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ABSTRAK

UJI IN SILICO SENYAWA TURUNAN TANIN DENGAN PROTEIN 1GFY
DAN UJI IN VIVO EKSTRAK KULIT BATANG SUNGKAI (Peronema
canescens Jack) PADA MENCIT (Mus musculus L.) SEBAGAI
ANTIDIABETES

Oleh

UNGGUL SULISTIO SATRIO UTOMO

Diabetes Melitus termasuk penyakit/gangguan metabolisme kronis yang ditandai
dengan tingginya kadar glukosa dalam darah oleh kurangnya respon sel-sel tubuh
terhadap insulin. Ekstrak metanol kulit batang sungkai terdeteksi mengandung
senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
kandungan senyawa tanin pada ekstrak kulit batang sungkai yang akan diujikan
aktivitas antidiabetesnya secara in vivo dan in silico. Prosedur penelitian yang
dilakukan yaitu mengekstraksi, mengkarakterisasi, dan menguji kandungan
senyawa tanin pada EKBS, menguji keadaan farmakokinetik dan molekular
docking senyawa turunan tanin, serta menguji ekstrak pada mencit diabetes untuk
mengetahui penurunan kadar glukosa darahnya. Ekstrak yang diperoleh sebesar 58
gram dan teruji positif mengandung senyawa tanin. Hasil karakterisasi ekstrak kulit
batang sungkai dengan spektrofotometri Uv-Vis dan IR diperkirakan mengandung
senyawa turunan tanin yaitu katekin. Hasil uji farmakokinetik dan in silico dengan
protein 1GFY menunjukkan senyawa katekin merupakan senyawa terbaik dengan
terbentuknya energi ikatan dan nilai RMSD yang rendah, terbentuknya 4 ikatan
hidrogen dan 6 residu asam amino. Hasil uji antidiabetes secara in vivo EKBS
menyatakan dosis ke-3 (400 mg/kgBB) adalah dosis yang paling efektif dengan
nilai % GL sebesar 69,94%. Berdasarkan hal tersebut senyawa tanin yang
terkandung dalam ekstrak kulit batang sungkai diprediksi dapat dijadikan sebagai
agen obat antidiabetes.

Kata Kunci: Diabetes Melitus, Kulit Batang Sungkai, Tanin, mencit, docking,



ABSTRACT

IN SILICO TEST OF TANNIN DERIVATIVE COMPOUNDS WITH 1GFY
PROTEIN AND IN VIVO TEST OF SUNGAI STEM EXTRACT (Peronema
canescens Jack) IN MICE (Mus musculus L.) AS ANTI-DIABETES

By
UNGGUL SULISTIO SATRIO UTOMO

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disease/disorder characterized by high
levels of glucose in the blood caused by a lack of response of the body's cells to
insulin. Sungkai stem bark methanol extract was detected to contain phenolic
compounds, flavonoids, and tannins. This research was conducted to determine the
content of tannin compounds in sungkai stem bark extract which would be tested
for its antidiabetic activity in vivo and in silico. The research procedures carried out
were extracting, characterizing, and testing the content of tannin compounds in
extract, testing the pharmacokinetics and molecular docking of tannin-derived
compounds, and testing the extract in diabetic mice to determine a decrease in their
blood glucose levels. The extract obtained was 58 grams and tested positive for
tannin compounds. The results of the characterization of Sungkai stem bark extract
by Uv-Vis and IR spectrophotometry are estimated to contain tannin derivative
compounds, namely catechins. The results of pharmacokinetic and in silico tests
with 1GFY protein showed that catechins were the best compounds with the
formation of bond energy and low RMSD values, the formation of 4 hydrogen
bonds and 6 amino acid residues. The results of the anti-diabetic test in vivo extract
stated that the 3rd dose (400 mg/kg BW) was the most effective dose with a % GL
value of 69.94%. Based on this, the tannin compounds contained in sungkai stem
bark extract are predicted to be used as antidiabetic drug agents.

Keywords: diabetes mellitus, bark sungkai, tannins, mice, docking
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penderita diabetes di Indonesia terus mengalami peningkatan setiap tahunnya dan
menjadi penyebab kematian terbesar nomor 3 di Indonesia dengan persentase
sebesar 6,7%. Pada tahun 2021, penderita diabetes di Indonesia mencapai 19,47
juta, jumlah tersebut meningkat sebesar 167% dibandingkan dengan jumlah
penderita diabetes pada 2011 yang mencapai 7,29 juta (P2PTM Kemenkes R,
2018). Data terbaru dari International Diabetes Federation (IDF) Atlas tahun
2021 menunjukkan bahwa Indonesia menduduki peringkat ke-6 dunia dengan
jumlah diabetesi sebanyak 19,47 juta jiwa. World Health Organization (WHO)
memperkirakan akan terjadi lonjakan yang sangat tinggi hingga 21,3 juta jiwa
pada 2030 dan 784 juta pada tahun 2045 (IDF, 2021).

Diabetes Melitus termasuk penyakit/gangguan metabolisme kronis yang ditandai
dengan tingginya kadar glukosa dalam darah yang disebabkan oleh kurangnya
respon sel-sel tubuh terhadap insulin. Terdapat beberapa obat antidiabetes yang
dapat menurunkan kadar glukosa darah dengan cara merangsang sel untuk
memproduksi insulin, seperti terapi insulin dan antidiabetik oral (ADO), namun
penggunaan keduanya biasanya berlangsung lama dan menyebabkan efek
samping yang tidak diinginkan. Terdapat obat alternatif DM untuk meminimalisir
efek samping dengan memanfaatkan tanaman obat, termasuk tanaman sungkai

(Peronema canescens Jack) (Latief, 2021).

Ekstrak metanol kulit sungkai memiliki aktivitas antioksidan yang kuat karena
memiliki nilai Inhibition Concentration (ICsp) sebesar 87 pg/mL dan terdeteksi
banyak mengandung senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin (Sari et al., 2013).
Insulin yang diproduksi dengan bantuan ekstrak kulit batang sungkai (Peronema
canescens Jack) dapat membantu proses pengubahan glukosa darah menjadi



energi dalam tubuh, sehingga tidak terjadi penumpukan glukosa yang

menyebabkan penyakit diabetes melitus.

Senyawa tanin dapat bekerja sebagai astringen untuk melindungi permukaan usus
dengan mempresipitasi protein selaput lendir usus, sehingga dapat melapisi usus
dan penghambatan absorpsi glukosa yang menyebabkan glukosa darah meningkat
tidak terlalu cepat pada penderita diabetes (Novalinda, 2021). Pengujian aktivitas
antidiabetes senyawa turunan tanin dapat dilakukan juga dengan menggunakan
molekular docking, untuk mengetahui keefektifan ligan yang berupa senyawa
turunan tanin seperti, asam galat, katekin, asam elagat, galokatekin, dan afzelekin
yang akan direaksikan dengan protein diabetes. Docking senyawa tersebut
nantinya akan ditentukan energi ikatan, ikatan asam amino beserta jenis ikatannya
yang terbentuk antara ligan dengan protein yang kemudian diidentifikasi keadaan
farmakokinetiknya untuk mengetahui potensi senyawa turunan tanin sebagai agen

obat antidiabetes.

Berdasarkan uraian diatas, telah dilakukan uji aktivitas antidiabetes secara in
silico senyawa turunan tanin dengan protein 1GFY serta ekstraksi dan
karakterisasi kulit batang sungkai (Peronema canescens Jack) untuk mengetahui
kandungan senyawa tanin serta pengujian aktivitas antidiabetes ekstrak tersebut

pada mencit untuk mengetahui efek penurunan kadar gula darahnya.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengekstraksi dan mengkarakterisasi senyawa tanin dari kulit batang
sungkai (Peronema canescens Jack).

2. Menguji senyawa turunan tanin pada kulit batang sungkai dengan
menggunakan protein 1GFY secara in silico.

3. Menguji keadaan farmakokinetik senyawa turunan tanin pada kulit batang
sungkai.

4. Menguji aktivitas antidiabetes dan menentukan dosis efektif dari pemberian
ekstrak kulit batang sungkai (Peronema canescens Jack) pada penurunan
kadar glukosa darah hewan mencit (Mus musculus L.).



1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Memberikan informasi pemanfaatan kulit batang sungkai (Peronema
canescens Jack) dalam menurunkan kadar glukosa darah dalam tubuh.
Menjadikan alternatif pemanfaatan tanaman herbal sebagai obat antidiabetes.
Mengetahui keefektifan senyawa turunan tanin sebagai agen antidiabetes.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Melitus

Diabetes Melitus (DM) termasuk problema anatomik dan kimiawi yang
diakibatkan oleh beberapa faktor. Diabetes melitus didapatkan defisiensi insulin
absolut atau relatif dan gangguan fungsi insulin. Diabetes melitus diklasifikasikan
atas DM tipe 1, DM tipe 2, dan DM pada kehamilan (Pangribowo, 2020).

Penderita diabetes di Indonesia terus mengalami peningkatan setiap tahunnya dan
menjadi penyebab kematian terbesar nomor 3 di Indonesia dengan persentase
sebesar 6,7%. Pada tahun 2021, penderita diabetes di Indonesia mencapai 19,47
juta, jumlah tersebut meningkat sebesar 167% dibandingkan dengan jumlah
penderita diabetes pada 2011 yang mencapai 7,29 juta. Data terbaru dari
International Diabetes Federation (IDF) Atlas tahun 2017 menunjukkan bahwa
Indonesia menduduki peringkat ke-6 dunia dengan jumlah diabetesi sebanyak
10,3 juta jiwa. Jika tidak ditangani dengan baik, World Health Organization
(WHO) memperkirakan akan terjadi lonjakan yang sangat tinggi hingga 21,3 juta
jiwa pada 2030 dan 784 juta pada tahun 2045 (P2PTM Kemenkes RI, 2018).

Diabetes Melitus tipe-1 (DMT1) adalah kelainan sistemik akibat terjadinya
gangguan metabolisme glukosa yang ditandai oleh hiperglikemia kronik.
Keadaan ini disebabkan oleh kerusakan sel  pankreas baik oleh proses autoimun
maupun idiopatik sehingga produksi insulin berkurang bahkan terhenti. Sekresi
insulin yang rendah mengakibatkan gangguan pada metabolisme karbohidrat,
lemak, dan protein. DMT1 sangat bervariasi baik antar negara maupun di dalam
suatu negara. Beberapa negara barat kasus DMT1 mencakup 5-10% dari seluruh
jumlah penderita diabetes di negara masing-masing, dan lebih dari 90% penderita

diabetes pada anak dan remaja adalah DMT1. Sebagian besar penderita DMT1



mempunyai riwayat perjalanan Kklinis yang akut. Poliuria, polidipsia, polifagia
tetapi disertai penurunan berat badan yang cepat dalam 2-6 minggu sebelum
diagnosis ditegakkan, kadang-kadang disertai gangguan penglihatan. Apabila
gejala-gejala Kklinis ini disertai dengan hiperglikemia maka diagnosis DM tidak
diragukan lagi (Yati, 2017).

Diabetes Melitus Tipe 2 (DMT2) secara klinis muncul ketika tubuh tidak mampu
lagi memproduksi cukup insulin untuk mengkompensasi peningkatan insulin
resisten. Penderita DMT2 mempunyai risiko penyakit jantung dan pembuluh
darah dua sampai empat kali lebih tinggi dibandingkan orang tanpa diabetes,
mempunyai risiko hipertensi dan dislipidemia yang lebih tinggi dibandingkan
orang normal. Kelainan pembuluh darah sudah dapat terjadi sebelum diabetesnya
terdiagnosis, karena adanya resistensi insulin pada saat prediabetes. Penderita
diabetes melitus memerlukan modalitas terapi yang sangat dinamis. Perlu
dipahami dengan baik patologi yang mendasarinya dan dampak hiperglikemia
kronik terhadap kerusakan organ tubuh, serta memahami dengan baik agen-agen
farmakologi yang sesuai dengan keadaan penyakit seorang penderita diabetes
(Decroli, 2019).

2.2 Tanaman Sungkai

Sungkai (Peronema canescens) termasuk famili Verbenaceae, di Jawa Barat
disebut jati sabrang dan di Kalimantan Selatan populer dengan nama longkai.
Daerah penyebarannya di Indonesia mencakup wilayah Sumatera Barat, Jambi,
Bengkulu, Sumatera Selatan, Lampung, Jawa Barat, dan seluruh Kalimantan.
Tanaman sungkai (Peronema canescens) berbatang lurus atau sedikit berlekuk,
tidak berbanir, dan ranting dipenuhi dengan bulu-bulu halus. Kulit luar batang
berwarna kelabu atau coklat muda. Sungkai dapat tumbuh mencapai tinggi 30 m
dengan diameter batang lebih dari 60 cm dan panjang batang bebas cabang
mencapai 15 m (Khaerudin, 1994).



Gambar 1. Tanaman Sungkai

Klasifikasi ilmiah dari tanaman P. canescens adalah sebagai berikut (Plantamor,

2012):

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Famili : Verbenaceae

Genus : Peronema

Spesies : Peronema canescens Jack

2.3 Kandungan Kimia Kulit Batang Sungkai

Kulit batang sungkai berpotensi memiliki kandungan beberapa senyawa
antioksidan alami, kandungan tersebut dapat dihasilkan melalui berbagai metode,
salah satunya adalah metode ekstraksi dengan bantuan pelarut baik pelarut polar

ataupun pelarut non-polar.



Gambar 2. Kulit Batang Sungkai

Senyawa metabolit sekunder termasuk komponen biomolekul yang dapat
digunakan sebagai senyawa penuntun dalam pengembangan obat-obatan baru
berbasis tanaman. Senyawa metabolit sekunder yang umum ditemukan pada
tanaman adalah: alkaloid, tanin, flavonoid, steroid, saponin, dan terpenoid (Ergina
etal., 2014).

Penelitian yang dilakukan oleh Sari et al. 2013 menyatakan bahwa Ekstrak
metanol kulit batang sungkai memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, karena
kulit batang sungkai memiliki nilai Inhibition Concentration (ICso) sebesar 87
pug/mL. kulit batang sungkai juga terdeteksi memiliki kandungan beberapa
senyawa fenolik, baik fenolik sederhana, flavonoid, serta tanin.

Penelitian Kusriani, dkk (2011) menyebutkan bahwa terdapat beberapa
kandungan senyawa pada kulit sungkai diantaranya adalah fenolik, tanin, alkaloid,
steroid, dan saponin. Senyawa tersebut didapatkan dengan metode maserasi untuk
mendapatkan ekstrak kulit batang sungkai dengan bantuan pelarut berupa etanol
90%. Ekstrak kulit batang sungkai tersebut kemudian dilakukan fraksinasi
dengan cara ekstraksi cair-cair untuk memisahkan golongan utama kandungan

yang satu dari golongan lain.



2.4 Metode Ekstraksi, Pemisahan, dan Pemurnian Senyawa Metabolit
Sekunder

Kulit batang sungkai diketahui mengandung beberapa senyawa metabolit
sekunder, untuk mendapatkan senyawa metabolit tersebut dapat dilakukan dengan
beberapa metode diantaranya metode ekstraksi, metode skrining fitokimia, dan

metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT).

2.4.1 Ekstraksi

Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan proses perendaman bahan dengan
pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif yang akan diambil dengan pemanasan
rendah atau tanpa adanya proses pemanasan. Faktor- faktor yang mempengaruhi
ekstraksi antara lain waktu, suhu, jenis pelarut, perbandingan bahan dan pelarut,
dan ukuran partikel. Ekstraksi dengan metode maserasi memiliki kelebihan yaitu
terjaminnya zat aktif yang diekstrak tidak akan rusak (Pratiwi, 2010). Pada saat
proses perendaman bahan akan terjadi pemecahan dinding sel dan membran sel
yang diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan bagian dalam sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan pecah dan terlarut
pada pelarut organik yang digunakan (Novitasari dan Putri, 2016).

2.4.2 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan metode yang dilakukan untuk mengidentifikasi
kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat di suatu bahan alam,
terutama senyawa Tanin. Metode ini termasuk tahap pertama, hal tersebut
dikarenakan pada skrining fitokimia akan memberikan informasi berupa
gambaran mengenai kandungan yang ada pada senyawa tertentu dalam bahan
alam yang akan diteliti. Metode skrining fitokimia dapat dilakukan melalui reaksi
warna dengan menggunakan suatu pereaksi tertentu. Hal penting yang
mempengaruhi dalam proses skrining fitokimia adalah pemilihan pelarut dan
metode ekstraksi. Pelarut yang tidak sesuai memungkinkan senyawa aktif yang

diinginkan tidak dapat tertarik secara baik dan sempurna (Kristianti et al., 2008).



2.4.3 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis adalah suatu metode pemisahan berdasarkan sifat fisika
dan kimia. Lapisan KLT terdiri atas bahan berbutir-butir (fase diam),
ditempatkan pada penyangga berupa pelat gelas, logam, atau lapisan yang cocok.
Campuran yang akan dipisahkan berupa larutan, ditotolkan pada plat berupa
bercak atau pita. Plat diletakkan ke dalam bejana tertutup rapat berisi larutan
pengembang yang cocok (fase gerak). Campuran yang tidak diketahui, fase diam
dan fase gerak harus dipilih dengan tepat karena keduanya bekerja sama dalam
pemisahan. Hal penting lain yang harus diperhatikan adalah memilih kondisi
kerja yang optimum yang meliputi sifat pengembangan dan atmosfer bejana

(penjenuhan) (Suganda, 1997).

2.6 Senyawa Tanin

Tanin merupakan komponen senyawa organik yang sangat kompleks. Tanin
terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal,
mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut.
Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin
terkondensasi. Tanin dapat berfungsi sebagai antioksidan biologis (Malanggi
dkk., 2012).

OH

HO O N\
) OH

OH
OH

Gambar 3. Struktur Katekin
(Bhardwaj, 2017)

Senyawa tanin dapat bekerja sebagai astringen untuk melindungi permukaan usus
dengan mempresipitasi protein selaput lendir usus, sehingga dapat melapisi usus
dan penghambatan absorpsi glukosa yang menyebabkan glukosa darah meningkat
tidak terlalu cepat pada penderita diabetes. Senyawa tanin juga dapat

meregenerasi sel f pankreas dan meningkatkan efektivitas insulin dalam
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membantu sel menyerap glukosa, sehingga dapat membantu pencegahan penyakit
diabetes melitus (Novalinda, 2021). Senyawa katekin merupakan salah satu jenis
tanin yang terkondensasi yang memiliki gugus hidroksil dan cincin fenil yang
merupakan struktur yang bertanggungjawab dalam menghambat enzim a-

glukosidase (Choudhary et al., 2020).

2.7 Aloksan

Aloksan adalah suatu substrat yang secara struktural adalah derivat pirimidin
sederhana. Aloksan diperkenalkan sebagai hidrasi aloksan pada larutan encer.
Aloksan murni diperoleh dari oksidasi asam urat oleh asam nitrat.

O

X

HN NH

O O
O

Gambar 4. Struktur Aloksan
(Lenzen, 2008)

Aloksan merupakan bahan kimia yang digunakan untuk menginduksi diabetes
pada binatang percobaan. Pemberian aloksan adalah cara yang cepat untuk
menghasilkan kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemia) pada binatang
percobaan. Mencit hiperglikemik dapat dihasilkan dengan menginjeksikan
120 - 150 mg/kgBB. Aloksan memiliki dua efek patologis yaitu selektif
menghambat sekresi insulin yang diinduksi oleh glukosa melalui
kemampuannya untuk menghambat sensor glukosa sel beta dan
mengakibatkan kerusakan sel beta pankreas yang merupakan akibat radikal
hidroksil hasil reaksi aloksan dengan tiol intraseluler (glutathione) yang dapat
mengakibatkan nekrosis sel beta pankreas sehingga terjadi insulin dependent
aloksan diabetes (Lenzen, 2008).
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2.8 Mencit

Hewan coba banyak digunakan sebagai penunjang dalam melakukan pengujian-
pengujian terhadap obat, atau dalam penelitian biologi. Sekitar 40-80 % mencit
(Mus musculus L) digunakan sebagai hewan model laboratorium karena siklus
hidupnya yang relatif pendek, jumlah anak per kelahiran banyak, variasi sifat-
sifatnya tinggi, mudah ditangani, sifat anatomis dan fisiologinya terkarakterisasi
dengan baik (Tolistiawaty, 2014).

s,

- s
el &
Gambar 5. Mencit

Mencit dapat hidup sampai umur 1-3 tahun tetapi terdapat perbedaan usia dari
berbagai jalur terutama berdasarkan kepekaan terhadap lingkungan dan penyakit.
Tingkat kesuburan mencit sangat tinggi karena dapat menghasilkan kurang lebih
satu juta keturunan dalam kurun waktu kurang lebih 1 tahun. Produktivitas
seksualnya berlangsung selama 7-8 bulan dengan rata-rata anak yang 3 dilahirkan
sebanyak 6-10 anak/kelahiran (Tolistiawaty, 2014).

2.9 Karakterisasi Senyawa

Karakterisasi senyawa organik dapat dianalisis dengan menggunakan beberapa
metode, salah satunya adalah metode spektroskopi. Metode spektroskopi
termasuk metode dengan menggunakan interaksi antara energi cahaya dan materi.
Beberapa keuntungan dari penggunaan metode spektroskopi adalah jumlah zat
yang diperlukan untuk analisis relatif kecil dan waktu pengerjaannya cepat
(Silverstein, 2014). Pada penelitian ini digunakan metode Spektrofotometri UV-
Vis dan IR.
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2.9.1 Spektrofotometri Uv-Vis

Spektrofotometri Sinar Uv-Vis merupakan ilmu yang mempelajari mengenai
radiasi sinar ultraviolet-visible yang menimbulkan vibrasi molekul dan transisi
elektronik dalam molekul dengan menyerap cahaya Uv-Vis daerah bilangan
gelombang 160 nm sampai 780 nm. Sinar ultraviolet dan cahaya tampak
memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan elektron pada kulit terluar ke
tingkat energi yang lebih tinggi. Spektrofotometri Uv-Vis biasanya digunakan

untuk molekul dan ion anorganik atau kompleks di dalam larutan.

Absorbsi maksimum campuran beberapa senyawa merupakan jumlah dari
absorban masing-masing senyawa tersebut. Hal ini dapat digunakan untuk
pemeriksaan kemurnian suatu senyawa. Sebagai contoh, jika suatu senyawa A
dan B bercampur, maka bentuk spektrum yang dihasilkan merupakan gabungan
dari masing-masing spektrum kedua senyawa tersebut (Dachriyanus, 2004).
Senyawa golongan tanin, yaitu katekin menurut (Eugene, 2022) mengenai
identifikasi spektra Uv-Vis dari senyawa katekin murni menunjukkan adanya
panjang gelombang maksimum pada 261nm. Hasil spektrum Uv-Vis senyawa
katekin dapat dilihat pada Gambar 6.

UV-Vis Spectrum of catechin

4500 — - - 0.1
4000 - - 0.09
3500 — = 0.08
3000 — L 0.07
2500 xS
2000 gels
- 0.04
1500 Eotn
1000 — [= 0.02
500 L 0.01
0 - | I :. 0

m‘m‘m‘mrm‘m‘ﬁmm
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Gambar 6. Spektrum Uv-Vis Senyawa Katekin
(Eugene, 2022)
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2.9.2 Spektrofotometri IR

Pengukuran pada spektrum inframerah dilakukan pada daerah cahaya inframerah
tengah (mid-infrared) yaitu pada panjang gelombang 2.5 - 50 um atau bilangan
gelombang 4000 - 200 cm™. Energi yang dihasilkan oleh radiasi ini akan
menyebabkan vibrasi atau getaran pada molekul. Pita absorpsi inframerah sangat
khas dan spesifik untuk setiap tipe ikatan kimia atau gugus fungsi. Metode ini
sangat berguna untuk mengidentifikasi senyawa organik dan organometalik.
Karakteristik frekuensi vibrasi IR sangat dipengaruhi oleh perubahan yang sangat
kecil pada molekul sehingga sangat sukar untuk menentukan struktur berdasarkan
data IR saja. Spektrum IR sangat berguna untuk mengidentifikasi suatu senyawa
dengan membandingkannya dengan spektrum senyawa standar terutama pada
daerah sidik jari. Secara praktikal, spektrum IR hanya dapat digunakan untuk

menentukan gugus fungsi (Dachriyanus, 2004).

Senyawa tanin jika dianalisis dengan spektrofotometri inframerah akan
mempunyai serapan yang spesifik, yaitu serapan di daerah frekuensi 3150-3050
cm dengan intensitas tajam akibat rentangan C-H aromatik, serapan lebar antara
3500-3200 cm™* akibat rentangan O-H, C=0 keton pada 1725-1705 cm™ dan C-O
eter pada 1300-1000 cm™* (Sastrohamidjojo, 2007). Struktur senyawa katekin
murni dapat dilihat pada Gambar 7.

Catechin
1.00

0,95{ ‘ Jv\m ,\ {f\\/«w\f

0.90 -

0.85 -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavelenath (nm)

Gambar 7. Spektrum IR Senyawa Katekin
(Sastrohamidjojo, 2007).
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2.10 Metode Uji Aktivitas Antidiabetes

2.10.1 Metode In Silico

Molekular docking merupakan salah satu metode in silico, digunakan dalam
pencarian posisi optimal molekul ligan untuk mencari posisi yang cocok secara
geometris dan energi pada sisi aktif pengikatan protein target (reseptor).
Molekular docking akan menunjukkan ikatan terbaik antara ligan dan protein
(reseptor) (Mukesh dan Rakesh, 2011). Ligan adalah molekul yang berinteraksi
dengan daerah ikatan (binding site) yang terdapat pada reseptor. Reseptor adalah
protein yang akan menjadi tempat penempelan ligan. Interaksi antara ligan
dengan reseptor akan menghasilkan nilai energi ikatan (binding affinity) serta
aktivitas dari molekul tersebut (Onkara, 2013). Energi ikatan tersebut dapat
digunakan untuk mengetahui kestabilan ikatan antara ligan dan protein, serta akan
berada pada kondisi energi terendah. Hasil energi yang paling rendah akan
menunjukkan kestabilan posisi molekul, sehingga semakin rendah nilai energi
ikatan maka interaksi antara ligan dengan reseptornya akan semakin baik
(Arwansyah, 2014).

2.10.2 Penentuan Farmakokinetik
Mekanisme aksi suatu obat dipengaruhi oleh profil farmakokinetik dan keadaan

toksisitasnya. Penentuan farmakokinetik dapat diidentifikasi dengan melihat
kemampuan senyawa melalui beberapa kriteria secara Lipinski Rule of Five, Swiss
ADME (Absorbsi, Distribusi, Metabolisme, dan Ekskresi), dan protox. Penentuan
farmakokinetik secara Lipinski Rule of Five adalah dengan melihat berat molekul,
ikatan donor dan akseptor hidrogen, logP, serta molar refractivity dari senyawa
yang hendak diidentifikasi. Adapun syarat dari Lipinski Rule of Five adalah
sebagai berikut (Yuliana, 2022).

e Berat molekul <500 g/mol

e [katan donor hidrogen <5

e Jkatan akseptor hidrogen < 10

e NilailogP <5

e Molar refractivity (40-130)
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Penentuan farmakokinetik secara ADME (Absorbsi, Distribusi, Metabolisme, dan
Ekskresi) adalah dengan melihat keadaan senyawa dalam mengabsorbsi dan
mendistribusi didalam tubuh, pada penentuan ini kriteria yang dilihat adalah nilai
HIA (Human Intestinal Absorption) dan PPB (Plasma Protein Binding). HIA
merupakan kemampuan obat terabsorbsi pada usus untuk memprediksi tingkat
absorbsi suatu obat, sedangkan PPB merupakan parameter distribusi yang
diprediksi berdasarkan keterikatan pada plasma. Adapun klasifikasi dari nilai
HIA dan PPB adalah sebagai berikut (Nursamsiar et al., 2016)
1. HIA (Human Intestinal Absorption) (%)

HIA (%) 0-2 : tidak terabsorbsi dengan baik

HIA (%) 20-70 : cukup terabsorbsi

HIA (%) 70-100 : terabsorbsi dengan baik
2. PPB (Plasma Protein Binding)

PPB (%) > 90 : terikat kuat

PPB (%) <90 : terikat lemah

Prediksi toksisitas dilakukan menggunakan ligan terbaik dari hasil docking untuk
mengetahui kemungkinan adanya efek samping / toksisitas yang ditimbulkan oleh
senyawa-senyawa tersebut. Penelitian oleh (Gunawan, 2021) terdapat 6 kelas
toksisitas suatu senyawa, diantaranya adalah

Kelas 1 : Fatal apabila tertelan (LD50 < 5)

Kelas 2 : Fatal apabila tertelan (5 < LD50 < 50)

Kelas 3 : Beracun apabila tertelan (50 < LD50 < 300)

Kelas 4 : Berbahaya apabila tertelan (300 < LD50 < 2000)

Kelas 5 : Mungkin berbahaya apabila tertelan (2000 < LD50 < 5000)

Kelas 6 : Tidak beracun (LD50 > 5000)

2.10.3 Metode In Vivo

Pengujian aktivitas antidiabetes secara in vivo merupakan eksperimen dengan
menggunakan organisme hidup, salah satunya adalah dengan menggunakan
hewan percobaan seperti mencit. Pengujian antidiabetes pada mencit dapat
dilakukan dengan beberapa metode, diantaranya adalah metode Oral. Dilakukan

dengan cara memasukkan jarum oral yang telah diisi larutan dimasukkan ke mulut
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mencit melalui langit-langit yang didorong larutan tersebut dan dimasukkan ke
dalam esofagus (Kerongkongan). Metode Intraperitoneal, dilakukan dengan cara
penyuntikan dilakukan pada perut sebelah kanan garis tengah, jangan terlalu
tinggi agar tidak mengenai hati dan kantung kemih. Metode Intravena, dilakukan
dengan cara penyuntikan pada vena ekor. Metode Subkutan, dilakukan dengan
cara penyuntikan senyawa ke area bawah kulit yaitu pada jaringan konektif atau
lemak dibawah dermis (Diehl et al., 2001).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2022 — Februari 2023. Ekstraksi
kulit batang sungkai dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik FMIPA
Universitas Lampung, karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas
Lampung, karakterisasi menggunakan spektrofotometer IR dilaksanakan di UPT
LTSIT Universitas Lampung dan pengujian aktivitas antidiabetes dilaksanakan di
Unit Pengelolaan Hewan Percobaan Jurusan Biologi FMIPA Universitas
Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam pembuatan ekstrak, karakterisasi, serta pengujian
in vivo antidiabetes adalah seperangkat alat KLT analitik dan preparatif, lampu
UV, spuit 1 cc, glukometer, jarum sonde, strip glukosa, rotary evaporator,
timbangan, tabung reaksi, pipet tetes, kapas, kandang mencit, alat suntik, wadah

penyimpanan, kertas saring, penggiling, dan alumunium foil.

Alat-alat yang digunakan untuk molekular docking dan penentuan farmakokinetik
yaitu laptop dan perangkat lunak berupa aplikasi software Discovery Studio
Visualization 2021, AutodockTools 1.5.7, dan Avogadro.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit batang sungkai,
glibenklamid, akuades, metanol, heksan, etil asetat, asam asetat glasial, NaCMC
1%, NaCl 0.9%, alcohol swabs, aloksan, H.SO4, FeCl3 10%, kloroform, pereaksi
Meyer, serbuk Mg, HCI pekat, mencit, air dan pakan.
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3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Persiapan dan Pembuatan Ekstrak Sampel

Pertama persiapan, mula-mula sampel kulit batang tanaman sungkai dikumpulkan
yang didapatkan dari daerah Bandar Jaya Provinsi Lampung. Kemudian, sampel
dibersihkan dengan dicuci menggunakan air untuk menghilangkan kotoran yang
menempel. Setelah dibersihkan, sampel dikeringkan hingga kering. Lalu, sampel
yang telah kering dihaluskan menggunakan penggiling hingga berbentuk serbuk

simplisia. Simplisia yang sudah halus disimpan dalam wadah tertutup rapat.

Kedua ekstraksi, maserasi adalah metode yang digunakan pada penelitian ini.
Caranya dengan merendam simplisia menggunakan pelarut metanol dengan
perbandingan 1:3, sembari diaduk sesekali proses ini dilakukan selama 4 x 24
jam. Setelah 24 jam pertama, pisahkan hasil maserat yang didapat, lalu lakukan
pengulangan sebanyak 4 kali dengan jenis dan jumlah pelarut yang sama. Semua
maserat yang dikumpulkan, lalu diuapkan dengan evaporator sampai diperoleh

ekstrak kental.

3.3.2 Uji Kandungan Tanin

Uji kandungan tanin dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya senyawa
tersebut di dalam ekstrak kulit batang sungkai (Peronema canescens Jack).
Pengujian kandungan tanin dilakukan dengan memasukkan 1 mL ekstrak kulit
batang sungkai (Peronema canescens Jack) + 3 tetes larutan FeCls 10% ke dalam
tabung reaksi. Hasil positif ditandai dengan larutan yang berwarna biru
kehitaman (Tasmin, dkk., 2014).

3.3.3 Analisis dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Analitik

Sampel ekstrak dilakukan partisi dengan dua pelarut yang berbeda kepolarannya,
pelarut partisi yang digunakan adalah metanol dan heksan. Sampel ekstrak
dipartisi dengan pelarut metanol dan heksan dengan perbandingan 1:1 (50 ml:50

ml), kemudian didapatkan fraksi polar dan non polar, kedua fraksi tersebut
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dilakukan uji KLT dengan cara ditotolkan pada plat KLT. Pada plat KLT diberi
tanda batas atas dan batas bawah. Pada batas bawah diberikan jarak antara sampel
1 cm dan pada jarak atas 0,5 cm. Sampel fraksi heksan kulit batang sungkai (P.
canescens Jack.) ditotolkan pada plat KLT menggunakan pipa kapiler. Proses
elusi dilakukan dengan cara plat KLT dimasukkan dalam chamber yang telah
berisi eluen yakni Etil asetat : Metanol : Heksan (6:2:2) dan telah dijenuhkan.
Eluen dibiarkan terelusi hingga mencapai tanda batas plat yang telah ditandai
sebelumnya. Setelah selesai, plat KLT dikeluarkan dari chamber dan diamati
dibawah lampu UV 366 nm (Mahmuda, 2018).

Noda yang tampak diberi tanda dan ketika noda pada sinar UV 366 nm bercak
tidak terlihat selanjutnya disemprot dengan serium sulfat lalu diangin-anginkan
hingga kering selanjutnya dipanaskan di atas pemanas listrik menggunakan cawan
porselin sebagai alas, digoyang-goyangkan hingga diperoleh warna noda yang
stabil. Pereaksi serium sulfat digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa
organik dalam sampel dengan ditandai timbulnya noda berwarna kuning. Noda
warna yang telah tampak kemudian ditandai dan diukur jarak tempuhnya untuk
diketahui nilai Rf (Hasma dan Winda, 2019).

2. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Preparatif

Pada pemisahan dengan KLT preparatif digunakan plat kaca silika dengan ukuran
20 cm x 20 cm. Ekstrak pekat hasil ekstraksi dilarutkan dengan pelarut yang
sesuai, kemudian ditotolkan sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis bawah dan
1 cm dari garis tepi. Selanjutnya dielusi dengan menggunakan (Etil Asetat :
Metanol : Heksana) dengan perbandingan (6:2:2) untuk identifikasi senyawa
tanin. Setelah terelusi sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Noda yang
terbentuk masing-masing diukur harga Rf nya. Noda-noda diperiksa di bawah
sinar UV pada panjang gelombang interval 200-800 nm.
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3.3.4 Karakterisasi Senyawa

Isolat-isolat yang diperoleh dari hasil KL T preparatif, dilarutkan dengan pelarut
yang sesuai dan disentrifugasi kemudian dianalisis dengan menggunakan

instrumen sebagai berikut:

1. Spektrofotometri Uv-Vis

Analisis Kandungan tanin dilakukan dengan cara Isolat yang telah disentrifugasi
kemudian dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis. Isolat sebanyak 2 mL
dimasukkan ke dalam kuvet dan diamati spektrumnya pada bilangan gelombang
200-800 nm (Zirconia, et al., 2015).

2. Spektrofotometri IR

Analisis Kandungan tanin dilakukan dengan cara Isolat yang telah disentrifugasi,
kemudian diidentifikasi menggunakan spektrofotometer IR dengan panjang
gelombang 4000-400 cm™ dan diamati spektrum yang terbentuk (Sari, et al.,
2015).

3.3.5 Uji Aktivitas Antidiabetes

Pengujian antidiabetes secara in silico dilakukan dengan proses molecular
docking dilakukan dengan menggunakan ligan yang berupa turunan dari senyawa
tanin yang diinteraksikan dengan reseptor kedalam software Autodock, kemudian
diatur grid box pada bagian sisi aktif reseptor dan di running. Hasil proses
docking akan menghasilkan konformasi ligan yang memiliki energi ikatan paling
rendah (paling negatif) (Dallakyan dan Arthur, 2015). Hasil interaksi tersebut
selanjutnya akan divisualisasikan dengan menggunakan software Discovery
Studio.

Penentuan farmakokinetik senyawa docking bertujuan untuk mengetahui
ketoksikan dari senyawa serta guna mengetahui tingkat keamanan dari senyawa
untuk dikonsumsi atau fungsi sebagai kandidat obat dari senyawa (ligan) yang
telah dianalisis. Penentuan farmakokinetik dilakukan dengan menggunakan situs

website Lipinski Rule of Five, Swiss ADME, dan Protox.
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Pengujian antidiabetes secara in vivo dilakukan dengan menggunakan sampel
berupa ekstrak kental dari kulit batang sungkai serta menyiapkan sebanyak 18
ekor mencit putih (jantan) yang memiliki aktivitas normal dengan umur 2-3 bulan
dan memiliki berat badan 30-40 gram. Sebanyak 18 ekor mencit putih sebelum
diinduksi dipuasakan terlebih dahulu selama 24 jam, namun tetap diberi minum
(ad libitum). mencit diinduksi aloksan yang dilarutkan dengan NaCl 0,9%
sebanyak 3 kali dalam seminggu dengan menggunakan metode subkutan. Mencit
yang telah diinduksi diabetes melitus diuji sebagai kontrol negatif, kontrol positif,
dan penelitian uji bioaktivitas ekstrak kulit batang sungkai, serta uji kontrol

normal pada mencit yang tidak diinduksi diabetes.

Mencit diabetes melitus yang akan diberikan ekstrak kulit batang sungkai

dibagi menjadi 3 kelompok yaitu:

a. Kelompok 1 mencit diabetes melitus diberi ekstrak kulit batang sungkai
sebanyak 100 mg/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 2 mencit diabetes melitus diberi ekstrak kulit batang sungkai
sebanyak 200 mg/berat badan/hari (dosis I1).

c. Kelompok 3 mencit diabetes melitus diberi ekstrak kulit batang sungkai

sebanyak 400 mg/berat badan/hari (dosis IlI).

Mencit diabetes melitus yang akan dilakukan penelitian menggunakan kelompok

kontrol dibagi menjadi 3 kelompok yaitu:

a. Kelompok kontrol normal (Kn): hanya diberi makan berupa pellet dan air
minum secukupnya.

b. Kelompok kontrol positif (K+): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi glibenklamid.

c. Kelompok kontrol negatif (K-): hanya diinduksi aloksan sebanyak 3 kali
selama 7 hari.

Pemberian ekstrak pada mencit dilakukan harian per oral menggunakan jarum

suntik oral. Ekstrak kental dilarutkan dalam akuades dengan tambahan NaCMC.

Mencit-mencit tersebut diambil darahnya menggunakan metode intra vena dan

diukur kadar gula darahnya menggunakan glukometer. Kadar gula darah mencit

yang diukur adalah kadar gula darah sebelum perlakuan, pada pekan ke-2 sesudah

induksi, pada pekan ke-3 sesudah pengobatan minggu pertama, dan pada pekan
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ke-4 sesudah pengobatan minggu kedua. Data berdistribusi normal dilanjutkan
dengan uji One-way ANOVA untuk menganalisis adanya perbedaan yang
bermakna antar kelompok. Persentase penurunan kadar glukosa darah mencit

didapatkan dari penilaian aktivitas antidiabetes in vivo yaitu:

% GL = (Glukosa) Sebelum perlakuan — (Glukosa) Setelah perlakuan x 100%
(Glukosa) Sebelum perlakuan

3.3.6 Rangkaian Acak Lengkap (RAL)

Rancangan Acak Lengkap (RAL) pada penelitian ini dilakukan 3 kelompok
perlakuan. Bentuk uji RAL pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Pengamatan Rancangan Acak Lengkap

Kel « Dosi Perlakuan Mencit Total
elompo 0sis P1 P2 P3 Kelompok
1 D1.P1 D1 P, D1 Ps 3
EKBS 2 D2. P1 D2. P2 D2. Ps3 3
3 Ds. P1 Ds. P, D3 Ps 3
(+) K(*)1 K(+)2  K(+)s 3
K (-) K() Kz K()s 3
(n) K(n) K(nz2  K(n)s 3
Total Perlqkuan 5 5 6 18
Mencit
Keterangan :
EKBS . Ekstrak Kulit Batang Sungkai

K : Kelompok Kontrol
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3.3.7 Diagram Alir

Berdasarkan seluruh proses prosedur diatas, maka dapat dirangkum ke dalam
bentuk diagram alir sebagai berikut:

1. Diagram alir ekstraksi, karakterisasi, dan pengujian in vivo antidiabetes

Kulit Batang Sungkai

- dicuci dengan air

- dikeringkan hingga kadar airnya
berkurang

- dihaluskan hingga berbentuk serbuk
simplisa

A 4

Serbuk Simplisa

- diekstraksi dengan merendam simplisa
menggunakan methanol dengan
perbandingan 1 : 3

- dimaserasi selama 4x24 jam sembari
diaduk sesekali

- dipisahkan hasil maserat pada 24 jam
pertama

- diulangi maserasi sebanyak 4 kali

- dikumpulkan semua maserat

- diuapkan dengan evaporator hingga

terbentuk ekstrak kental
\ 4

Ekstrak Kental

Y

v v

Uji Uji Aktivitas Uji KLT Analitik dan
Kandungan Antidiabetes KLT Preparatif
Tanin

v

Karakterisasi
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2. Diagram alir uji in silico senyawa turunan tanin dengan protein 1GFY

Persiapan Struktur
Protein 1GFY

A 4

Pengunduhan struktur protein
dari Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/pdb/)

Persiapan Struktur Ligan
Turunan tanin dan
standar glibenklamid

A 4

A 4

Output : Reseptor.pdb

A 4

Pengunduhan struktur ligan dari
PubChem
(https://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Pengoptimasian dengan
Autodock Tools
(penambahan atom H dan
pengaturan gid box)

\ 4

Output : Reseptor.pdbqt

A 4

Output : Ligan.pdb

A 4

Pengoptimasian dengan
Autodock Tools
(pengaturan number of active
torsion)

Output : Ligan.pdbqt

Docking molekul dengan Autodock Tools

Analisis dan visualisasi hasil docking

Penentuan farmakokinetik senyawa hasil docking



https://www.rcsb.org/pdb/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

V. KESIMPULAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan sebagai
berikut:

1.

Ekstrak Kulit Batang Sungkai yang didapatkan sebanyak 58 gram dengan hasil
karakterisasi dengan Spektrofotometri Uv-vis dan IR terdeteksi mengandung
senyawa tanin yaitu katein.

Hasil uji farmakokinetik menyatakan bahwa senyawa katekin memenuhi syarat
sebagai kandidat obat secara Lipinski Rule of Five, Swiss ADME, dan Protox.
Molekular docking senyawa turunan tanin menyatakan bahwa senyawa katekin
dan galokatekin memiliki interakasi yang paling baik, karena memiliki energi
ikatan yang rendah, RMSD yang < 2A, terbentuknya ikatan hidrogen, dan
terdapat 6 residu asam amino.

Hasil uji aktivitas antidiabetes secara in vivo dengan ekstrak kulit batang
sungkai menunjukkan dosis yang paling efektif adalah dosis ke-3 (400
mg/kgBB) dengan nilai % glucose lowering sebesar 69,94% dengan signifikan
nilai uji ANOVA (p<0,05).

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini perlu dilakukan pemurnian pada ekstrak kulit

batang sungkai untuk mendapatkan senyawa yang dituju dan karakterisasi

senyawa yang lebih mengidentifikasi kandungan senyawa didalamnya seperti LC-
MS.
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