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A B S T R A C T  

Superoxide Dismutase (SOD) is an antioxidant enzyme which reduce anion superoxide radicals as well as known caused of diabetes. There 
are many natural additive was believed having capacity to repaired an antioxidant celluler status. Cardamom’s stem were reported 
containing flavonoid and vitamin C which have been proven as in vitro antioxidant. There was no data showing its in vivo potency. This 
study aims to knoe the SOD activity of diabetes rats which were given cardamom stem extract (CSE) and glibenclamide. The research 
carried out with the use of experimentally Randomized Design Complete (RAL) by administering treatment on diabetes rat without CSE 
and glibenclamide as a control, consist of 100 mg/kg bodymass CSE and 2 mg/kg bodymass glibenclamide. The experiment consists  of 3 
treatments with 7 repetitions, blood sampling carried out experiments as much as 3 times with intervals of 7 days once. The data was 
analyzed using a variety of analysis (ANOVA). The result showed that the SOD activity increased from 4261 Unit/mg protein to 6604,668 
Unit/mg protein (P < 0.01) in diabetes rats treatment by CSE for 14 days. 
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P E N D A H U L U A N  

Diabetes merupakan kelompok penyakit gangguan 
metabolisme yang ditandai dengan peningkatan kadar 
glukosa darah (hiperglikemia) yang disebabkan oleh 
kelainan sekresi insulin, kerja insulin, atau keduanya 
(American Diabetes Assossiation, 2006). Indonesia 
merupakan salah satu negara dengan jumlah 
penderita diabetes cukup tinggi didunia yang terbukti 
dengan menempati peringkat keempat, setelah China, 
India dan Amerika Serikat (Siburian et al., 2010). 
Salah satu faktor yang memicu penyakit ini adalah 
banyaknya radikal bebas ataupun Reactive Oxigen 
Species (ROS) (Dominguez et al., 1998; Winarsi dan 
Purwanto, 2010). ROS adalah senyawa oksigen yang 
tidak stabil dan sangat reaktif karena mengandung 
satu elektron atau yang tidak berpasangan pada 
orbital terluarnya. Demi mencapai kestabilan atom 
atau molekulnya, ROS cenderung menarik elektron 
dari molekul-molekul penting disekitarnya seperti 
protein, lipid, dan DNA untuk memperoleh pasangan 
elektron (Yang et al., 2002; Winarsi, 2005). Hal ini 
dapat membahayakan jaringan dan menyebabkan 
kematian sel (Winarsi, 2007). Tubuh memiliki 
penangkal untuk menanggulangi radikal bebas 
tersebut, yaitu enzim antioksidan (Wresdiyati et al., 
2008; Astuti et al., 2009). 

Antioksidan merupakan suatu substansi yang 
dapat menghambat oksidasi molekul- molekul penting 
seperti protein, lemak, dan DNA yang diakibatkan oleh 
radikal bebas, yaitu dengan cara mendonorkan 
elektronnya atau berperan sebagai reduktan (Lim et 
al., 2006; Winarsi, 2007). Radikal bebas memicu stres 
oksidatif, yaitu suatu kondisi ketika produksi oksidan 
atau ROS melebihi kapasitas antioksidan dalam tubuh 
sehingga akan mengarahkan pada oksidasi molekul-
molekul penting dalam tubuh (Bowen-Forbes et al., 
2008). Superoksida dismutase merupakan 

antioksidan primer yang memegang peranan dalam 
menanggulangi radikal bebas, yaitu anion 
superoksida. 

Hiperglikemia menyebabkan stres oksidatif lebih 
lanjut, karena mampu menghasilkan radikal bebas 
lebih banyak, dan menurunkan kerja antioksidan 
dalam tubuh (Wiyono, 2003). Anion superoksida 
merupakan radikal bebas yang dikatalisis SOD 
menjadi hidrogen peroksida dan molekul oksigen 
(Mates et al., 1999). Menurut Ruwiastuti (2001) kadar 
SOD dalam jaringan hati tikus yang berada dibawah 
kondisi stres menunjukkan adanya penurunan. 
Penurunan kadar SOD dibawah kondisi stres sangat 
tidak diharapkan, mengingat fungsi SOD sebagai 
antioksidan penangkal radikal superoksida yang 
jumlahnya meningkat pada kondisi stres oksidatif. 
Oleh karena itu, diperlukan adanya upaya untuk 
meningkatkan kadar SOD dengan cara mengkonsumsi 
bahan makanan yang mengandung antioksidan. 
Selama ini diabetes diobati dengan glibenklamid, 
namun perlu disadari bahwa penggunaan obat dalam 
jangka panjang sering menimbulkan efek yang 
membahayakan tubuh. 

Kapulaga merupakan komoditas rempah-rempah 
Familia Zingiberaceae yang cukup diperhitungkan di 
Indonesia. Bagian kapulaga yang sering dimanfaatkan 
adalah bijinya baik untuk obat maupun bumbu 
masakan. Batang kapulaga yang selama ini kurang 
dimanfaatkan ternyata memiliki kandungan 
antioksidan (Winarsi dan Arinton 2012). Ekstrak 
batang kapulaga yang diekstrak menggunakan ethanol 
96% memiliki kandungan flavonoid sebesar 21,46 
mg/gr ekstrak dan vitamin C sebesar 5,6 mg/gr 
ekstrak (Winarsi dan Arinton, 2012). Flavonoid dan 
vitamin C merupakan senyawa antioksidan (Noorozi 
et al., 1998). Pemberian ekstrak batang kapulaga 
(EBK) diharapkan dapat meningkatkan aktivitas SOD 
pada tikus diabetes yang di induksi aloksan, sehingga 
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dapat menurunkan kadar radikal bebas yang 
mengarahkan pada penyembuhan. 

Berdasarkan uraian di atas diperoleh 
permasalahan, apakah aktivitas SOD tikus diabetes 
dapat dipengaruhi oleh pemberian EBK dan 
glibenklamid. Tujuan penelitian ini adalah untuk 
mengetahui aktivitas SOD tikus diabetes yang diberi 
EBK dan glibenklamid. Penelitian ini diharapkan 
mampu memberikan informasi ilmiah tentang 
aktivitas SOD tikus diabetes yang diberi EBK dan 
glibenklamid. Berdasarkan informasi ini diharapkan 
menambah daftar functional food yang baik untuk 
penderita diabetes. 

M E T O D E  

Obyek yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah 
tikus putih (Rattus norvegitus strain sprague dawley) betina 
berumur 2-3 bulan. Alat-alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah dispossible syringe, timbanga digital, 
timbangan analitik, timbangan, kandang tikus, gelas ukur, 
kertas whatman no. 41, pisau, botol gelap, erlenmeyer, 
tabung mikrosentrifuse, sentrifuse, gunting, sarung tangan, 
pipet kapiler haematokrit, alumunium foil, glucotest, 
glucostrip, sonde, vorteks, spektrofotometer, rotary 
evaporator, pipet ukur, dan filler.  

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah aloksan monohidrat, NaCl fisiologis, aquades, batang 
kapulaga, glibenklamid, pakan, air, kapas streril, sekam, 
EDTA 10%, xantin, sitokrom C, etanol 96%, buffer fosfat 
tanpa EDTA, xantin oksidase, buffer fosfat dengan EDTA, 
aquabides, dan Superoksida Dismutase (SOD). 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan 
Fisiologi Tumbuhan, Animal House serta Laboratorium 
Lingkungan Fakultas Biologi Universitas Jenderal 
Soedirman. Waktu pelaksanaan penelitian dilakukan selama 
3 bulan yang berlangsung selama bulan Oktober 2012–
Januari 2013. 

Penelitian dilakukan secara eksperimental dengan 
menggunakan rancangan dasar, yaitu rancangan acak 
lengkap (RAL). Percobaan terdiri dari 3 perlakuan dengan 7 
kali pengulangan, pengambilan sampel dilakukan sebanyak 
3 kali.  

Perlakuan yang dicobakan meliputi tikus diabetes tanpa 
pemberian Ekstrak Batang Kapulaga (EBK) dan 
glibenklamid, tikus diabetes yang diberi EBK, dan tikus 
diabetes yang diberi Glibenklamid. 
Pembuatan EBK dilakukan dengan cara menggiling hingga 
halus batang kapulaga yang telah dikeringkan dibawah sinar 
matahari kemudian direndam dengan etanol 96% selama 24 
jam. Dilanjutkan penyaringan untuk mendapatkan filtrat 
batang kapulaga. Filtrat diuapkan menggunakan alat rotary 
evaporator untuk mendapatkan ektrak kental. 

Tikus putih yang baru didatangkan kemudian ditimbang 
bobot badannya dan dikelompokkan. Selama proses 
aklimasi tikus diberi pakan sebanyak 10% dari bobotnya, 
dan air secara ad libitum. Tikus yang akan diinduksi aloksan 
terlebih dahulu dipuasakan selama 24 jam. Aloksan 
monohidrat dilarutkan dalam NaCl fisiologis dengan dosis 
tunggal 120 mg/kg bobot tikus yang diinjeksikan secara 
intraperitonial (Kim et al., 2006). Setelah 4–7 hari, kadar 
glukosa darah diukur menggunakan glucotest. Darah tikus 
diambil dari vena lateralis ekor. Tikus dengan kadar glukosa 
darah puasa ≥ 126 mg/dl, dapat dinyatakan diabetes 
(Mansjoer et al., 2007). Tikus yang telah mengalami 
hiperglikemia kemudian dikelompokkan sesuai perlakuan. 
Komposisi Pemberian EBK dan glibenklamid dilakukan 

selama 14 hari dengan dosis EBK sebesar 100 mg/kg bobot 
badan, sedangkan glibenklamid sebesar 2 mg/kg bobot 
badan yang diberikan secara oral. 

Pengambilan sampel darah tikus dilakukan dengan 
menggunakan pipet kapiler hematokrit yang diambil 
melalui vena pada pembuluh darah di mata. Sampel darah 
dimasukkan kedalam tabung mikrosentrifuse yang 
didalamnya telah terdapat antikoagulan berupa EDTA 10%. 
Sampel darah yang telah terkumpul kemudian disentrifuse 
selama 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm. Setelah 
terpisah antara plasma dan korpuskula, kemudian keduanya 
dipisahkan pada tabung mikrosentrifuse yang berbeda. 
Pengambilan sampel darah tikus dilakukan pada saat tikus 
dinyatakan diabetes (sebagai kontrol), 7 hari setelah 
perlakuan dan 14 hari setelah perlakuan.  

Plasma sebanyak 20 μl plasma ditambahkan reagen BPA 
(Bradford Protein Assay) sebanyak 200 μl dan H2O 780 μl. 
Blanko yang digunakan adalah 800 μl H2O. Pembacaan 
absorbansi dilakukan menggunakan Spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 595 nm. 

Pengukuran aktivitas SOD didasarkan pada 
penghambatan reduksi ferrisitokrom c oleh anion 
superoksida yang berasal dari oksidasi xantin/xantin 
oksidase yang tergantung pada anion superoksida. Reduksi 
ferisitokrom c menjadi sitokrom C, diamati berdasarkan 
nilai absorbansi pada panjang gelombang 550 nm. Data yang 
diperoleh dianalisis menggunakan uji F yang kemudian 
dilanjutkan dengan uji BNT dengan tingkat kesalahan 5% 
dan 1%. 

H A S I L  D A N  P E M B A H AS A N  

Berdasarkan pengukuran aktivitas SOD didapatkan 
bahwa kelompok tikus diabetes yang diberi Ekstrak 
Batang Kapulaga (EBK) selama 2 minggu 
menunjukkan nilai tertinggi yaitu sebesar 6604,668 
unit/mg protein sedangkan nilai terendah pada 
kontrol (tikus diabetes sebelum diberi EBK ataupun 
glibenklamid) yaitu sebesar 4261,279 Unit/mg 
protein. 

Analisis data menggunakan uji F aktivitas SOD 
tikus kontrol dengan kelompok yang diberikan 
perlakuan (EBK dan glibenklamid) selama 7 hari 
menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh nyata (P > 
0.05). Namun demikian ketika dibandingkan dengan 
kelompok tikus yang diberikan perlakuan selama 14 
hari, ternyata aktivitas SOD meningkat nyata (P < 
0.05). Kemudian dilakukan uji lanjut BNT untuk 
mengetahui perbedaan antar perlakuan. Uji Lanjut 
BNT antara kelompok kontrol dengan kelompok yang 
diberi glibenklamid menunjukkan tidak berbeda nyata 
(P > 0.05).  

Uji BNT aktivitas SOD antara kelompok kontrol 
dengan kelompok yang diberi EBK menunjukkan 
perbedaan yang sangat nyata (P < 0.01). Uji lanjut 
BNT antara kelompok tikus yang diberi EBK dengan 
kelompok tikus yang diberi glibenklamid 
menunjukkan perbedaan nyata (P < 0.05). Aktivitas 
Superoksida Dismutase (SOD) tikus diabetes selama 
percobaan disajikan pada Gambar 1. 

Menurut Winarsi dan Arinton. (2012), aktivitas 
SOD tikus normal (non-diabetes) yaitu sebesar 
5043,92 unit/mg protein. Aktivitas tersebut lebih 
tinggi bila dibandingkan dengan aktivitas tikus 
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diabetes saat awal (kontrol). Tingginya aktivitas SOD 
tikus normal dikarenakan kadar glukosa darahnya 
yang normal sehingga tidak memicu produksi radikal 
bebas yang berlebih. Sebaliknya, rendahnya aktivitas 
SOD kelompok tikus diabetes (kontrol) berhubungan 
dengan kondisi stres oksidatif akibat induksi aloksan. 

 

Gambar 1. Aktivitas SOD tikus diabetes selama diberi EBK 
dan glibenklamid. 

Menurut Ruhe & McDonald (2001) penderita 
diabetes mengalami stres oksidatif berkelanjutan 
dikarenakan tingginya kadar glukosa darah 
(hiperglikemia). Tingginya kadar glukosa darah 
meningkatkan pembentukan ROS, melalui reaksi 
oksidasi reduksi sehingga mendorong lebih banyak 
donor elektron NADH dan FADH2 masuk ke dalam 
rantai transport elektron (Wiyono, 2003; Suarsana et 
al., 2011). Peningkatan laju transport elektron turut 
berkontribusi dalam pembentukan anion superoksida. 

Stres oksidatif yang terjadi menyebabkan 
peningkatan laju peroksidasi lipid yang berkontribusi 
dalam produksi radikal bebas, termasuk terbentuknya 
anion superoksida, sehingga menyebabkan modifikasi 
oksidatif yang mengakibatkan terinaktivasinya SOD 
(Gupta & Chari, 2005). Peroksidasi lipid adalah 
peristiwa teroksidasinya lipid yang berlangsung 
secara cepat (Pasaoglu et al., 2004). Lipid yang 
teroksidasi merupakan bagian fosfolipid membran sel 
β pankreas pada penderita diabetes sehingga 
mempengaruhi kestabilan strukturnya. Demikian pula 
fungsi vital sel sebagai penyedia hormon insulin turut 
terganggu, karena peroksidasi lipid menyebabkan 
peningkatan permeabilitas membran sel (Yuriska, 
2009). Produksi hormon insulin menjadi berkurang, 
demikian pula fungsinya, sehingga tidak mampu 
mengarahkan pemasukan glukosa ke jaringan. Kondisi 
tersebut menyebabkan kadar glukosa dalam darah 
menjadi tinggi, yang berkontribusi dalam penurunan 
aktivitas SOD (Robertson et al., 2004), dengan cara 
membangkitkan metabolisme glukosa alternatif dan 
menghasilkan radikal bebas lebih banyak. 

Aktivitas SOD pada hari ke-14 yang menunjukkan 
tidak ada perbedaan nyata antara kelompok kontrol 
dengan glibenklamid membuktikan bahwa 
glibenklamid tidak memberikan pengaruh nyata 
terhadap peningkatan aktivitas SOD. Glibenklamid 
merupakan obat diabetes generasi kedua sulfunylurea 
yang dapat menurunkan kadar glukosa darah 

sehingga kondisi hiperglikemia dapat dikendalikan. 
Mekanisme penurunan kadar glukosa darah dilakukan 
dengan cara merangsang sekresi hormon insulin, 
meningkatkan pengambilan glukosa dari darah ke 
jaringan, oksidasi glukosa, dan aktivasi sintesis 
glikogen di hati dan jaringan adiposa. Harapannya, 
pemberian glibenklamid dapat meningkatkan 
aktivitas SOD tikus diabetes, mengingat 
kemampuannya dalam menurunkan kadar glukosa. 
Namun ternyata, aktivitas SOD tikus diabetes yang 
diberi glibenklamid tidak meningkat. 
Kemungkinannya kerja glibenklamid lebih terfokus 
pada stimulasi hormon insulin untuk menurunkan 
kadar glukosa darah pada tahap awal, sehingga belum 
dapat menghentikan jalur-jalur alternatif seperti 
tersebut diatas (autooksidasi, glikasi, ataupun poliol). 
Oleh sebab itu, perlu diamati jalur metabolisme 
setelah 14 hari observasi. 

Peningkatan aktivitas SOD secara signifikan pada 
kelompok perlakuan EBK selama 14 hari 
membuktikan bahwa pemberian EBK mampu 
meningkatkan aktivitas SOD tikus diabetes. 
Peningkatan aktivitas tersebut berkaitan dengan 
kandungan flavonoid sebesar 21,46 mg/gr dan 
vitamin C sebesar 5,6 mg/gr di dalam EBK (Winarsi 
dan Arinton, 2012). Temuan ini mendukung Quine 
(2005) yang mengemukakan bahwa aktivitas enzim 
SOD tikus yang diberi epicatechin (salah satu jenis 
flavonoid dalam teh) juga meningkat. 

Beberapa peneliti melaporkan bahwa flavonoid 
bekerja sebagai antioksidan. Dembinska-Kiec et al. 
(2008) menyatakan bahwa flavonoid bekerja sebagai 
antioksidan dengan cara meningkatkan aktivitas SOD. 
Dilaporkan pula bahwa flavonoid bekerja sebagai 
radical scavenger, untuk radikal oxygen singlet dan 
lipid peroksidasi (Ahmed, 2005; Astuti et al., 2009; 
Zhang et al., 2011). Flavonoid menekan kerja 
peroksidase, sehingga menghambat pembentukan 
ROS oleh neutrofil (Nijveldt et al., 2001). Flavonoid 
juga menghambat pembentukan ROS dengan 
menekan kerja beberapa enzim yang 
memproduksinya (Lukacinova et al., 2008). Sebagai 
antioksidan potensial, flavonoid mengkelat logam dan 
menstabilkannya sehingga logam tersebut tidak dapat 
mengkatalisis reaksi oksidasi radikal bebas (Song et 
al., 2005). Flavonoid meredam reaktivitas radikal 
bebas, sehingga mengarahkan molekul tersebut 
menjadi lebih stabil. Flavonoid juga bekerja 
mendonorkan ion hidrogen atau elektron kepada 
anion superoksida sehingga melindungi lipoprotein, 
protein, dan DNA dari oksidasi (Nijveldt et al., 2001; 
Dembinska-Keic et al., 2008; Norshazila et al., 2010; 
Winarsi, 2007). 

Peningkatan aktivitas SOD tikus diabetes lebih 
tinggi terjadi pada kelompok yang diberi EBK 
daripada kelompok glibenkamid. Hal ini 
menggambarkan bahwa flavonoid lebih berpotensi 
dalam meningkatkan aktivitas SOD dibandingkan 
glibenklamid. Dengan demikian tampak adanya 
perbedaan aksi antara EBK dan glibenklamid. EBK 
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langsung meningkatkan aktivitas SOD melalui 
mekanisme kerja antioksidannya, sedangkan 
glibenklamid langsung mengendalikan kadar glukosa 
darahnya. Kedepannya, akan lebih tepat bila EBK 
dikombinasikan dengan glibenklamid untuk penderita 
diabetes. 

Peningkatan aktivitas SOD tikus diabetes yang 
diberi EBK berkaitan dengan penurunan laju 
peroksidasi lipid. Demikian pula yang terjadi dengan 
penurunan jumlah radikal anion superoksida juga 
karena aktivitas SOD yang mengalami peningkatan. 
Penurunan laju peroksidasi lipid akibat kerja 
flavonoid mencegah kerusakan sel β pankreas. 
Menurut Dene et al. (2005) flavonoid dapat 
menurunkan kadar gula darah. Kenyataannya, fungsi 
sel β tikus diabetes dapat diperbaiki dengan 
pemberian EBK, yang ditunjukkan dengan 
menurunnya kadar gula darah (Winarsi dan Arinton, 
2012). Dengan demikian, kerja flavonoid yang 
terkandung dalam EBK dapat meningkatkan aktivitas 
SOD dengan cara berperan sebagai scavenger anion 
superoksida, pengkelat logam, dan menghambat kerja 
enzim penghasil radikal superoksida. 

Selain flavonoid, Winarsi dan Arinton (2012) 
melaporkan adanya vitamin C sebesar 5,6 mg/g 
eksrak dalam EBK. Vitamin C merupakan antioksidan 
penting yang memiliki kemampuan sebagai 
kemampuan vitamin C sebagai scavenger radikal 
bebas dengan cara mendonorkan elektronnya. Lebih 
dari itu vitamin C juga dapat melindungi lipid 
membrane sel dari peroksidasi sehingga mengurangi 
pembentukan radikal bebas (Darko et al., 2002). Oleh 
karena itu, vitamin C turut berkontribusi dalam 
mencegah kerusakan jaringan yang diakibatkan oleh 
efek negatif radikal bebas (Arifin et al., 2007). Proses 
glikasi protein plasma penderita diabetes dapat 
dihambat secara signifikan oleh vitamin C melalui 
binding. Penghambatan proses glikasi protein oleh 
vitamin C turut mengurangi jumlah radikal anion 
superoksida dan sebaliknya meningkatkan aktivitas 
SOD. Dengan demikian, vitamin C dalam EBK 
meningkatkan aktivitas SOD melalui mekanisme kerja 
sebagai scavenger radikal anion superoksida, 
meregenerasi vitamin E teroksidasi, serta 
menghambat glikasi protein. Jelas bahwa aktivitas 
SOD tikus diabetes tidak hanya diperankan oleh 
flavonoid dalam EBK saja, melainkan juga didukung 
oleh vitamin C didalamnya. 

K E S I M P U L A N   

Aktivitas SOD tikus sprague dawley diabetes dapat 
ditingkatkan oleh pemberian. Ekstrak Batang 
Kapulaga (EBK) selama 14 hari, sedangkan pemberian 
glibenklamid dalam waktu yang sama belum 
menunjukkan peningkatan yang nyata. 
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