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ABSTRAK

SINTESIS, KARAKTERISASI DAN UJIAKTIVITAS SENYAWA
KOMPLEKS Fe(II) DAN Mg(II) DENGAN ASAM AMINO LEUSIN
SEBAGAI ANTIDIABETES

Oleh

DIAN SAFITRI YANI

Penyakit diabetes melitus ditandai dengan peningkatan kadar glukosa dalam
darah yang disebabkan adanya gangguan insulin. Pengobatan berupa obat-obatan
berbasis logam seperti senyawa kompleks dapat digunakan sebagai antidiabetes.
Penelitian ini dilakukan untuk mendapat senyawa kompleks [Fe(leu)2] dan
[Mg(leu)2] dan menguji bioaktivitasnya terhadap kadar glukosa darah pada mencit
jantan.

Sintesis senyawa kompleks [Fe(leu)2] didapatkan berupa padatan berwarna
orange dan hasil sintesis senyawa kompleks [Mg(leu)2] didapatkan berupa padatan
berwarna putih dengan masing-masing rendemen sebesar 73,31% dan 81,56% yang
kemudian  dikarakterisasi ~ menggunakan  spektofotometer = UV-Vis  dan
spektrofotometer /R. Hasil karakterisasi spektofotometer UV-Vis senyawa
kompleks [Fe(leu):2] yaitu pada panjang gelombang 276 nm dan senyawa kompleks
[Mg(leu)2] pada panjang gelombang 283 nm dan gugus fungsi yang diperoleh dari
pengukuran spektofotometer IR adalah Fe-O, Mg-O, C=0,N-H, C-N dan O-H yang
menandakan bahwa adanya ikatan antara logam atom pusat dengan ligan asam
amino.

Hasil sintesis dilanjutkan dengan pengujian bioaktivitas antidiabetes secara
in-vivo dengan uji One-Way ANOVA lalu dilanjutkan dengan BNT pada taraf nyata
5%. Pemberian dosis yang menurunkan glukosa darah paling baik adalah pada dosis
200 pg/KgBB dari senyawa kompleks [Fe(leu):] dengan hasil sebanyak 64,70%
(108.66 £ 11.590)* sedangkan pada senyawa kompleks [Mg(leu)2] dosis terbaik
yaitu dosis 100 ng/KgBB dengan hasil sebesar 65,85% (92.66 + 6.245)*. Hasil
farmakokinetik senyawa kompleks [Fe(leu):] dan [Mg(leu)2] memenuhi syarat
sebagai kandidat obat antidiabetes

Kata kunci : Antidiabetes, karakterisasi, senyawa kompleks dan sintesis.



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERISATION AND ACTIVITY TEST OF Fe(Il)
AND MgdI) COMPLEXES WITH LEUSIN AMINO ACID AS
ANTIDIABETES

By

DIAN SAFITRI YANI

Diabetic melitus is characterised by elevated blood glucose levels due to insulin
disruption. Treatment in the form of metal-based drugs such as complex compounds
can be used as antidiabetics. This study was conducted to obtain complex
compounds [Fe(leu):] and [Mg(leu):] and test their bioactivity on blood glucose
levels in male mice. The synthesis of [Fe(leu)2] complex compound was obtained
in the form of orange solids and the results of the synthesis of [Mg(leu)2] complex
compound were obtained in the form of white solids with respective yields of
73,31% and 81,56% which were then characterised using UV-Vis
spectrophotometer and IR spectrophotometer. The results of UV-Vis
spectophotometer characterisation of the [Fe(leu)2] complex compound are at a
wavelength of 276 nm and the [Mg(leu)2] complex compound at a wavelength of
283 nm and the functional groups obtained from IR spectophotometer
measurements are Fe-O, Mg-O, C=0, N-H, C-N and O-H which indicate that there
is a bond between the central metal atom and the amino acid ligand. The results of
the synthesis were followed by testing the antidiabetic bioactivity in-vivo with One-
Way ANOVA test and then continued with BNT at a real level of 5%. The best dose
that lowers blood glucose is at a dose of 200 ng/KgBB of the [Fe(leu)z] complex
compound with a result of 64.70% (108.66 + 11,590)a while in the [Mg(leu):]
complex compound the best dose is a dose of 100 ug/KgBB with a result of 65.85%
(92.66 + 6,245)a. Pharmacokinetic results of the complex compound [Fe(leu)2]. The
pharmacokinetic results of [Fe(leu)2] and [Mg(leu)2] complex compounds qualify
as antidiabetic drug candidates.

Keywords: Antidiabetic, characterisation, complex compound and synthesis.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit yang ditandai dengan adanya
peningkatan kadar glukosa darah dalam tubuh akibat tidak dapat memproduksi
cukup hormon insulin atau tidak dapat menggunakan insulin secara efektif.
Menurut World Health Organization (WHO, 2023) mengungkapkan bahwa
Indonesia merupakan negara dengan penderita DM terbanyak keempat didunia
setelah India, China dan Amerika Serikat dengan jumlah penderita sebanyak
8.426.000 dan diperkirakan akan menjadi 21.257.000 pada tahun 2023.

Diabetes . (DM) dibagi menjadi dua yaitu diabetes Melitus tipe 1 dan diabetes
Melitus tipe 2. Penyebab DM tipe 1 adalah kelainan genetika sedangkanpenyebab
DM tipe 2 adalah gaya hidup yang tidak sehat. Pengobatan untuk penyakit DM
telah dilakukan menggunakan berbagai terapi, seperti dengan suntikan insulin
yang digunakan untuk pengobatan diabetes tipe 1. Pengobatan untuk diabetes tipe
2 umumnya menggunakan obat oral contohnya yaitu glibenklamid (Sakurai et al.,
2010). Pengobatan yang biasa dilakukan oleh penderita Diabetes Melitus yaitu
dengan cara suntikan atau pemberian obat kimia antidiabetes. Pengobatan dengan
cara ini tentunya memiliki efek samping dan membutuhkan biaya yang relatif
mahal (Mycek et al., 2001). Pengobatan DM tipe 2 yang terbaru telah banyak
diteliti, seperti dengan menggunakan metalotherapy. Metallotherapy adalah terapi
baru untuk pengobatan penyakit DM tipe 2 dengan kompleks logam (Pandeya,
2013). Logam yang telah diteliti mempunyai manfaat yang efektif sebagai
suplemen antidiabetes yaitu kromium(IIl) (Cr(Ill)) dan tembaga(Il) (Cu(Il)
(Sharma et al., 2011)



Hasil penelitian (Eldarwai et al., 2019) menyatakan bahwa dengan pemberian
suplementasi logam magnesium (Mg) setiap hari selama tiga bulan menunjukan
peningkatan yang signifikan pada kadar insulin dalam mengobati diabetes Melitus
tipe 2 dibandingkan dengan kelompok kontrol. Berdasarkan penelitian
sebelumnya yang telah dilakukan oleh Mooren et al (2011) mengungkapkan
bahwa pemberian suplementasi Mg mengasilkan peningkatan yang signifikan
pada penurunan kadar gula darah dan resistensi insulin pada hewan uji
dibandingkan dengan kelompok hewan uji yang tidak diberikan suplemen Mg.
Menurut penelitian Gayatri dkk (2023) menunjukan bahwa logam Mg yang
digunakan sebagai bahan penambah untuk ekstrak etanol daun sirih dalam uji
antidiabetes pada mencit memberikan hasil adanya kemampuan untuk
menurunkan kadar glukosa darah dalam mencit. Logam lain yang telah diteliti

mempunyai manfaat yang efektif sebagai suplemen antidiabetes adalah logam Fe.

Hasil penelitian Sharma et al (2011) menunjukan bahwa logam Fe (11) dapat
mengaktifkan hormon insulin dengan meningkatkan sensitivitas insulin sistematik
dan kontrol glikemik pada penderita diabetes. Menurut penelitian Irfandi dkk
(2022) menunjukan aktivitas antikanker dan antibakteri pada kompleks senyawa
Fe(Il) yang disintesis dengan Isoleusin serta menunjukan aktivitas antivirus
terhadap reseptor. Berdasarkan hasil pengujian ada beberapa asam amino yang
diketahui dapat berperan dalam meningkatkan stimulan sekresi insulin salah
satunya adalah leusin (Newsholme et al., 2007). Asam amino leusin memiliki
gugus karbonil dan gugus amino yang terikat pada karbon alfa gugus-gugus
tersebut memiliki pasangan elektron bebas yang nantinya akan menjadi donor
pasangan elektron. Hal tersebut yang menyebabkan leusin dapat membentuk
kompleks dan banyak dipergunakan dalam berbagai keperluan salah satunya yaitu
sebagai antibakteri(Assemave et al., 2015). Asam amino leusin memiliki peran
dalam mengontrol sintesis protein dengan translasi diberbagai sel. Leusin juga
diketahui dapat merangsang sekresi insulin dari pankreas beta sel (Chandran et al.,
2014).



Berdasarkan uraian diatas, pada penelitian ini dilakukan sintesis senyawa
kompleks Fe(ll)-leusin dan Mg(I1)-leusin dan dilakukan uji aktivitas senyawa
kompleks untuk menurunkan kadar glukosa darah pada mencit yang diinduksi

aloksan secara in-vivo serta menentukan uji farmakokinetik.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu :

1. Mendapatkan senyawa Fe(ll) dan Mg(ll) dengan asam amino leusin.

2. Mengetahui karakteristik senyawa Fe(I) dan Mg(Il) dengan asam amino leusin
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan Spektrofotometer IR

3. Mengetahui aktivitas antidiabetes senyawa Fe (II) dan Mg(II) dengan asam
amino leusin menggunakan mencit yang diinduksi aloksan.

4. Mengetahui potensi senyawa kompleks Fe(II) dan Mg(I) dengan asam amino

leusin sebagai kandidat obat secara farmakokinetik

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu memberikan informasi senyawa kompleks Fe(Il)
dan Mg(II) dengan asam amino leusin serta dapat digunakan sebagai suplemen

antidiabetes.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Melitus

Diabetes Melitus merupakan penyakit menahun (kronis) berupa gangguan
metabolik yang ditandai dengan peningkatan kadar gula darah yang melebihi batas
normal dan salah satunya adalah diabetes Melitus tipe 2 (Kemenkes RI, 2020).
Data terakhir penderita diabetes Melitus mencapai 13% dari 270 juta orang di
Indonesia. Di Indonesia atau di Asisa, resiko mengalami komlikasi dari DM tipe 2
lebih besar dibanding dengan Eropa dan Amerika. Dari data tersebut, jumlah
penderita diabetes Melitus terbanyak adalah anak-anak. Pada bulan Januari 2023,
Ikatan Dokter Indonesia mengeluarkan suatu data penelitian sampai tanggal 31
Januari 2023 bahwa prevalensi kasus daiabetes pada anak meningkat 70 kali lipat
pada januari 2023 (WHO, 2023). Pengobatan diabetes dapat menggunakan obat-
obatan secara kimia maupun obat-obatan herbal, namun beberapa penelitian telah
membuktikan bahwa asam amino juga dapat menurunkan kadar gula darah salah

satunya adalah asam amino leusin.

2.2 Asam Amino

Asam amino esensial merupakan asam-asam amino yang tidak dapat diproduksi
dalam tubuh sehingga harus ditambahkan atau dari luar tubuh dalam bentuk
makanan dan minuman. Asam amino biasanya berbentuk serbuk dan mudah larut
di dalam air tapi tidak dapat larut dalam pelarut organik non polar (Sitompul,
2004).

Sifat asam amino merupakan amfoterik yang lebih dominan menjadi asam pada
larutan basa dan menjadi basa pada larutan asam (Nurhikma et al. 2017). Asam

amino merupakan komponen penyusun protein. Masing-masing asam amino



berikatan melalui ikatan kovalen. Protein dapat dipecah menjadi unit yang lebih
sederhana (asam amino) melalaui proses hidrolisis (Nelson dan Cox 2004; Berg et
al.2002). Asam amino pada umumnya larut dalam air dan tidak larut dalam
pelarut organik non polar, yaitu eter, aseton, dan kloroform. Asam amino biasanya
diklasifikasikan berdasarkan rantai samping tersebut menjadi empat kelompok
(Gianto dkk, 2017). Ada beberapa asam amino yang dapat berperan sebagai

antidiabetes yaitu leusin, arginin, glisin dan aspartat.

2.3 Leusin

Leusin adalah asam amino yang termasuk kedalam golongan asam amino
esensial. Asam amino ini merupakan asam amino yang diperlukan untuk
menjamin pertumbuhan, oleh karena itu asam amino ini sangat dibutuhkan oleh
anak-anak dan bayi dalam masa pertumbuhannya. Kebutuhan leusin untuk
pertumbuhan adalah 14 mg asam amino/kg berat badan setiap hari (Jacoeb et al.
2012). Leusin juga berperan merangsang pembentukan insulin yang berlebihan
oleh pankreas (Purwaningsih 2012).

Leusin merupakan salah satu jenis asam amino esensial yang memiliki rumus
kimia CeH13NO2. Sebagai asam amino esensial, leusin tidak dapat diproduksi
tubuh dan harus dikonsumsi dari makanan sehat. Asam amino seperti leusin
menjadi komponen penyusun protein sehingga berperan dalam pembentukan dan
pemeliharaan jaringan otot. Leusin memiliki peran penting dalam regulasi sekresi
insulin dan metabolisme sel pankreas B sel melalui efek akut dan kronis. Regulasi
alosterik aktivitas glutamatedehidrogenase (GDH) oleh leusin dan/atau molekul
lain telah terbukti menjadi strategi intervensi potensial untuk beberapa gangguan
sekresi insulin. Leusin mengatur ekspresi gen metabolik kunci di pankreas [ sel
akan menjelaskan pencegahan dan pengobatan diabetes tipe 2. Asam amino
leusin, memiliki peran penting dalam mengontrol sintesis protein dengan
memodulasi inisiasi translasi di berbagaisel. Leusin diketahui secara akut
merangsang sekresi insulin dari pankreas P sel (Chandran et al., 2014). Berikut
adalah struktur dari leusin :
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Gambar 1. Struktur Leusin

Isoleusin dapat berfungsi sebagai model struktural untuk desain obat antikanker
dan antibakteri dengan adanya daya hambat yang lebih baik (Devi, 2011). Dalam
penelitian (Naura, 2020) telah dibuktikan bahwa asam amino leusin yang
disintesis dengan logam Cu dan Cr dapat menurunkan kadar glukosa darah pada
mencit dengan metode in-vivo. Logam lain yang telah diuji sebagai antidiabetes

salah satunya adalah logam besi.

2.4 Logam Fe

Besi merupakan salah satu logam dalam deret transisi pertama dengan konfigurasi
elektron [Ar] 3d® yang dapat membentuk senyawa kompleks, berada pada rentang
tingkat oksidasi yang lebar, yaitu dari bilangan oksidasi -2 hingga +6, namun
bilangan oksidasi +2 dan +3 paling banyak terdapat di alam. Penggunaan ion
logam besi sebagai ion pusat karena kemampuannya membentuk tingkat oksidasi
yang bervariasi dan mampu membentuk ikatan koordinasi. Hasil penelitian
(Sharma et al., 2011) menunjukan bahwa logam Fe (I1) dapat mengaktifkan
hormon insulin dengan meningkatkan sensitivitas insulin sistematik dan kontrol

glikemik pada penderita diabetes.

Studi mengenai senyawa kompleks Fe dengan asam amino telah dilakukan
terhadap kontrol glukosa darah pada mencit diabetes tipe 2 yang menunjukkan
bahwa suplementasi senyawa kompleks Fe dengan leusin mampu meningkatkan
sensitivitas insulin dan mengurangi kadar glukosa darah pada tikus yang
menderitas diabetes Melitus tipe 2 (Nadia et al., 2019). Logam lain yang dapat

berperan sebagai penurunan kadar gula darah adalah logam magnesium.



2.5 Logam Mg

Magnesium termasuk kedalam golongan alkali tanah. Logam alkali tanah
berwarna putih keperakan dan mempunyai densitas (rapatan) relatif rendah dan
semakin besar dengan naiknya nomor atom kecuali kalsium. Magensium adalah
logam putih yang dapat ditempa dan liat. Magnesium melebur pada suhu 650°C.
Logam ini mudah terbakar dalam udara atau oksigen dengan mengeluarkan
cahaya putih, membentuk oksida MgO dan beberapa nitrida MgzN (Julita
dkk.,2012). Magnesium merupakan kation keempat yang paling banyak dalam
tubuh setelah natrium, kalsium dan kalium. Magnesium juga merupakan kation
intraselular terbanyak dalam tubuh setelah kalium. Magnesium mempunyai peran
yang pentingdalam mengkatalisis lebih dari 300 reaksi enzimatik di dalam tubuh
manusia (Rompas dkk.,2015).

Magnesium memiliki peran penting dalam pengaturan glukosa darah dan
sensitivitas insulin. Asam amino leusin telah mampu memperbaiki kontrol
glukosa darah dan mengurangi stress oksidatif pada penderita diabetes sehingga
kompleks Mg-Leusin dapat dikembangkan karena menunjukkan bahwa logam
magnesium memiliki peran penting dalam pencegahan komplikasi diabetes seperti
retinopati diabetik, neuropati dan penyakit kroner (Barbagallo and
Domininguez,2015)

2.6 Sintesis Senyawa Kompleks

Sintesis senyawa kompleks dapat dilakukan dengan cara merefluks dan stirrer
secara bersamaan larutan logam dengan ligan selama beberapa jam. Pemanasan
dan pengadukan dilakukan secara bersamaan supaya larutan homogen dan cepat
bereaksi. Senyawa kompleks merupakan senyawa yang tersusun dari suatu ion
logam pusat dengan satu atau lebih ligan yang menyumbangkan pasangan
elektron bebasnya kepada ion logam pusat. Senyawa kompleks Fe(l11) umumnya

membentuk struktur oktahedral dengan bilangan koordinasi enam. Namun



struktur lain seperti tetrahedraldengan bilangan koordinasi empat dan segiempat
piramida dengan bilangan koordinasi lima juga dapat terjadi (Catton et al, 2000).
Sintesis senyawa kompleks dapat dilakukan dengan berbagai cara antara lain
dengan pencampuran larutan pada berbagai perbandingan mol logam : mol ligan
dalam berbagai pelarut tanpa pemanasan atau pencampuran larutan disertai
pemanasan pada berbagai temperatur (Kusyanto dan Kristian, 2017). Senyawa
kompleks yang telah terbentuk kemudian dilakukan pengujian bioaktivitas

terhadap mencit jantan yang telah diinduksi aloksan.

2.7 Pengujian Aktivitas Antidiabetes Pada Mencit

2.7.1 Mencit

Mencit adalah salah satu hewan model yang sangat penting digunakan di
Laboratorium sebagai obyek penelitian di bidang biologi dan kedokteran, karena
memiliki keunggulan antara lain siklus hidup pendek, mudah dalam penanganan,
pengadaan hewan tidak sulit dan dapat dipelihara dalam kandang yang terbuat dari
bahan relatif lebih murah. Pertumbuhan yang lebih cepat pada waktu mencit
masih muda, sejak terjadinya pembuahan sampai lahir dan mendekati dewasa.
Jenis kelamin jantan memiliki tingkat pertumbuhan lebih tinggi dibandingkan
dengan betina, karena konsumsi ransum mencit betina lebih banyak digunakan
untuk mempersiapkan dewasa kelamin. Pertumbuhan merupakan proses yang
kompleks tidak dapat didefinisikan secara sederhana karena tidak hanya meliputi
peningkatan ukuran tubuhsaja tetapi juga peningkatan berat badan, komposisi
tubuh termasuk perubahan komponen-komponen tubuh seperti otot, tulang, dan
organ (Mboro dkk, 2018).

Gambar 2. Mencit



Mencit (Mus musculus L.) dapat diklasifikasikan sebagai berikut : (Rejeki, 2018)

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Famili : Murinane
Genus : Mus

Spesies : Mus Mucullus L

2.7.2 Aloksan

Aloksan merupakan bahan kimia yang digunakan untuk menginduksi diabetes
pada binatang percobaan . Pemberian aloksan adalah cara yang cepat untuk
menghasilkan kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada binatang
percobaan. Aloksan dapat diberikan secara intravena, intraperitoneal, atau
subkutan pada binatang percobaan. Aloksan dapat menyebabkan Diabetes Melitus
tergantung insulin pada binatang tersebut (aloksan diabetes) dengan karakteristik
mirip dengan Diabetes Melitus tipe 1 pada manusia. Aloksan bersifat toksik
selektif terhadap sel beta pankreas yang memproduksi insulin karena
terakumulasinya aloksan secara khusus melalui transporter glukosa yaitu GLUT2

(Suharmiati,2009). Berikut adalah struktur aloksan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur Aloksan
Aloksan (2,4,5,6-tetraoksipirimidin; 5,6- dioksiurasil) adalah senyawa hidrofilik

dan tidak stabil. Waktu paro pada suhu 37°C dan pH netral adalah 1,5 menit dan
bisa lebih lama pada suhu yang lebih rendah. Sebagai diabetogenik, aloksan dapat



10

digunakan secara intravena, intraperitoneal dan subkutan. Dosis intravena yang
digunakan biasanya 65 mg/kg BB, sedangkan intraperitoneal dan subkutan adalah
2-3 kalinya (Irdalisa dkk.,2015)

2.7.3 Glibenklamid

Glibenklamid memiliki ciri serbuk putih atau hampir putih atau bubuk kristal.
Kelarutan glibenklamid praktis tidak larut dalam air, mudah larut dalam metilen
klorida, sedikit larut dalam alkohol dan metanol. Glibenklamid memiliki titik
lebur 172- 174°C (Pharmacopoeia, 2008). Terapi dengan glibenklamid biasanya
dimulai dengan dosis 2,5 mg diberikan sekali sehari. Dosis harian maksimal yang
disarankan adalah 20 mg (Sharma et al., 2016). Glibenklamid mengendalikan
kadar gula dengan merangsang sekresi insulin di pankreas dan meningkatkan

sensitivitas jaringan terhadap insulin.

Ci
Gambar 4. Struktur Glibenklamid
Glibenklamid digunakan sebagai obat antidiabetik oral yang merupakan pilihan
pengobatan awal untuk Diabetes Melitus tipe2 pada pasien dengan hiperglikemia
12 (Sweetman, 2002). Senyawa kompleks hasil sintesis yang telah diperoleh
kemudian dilakukan karakterisasi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis

dan IR.

2.7 Karakterisasi Senyawa Kompleks

Karakterisasi yang dilakukan pada penelitian ini bertujuan untuk melihat hasil
yang diperoleh, hasil yang diperoleh biasanya tidak selalu mruni sehingga untuk
memastikan kemurniaannya dilakukan karakterisasi. Karakterisasi yang umum

dilakukan adalah dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
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Spektrofotometer IR.

2.8.1 Karakterisasi dengan Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri Sinar Tampak (UV-Vis) adalah pengukuran energi cahaya oleh
suatu sistem kimia pada panjang gelombang tertentu (Day and Underwood, 2002).
Sinar ultraviolet (UV) mempunyai panjang gelombang antara 180-380 nm dan
sinar tampak (visible) mempunyai panjang gelombang 380-780 nm. Pengukuran
menggunakan spektrofotometer melibatkan energi elektronik yang cukup besar
pada molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometer UV-Vis lebih banyak
dipakai untuk analisis kuantitatif dibandingkan kualitatif. Konsentrasi dari analit
di dalam larutan sampel bisa ditentukan dengan mengukur absorbansi sinar oleh
sampel pada panjang gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-
Beer (Rohman, 2007).

Prinsip dari spektrofotometer UV-Vis adalah penyerapan yang terjadi pada
interaksi radiasi UV dengan molekul yang mengakibatkan molekul tersebut
mengalami transisi elektronik. Transisi ini pada umumnya terjadi antara orbital
ikatan atau orbital pasangan bebas dan orbital anti ikatan, selain itu juga karena
adanya gugus berikatan rangkap atau terkonjugasi yang mengabsorbsi radiasi
elektronik di daerah UV. Panjang gelombang serapan yang muncul merupakan
ukuran perbedaan tingkat-tingkat energi dari orbital suatu molekul (Sudjadi,
2000)

2.8.2 Karakterisasi dengan Spektrofotometer IR

Prinsip dari Spektrofotometri Infrared (IR) adalah bila radiasi inframerah
dilewatkan melalui suatu cupikan, maka molekul-molekulnya dapat menyerap 14
energi sehingga terjadi transisi antara vibrasi dasar dan tingkat vibrasi tereksitasi.
Pengabsorbsian energi pada berbagai frekuensi dapat dideteksi oleh
spektrofotometer inframerah, yang memplot jumlah radiasi inframerah yang
diteruskan melalui suatu cupikan sebagai fungsi frekuensi atau panjang

gelombang radiasi. Plot disebut spektrum inframerah yang memberikan gugus
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fungsional (Silverstein et al., 2005). Dasar dari pengukuran spektroskopi
inframerah adalah suatu ikatan kimia yang dapat bervibrasi sesuai dengan level
energinya sehingga memberikan 13 level yang spesifik. Jenis- jenis vibrasi
molekul biasanya terdiri dari enam macam, yaitu symmetrical stretching,
assymmetrical stretching, scissoring, rocking, wagging, dan twisting. Daerah
inframerah dibagi menjadi tiga sub daerah, yaitu inframerah dekat (14000 — 4000
cml), inframerah sedang (4000 — 400 cm™ ) dan inframerah jauh (400 — 10 cm™!
) (Stuart, 2004).

2.9 Metode Uji Aktivitas Antidiabetes

2.9.1 Penentuan Farmakokinetik

Penentuan farmakokinetik digunakan untuk memprediksi senyawa kompleks hasil

sintesis sebagai kandidat obat antidiabetes dan untuk menentukan toksisitasnya.

2.9.1.1 Lipinskie Rule of Five

Lipinskie Rule of Fivemerupakan sebuah aplikasi yang digunakan untuk
memprediksi keaktifan suatu obat atau senyawa kimia ketika diberikan secara oral
pada manusia (Lipinksi, 2004). Aplikasi ini akan membantu menentukan sebuah
molekul (ligan) memiliki kemampuan biovibilitas yang tinggi sehingga dapat
berikatan dengan reseptornya (Arwansyah dkk., 2014). Ada beberapa syarat yang
harus dipenuhi sebagai kandidat obat dalam Lipinksi, antara lain yaitu berat
molekul kurang dari 500, memiliki tidak lebih dari 5 ikatan hydrogen donor,
memiliki tidak lebih dari 10 ikatan hydrogen aseptor, nilai logP tidak lebih dari 5
dan molar refractivity berada pada rentang 40-130 (Lipinski, 2004).
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2.9.1.2 Swiss ADME dan Pre-ADMET

Software ini mudah digunakan untuk mendapatkan informasi terkait kemampuan
absorpsi, distribusi, metabolisme dan ekskresi (ADME). Salah satu uji yang dapat
dianalisis uji Pre-ADMET adalah uji HIA (Human Intestinal Absorption), sel
Caco-2 dan PPB (Plasma Protein Binding). Sel Caco-2 merupakan model in vitro
untuk mengetahui transport obat melalui epitel intestinal yang berasal dari
adenocarcinoma kolon manusia yang memiliki jalur transportasi ganda. Plasma
protein binding (PPB) merupakan fraksi obat yang tersedia dalam bentuk bebas
untuk didistribusikan ke berbagai jaringan. Uji ini telah digunakan dalam bidang
farmakologi untuk kepentingan mendesains ataupun mengoptimasi kandidat obat
(Wessel et al.,1998).

2.9.1.3 Toksistas

Uji toksisitas yang akan dilakukan yaitu menggunakan software protox yang
memberikan informasi mengenai bagaimana prediksi toksisitas senyawa uji yang
akan menjadi kandidat obat. Parameter yang dilihat pada protox adalah prediksi
kelas toksisitas serta prediksi yang melibatkan hepatotoxicity, carcinogenicity,

immunotoxicity, mutagenicity, dan cytotoxicity.



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Oktober - Maret 2024. Pengukuran
sampel dilaksanakan di Laboratorium Kimia Anorganik FMIPA Universitas
Lampung dan pengujian aktivitas antidiabetes dilaksanakan di Laboratorium
Zoologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung serta analisis sampel

dilakukan di Laboratorium Kimia Institut Teknologi Bandung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain gelas ukur, gelas kimia,
thermometer, spatula, neraca analitik, alumnium foil, kertas saring, pipet tetes, hot
plate stirrer, tabung reaksi. Seperangkat alat uji bioaktivitas (kendang mencit,
tempat minum dan tempat makan mencit, glucometer, suntikan, alat oral dan lain-
lain).

Instrumentasi : spektrofotometer UV-Vis dan Spektrofotometer IR di
Laboratorium Kimia Institur Teknologi Bandung. Untuk bahan- bahan yang akan
digunakan dalam penelitian ini antara lain yaitu akuades, asam amino leusin,
FeCl2.4H20, MgCl2.4H:0, aloksan, NaCl, pH indikator, pakan mencit,
glibenklamid, alkohol swabs dan mencit.

3.3 Sintesis Senyawa Kompleks
3.3.1 Sintesis Fe(II)-Leusin
Sintesis senyawa kompleks Fe(l1) dengan asam amino leusin dilakukan

berdasarkan penelitian sebelumnya (Septiani, 2019). Prosedurnya yaitu

FeCl2.4H20 dan asam amino leusin disiapkan dengan rasio perbandingan 1:2,
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semua senyawa dalam bentuk larutan. FeCl2.4H20 sebanyak 1 mol (0,198 g)
dilarutkan dalam 25 mL akuades dan asam amino leusin sebanyak 0,262 gram
dicampurkan lalu direfluks dan diaduk menggunakan magnetic strirre dengan
variasi waktu 1,2,3 dan 4 jam pada suhu 60°C. Larutan hasil refluks kemudian
disintesis kembali dengan variasi pH 5,6 dan 7 setelah mendapatkan waktu
optimum. Hasil sintesis kemudian dibekukan dalam lemari pendidngin dan
freezdyer. Senyawa kompleks hasil sintesis kemudian dikarakterisasi dengan

spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer IR.

3.3.2 Sintesis Mg(II)-Leusin

Prosedur yang dilakukan untuk mensintesis logam MgCl2 4H20O adalah
MgCl2.4H20 dan asam amino leusin disiapkan dengan rasio perbandingan 1:2,
semua senyawa dalam bentuk larutan. MgCl2.4H20 sebanyak 1mol (0,167 g)
dilarutkan dalam 25 mL akuades dan asam amino leusin sebanyak 0,262 gram
dicampurkan lalu direfluks dan diaduk menggunakan magnetic strirre dengan
variasi waktu 1,2,3 dan 4 jam pada suhu 60°C. Larutan hasil refluks kemudian
disintesis kembali dengan variasi pH 5,6 dan 7 setelah mendapatkan waktu
optimum. Hasil sintesis kemudian dibekukan dalam lemari pendidngin dan

freezdyer dan kemudian dikarakterisasi dengan spektrofotometer UV-Vis dan IR.

3.3.2 Karakterisasi Senyawa Kompleks

1. Karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Sampel hasil sintesis dikarakterisasi menggunakan spekrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 200-800 nm.

2. Karakterisasi menggunakan spektrofotometer /R
Senyawa kompleks hasil sintesis diukur puncak serapan nya pada bilangan
gelombang 4000-500 cm™* menggunakan spektrofotometer IR. Pengukuran ini
dilakukan untuk mengetahui gugus fungsi yang ada dalam senyawa Fe(ll)-

leusin dan Mg(11)-leusin.
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3.4 Uji Antidiabetes Secara In-vivo

3.4.1 Rancangan Penelitian

Sebanyak 45 ekor mencit jantan disiapkan, yang memiliki aktivitas normal
dengan umur 2-3 bulan dan memiliki berat badan 30-40 gram. Sebanyak 45 ekor
mencit putih sebelum diinduksi aloksan, dipuasakan terlebih dahulu selama 16
jam, namun tetap diberi minum. Mencit diinduksi aloksan yang dilarutkan dengan
NaCl. Mencit yang telah diinduksi kemudiani diuji sebagai kontrol negatif,
kontrol positif, dan penelitian uji bioaktivitas senyawa kompleks Fe(l1)- leusin,
Mg(11)-leusin, logam dan ligan serta uji kontrol normal pada mencit yang tidak
diinduksi diabetes. Dosis senyawa kompleks yang digunakan pada penelitian ini

didasarkan pada dosis yang telah dilakukan sebelumnya oleh (Ambarwati dkk,
2021).

Mencit diabetes Melitus yang dilakukan penelitian menggunakan senyawa Fe(11)-

leusin dibagi menjadi 3 kelompok yaitu:

a. Kelompok 1 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Fe(Il)- leusin
sebanyak 50 pg/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 2 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Fe(Il)- leusin
sebanyak 100 pg/berat badan/hari (dosis II).

c. Kelompok 3 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Fe(Il)- leusin

sebanyak 200 pg/berat badan/hari (dosis III).

Mencit diabetes Melitus yang dilakukan penelitian menggunakan senyawa Mg(l1)-

leusin yang dibagi menjadi 3 kelompok yaitu

2-1. Kelompok 1 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Mg(II)- leusin
sebanyak 50 pg/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 2 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Mg(II)- leusin
sebanyak 100 pg/berat badan/hari (dosis II).

c. Kelompok 3 mencit diabetes Melitus diberi senyawa kompleks Fe(II)- leusin

sebanyak 200 pg/berat badan/hari (dosis III).



17

Mencit jantan dibagi 3 kelompok kontrol sebagai berikut :

a. Kelompok kontrol normal (Kn) hanya diberi makan berupa pellet dan air
minum secukupnya selama 7 hari

b. Kelompok kontrol positif (K+) diinduksi aloksa dan diberikan obat
glibenklamud sebanyak 3 kali selama 7 hari

c. Kelompok kontrol negatif (K-) diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi senyawa kompleks hasil sintesis yaitu [Fe(leu)2] dan

[Mg(leu):].

Mencit diabetes Melitus untuk perlakuan pemberian logam dibagi menjadi 4
kelompok sebagai berikut :

a. Kelompok logam Fe(Il) dengan dosis 50 pg/berat badan/hari
b. Kelompok logam Fe(Il) dengan dosis 200 pg/berat badan/hari
c. Kelompok logam Mg(Il) dengan dosis 50 pg/berat badan/hari
d. Kelompok logam Mg(Il) dengan dosis 200 pg/berat badan/hari

Mencit diabetes Melitus untuk perlakuan pemberian ligan dibagi menjadi 2
kelompok yaitu :

a. Kelompok ligan leusin dengan dosis 50 pg/berat badan/hari

b. Kelompok ligan leusin dengan dosis 200 pg/berat badan/hari

Pemberian senyawa kompleks pada mencit dilakukan harian per-oral kemudian
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 hari ke -7 sesudah
induksi, dan tiap minggu selama 35 hari. Data berdistribusi normal dilanjutkan
dengan uji One-way ANOVA (4dnalysis Of Variance) untuk menganalisis adanya

perbedaan antar kelompok mencit.



Tabel 1. Rancangan Acak Lengkap
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Ulangan
Kelompok Perlakuan Total Ulangan
1 2 3
n K(n)u1 K(n)u2 K(n)u3 3
(+) K(+PUL  K(+)PU2 K(+)PU3 3
Kontrol
6 KENUL  K(-)NU2 K(-)NU3 3
Fe-Leu: Fe-LeuiU1 Fe-LeuiU2 Fe-LeuiUs 3
Fe-Leu Fe-Leuz Fe-Leu2U1  Fe-Leu2U2 Fe-Leu2Us 3
Fe-Leus Fe-LeusU1 Fe-LeusU: Fe-LeusUs 3
Mg-Leus Mg-LeuiU1 Mg-LeuiU2  Mg-Leu1Us 3
Mg-Leu Mg-Leu2 Mg-LeuiU1 Mg-Leu2U2  Mg-Leu2Us 3
Mg-Leus Mg-LeuiU1 Mg-LeusU2  Mg-LeusUs 3
Fe(I) Fe(ll)1 FeiU: FeiU2 FeiUs 3
Fe(ll)2 Fe2U1 Fe2U2 Fe2Us 3
Mg(II) Mg(l1)z Mg1U1 Mgi1U2 Mg1Us3 3
Mg(ll)2 MgaU1 Mg2U2 MgaUs3 3
Leu Leu: LeuiUs LeuiU2 LeuiUs 3
Leuz Leu2U1 Leu2U2 Leu2Us 3
Total Kelompok Perlakuan 15 15 15 45

Keterangan :

Fe-Leu = Dosis Besi Leusin
Mg-Leu = Dosis Magnesium Leusin
Fe = Dosis Besi

Mg = Dosis Magnesium

Leu = Dosis Leusin

K = Kelompok kontrol (+), (-) dan (normal)
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3.4.2 Parameter Hewan Uji

Parameter yang diamati ada dua yaitu kadar gula darah pada mencit jantan dan
berat badan. Pengukuran kadar gula darah pada mencit jantan dilakukan sebanyak
4 kali pengulangan. Tahap pertama dilakukan sebelum mencit jantan diinduksi
dengan aloksan, tahap kedua dilakukan setelah mencit jantan selesai diinduksi
aloksan, tahap ketiga dilakukan pengukuran pada hari ke 7 setelah mencit jantan
diberi perlakuan dengan senyawa kompleks dan tahap keempat dilakukan
pengukuran pada hari ke 14 setelah mencit jantan diberi perlakuan dengan

senyawa kompleks.

Cara mengukur kadar gula darah adalah dengan menggunakan glukometer, ujung
ekor mencit jantan disterilkan terlebih dahulu agar tidak terjadi iritasi
menggunakan alcohol swabs dan diberi luka sedikit. Darah yang keluar diteteskan
ke strip glukosa yang telah dimasukkan kedalam glukometer kemudian tunggu
sekitar 10 detik sampai hasil kadar gula darah tertera pada layar glukometer.
Pengukuran berat badan mencit jantan dilakukan sebanyak 4 kali. Penimbangan
mencit jantan dilakukan pada seluruh kelompok kontrol dan perlakuan,

selanjutnya hasil pengukuran tersebut dibandingkan antara satu kelompok dengan

kelompok lainnya. Untuk melihat penurunan kadar gula darah mencit jantan.

3.4.3 Analisis Data

Analisis data dilakukan menggunakan metode ANOVA (Analysis of Variance)
dengan p<0,05 dan BNT taraf nyata 5% untuk mengetahui ada atau tidaknya
perbedaan yang signifikan dari 9 kelompok uji. Efek dari perlakuan dapat dilihat
dari besarnya persen glucose lowering yang dinyatakan dalam % GL yang

merupakan persentase penurunan kadar gula darah (Budiasih dan Pertiwi, 2015)

(Glukosa sebelum perlakuan)— (glukosa sesudah perlakuan
% GL= P (9 P )+ 100%

(Glukosa sebelum perlakuan)
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3.4.4 Metode Uji Farmakokinetik

Suatu senyawa baru yang menjadi kandidat obat harus melalui suatu analisis
kemiripan dengan obat atau drug-likeness berdasarkan Lipinskie Rule of Fivepada
Website Lipinskie Rule of Five, pengecekan profil ADME pada website Swiss
ADME dan pemeriksaan toksisitas pada website ProTox-I.

Pengujian farmakokinetik pertama dilakukan dengan menggunakan software
Lipinskie Rule of Five dengan membuat struktur senyawa kompleks [Fe(leu)2] dan
[Mg(leu):] pada software Marvin Sketch. Setelah struktur senyawa terbentuk,
gambar struktur senyawa kompleks disimpan dalam folder dengan format kode
SMILE. Pada Lipinski Rule of Five, kode SMILE yang didapat dari struktur
senyawa pada Marvin Sketch, digunakan untuk menguji sampel dengan lipinski

rule of five.

Untuk pengujian farmakokinetik dengan menggunakan sofiware Pre-ADMET,
dilakukan dengan cara membuat struktur secara manual melalui website Pre-
ADME yang kemudian gambar struktur tersebut disubmit kedalam sofiware.
Untuk tahap terakhir pengujian toksissitas dilakukan dengan sofiware Protox-II
dengan cara mengupload kode SMILE pada masing-masing strukrtur lalu submit
kode SMILE dan catat hasilnya.



3.5 Diagram Alir Penelitian
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Berdasarkan seluruh proses prosedur diatas, maka berikut adalah diagram alir
dalam penelitian ini yaitu pada Gambar 5.

Sintesis Senyawa Kompleks

\

y

0,198gr FeCl2.4H20 + 0,262
gr Leusin dengan rasio 1:2

A

y

- direfluks dengan
variasi waktu (1,2,3
dan 4) jam pada suhu
60°C

Senyawa kompleks [Fe(leu):]
dengan variasi waktu 1,2,3 dan 4

jam

- Disintesis kembali
dengan penambahan
NaOH pH (5,6 dan 7)

\4

0,67gr MgCl2.6H20 + 0,262 gr
Leusin dengan rasio 1:2 mmol

A 4

direfluks dengan
variasi waktu
(1,2,3 dan 4) jam
pada suhu 60°C

Senyawa kompleks [Mg(leu):]
dengan variasi waktu 1,2,3 dan

4 jam

\ 4

Karakterisasi spektrofotometer UV-Vis dan IR

}

Uji bioaktivitas antidiabetes

Gambar 5. Diagram Alir Penelitian

Disintesis kembali
dengan
penambahan NaOH
pH (5,6 dan 7)



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Hasil sintesis yang diperoleh dari kondisi optimum pada pH4 dan waktu 4
jam pada senyawa [Fe(leu)z] berupa padatan berwarna orange kecoklatan
dengan rendemen sebesar 73,31% sedangkan senyawa kompleks [Mg(leu):]
berupa padata berwarna putih dengan rendemen sebesar 81,56%.

2. Hasil karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis senyawa kompleks
[Fe(leu)2] terdapat serapan pada panjang gelombang 276 nm. Senyawa
kompleks [Mg(leu):] terdapat serapan pada panjang gelombang 283 nm.
Hasil karakterisasi menggunakan spektrofotometer /R senyawa kompleks
[Fe(leu)2] dan [Mg(leu)2] menunjukkan daerah serapan pada gugus fungsi -
Fe-0O, -Mg-O, -O-H, -C=0, -C-0O, -N-H, -C-N, dan -C-H.

3. Dosis paling efektif senyawa kompleks [Fe(leu)z] adalah 200 ng/KgBB
dengan menurunkan kadar glukosa darah mencit sebesar 68,29%, sedangkan
dosis efektif senyawa kompleks [Mg(leu):] adalah 100 ng/KgBB dengan
menurunkan kadar glukosa darah mencit sebesar 65,85%.

4. Senyawa kompleks [Fe(leu)2] dan [Mg(leu)2] memenuhi kriteria

farmakokinetik dan berpotensi menjadi kandidat obat antidiabetes

5.2. Saran

Adapun saran untuk pengembangan penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan
karakterisasi lainnya dan uji antidiabetes secara in vitro untuk mengetahui efek

senyawa kompleks.
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