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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian
eksperimen kuantitatif. Pada penelitian ini terdapat manipulasi terhadap objek
penelitian serta adanya kontrol (Nazir, 1999). Penelitian yang dilakukan mengenai
pengaruh pemberian simplisia daun simpur (Dillenia philippinensis) terhadap
penurunan kadar gula darah mencit (Mus musculus L.) jantan pasca induksi
aloksan.

B. Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan
Acak Lengkap (RAL), dimana terdapat kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol dengan faktor lingkungan yang homogen (Nazir, 2003). Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan bahwa pemberian ekstrak daun simpur dosis 250
mg dan 500 mg pada tikus (Rattus norvegicus) dapat menurunkan kadar gula
darah. Oleh karena itu, pada penelitian ini dibentuk kelompok perlakuan yang
terdiri dari empat kelas. Masing-masing kelas diberi perlakuan dengan pemberian
simplisia daun simpur dosis 4,2 ; 10,5 ; 21 dan 31,5 mg/30 gr BB mencit.
Kemudian terdapat kelompok positif, negatif, dan pembanding. Kelompok positif
adalah kelompok yang diberi induksi aloksan tetapi tidak diberi simplisia daun
simpur. Kelompok negatif merupakan kelompok kontrol yang tidak diberi
perlakuan apapun hanya makan dan minum biasa. Adapun dalam penelitian ini
menggunakan kelompok pembanding yaitu dengan pemberian obat glibenklamid
dengan dosis 0,0195 mg/30 gr BB.

Beberapa dosis yang digunakan berdasarkan adaptasi dari penelitian
sebelumnya yang dilakukan olen Kumar et al (2011). Masing-masing perlakuan
dilakukan pengulangan sebanyak empat kali. Jumlah pengulangan berdasarkan

rumus pengulangan (replikasi) Gomez and Gomez (1995) sebagai berikut:
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Hewan percobaan didapatkan pertama kali saat berumur sekitar 4 bulan.
Sebelum ke tahap perlakuan, seluruh hewan percobaan diaklimatisasi selama 7
hari di kandang. Penimbangan berat badan dilakukan selama aklimatisasi dan
selama perlakuan. Parameter yang diukur adalah kadar gula darah hewan
perlakuan yang diuji dengan menggunakan glukometer test. Masing-masing
kelompok dilakukan pengulangan sebanyak empat kali. Sebelum memasuki tahap
perlakuan pemberian simplisia daun simpur, hewan dari kelompok positif,
pembanding dan kelompok perlakuan terlebih dahulu diinduksi aloksan sebesar
500 mg yang diinjeksikan via subkutan 0,04 cc. Tujuan diinjeksikannya aloksan
adalah untuk menciptakan kondisi hiperglikemia pada tubuh hewan percobaan.

Pemberian simplisia daun simpur yang digunakan berupa seduhan bubuk
yang dibuat sesuai dosis dan diberikan per oral. Frekuensi pemberian simplisia
daun simpur dilakukan sebanyak satu kali setiap harinya pada pagi hari sebelum
diberi pakan dengan menggunakan sonde lambung. Perlakuan dilakukan selama
tiga minggu (21 hari), setelah hari ke 21 semua mencit diambil sampel darahnya

melalui vena caudalis (ekor).

C. Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah 28 ekor mencit jantan (Mus muculus)
galur Swiss Webster dengan berat badan sekitar 30 gr per ekor. Sampel yang akan
digunakan dalam penelitian ini adalah 0,08 pl darah mencit jantan usia empat
bulan yang telah diinduksi aloksan dan diberi simplisia daun simpur dengan

variasi dosis.
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D. Waktu dan Lokasi Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan selama + 3 bulan di laboratorium Kebun Botani
Jurusan Pendidikan Biologi, Fakultas Pendidikan Matematika dan Ilimu

Pengetahuan Alam, Universitas Pendidikan Indonesia.

E. Alatdan Bahan

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini terdapat di Laboratorium
Struktur Hewan dan Laboratorium Fisiologi Hewan, Universitas Pendidikan
Indonesia, serta aklimatisasi hewan di rumah hewan Laboratorium Kebun Botani
Universitas Pendidikan Indonesia, Bandung. Alat dan bahan yang digunakan

selama penelitian terdapat pada Lampiran-1.

F. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian meliputi tahap pra-penelitian, penelitian, dan pasca
penelitian.
1. Tahap Pra-Penelitian
a. Aklimatisasi Hewan Percobaan

Hewan percobaan dibuatkan kandang dari bak plastik berukuran 40 cm x 30
cm x 12 cm. Bak plastik diberi medium tempat hidup mencit jantan berupa
serutan kayu (sekam). Pada bagian atas bak diberi ram kawat untuk mencegah
mencit keluar dari kandang. Kemudian kandang diberi tempat minum sebanyak
satu buah per kandang (Utami, 2010). Tujuan aklimatisasi ini adalah agar hewan
dapat menyesuaikan diri dengan lingkungannya. Aklimatisasi hewan dilakukan
selama 7 hari.
b. Pengumpulan Bahan dan Pembuatan Simplisia Daun Simpur

Tumbuhan simpur yang digunakan adalah bagian daunnya. Daun simpur yang
dipilih harus dalam keadaan baik (tidak busuk) ataupun berjamur. Pembuatan
simplisia daun simpur dilakukan dengan metode sederhana, yaitu dengan cara
memilih bahan segar kemudian ditimbang dan dicuci bersih dengan air mengalir
sebanyak tiga kali. Kemudian daun simpur diangin-anginkan atau di jemur dengan
bantuan sinar matahari yang cukup hingga kadar air hilang (simplisia). Daun
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simpur yang sudah kering kemudian di haluskan dengan menggunakan alat
blender kemudian diayak hingga menjadi bubuk halus.

Penentuan dosis dilakukan dengan cara bubuk daun simpur ditimbang sesuai
dengan dosisnya yaitu 4,2 mg/30 gr BB; 10,5 mg/30 gr BB; 21 mg/30 gr BB; 31,5
mg/30 gr BB. Tiap dosis yang dibuat dikalikan empat untuk empat ekor hewan,
Kemudian dari tiap dosis tersebut dilarutkan pada aquades dalam botol vial.
Setelah dilarutkan, kemudian disaring kembali menggunakan kertas saring
sehingga bubuk yang masih berbentuk kasar tidak ikut terambil.

Dua dosis yang dipakai merupakan dosis aplikatif dari penelitian Kumar
(2011) yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak daun simpur 250 mg dan 500
mg/BB/hari pada tikus putih tidak menyebabkan kematian. Jika dosis
dikonversikan pada mencit, maka pemberian 10,5 mg/30 gr BB atau setara dengan
250 mg/ 200 gr BB tikus dan 21 mg/30 gr BB atau setara dengan 500 mg/ 200 gr
BB tikus tidak menyebabkan kematian pada mencit.

2. Tahap Penelitian
a. Induksi Aloksan untuk Menciptakan Kondisi Hiperglikemia

Aloksan merupakan derivat pirimidin sederhana yang berfungsi memberikan
kondisi hiperglikemia dengan merusak sel p pankreas sehingga menurunkan
produksi insulin. Dosis aloksan yang digunakan berdasarkan penelitian
sebelumnya 500 mg/kgBB tikus. Dosis tersebut telah diuji oleh peneliti dapat
meningkatkan kadar glukosa darah. Dosis tersebut kemudian di konversikan untuk
hewan mencit. Aloksan kemudian dilarutkan menggunakan larutan NaCl 0,9%
sebanyak 7,5 cc dalam vial steril kemudian larutan dihomogenkan. Sebelum
hewan diinjeksi dengan aloksan, hewan dari kelompok tertentu di puasakan
terlebih dahulu +5 jam. Aloksan kemudian diinjeksikan ke hewan kelompok
positif, pembanding, dan kelompok perlakuan via subkutan 0,04 cc. Pemberian
dilakukan satu kali sebelum penelitian. Semua kelompok hewan diberi pakan

standar dan minum secara ad libitum.
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b. Penentuan Dosis

Dosis Simplisia Daun Simpur

Dosis yang diberikan pada penelitian ini antara lain 4,2 ; 10,5 ; 21 dan 31,5
mg/30 gr BB dengan pertimbangan dari penelitian Kumar (2011) yang
menyatakan bahwa pemberian ekstrak daun simpur sejumlah 250 mg/kg BB dan
500 mg/kg BB pada tikus putih tidak menimbulkan dampak kematian pada tikus.
Jika dosis dikonversikan pada mencit, maka pemberian 10,5 mg/30 gr BB atau
setara dengan 250 mg/ 200 gr BB tikus dan 21 mg/30 gr BB atau setara dengan
500 mg/ 200 gr BB tikus tidak menyebabkan kematian pada mencit.

Dosis Glibenklamid

Pada manusia dosis glibenklamid yang dipakai berkisar antara 2,5-5 mg,
untuk mencit harus dikonversikan terlebih dahulu sehingga untuk 30 gr BB
mencit dosis glibenklamid yang diberikan adalah 0,0195 mg. Timbang satu tablet
glibenklamid kemudian catat berat tablet. Berat rata-rata satu tablet glibenklamid
adalah 200 mg, kemudian gerus sekaligus lima buah tablet glibenklamid hingga
menjadi bubuk. Kemudian dosis yang didapat dikalikan dengan berat total tablet
glibenklamid per berat satu tablet glibenklamid sehingga di dapatlah 7,8 mg ad 10
mL. Artinya 7,8 mg bubuk glibenklamid ditimbang kemudian dilarutkan ke dalam
10 mL aquades setiap hari. Penentuan dosis didasarkan pada penelitian yang
pernah dilakukan pada tikus putih dengan nilai konversi tikus putih 200 gram ke
mencit 20 gram menggunakan tabel konversi Laurence & Bacharach (1964).

Perhitungan dosis yang dipakai berdasarkan hasil konversi dari manusi ke
mencit, dan dari tikus ke mencit. Contoh perhitungan dosis untuk glibenklamid

yang diberikan pada mencit.

Konversi manusia = mencit 20gr =0,0026
Dosis glibenklamid pada manusia dewasa =5mg
Dosis glibenklamid pada mencit =0,0026 x 5

= 0,013 mg/20gr BB mencit
Karena mencit yang digunakan memiliki rerata berat badan 30 gram, maka

perhitungan dosis selanjutnya disesuaikan dengan berat badan yang digunakan.

—22§: x 0,013 mg = 0,0195 mg/30 gr berat badan mencit.
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Kemudian perhitungan dosis simplisia daun simpur yang digunakan pada mencit.

Contoh perhitungannya adalah sebagai berikut:

Dosis daun simpur yang digunakan pada tikus = 250 mg/kg BB tikus
Konversi tikus = mencit 20 gr =0,14
Berat badan tikus yang digunakan umumnya =200 gr
Maka, Bemtll;zgj; HkUS % 250 mg = 21000% X 250 mg

=50 mg/200 gr BB tikus
Kemudian dikonversikan ke mencit =50 mg x 0,14

=7 mg/20 gr BB mencit
Mencit yang digunakan memiliki rerata berat badan 30 gram, maka perhitungan

dosis selanjutnya disesuaikan dengan berat badan yang digunakan.

2097 % 7 mg = 10,5 mg/30 g berat badan mencit

c. Perlakuan Hewan Percobaan dengan Pemberian Simplisia Daun Simpur
Jumlah mencit yang digunakan dalam penelitian ini adalah 28 ekor mencit

(Mus musculus) Swiss Webster jantan yang telah berusia empat bulan dengan

rata-rata berat badan 30 gr. Mencit dibagi menjadi tujuh kelompok yang terdiri

dari empat ekor mencit setiap kelompok. Adapun kelompok mencit tersebut

adalah:

1) Kelompok pertama merupakan kelompok kontrol netral (negatif) yang tidak
diberi perlakuan apapun hanya diberi minum aquades dan pakan biasa.

2) Kelompok kedua adalah kelompok kontrol positif yaitu hewan yang diinduksi
aloksan namun tidak diberi simplisia daun sempur.

3) Kelompok ketiga adalah kelompok pembanding yaitu hewan hasil induksi
aloksan yang diberi glibenklamid dosis 0,0195 mg/30 gr BB.

4) Kelompok keempat adalah kelompok hewan hasil induksi aloksan yang diberi
simplisia daun sempur dengan dosis 4,2 mg/30 gr BB.

5) Kelompok kelima adalah kelompok hewan hasil induksi aloksan yang diberi
simplisia daun sempur dengan dosis 10,5 mg/30 gr.

6) Kelompok keenam adalah kelompok hewan hasil induksi aloksan yang diberi

simplisia daun sempur dengan dosis 21 mg/30 gr BB.

Tri Wahyuni, 2016

PENGARUH PEMBERIAN SIMPLISIA DAUN SIMPUR (Dillenia philippinensis) TERHADAP
PENURUNAN KADAR GULA DARAH MENCIT (Mus musculus L.) JANTAN PASCA INDUKSI ALOKSAN
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



35

7) Kelompok ketujuh adalah kelompok hewan hasil induksi aloksan yang diberi
simplisia daun sempur dengan dosis 31,5 mg/30 gr BB.

Pemberian ekstrak daun simpur dilakukan setiap harinya selama 21 hari
secara gavage. Mencit jantan dalam kelompok diberik simplisia daun simpur
sesuai dengan dosis yang telah ditentukan. Simplisia daun simpur yang diberikan
adalah 1 mL/hari untuk masing-masing dosis. Hal ini bertujuan agar lambung
mencit dapat menampung ekstrak selain pakan yang diberikan. Selama pemberian
ekstrak (3 minggu), mencit diberi pakan standar dan minum secara ad libitum.
Pemberian simplisia daun simpur dilakukan dengan cara mencekokkan langsung

ke lambung dengan menggunakan spuit 5 mL yang sudah dimodifikasi.

d. Pengambilan Darah dan Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Perlakuan dilakukan selama 21 hari dalam kondisi yang terkontrol.
Pengambilan darah yang dilakukan di mulai dari minggu ke-O sejak hewan
dinyatakan positif diabetes. Kemudian dilanjutkan dengan memberikan perlakuan
hingga minggu ke-3. Hewan percobaan diambil darahnya dengan membuat
perlukaan di bagian vena caudalis menggunakan gunting bedah lalu darah yang
keluar dari perlukaan tersebut dimasukkan ke dalam strip pengukuran yang secara
otomatis mengambil sampel darah sebanyak 0,08 pl untuk satu kali uji.
Pengukuran dilanjutkan dengan melakukan pembacaan skala yang terdapat di

layar alat glukometer test.

3. Tahap Pasca Penelitian (Analisis Data)

Analisis data hasil pengamatan diuji statistik menggunakan uji One Way
Anova yang sebelumnya dilakukan uji prasyarat homogenitas dan normalitas. Uji
normalitas menggunakan uji Test of Normality (Shapiro-Wilk) dan uji
homogenitas menggunakan Test of Homogenity of Variances (Levene Statistic).
Data yang memiliki perbedaan signifikan untuk setiap perlakuan kemudian diuji
menggunakan Uji Tukey dengan derajat kepercayaan 95% (o = 0,05). Analisis
data menggunakan Software SPSS 16 for Windows. Hasil yang didapat
ditampilkan dalam bentuk tabel dan diagram beserta deskripsinya.

Tri Wahyuni, 2016

PENGARUH PEMBERIAN SIMPLISIA DAUN SIMPUR (Dillenia philippinensis) TERHADAP
PENURUNAN KADAR GULA DARAH MENCIT (Mus musculus L.) JANTAN PASCA INDUKSI ALOKSAN
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



G. Alur Penelitian

Daun Simpur Aklimatisasi Mencit 7 Hari
] '
- Simplisia Mencit dipuasakan selama
- Maserasi +5jam
Sederhana
v
Kontrol Positif, Pembanding,
dan Perlakuan Dosis injeksi
aloksan 500 mg 0,04 cc.
A 4
Via Subkutan
Pengukuran Gula
Darah Puasa Ma
Kontrol Kontrol Kontrol Perlakuan Dosis
Negatif Positif Pembanding 5 ekor mencit (masing-
5 ekor mencit 5 ekor mencit 5 ekor mencit masing dosis) + Aloksan
+ pakan + Aloksan + Aloksan 500 mg + Daun Simpur
standar & 500 mg 500 mg + Dosis (4,2mg; 10,5 mg;
minum biasa Glibenklamid 21 mg; 31,5 mg)
0,0195 mg

|
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Mencit dipuasakan selama £ 5 jam

A 4

Pengambilan Gula Darah Puasa

M1, M2, M3

l

Analisis Data dan Penyusunan

Laporan Penelitian

Gambar 3.1 Alur Penelitian
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