnya dianalisis kandungan gizinya yang meliputi protein, lemak, asam
lemak, mineral, asam amino dan isoflavon. Hasil analisis tersebut diperlukan
dalam rangka menentukan jumlah tempe yang akan digunakan sebagai diet

percobaan hewan (tikus).
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Selama perlakuan luka (14 hari), tikus mendapat diet masing-masing
sesuai dengan kelompok perlakuan. Diet kasein diberikan pada kelompok Kontrol
dan Kontrol+STZ, diet tempe 1 (jumlah tempe disesuaikan agar mengandung asam
amino arginin dari tempe sebesar 1,4 persen) diberikan pada kelompok Tempe1
dan Tempe1+STZ, dan diet tempe 2 (jumlah tempe disesuaikan agar mengandung
asam amino arginin dari tempe sebesar 1,6 persen) diberikan pada kelompok
Tempe2 dan Tempe2+STZ. :

Tabel 14.1. Komposisi diet berdasarkan AIN-93M (Reeves et al., 1993) .

Tempe1 & Tempe1 &
No. Bahan Kontrol Tempe1+STZ Tempe1+STZ
(Arginin 1,4 %) (Arginin 1,6 %)
1 Tempe Freeze - 28,81 33,43
2 | Kasein 14,0 0,00 0,00
3 | Minyak Jagung 6,0 0,00 0,00
4 | Mineral-AIN 93M-MX" =% 2,71 2,58
5 | Vitamin-AIN 93M-VX? 1,0 1,00 1,00
6 | Selulosa (Alphacel Nutrive Bulk)? 5,0 5,00 5,00
7 | PatiJagung 43,67 35,65 31,16
8 | Dyetrose *(dextrin cornstarch) 15,5 15,50 15,50
9 | Sukrosa 10,9 10,90 10,90
10 | L-Cystine® 0,18 0,18 0,18
11 | Choline Bitartrate ° 0,25 0,25 0,25
12 | TBHQ’ 0,0008 0,0008 0,0008
Jumlah 100 100 100
Energi (Kal) 371,35 372,00 377,27
Protein 12,53 13,47 15,63
Lemak 6,01 7,14 8,26

Ket: AIN-93M: American Institute of Nutrition, 7TBHQ : Tert buthil hydroquinone , “*3 (MP-Bio,
OHIO-USA), * Dyetrose (Dyets, Bethlehem, PA, USA), * Merck, ¢ Sigma Chemichal, kandungan gizi
kasein dalam 100 gr sampel (¥w/w) : lemak : 0,04, protein : 89,50, karbohidrat : 0,20, asam
amino arginin : 3,69, ileusin : 5,47, valin : 6,57, dan leusin : 9,08. kandungan gizi tempe dalam 100
gr sampel (¥w/w) : lemak : 24,80, protein : 46,77, karbohidrat : 20,99, asam amino arginin : 4,96,
ileusin: 2,41, valin : 2,43, dan leusin : 3,59.

Dosis arginin tempe sebesar 1,4 persen, didasarkan studi literatur bahwa
dosis tersebut dapat meningkatkan eNOS (endhotelial nitric oxide synthesis), iNOS
(inducible nitric oxide synthase) dan arginase pada luka diabetik (Kohli et al., 2004,
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Witte et al., 2002). Dosis arginin 1,6 persen didasarkan pada dosis tersebut setara
dengan sumbangan asam amino leusin sebesar 1,2 persen. Dalam hal ini dosis 1,2
persen memberikan efek pada daya tahan tikus terhadap infeksi (Kajiwara et al.,
1998), sedangkan sumbangan asam amino arginin dari diet kasein sebesar 0,5
persen digunakan sebagai kontrol. Diet didasarkan pada American Institute of
Nutrition [ AIN-93M (Reeves et al., 1993) seperti yang disajikan pada Tabel 1. Diet
dibuat mendekati isokalori dengan kasein sebagai sumber protein pada kelompok
kontrol dan tempe digunakan sebagai pengganti kasein (sumber protein) pada
kelompok tempe. Kasein dan tempe yang telah dikering-bekukan (freeze dry)
dianalisis kandungan gizi protein, lemak, dan asam aminonya, dalam rangka
perhitungan komposisi diet. Tidak adanya penambahan minyak jagung pada
kelompok tempe dikarenakan sumbangan lemak dari tempe sudah berlebih
(melebihi formulasi komposisi diet sebesar 100 persen).

Sebelum dicampur dalam pembuatan diet, tempe hasil freeze drying
yang telah kering kemudian diayak dalam saringan 100 mesh. Pengayakan
ditujukan agar tempe mudah bercampur dengan bahan lain dalam formulasi diet.
Akses air minum (merk Aqua) diberikan secara ad libitum. Pemberian diet
diberikan setiap jam 17.00-18.00 dan diambil setiap jam 10.00-11.00, sedangkan air
minum diganti tiap hari setiap jam 9.00. Berat badan ditimbang 2 hari sekali
sedangkan intake makanan ditimbang tiap hari.

Pengambilan Sampel dan Pelaksanaan Nekropsi

Pada hari ke-21 pasca induksi, tikus dianastesi dengan 15 mg ketamin-1 mg
xylazin dalam 100 gr bb tikus kemudian dilakukan pengukuran gula darah secara
langsung. Darah (sekitar 3 ml) diambil secara langsung dari jantung dan
dimasukkan kedalam conicae tube yang berisi 100 pL heparin (6 g/L) dan
didinginkan dalam es . Sampel darah disentrifuse pada 1800 x g selama 15 menit
pada suhu 4°C untuk memperoleh serum darah, yang selanjutnya digunakan
untuk analisis asam amino menggunakan metode HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Setelah tikus mati segera dilaksanakan nekropsi. Pankreas dan
kulit diambil dan segera disimpan dalam larutan Buffered Neutral Formalin (BNF)
10 persen, yang selanjutnya diproses menjadi preparat histologi dengan
pewarnaan hematoxylin-eosin (H&E) untuk mengetahui perkembangan luka,
menghitung sel fibroblas dan serabut kolagen.
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Hari ke-o
induksi diabetes
Pembuatan 4] 15 hal”_ Hari ke-21
tasa perlakuan
Tempe 10 hari sebelum Masa pembuatan P Bedah
induksi diabetes diabetes selama 7 hari
>
i 10 hari Adaptasi Y
iy - n=51 Hari ke-7
kandungan gizi s
edel x tepe induksi diabetes
/ \‘
Penentuan -
Jumlah tempe Kelompok non diabetes Kelompok diabetes
yang digunakan i.p. Phosphate Buffer Saline i.p. 40 mgr"lfg bb
untuk diet tikus (PBS) Streptozotocin (STZ)
n=27 n=22

S yebe T

Pembuatan luka

b el

l Kontrol (n=3) ' | KontroI+STZ(n=3)]

l Tempe1(n=3)j |Tempe1+STZ (n=3)l

I Tempe 2 (n=3) J [TempeuSTZ (n=3)~|

Gambar 14.3. Desain penelitian, dari tahap pembuatan tempe hingga pembedahan tikus

Pengolahan dan Analisis Data

Semua data ditampilkan dalam bentuk rata-ratazstandar deviasi. Data persen
perubahan berat badan tikus diperoleh dengan rumus:

Berat badan akhir-berat awal

Persen ABB = X 100%
Berat awal

Food Conversion Efficiency (FCE) diperoleh dengan rumus:

berat badan akhir-berat awal
FCE= X 100%

Total Intake
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Total intake makanan diperoleh dengan menjumlahkan intake makanan tikus
setiap hari selama perlakuan luka (Solomon, 2008).

Persen kesembuhan luka diperoleh dengan rumus:

Luas luka akhir-luka awal

Persen Kesembuhan Luka = X 100%
Luka awal

Data dianalisis dengan General Linear Model (GLM) dan perbedaan
diantara nilai rata-rata dianalisis dengan uji Duncan. Data dari histopatologi
dianalisis dengan uji nonparametric Kruskal-Walis. Pada semua uji, perbedaan
secara signifikan dinyatakan dalam P < 0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Efek Streptozotocin terhadap Kadar Gula Darah Tikus

Streptozotocin atau STZ  (2-deoksi-2-(3-metil-(nitrosoureido)-D-gluko-
piranosa) telah 30 tahun lebih digunakan untuk membuat tikus menjadi diabetes
(Morgan et al., 1994). Studi literatur tentang efek STZ menyatakan injeksi 24-100
mg/kg bb (M.-P. Lu et al., 2007) dapat menimbulkan efek diabetogenik. Keadaan
diabetes pada penelitian ini, terlihat pada tikus yang diinduksi 40 mg/kg bb STZ
pada hari ke-7 pasca induksi (Tabel 14.2).

Tabel 14.2. Kadar gula darah tikus induksi STZ dan PBS pada hari ke-7 dan hari
ke-21 pasca induksi

Kelbinpolk 7 hari pasca induksi STZ 21 hari pasca induksi STZ
(mg/dL) (mg/dL)
Kontrol 126,50 * 31,81° 143,35 # 25,10°
Kontrol+STZ 557,66 + 64,03° 489,33 +148,28°
Tempe1 194,67 £ 35,44 147,33 * 41,63°
Tempe1+STZ 281,50 43,13b 187,66 46,30‘b
Tempe2 191,00 * 43,84 127,67 + 8,96°
Tempe2+STZ 496,50 +38,89° 149,00 * 46,67°

Rata-rata dengan huruf sama dalam kolom tidak berbeda secara signifikan pada p<0,001

Efek STZ pada tikus yang diinduksi 40 mg/kgBB STZ memperlihatkan
kadar gula darah > 281,50 *+ 43.13 mg/dL, sedangkan yang diinduksi dengan PBS
menunjukkan kadar gula darah < 194,67 * 35,44 mg/dL.
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Efek Tempe terhadap Kadar Gula Darah Tikus

Diet tempe yang diberikan pada tikus induksi STZ secara signifikan
(P<0,001) mempengaruhi penurunan gula darah pada tikus kelompok
Tempe1+STZ dan Tempe2+STZ dibanding kelompok Kontrol+STZ (Tabel 14.2).
Demikian juga pada kelompok Tempe1 dan Tempe2, memiliki kadar gula darah
yang lebih rendah jika dibanding kadar gula darah awalnya. Hal ini bisa ditarik
kesimpulan bahwa tempe secara signifikan memiliki efek hipoglikemik.

Efek penurunan gula darah tersebut dimungkinkan karena tempe
merupakan sumber isoflavon. Komponen bioaktif isoflavon yang berupa
genestain dan daidzein oleh beberapa peneliti telah dihubungkan dengan
rendahnya resiko diabetes (Lu-MP et al., 2007).

Hasil analisis pendahuluan pada isoflavon tempe yang digunakan pada
eksperimen ini, menunjukkan kandungan genestein dan daidzein dalam tempe
berkisar 0,44 dan 1,5 mg/ioo gr sampel (berat kering) meningkat setelah
mengalami fermentasi. Dimana dalam kedelai sebelum difermentasi jumlah
genestein 0,0011 dan daidzein 0,093 mg/100 gr sampel (berat kering).

Lu-MP et al. (2007) menyatakan pemberian diet tinggi isoflavon kedelai
(genestein equivalen 0,222 gr/kg diet) secara signifikan meningkatkan serum
insulin, menurunkan glukosa serum pada tikus diabetes sedang dan melindungi
sisa-sisa sel beta pankreas dari efek toksik STZ. Penelitian Kwon et al., (2004)
menyatakan bahwa isoflavon dalam kedelai memproteksi sel dari prainflamasi
sytokinin, kerusakan induksi lemak dan apoptosis. Isoflavon juga diduga dapat
menstimuli daya tahan sel beta pankreas (Jhala et al., 2003) dan menurunkan gula
darah dengan cara mengaktifkan reseptor PPAR  (peroxisome-proliferator
activated receptor), suatu reseptor inti yang berpartisipasi dalam pengaturan gula
darah dan kerja insulin (Mezei, 2003).

Mekanisme peran isoflavon dalam efek hipoglikemik dapat diterangkan
melalui penelitian J.-S. Lee (2006). Dalam hal ini pada pemberian diet genestein
dan isolat protein kedelai masing-masing 0,06 gr/100 gr diet dan 20 gr/100 gr diet
pada tikus diabetes yang diinduksi STZ, menunjukkan bahwa :

1. Adanya subtansi insulinotropik didalam fraksi, yang mengindikasikan
bahwa fungsi sel beta pulau Langerhans secara utuh memproduksi insulin
atau melindungi sel beta yang masih berfungsi dari kerusakan lebih lanjut
sehingga masih dapat memproduksi insulin.

A%
>
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2. Meningkatkan aktivitas enzim glukokinase dan menurunkan aktivitas
enzim glukosa-6-fosfatase dalam hati, sehingga terjadi penurunan gula
darah.

Baik pemberian 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
menjadi lebih potensial dibanding genestein dalam peranannya sebagai penurun
gula darah. Hal ini diduga isolat protein kedelai mengandung komponen aktif lain
yang dapat meningkatkan bioavaibilitas genestein. Begitu juga pada penelitian ini,
bahwa tempe dimungkinkan memiliki komponen aktif lain selain isoflavon (seperti
serat) yang memungkinkan memberikan efek hipoglikemik.

Hasil yang berbeda dalam efek glikemik tempe mungkin dapat diperoleh,
mengingat jumlah isoflavon dalam tempe berbeda tergantung dari jenis varietas
kedelai, preparasi pembuatan tempe (Coward et al., 1993) dan jenis kapang yang
digunakan (Wang & Murphy, 1998).

Efek Tempe terhadap Intake makanan, Perubahan Berat Badan Tikus dan
FCE (Food Conversion Efficiency)

Pada hari ke-21 pasca induksi STZ diperoleh data tentang Food Intake,
Perubahan Berat Badan Tikus dan FCE (Food Conversion Efficiency). Hasil dari data
tersebut menyatakan bahwa baik dalam keadaan diabetes maupun dalam
keadaan tidak diabetes, pemberian tempe tidak mempengaruhi sumbangan
energi. Hal tersebut diperlihatkan dengan nilai FCE antar kelompok perlakuan
(Tempe1 vs Tempe1+STZ dan Tempe2 vs Tempe2+STZ) yang tidak berbeda nyata
seperti terlihat pada Tabel 14.3.

Tabel 14.3. Efek tempe terhadap perubahan berat badan, food intake dan FER tikus

kelomper Perubahan berat badan Food Intake FER (gr perubahan |
tikus (gr) (gr) bb / gr food intake) |
Kontrol 20,43 +1,57% 463,94 + 15,96 ° 0,13 + 0,004° ‘
Kontrol +STZ 18,04 + 3,58 440.74 * 21,77° 0,10 £ 0,37°
Tempe1 22,09 +1,50% 383.60 + 17,69° 0,15 £ 0,01°
Tempe1+STZ 24,82 + 2,67° 402.81% 5,78° 0,14 * 0,03
Tempe2 14,71 £ 0,13° 379.63 * 22,16° 0,10 * 0,002°
Tempe2+STZ 14,43 % 1,70° 379.10 = 26,287 0,13 * 0,02°

Rata-rata dengan huruf sama dalam kolom tidak berbeca secara sigrifikan rada p<o0,05
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Sifat tempe yang mudah dicerna berpengaruh terhadap tidak berbedanya
masukan energi pada kedua kelompok tersebut (Hackler et al., 1982). Daya cerna
pada tempe lebih banyak dipengaruhi oleh fermentasi kapang terhadap kedelai

. (Wang, 1969). '

Konsumsi tempe memberikan perubahan berat badan tikus yang
bervariasi. Diet tempe pada kelompok Tempei1+STZ secara signifikan (p<0,05)
memberikan perubahan berat badan yang lebih besar dibanding kelompok
lainnya, meskipun tingkat konsumsi tikus kelompok kontrol (Kontrol dan
Kontrol+STZ) secara signifikan lebih besar.

Perubahan terkecil terlihat pada kelompok yang mendapat diet tempe 2
(kelompok Tempe2 dan Tempe2+STZ) meskipun tidak berbeda nyata (p<0,05)
dengan kelompok Kontrol+STZ. Perubahan berat badan tikus yang kecil
diperlihatkan pada kelompok Tempe2 (Tempe2 dan Tempe2+STZ). Hasil ini
diduga berkaitan dengan perbedaan komposisi proksimat diet antara kelompok
Tempe1 (Tempe1 dan Tempe1+STZ) dan Tempe2 (Tempe2 dan Tempe2+STZ).
Dimana pada kelompok Tempe2 (Tempe2 dan Tempe2+STZ) sumbangan energi
yang berasal dari protein dan lemak bertambah sedangkan karbohidrat menurun.

Pada kelompok tempe1, komposisi diet menyumbang energi 372 kkal,
protein 13,47 persen, karbohidrat 35,65 gr/100 gr diet, dan lemak bertambah 1,14
grj100 gr diet dari kebutuhan standar (6 gr/100 gr diet). Pada kelompok tempe2,
menyumbang energi 377,27 kkal, protein 15,63 persen, karbohidrat 31,16 gr/100 gr
diet, dan lemak bertambah 2,29 gr/100 gr diet dari kebutuhan standarnya (6
gr/100 gr diet), sedangkan kelompok kontrol menyumbang energi 371,59 kkal,
protein 12,53 persen, karbohidrat 46,56 gr/100 gr diet, dan lemak 6 gr/100 gr diet.

Intake makanan terhadap tempe yang cenderung lebih kecil dibanding
tikus yang mendapat kasein dan perubahan berat badan yang lebih besar pada
tikus yang mendapat diet tempe dibanding kasein, juga dilaporkan oleh Wang et
al., (1969). Meskipun demikian intake makanan pada tempe yang direbus dengan
beberapa variasi waktu perebusan tidak berbeda dengan tikus yang mendapat
kasein, seperti yang dilaporkan oleh Hackler et al.,(1982).

Food Conversidn Efficiency (FCE) adalah rasio antara pertambahan berat
badan tikus selama masa percobaan dengan jumlah total diet yang dikonsumsi
oleh tikus. Hasil dari FCE yang tidak menunjukkan perbedaan, mengindikasikan
bahwa sumbangan energi yang berasal dari tempe tidak berbeda nyata dengan
masukan energi yang berasal dari kasein terhadap perubahan berat badan tikus.
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Hal ini diduga karena tempe merupakan sumber protein kualitas tinggi (Zamora,
1979) yang dibuktikan pada nilai PER (Protein Efficiency Ratio) tempe pasca
mengalami fermentasi sebesar 2,79 yang seimbang dengan nilai PER kasein yang
sebesar 2,81 dan lebih besar jika masih dalam bentuk kedelai dengan nilai PER 2,41

(Wang, 1969).

Efek Tempe terhadap Serum Asam Amino Arginin Tikus

Asam amino arginin tempe merupakan satu-satunya asam amino yang
berjumlah dua kali lipat setelah masa fermentasi (tempe) dibanding asam amino
pada kedelai mentah (Ghozali, 2008) yang dimungkinkan memiliki peran dalam
proses penyembuhan luka.

Pada eksperimen ini efek pemberian tempe terhadap kadar serum asam
amino arginin tikus tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (P>0,05) meskipun
jumlah intake protein berbeda-beda (Tabel 14.4). Hasil yang hampir sama pada
serum tikus kelompok tempe (diabetes dan non diabetes) menandakan
pemberian diet tempe tersebut telah mencukupi kebutuhan akan asam amino

arginin.

Tabel 14.4. Efek tempe terhadap serum asam amino arginin tikus

Serum asam amino arginin
Kelompok (% wiw) &
Kontrol 0.44+0.23° .
Kontrol +5TZ 0.40%0.10°
Tempe1 0.32 +0.05°
Tempe1+STZ 0.35+0.01°
Tempe2 0.34%0.01°
Tempe2+STZ 0.32+0.03°

Huruf sama dalam kolom tidak berbeda secara signifikan pada p<o,05

Efek Tempe terhadap Kesembuhan Luka Tikus yang Diinduksi STZ

Mekanisme disfungsi penyembuhan luka pada keadaan diabetes hingga
kini belum diketahui. Penurunan proliferasi (perkembangbiakan) sel dan
rendahnya pembentukan jaringan sel (Childress & Stechmiller, 2002), rendahnya
jumlah kolagen dan penurunan sintesis NO (nitrat oksida) dalam luka (Schaffer et
al., 1997), dihubungkan dengan kegagalan penyembuhan pada luka diabetik ini.
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Penurunan respon inflamasi (radang) pada fase inflamasi (< 6 hari), yang
ditandai dengan penurunan infiltrasi atau migrasi sel (makrofag) kedalam luka,
diperkirakan sebagai tahap awal dari kegagalan proses penyembuhan luka
diabetik ini.

Keberadaan makrofag sangat diperlukan untuk mengaktifkan enzim INOS
(inducible nitric oxide synthetase) yang diperlukan dalam pembuatan NO dari L-
arginin. NO tersebut kemudian diperlukan dalam rangka melawan infansi bakteri
(Childress & Stechmiller, 2002). Makrofag juga diperlukan untuk mengaktifkan
enzim arginase dalam membuat ornithin yang selanjutnya diubah menjadi asam
~amino polyamin. Asam amino tersebut berfungsi dalam proliferasi sel dan
perbaikan jaringan (Lincoln et al., 1997, Wu & Moris, 1998).

Asam amino arginin sebagai subtrat pembentukan nitrat oksida (NO),
dalam dekade terakhir ini, diasosiasikan dengan proses penyembuhan luka
khususnya pada luka diabetik, melalui proliferasi makropag, fibroblas dan kolagen.
Peranannya yang besar dalam proses penyembuhan luka tersebut, menjadi bahan
kajian penulis untuk  meneliti apakah pemberian asam amino arginin yang
berasal dari tempe memiliki efek terhadap kesembuhan luka diabetik ini.

Fase penyembuhan luka meliputi fase inflamasi dimana jumlah neutropil
dan fibronektin mencapai puncak pada hari ke-2 pasca luka, jumlah makrofag
mencapai puncak pada hari ke-3 pasca luka. Fase kedua adalah fase proliferasi
dimana jumlah fibroblas dan limfosit mencapai puncak pada hari ke-5 pasca luka.
Jumlahnya semakin menurun setelah hari ke-8. Fase ketiga adalah fase maturasi
dimana jumlah kolagen dan wound breaking strength mulai meningkat pada hari
ke-10 pasca luka. Pada hari ke-14 pasca perlukaan (pembedahan) dalam penelitian
ini masuk dalam fase maturasi dalam proses kesembuhan luka. yang ditandai
dengan terjadinya peningkatan jumlah kolagen dan penurunan jumlah fibroblas.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa apabila dilihat secara makro,
persen penyembuhan luka lebih terlihat pada kelompok Kontrol+STZ, tetapi
secara histopatologi, kolagen yang terbentuk masih halus dan jumlah fibroblas
terlihat tinggi. Hal ini dikarenakan penyembuhan Iuka merupakan suatu
mekanisme yang kompleks, yang melibatkan beberapa parameter sepertijumlah
fibroblas dan kolagen sehingga penentuan kesembuhan secara makro tidak dapat
dijadikan sebagai patokan. Pada hari ke-14 pzsca perlukaan (Fase maturasi)
kolagen yang sudah terlihat kasar, ditunjukkan oleh kelompok Tempe1+STZ
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(arginin 1,4 persen) pada perlakuan diabetes dan kelompok Tempe2 (arginin 1,6
persen) pada perlakuan non diabetes (P>0.05) seperti terlihat pada Tabel 14.5.

Tabel 14.5. Persen késémbuhan luka, jumlah fibroblas dan pembentukan

kolagen pada tikus
Group % Kesembuhan luka Fibroblas Kolagen
Kontrol 94.27 + 4.77 " 1822,67 ° halus
Kontrol +5TZ 98.96+1.80° 1236,00 2 halus
Tempe1 98.44+1.56* 1364,00 * halus
Tempe1+STZ 98.43 +2.70° 1072,00° halus dan kasar
Tempe2 97.92¢1.80° 625,00 halus dan kasar
Tempe2+STZ 78.12+£ 5.40 - 1478,00° halus

Huruf sama dalam kolom tidak berbeda secara signifikan pada p<o0,95

Apabila dilihat secara makro, persen penyembuhan luka lebih tampak
pada kelompok Kontrol+STZ seperti terlihat pada Gambar 14.4.

A. Kelompok Kontrol

, 23

Tanggal 15 Mei 2008| |Tanggal 18 Mei 2008

G T |
BT ‘-'P;;‘ﬁ

gf.

49 - e

Tanggal 10 Mei 2008| [Tanqqal 15 Mei 2008 [Tanggal 18 Mei 2008




Rimbawan, Ekowati Handharyani, Dian S Ghozali

C. Kelompok Tempet

| W

/€ -
3 (6

Tanggal 10 Mei 2008/ |Tanggal 15 Mei 2008

Tanggal 18 Mei 2008

D. Kelompck Tempe1+STZ

anggal 10 Mei 2008

E. Kelompok Tempe2

‘; ) _.*3 : g‘
¥a
g

L] \f\!

Tanggal 10 Mei 2008

Tanggal 15 Mei 2008

F. Kelompok Tempe2+STZ

Tanggal 10 hMei 2008

Sk &

Tanggal 15 Mei 2008

Tanggal 18 Mei 2008
Gambar 14.4. Proses kesembuhan luka secara makro
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Meskipun demikian secara histopatologi, pada kelompok Kontrol+STZ
kolagen yang terbentuk masih halus dan jumlah fibroblas masih terlihat tinggi,
pertumbuhan kolagen belum diikuti oleh pertumbuhan folikel rambut meskipun
epidermis telah menutup (Gambar 14.5A). Hal ini berbeda dengan kemajuan
kesembuhan luka pada kelompok Tempe1+STZ yang ditunjukkan dengan kolagen
sudah terlihat kasar, diikuti dengan jumlah fibroblas yang mulai menurun,
epidermis yang telah menutup, dan diikuti dengan pertumbuhan folikel rambut
diantara pertumbuhan kolagen (Gambar 14.5B). Hasil kontras terlihat pada
kelompok Tempe2+STZ (arginin 1,6 persen), dalam hal ini kesembuhan luka terjadi
sangat lambat, berbeda sangat nyata dengan kelompok Tempe1+STZ. Proses
penyembuhan luka pada kelompok ini ditunjukan dengan epidermis sudah
terbentuk mendekati utuh, tetapi luka masih ditutup oleh keropeng, dan
pertumbuhan kolagen sudah terjadi disertai neovaskularisasi (Gambar 14.6B).

Gambar 14.5. A. Kelompok Kontrol+STZ, epidermis (A) telah menutup, pertumbuhan
kolagen (B) belum diikuti oleh pertumbuhan folikel rambut.

B. Kelompok Tempe1+STZ, Epidermis telah menutup (A), mulai terjadi
pertumbuhan folikel rambut (C) diantara pertumbuhan kolagen (B).
(Pewarnaan HE, pembesaran obyektif 20 x).
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Gambar 14.6 A. Kelompok Kontrol, epidermis telah menutup, ketebalan mendekati
sempurna (A), kolagen (B), folikel rambut sudah mulai tumbuh (C).

B. Kelompok Tempe2+STZ, epidermis sudzah terbentuk mendekati utuh
(A), luka masih ditutup oleh keropeng (C). pertumbuhan kolagen sudah
terjadi disertai neovaskularisasi (D). (Pewarnaan HE, pembesaran
obyektif 20 x).

Dari tabel dan gambar histopatologi diatas dapat disimpulkan bahwa
peran asam amino arginin tempe sebesar 1,4 persen dalam keadaan diabetes
menunjukkan tingkat kesembuhan yang paling cepat dibanding kelompok lainnya.
Beberapa studi literatur melaporkan bahwa pemberian arginin dosis 1 persen
berdampak pada peningkatan sintesis serum NO jika dibandingkan pada
kelompok yang mendapat suplemen arginin 0 persen atau 0,3 persen. Demikian
juga pemberian kasein sebesar 20 persen lebih berdampak pada peningkatan
sintesis serum NO jika dibandingkan kelompok dengan kasein 5 persen (Wu et al.,
1999). Dosis arginin 1,4 persen, dapat meningkatkan eNOS, iNOS dan arginase
pada luka diabetik (Kohli et al., 2004, Witte et al., 2002).

Mekanisme aksi yang dapat diterangkan dari pengaruh arginin dalam
penyembuhan luka adalah (Abumrad dan Barbul, 2003):

1. Suplementasi arginin sangat diperlukan sebagai subtrat dalam rangka
sintesa kolagen pada daerah luka, meskipun suplementasi bebas arginin

i
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dapat membentuk kolagen tapi berjumlah tidak kurang dari 5 persen,
dengan jalur:

Subtrat arginin = ornithin = "asam glutamat semialdehid -> prolin

2. Arginin menginduksi sintesa kolagen melalui mekanisme pituitary
secretagogue, dalam hal ini suplementasi arginin diikuti dengan hormon
tumbuh yang diidentikan dengan peningkatan wound breaking strength
dan deposit kolagen.

3. Arginin memiliki efek unik pada fungsi sel T, dengan cara menstimulasi
respon sel T dan menurunkan efek penghambatan luka, Limfosit T sangat
esensial pada kejadian menurunnya wound breaking strength dan
fasilitator dalam perbaikkan luka normal pada setiap fase penyembuhan
luka.

4. Arginin sebagai subtrat yang unik bagi NO, dalam hal ini keberadaan NO
dalam luka sangat penting, karena berperan dalam induksi sintesis -
kolagen dan vital bagi perbaikan jaringan (Scaffer et al., 1996).

Adanya peran NO tersebut dibuktikan pada cairan luka dan kultur sel luka
tikus diabetes yang telah diinduksi STZ. Hasilnya telah terjadi penurunan sintesis
NO pada cairan luka tersebut. NO juga ditemukan pada pasien dengan kaki
diabetik yang ditunjukkan dengan keberadaan enzim INOS (inducible nitrogen
oxide synthetase) dan arginase yang meningkat secara signifikan dibanding
kelompok kontrol. INOS dan arginase adalah enzim yang mengubah L-arginin
menjadi NO dan ornithin (Jude, 2000). Asam amino polyamin yang dibentuk
melalui ornithin, berfungsi dalam proliferasi sel dan perbaikan jaringan (Lincoln et
al., 1997, Wu & Moris, 1998).

Asam amino arginin dalam tempe bukan merupakan asam amino murni
seperti yang dilaporkan pada hasil penelitian diatas. Dalam arti pemenuhan dosis
asam amino arginin sebesar 1,6 persen yang harus disumbang dari tempe, seperti
pada kelompok Tempe2+STZ, berdampak pada penurunan karbohidrat dan
penambahan jumlah lemak yang disumbang cleh tempe. Pada kelompok tempe 2
komposisi diet menyumbang  karbohidrat 31,16 gr/100 gr diet, dan lemak
bertambah 2,29 gr/100 gr diet dari kebutuhan standarnya, sedangkan kelompok
kontrol menyumbang karbohidrat 46,56 gr/100 gr diet, dan lemak 6 gr/100 gr diet.
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Mekanisme tersebut diduga berpengaruh pada proses kesembuhan luka
yang lama pada kelompok Tempe2+STZ. Dalam keadaan hiperglikemia tingginya
lemak dalam diet berpengaruh pada disfungsi metabolisme lemak yang berujung
pada pembentukan benda keton yang mengakibatkan terjadinya ketodiabetik.
Pendugaan ini didasarkan atas tingkat kesembuhan luka pada kelompok Tempe2
yang secara signifikan (P<0,001) berbeda nyata dengan kelompok Tempe2+STZ.
Dalam hal ini kelompok Tempe2 (non diabetes) sama-sama diberikan diet asam
amino arginin tempe sebesar 1,6 persen, sehingga dapat disimpulkan bahwa
arginin dalam tempe bukan satu-satunya faktor yang terkait dalam proses
kesembuhan luka.

Meskipun tidak ada perbedaan yang signifikan antara kesembuhan luka
diabetik pada kelompok Kontrol+STZ dengan kelompok Tempe1+STZ, tetapi
secara jangka panjang pemberian diet tempe lebih menguntungkan. Hal ini
dikarenakan pemberian diet tempe juga memiliki efek hipoglikemia jika dibanding
pemberian diet kasein.

Dalam aplikasi pada pasien dengan kaki diabetik, dosis anjuran sebesar 17
hingga 30 gr/hari (Barbul et al.,, 2003), tidak mungkin akan terpenuhi apabila
arginin tersebut berasal dari tempe, karena dosis arginin 17 gr/hari akan
didapatkan dari tempe yang berjumlah sekitar 700 gr tempe berat basah/hari.
Meskipun demikian, pengalaman pemberian tempe sekitar 150 gr/hari (6 potong
ukuran rumah tangga) pada pasien kaki diabetes di rumah sakit memberikan
keuntungan yang positif dalam penyembuhan luka pada pasien ini.

Efek hipoglikemik yang diberikan tempe diduga turut memberikan andil
dalam proses kesembuhan lika. Mekanisme yang mungkin dapat diterangkan
adalah kadar gula darah yang terkontrol memberikan subtrat yang tidak
menguntungkan bagi bakteri anaerob (Clostridium perfringens) yang 80 persen
tumbuh pada luka pasien kaki diabetik ini (Misnadiarly, 2001).

Bakteri tersebut, adalah penghasil nanah dan bau busuk. Terkontrolnya
gula darah berarti mengurangi subtrat bagi bakteri untuk membuat infeksi pada
luka, sehingga kesembuhan luka akan tercapai, seperti hasil dari pengalaman yang
menyimpulkan bahwa pemberian tempe pada pasien dengan kaki diabetik,
mengurangi keluarnya nanah dan bau busuk.
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