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ABSTRAK

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI SENYAWAMETABOLIT SEKUNDER
DARI EKSTRAK DAUN SUNGKAI (Peronema canescens Jack.) SERTA

UJI AKTIVITAS ANTIDIABETES

Oleh

Jihan Nafisa Salsabila

Tanaman Peronema canescens Jack. yang dikenal dengan nama Sungkai
diketahui dapat menurunkan kadar gula darah. Tujuan penelitian ini yaitu
mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder hasil isolasi dari ekstrak etil asetat
daun sungkai dan menguji aktivitas antidiabetes secara in vitro terhadap senyawa
hasil isolasi.
Penelitian yang dilakukan meliputi persiapan sampel, ekstraksi sampel dengan
metode maserasi, fraksinasi dengan metode kromatografi cair vakum dan
kromatografi kolom, analisis kemurnian, identifikasi senyawa hasil isolasi dengan
spektrofotometer 1H-NMR dan 13C-NMR, serta pengujian aktivitas antidiabetes
menggunakan metode penghambatan enzim α-amilase melalui pengukuran
serapan dengan spektrofotometer UV-Vis.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa NV34 berhasil membentuk kristal
dari FE3 hasil kromatografi cair vakum dan FE4 berhasil diisolasi dua senyawa
yang diberi kode NV35 dan NV36. Senyawa NV34, NV35, dan NV36 secara
berturut-turut menunjukkan sifat fisik kristal jarum berwarna putih sebanyak 5,7
mg, padatan amorf berwarna hijau muda sebanyak 5 mg, dan kristal amorf
berwarna kuning sebanyak 4 mg. Senyawa NV34 diidentifikasi sebagai senyawa
β-sitosterol dari golongan steroid, senyawa NV35 dan NV36 memiliki kemiripan
dengan senyawa golongan terpenoid, namun belum dapat dipastikan struktur
senyawanya secara tepat. Pengujian aktivitas antidiabetes terhadap senyawa hasil
isolasi yang teridentifikasi yaitu NV34 menunjukkan aktivitas sebagai
penghambat enzim α-amilase pada variasi konsentrasi 500, 750, dan 1000 ppm
dengan nilai rata-rata % inhibisi secara berturut-turut sebesar 24,34 ± 3,10%;
28,68 ± 1,09%; dan 34,13 ± 3,83%, serta memiliki nilai IC50 sebesar 1818,11
ppm.

Kata Kunci : P. canescens Jack, β-sitosterol, terpenoid, inhibisi, α-amilase,
antidiabetes.



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITE
COMPOUNDS FROM EXTRACT OF SUNGKAI LEAVES (Peronema

canescens Jack.) AND THE ANTIDIABETIC ACTIVITY TEST

By

Jihan Nafisa Salsabila

Peronema canescens Jack. plant. known as Sungkai is known to lower blood
sugar levels. The purpose of this research is to identify secondary metabolite
compounds isolated from ethyl acetate extract of sungkai leaves and test the in
vitro antidiabetic activity of the isolated compounds.
The research carried out included sample preparation, sample extraction using the
maceration method, fractionation using vacuum liquid chromatography and
column chromatography, purity analysis, identification of isolated compounds
using 1H-NMR and 13C-NMR spectrophotometers, and testing of antidiabetic
activity using the α-amylase enzyme inhibition method by measuring absorption
with a UV-Vis spectrophotometer.
The research results showed that compound NV34 succeeded in forming crystals
from FE3 as a result of vacuum liquid chromatography and FE4 succeeded in
isolating two compounds coded NV35 and NV36. Compounds NV34, NV35, and
NV36 respectively showed the physical properties of white needle crystals
amounting to 5.7 mg, light green amorphous solids amounting to 5 mg, and
yellow amorphous crystals amounting to 4 mg. Compound NV34 was identified
as a β-sitosterol compound from the steroid group, compound NV35 and NV36
has similarities to compounds from the terpenoid group, but the structure of the
compound cannot yet be predicted. Antidiabetic activity testing of the isolated
compound identified, namely NV34, showed activity as an inhibitor of the α-
amylase enzyme at various concentrations of 500, 750, and 1000 ppm with an
average % inhibition value respectively of 24.34 ± 3.10%; 28.68 ± 1.09%; and
34.13 ± 3.83% with the highest inhibitory potential at a concentration of 1000
ppm with an average % inhibition value of 34.13 ± 3.83%, and has an IC50 value
of 1818.11 ppm..

Keywords : P. canescens Jack, β-sitosterol, terpenoids, inhibition, α-amylase,
antidiabetic
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) merupakan kelainan metabolisme kronis yang ditandai

adanya hiperglikemia akibat ketidakmampuan tubuh merespons kerja insulin,

hormon insulin dalam tubuh tidak dapat berfungsi atau kelainan sekresi insulin

(El-Barky et al., 2017). Penyakit ini merupakan salah satu penyakit paling umum

di dunia. Organisasi International Diabetes Federation (IDF) mencatat 537 juta

orang dewasa (umur 20-79 tahun) menderita diabetes, setara dengan tingkat

prevalensi 10,5% diantara total populasi dalam rentang usia yang sama di seluruh

dunia. Jumlah ini diprediksikan meningkat menjadi 643 juta pada tahun 2030 dan

783 juta pada tahun 2045. (International Diabetes Federation, 2021).

Indonesia menempati peringkat kelima di dunia dengan populasi penderita

diabetes sebanyak 19,47 juta. IDF mencatat 81% penderita diabetes tinggal di

negara berpenghasilan rendah hingga menengah. IDF memperkirakan 44% orang

dewasa penderita diabetes masih belum terdiagnosis (International Diabetes

Federation, 2021). DM diketahui menjadi penyebab utama kebutaan, penyakit

jantung, dan gagal ginjal. Hiperglikemia kronis dan gangguan metabolisme pada

DM dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan organ di seluruh tubuh, terutama

mata, ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh darah sehingga mengakibatkan

komplikasi cukup parah (Gan et al., 2020).

Penyakit DM dapat diobati dengan bermacam-macam jenis obat yang tersedia di

pasaran antara lain glibenklamid, glimepirid, glikuidon, dan metformin.

Masyarakat mengetahui dan menyadari bahwa penggunaan obat-obatan kimia
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dapat menimbulkan dampak buruk, sehingga mendorong banyak orang untuk

memilih pengobatan herbal yang diyakini lebih aman (Pujiastuti dkk., 2018).

Salah satu pendekatan terapeutik untuk mengobati DM melibatkan pemanfaatan

senyawa kimia bioaktif yang berasal dari tumbuhan alami karena tingkat

toksisitasnya yang rendah (Kesuma dkk., 2018). Obat herbal tradisional telah

banyak digunakan sebagai sumber utama pengembangan farmasi. Secara

farmakologis, tanaman herbal memiliki berbagai fungsi antara lain sifat

antioksidan, antihipertensi, antiinflamasi, dan antidiabetes (Kanu et al., 2018).

Akibatnya, sekitar 80% populasi dunia sudah menggunakan obat tradisional untuk

perawatan kesehatan (Ekor, 2014). Diduga salah satu tanaman yang diklaim oleh

masyarakat untuk mengobati DM adalah tanaman sungkai (Peronema canescens

Jack.).

Tanaman Peronema canescens Jack., telah lama dimanfaatkan sebagai bahan baku

dalam pengobatan tradisional di berbagai wilayah di Indonesia. Daun sungkai

telah digunakan oleh masyarakat di Sumatera Selatan, Lampung, dan Kepulauan

Riau untuk berbagai tujuan pengobatan, mencakup penurunan demam (Yani,

2013), pengobatan luka ringan dan pengobatan kurap (Thomas, 1989), serta

pengobatan malaria (Suwandi et al., 2018). Penelitian terbaru Latief et al. (2021)

menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun P. canescens Jack. dilaporkan

mengandung senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, steroid,

saponin, dan fenol yang mungkin berpotensi menurunkan kadar gula darah.

Berdasarkan kerja praktik yang sudah dilakukan sebelumnya, telah dilakukan uji

aktivitas antidiabetes secara in vitro terhadap beberapa ekstrak dari daun sungkai,

termasuk ekstrak n-heksana, etil asetat, etanol, dan aseton. Potensi yang besar

terhadap aktivitas antidiabetes ialah ekstrak etil asetat. Ekstrak tersebut memiliki

persentase hambatan tertinggi pada konsentrasi 1000 ppm sebesar 88%

menandakan bahwa ekstrak tersebut memiliki kemampuan yang lebih baik dalam

menghambat enzim α-amilase dibandingkan dengan ekstrak lainnya. Oleh karena

itu, pada penelitian ini telah dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder daun

sungkai (P. canescens Jack.) dengan menggunakan pelarut etil asetat, dan
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identifikasi senyawa dengan spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

berupa analisis 1H-NMR dan 13C-NMR, serta diuji potensi metabolit sekundernya

sebagai antidiabetes.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah :

1. Mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder hasil isolasi dari ekstrak etil

asetat daun sungkai (P. canescens Jack.), secara spektroskopi Nuclear

Magnetic Resonance (NMR).

2. Menguji aktivitas antidiabetes secara in vitro terhadap senyawa hasil isolasi.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukan penelitian ini adalah mengetahui kandungan senyawa

metabolit sekunder pada daun sungkai (P. canescens Jack.) yang memiliki

aktivitas antidiabetes sehingga dapat dijadikan sebagai langkah penting untuk

penelitian selanjutnya guna penemuan obat antidiabetes.



III. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Verbenaceae

Verbenaceae biasa dikenal dengan famili Verbena atau Vervain. Tumbuhan

famili ini terdiri dari pohon, semak belukar, dan herba, serta tumbuhan berbunga

yang ditemukan di daerah tropis dunia (Heywood et al., 2007). Famili

Verbenaceae memiliki kemiripan dengan Lamiaceae. Hal ini ditunjukkan melalui

studi filogenetik bahwasanya banyak genus dalam Verbenaceae diklasifikasikan

ke dalam Lamiaceae (Cantino et al., 1992). Famili Verbenaceae mencakup 32

genus dan sekitar 800 spesies (Cardoso et al., 2021). Tanaman yang tumbuh di

Indonesia dengan genus Peronema dan spesies P. canescens Jack. termasuk salah

satu famili Verbenaceae dikenal dengan nama Sungkai.

2.2. Tanaman Sungkai (Peronema canescens Jack.)

Sungkai (P. canescens Jack.) merupakan salah satu tanaman yang termasuk dalam

famili Verbenaceae (Heyne, 1987). Tanaman ini dikenal dengan berbagai nama

daerah seperti jati sabrang, sungke (Jawa), sekai, sungkih (Sumatera), longkai,

lurus, dan sungkai (Kalimantan). Penyebarannya meliputi wilayah Sumatera

Selatan, Jambi, Bengkulu, Lampung, Jawa Barat, Sulawesi Tengah, Sulawesi

Selatan, Kalimantan Selatan, Kalimantan Tengah, Kalimantan Barat, dan

Kalimantan Timur. Sungkai biasanya tumbuh di hutan sekunder dengan kondisi

berair, kadang-kadang juga ditemukan di hutan sekunder dengan kondisi kering,

tetapi jarang dijumpai di hutan primer dan daerah yang sering tergenang air secara

periodik (Martawijaya dkk., 2005).
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Menurut Plantamor (2008) tanaman sungkai (P. canescens Jack.) tersusun dalam

sistematika berikut:

Kingdom: Plantae

Sub-kingdom: Tracheobionta

Superdivisi: Spermatophyta

Divisi: Magnoliophyta

Kelas: Magnoliopsida

Sub-kelas: Asteridae

Ordo: Lamiales

Famili: Verbenaceae

Genus: Peronema

Spesies: Peronema canescens Jack.

Tinggi tanaman mencapai sekitar 20-30 m, batang tak bercabang mencapai 15 m,

diameter 60 cm atau lebih, batang lurus dan sedikit beralur dangkal, serta

percabangan berbulu halus. Kulit luar berwarna abu-abu ataupun cokelat, agak

berkerut dengan tonjolan kecil, dan kulit batang tipis. Kayu teras (inti kayu)

berwarna krem atau kuning pucat. Tekstur kayunya kasar dan tidak rata. Arah

seratnya lurus, terkadang bergelombang dengan permukaan kayu yang agak kasar.

Tanaman sungkai berbuah sepanjang tahun (Departemen Kehutanan, 2006).

Tanaman sungkai dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Tanaman Sungkai
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2.3. Senyawa Metabolit Sekunder

Molekul-molekul yang memiliki sifat spesifik, memiliki keragaman struktur, dan

tidak selalu ditemukan pada semua organisme dikenal sebagai metabolit sekunder.

Setiap senyawa metabolit sekunder memiliki fungsi atau peran yang berbeda-beda.

Mereka merupakan biomolekul yang sering menjadi lead compounds dalam

penelitian dan pengembangan obat-obatan baru (Atun, 2010). Kelompok senyawa

metabolit sekunder yang umum dijumpai pada tanaman meliputi alkaloid,

flavonoid, steroid, saponin, terpenoid, dan tannin (Harborne, 1987). Terpenoid,

salah satu kelompok senyawa metabolit sekunder, memiliki potensi sebagai

antimikroba yang ramah lingkungan (Saxena and Kalra, 2011). Meskipun

terpenoid umumnya ditemukan dalam tanaman tingkat tinggi, penelitian

menunjukkan bahwa jamur, organisme laut, dan serangga juga menghasilkan

senyawa terpenoid. Terpenoid juga merupakan komponen penting dalam minyak

atsiri (Kristanti dkk., 2008). Sementara itu, flavonoid, yang sering diisolasi dari

berbagai tumbuhan, memiliki aktivitas biologis yang menarik, termasuk sifat

toksik terhadap sel kanker, kemampuan menghambat pelepasan histamin, sifat

anti-inflamasi, anti-jamur, dan anti-bakteri (Mulyani dkk., 2013). Flavonoid juga

dikenal karena kemampuannya sebagai antioksidan, yang dapat menangkap

radikal bebas dan menghambat oksidasi lipid (Treml and Šmejkal, 2016). Contoh

tanaman yang kaya akan senyawa flavonoid adalah tanaman jaloh (Salix

Tetrasperma Roxb.) (Gambar 2) (Januarti et al., 2019).

Gambar 2. Struktur Senyawa 5,7-dihidroksi,3'-metoksi flavon
(Januarti et al., 2019).
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Senyawa 1,1’ binaphthalane-2,2’-diol (1) (Gambar 3) (Noviany et al., 2012),

senyawa Sesbagrandiflorain A (R = CH3) dan Sesbagrandiflorain B (R = H) (2)

(Gambar 3) (Noviany, 2021) termasuk contoh senyawa metabolit sekunder

kelompok senyawa fenolik yang berhasil diisolasi dari turi putih (Sesbania

grandiflora (L.) Pers). Senyawa baru yang telah berhasil diisolasi dari ekstrak etil

asetat kulit batang S. grandiflora yaitu senyawa 2-arilbenzofuran,

Sesbagrandiflorain C (3) (Gambar 3) (Noviany et al., 2020).

(1) 1,1’ binaphthalane-2,2’-diol (2) Sesbagrandiflorain A (R = CH3)
B (R = H)

(3) Sesbagrandiflorain C

Gambar 3. Struktur-struktur senyawa hasil isolasi S. grandiflora (L.) Pers
(Noviany et al., 2012, 2020, 2021)

2.4. Kandungan Fitokimia dan Efek Farmakologi P. canescens Jack.

Senyawa metabolit sekunder memiliki beragam pemanfaatan, khususnya di

bidang farmakologi, sebagai agen antioksidan, antibiotik, antikanker,

antikoagulan darah, penghambat efek karsinogenik, serta agen pengendali hama

yang ramah lingkungan (Mustarichie, 2011). Kusriani dkk. (2015) menunjukkan

adanya golongan senyawa fenolik, tanin, alkaloid, steroid, dan saponin dalam

ekstrak kulit batang sungkai. Sementara itu, senyawa metabolit sekunder seperti
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fenolik, tanin, alkaloid, steroid, saponin, dan flavonoid juga terkandung dalam

ekstrak daun sungkai.

Pada penelitian Santoni dkk., (2020), menunjukkan hasil skrining fitokimia dari

ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol dari daun P. canescens mengandung

senyawa-senyawa seperti flavonoid, fenolik, saponin, steroid, dan alkaloid.

Senyawa-senyawa ini diduga memiliki aktivitas toksik terhadap larva udang A.

salina Leach., melalui mekanisme stomach poisoning (racun perut) dengan

mengurangi aktivitas enzim pencernaan dan penyerapan makanan. Penelitian

Ibrahim dan Kuncoro (2012) melaporkan bahwa ekstrak metanol daun sungkai (P.

canescens Jack.) menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri S.mutans, S.

thyposa, B.subtilis, dan S.aureus.

Senyawa metabolit sekunder yang diisolasi dari ekstrak n-heksana daun

P.canescens dilaporkan memiliki sifat antikolesterol. Identifikasi struktur

senyawa hasil isolasi menggunakan spektroskopi FTIR dan NMR (1H-NMR, 13C-

NMR dan DEPT 135˚) senyawa tersebut diidentifikasi sebagai asam betulinat (1)

(Gambar 4). Senyawa ini menunjukkan aktivitas antikolesterol dengan nilai IC50

60,64 ppm, sedangkan simvastatin (2) (Gambar 4) sebagai standar antikolesterol

memberikan nilai IC50 23,157 ppm (Pakpahan, 2021).

Senyawa hasil isolasi metanol daun sungkai yang dikarakterisasi dengan UV-Vis

dan FT-IR diduga mengandung gugus-gugus fungsi antara lain OH, C=C alkena,

C-H alifatik, C-O-C eter, dan C-H aromatik, yang diduga mengandung kerangka

flavonoid jenis isoflavon yaitu 5,7 dihidroksi isoflavon (3) (Gambar 4). Uji

aktivitas imunomodulator menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki efek

imunomodulator yang ditandai dengan peningkatan jumlah sel leukosit dan

jumlah sel makrofag aktif (Dasrinal, 2022).
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Penelitian yang dilakukan oleh Safitri (2022) terhadap ekstrak etil asetat daun

sungkai dilakukan isolasi dihasilkan senyawa golongan steroid yaitu �-Sitosterol

(4) (Gambar 4).

(1) asam betulinat (2) simvastatin

(3) 5,7 dihidroksi isoflavon (4) �-Sitosterol

Gambar 4. Struktur Senyawa Hasil Isolasi Dari Beberapa Ekstrak Daun Sungkai
(Pakpahan, 2021) (Dasrinal, 2022) (Safitri, 2022)

Dalam penelitian lain dilaporkan bahwa ekstrak aseton daun sungkai (P.

canescens Jack.) mengandung sejumlah senyawa, termasuk β-sitosterol, phytol, β-

amyrin dan tujuh senyawa diterpenoid tipe klerodan (clerodane) yaitu peronemin

A2 (1), B2 (2), B3 (3), A3 (4), B1 (5), C1 (6) dan D1 (7) (Gambar 3). Di antara

diterpenoid tersebut, senyawa peronemin A3 (4) dan C1 (6) terbukti memiliki

aktivitas antiplasmodium (Kitagawa et al., 1994).
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(1) peronemin A2 (2) peronemin B2

(3) peronemin B3 (4) peronemin A3

(5) peronemin B1 (6) peronemin C1

(7) peronemin D1

Gambar 5. Struktur Senyawa Hasil Isolasi Dari Ekstrak Aseton Daun Sungkai
(Kitagawa et al., 1994)
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2.5. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan distribusi zat terlarut

diantara dua pelarut yang saling bercampur. Zat terlarut yang diekstraksi

umumnya memiliki sifat tidak larut atau larut sedikit dalam satu pelarut, tetapi

larut dengan mudah dalam pelarut lain (Harborne, 1996). Metode-metode

ekstraksi dapat digunakan tergantung dari tujuan ekstraksi, jenis pelarut yang

digunakan dan senyawa yang diinginkan. Metode ekstraksi yang paling

sederhana adalah maserasi, dimana penyarian zat aktif dilakukan dengan

merendam simplisia dalam pelarut tertentu sesuai dengan sifat senyawa yang akan

dipisahkan dalam suhu kamar yang dilindung dari cahaya. Prinsip ini menyatakan

senyawa akan larut dalam pelarut jika tingkat kepolarannya sebanding yang mana

mengacu pada konsep ‘like dissolved like’ (Harborne, 1987).

Metode maserasi memiliki kekurangan signifikan,seperti memerlukan jumlah

pelarut yang besar, memakan waktu cukup lama, dan berpotensi kehilangan

beberapa senyawa karena sulit diekstraksi pada suhu kamar, serta dapat

meningkatkan resiko kerusakan senyawa dalam tanaman yang bersifat termolabil

(Tetti, 2014).

2.6. Kromatografi

Pemisahan senyawa yang didasarkan oleh perbedaan migrasi analit antara dua

fase yaitu fase diam dan fase gerak dikenal sebagai metode kromatografi. Zat

padat atau zat cair sebagai fase diam sementara gas atau zat cair sebagai fase

gerak (Hostettmann et al., 1986). Fase gerak mengalir melalui fase diam dan

membawa komponen-komponen yang berbeda dari campuran dan bergerak pada

laju yang berbeda (Harborne, 1987). Pergerakan fase gerak membawa komponen

senyawa dalam sampel melalui fasa diam yang akan dipisahkan dikenal dengan

istilah eluen (Hostettmann et al., 1995). Adapun urutan kepolaran eluen dapat

dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Urutan Kepolaran Eluen (Gritter et al., 1991)

Pelarut Organik Tingkat Kepolaran
n-heksana Non polar

Sikloheksana
Karbon tetraklorida

Benzena
Toluena

Metilen klorida
Kloroform
Etil asetat
Aseton

n-propanol
Etanol

Asetonitril
Metanol
Air Polar

Dalam penelitian ini, teknik kromatografi yang diterapkan meliputi kromatografi

lapis tipis (KLT), kromatografi cair vakum (KCV), dan kromatografi kolom (KK).

2.6.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT merupakan proses pemisahan fisikokimia berdasarkan perbedaan distribusi

molekuler antara dua fase dengan polaritas yang berbeda, fase gerak (eluen) dan

fase diam (adsorben). KLT termasuk dalam kategori kromatografi planar yang

digunakan untuk memisahkan senyawa hidrofobik seperti lipid dan hidrokarbon

(Sastrohamidjojo, 1991). Prinsip dasar pemisahan KLT bergantung pada sifat

fisikokimia senyawa, termasuk kecenderungan larut dalam cairan, volatilitas, dan

afinitas terhadap permukaan (Hendayana, 2006).

Campuran berupa larutan dilakukan penotolan seperti bercak pada plat untuk

dipisahkan, lalu ditempatkan dalam wadah tertutup dengan fase gerak. Pemisahan

terjadi selama perambatan kapiler, selanjutnya perlu mendeteksi senyawa yang

tidak berwarna dengan sinar UV. Senyawa organik berpendar atau berflourosensi

disinari dengan sinar UV gelombang panjang (365 nm) atau gelombang pendek

(254 nm), lalu dilakukan penyemprotan disertai pemanasan atau tanpa pemanasan
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yang dapat menampakkan bercak (Stahl, 1985). Hasil pemisahan antara jarak

perpindahan bercak dengan jarak pengembangan pelarut biasanya dinyatakan

sebagai angka Retention factor (Rf) dan ditulis dalam desimal (Cairns, 2008).

Berikut rumus mencari nilai Rf:

�� =
Jarak tempuh senyawa
Jarak tempuh pelarut

2.6.2. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

KCV adalah jenis khusus kromatografi vakum yang umumnya menggunakan

silika gel sebagai adsorben. Keuntungan kromatografi ini jika dibandingkan

dengan kromatografi kolom konvensional terletak pada efisiensi waktu karena

proses elusi dipercepat dengan bantuan vakum, dan juga KCV mampu

memisahkan sampel dalam jumlah besar. Penggunaan silika gel yang sesuai

menjadi hal penting dalam proses pemisahan yang optimal, bila partikel silika gel

terlalu kecil dapat mengakibatkan proses elusi berjalan lambat, sebaliknya bila

terlalu besar hasil yang didapatkan tidak optimal. Penggunaan eluen yang

digunakan dalam KCV dimulai dari eluen dengan urutan polaritas yang rendah

kemudian ditingkatkan secara perlahan-lahan (Hostettmann et al., 1986).

2.6.3. Kromatografi Kolom (KK)

KK adalah teknik kromatografi yang menggunakan kolom sebagai alat untuk

memisahkan komponen-komponen dalam campuran (Sastrohamidjojo, 1991).

Metode ini didasarkan pada prinsip adsorpsi senyawa dari suatu campuran dengan

afinitas yang berbeda terhadap permukaan fase diam atau penyerap (Hanani,

2015). Fase gerak berupa zat cair akan membawa sampel senyawa yang mengalir

melalui fase diam sehingga adsorpsi senyawa terjadi pada padatan dalam kolom.

Laju pergerakan komponen dalam sampel berpengaruh pada seberapa besar atau

lama komponen tersebut tertahan oleh padatan penyerap dalam kolom. Hasil

pemisahan berupa fraksi-fraksi senyawa (eluat) yang terkumpul di bagian bawah

kolom (Rubiyanto, 2013).



14

Tahapan paling sulit dalam kromatografi kolom adalah pengisian kolom dengan

adsorben, dimana harus dilakukan sehomogen mungkin dan bebas dari gelembung

udara. Permukaan adsorben juga harus horizontal untuk menghindari cacat yang

mungkin terjadi selama proses elusi. Kunci utama yang harus diperhatikan ialah

memposisikan kolom pada posisi yang benar-benar vertikal (Sastrohamidjojo,

1991).

2.7. Analisis Secara Spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

NMR adalah bentuk spektrometri absorbsi, dimana inti atom menyerap energi

pada daerah frekuensi tinggi, mengabsorbsi radiasi elektromagnetik di bawah

pengaruh medan magnet yang kuat. Radiasi frekuensi radio digunakan untuk

mengeksitasi elektron, biasanya 1H-NMR 13C-NMR (Silverstein et al., 2005).

Terdapat dua jenis spektroskopi NMR yaitu spektrometri 1H-NMR dan

spektrometri 13C-NMR. Spektrum 1H-NMR memprediksi lingkungan hidrogen

dalam molekul dan jumlah atom hidrogen yang bertetangga dengan atom karbon

tertentu (Sudjadi, 1983). Pergeseran kimia atom hidrogen dalam spektrum 1H-

NMR dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra 1H-NMR (Sudjadi, 1983).

Senyawa Proton Pergeseran Kimia 1H-NMR (δ) ppm
C−CH3 (alkana) 0,5−2
C≡C−H (alkuna) 2,5−3,5
H3C−O− (eter) 3,5−3,8
H2C=C (alkena) 4,5−7,5
Ar−OH (fenol) 4−8
R−OH (alkohol) 5−5,5
Ar−H (aromatik) 6−9
−CO−H (aldehid) 9,8−10,5
−CO−OH 11,5−12,5

Spektrum 13C-NMR memprediksi jenis atom karbon yang terkandung dalam

molekul. Pergeseran kimia atom karbon dalam spektrum 13C-NMR dapat diamati,

seperti yang tercantum dalam Tabel 3.
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Tabel 3. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra 13C-NMR (Sudjadi, 1983).

Senyawa Karbon Pergeseran Kimia 13C-NMR (δ) ppm
C=O (keton) 205−220
C=O (aldehid) 190−200
C=O 170−185
C aromatik 125−150
C=C (alkena) 115−140
RCH2OH 50−65
RCH2Cl 40−45
RCH2NH2 37−45
R3CH 25−35
CH3CO− 20−30
R2CH2 16−25
RCH3 10−15

2.8. Diabetes Melitus

Diabetes melitus (DM) adalah suatu kondisi klinis yang dicirikan oleh gejala

poliuria, polidipsi, dan polifagi, yang disertai dengan hiperglikemia.

Hiperglikemia terjadi akibat defisiensi insulin, yang mengakibatkan glukosa darah

tidak dapat diserap oleh sel-sel otot, jaringan adiposa, atau hati, serta mengganggu

metabolismenya (Gunawan, 2007).

Menurut Kementerian Kesehatan RI (2020), diabetes adalah penyakit kronis yang

ditandai oleh gangguan metabolik yang menyebabkan peningkatan kadar gula

darah melebihi batas normal. Jenis-jenis diabetes diklasifikasikan berdasarkan

penyebab peningkatan kadar gula darah, diantaranya diabetes melitus tipe 1,

diabetes melitus tipe 2, dan diabetes melitus tipe gestasional.

2.8.1. Diabetes Melitus Tipe I

DM tipe I disebabkan oleh kerusakan sel beta pankreas akibatnya kekurangan

produksi insulin sehingga terjadi penumpukan glukosa dalam darah karena tidak

dapat diserap ke dalam sel. Insulin adalah hormon yang dihasilkan oleh pankreas

untuk mengatur kadar glukosa dalam darah. Penyakit ini umumnya muncul pada
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anak-anak atau usia remaja, pria maupun wanita, biasanya gejala muncul secara

tiba-tiba dan dapat berujung koma. Salah satu cara pengobatan DM tipe I ini

adalah injeksi insulin dari luar tubuhnya (Kementerian Kesehatan RI, 2020).

2.8.2. Diabetes Melitus Tipe II

DM tipe ini adalah suatu gangguan metabolik yang disebabkan karena rendahnya

sekresi insulin oleh kelenjar pankreas akibatnya terjadi peningkatan kadar gula

darah diatas batas normal. Penyakit ini dicirikan oleh hiperglikemia dan disfungsi

metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein yang berkaitan dengan defisiensi

absolut dalam sekresi insulin (Fatimah, 2015). Kondisi ini terjadi karena

ketidakmampuan tubuh dalam memproduksi atau menggunakan insulin secara

efisien. Ketika pankreas menghasilkan insulin, glukosa dapat diserap oleh sel-sel

tubuh untuk digunakan sebagai sumber energi atau disimpan sebagai cadangan

energi (Putri dan Isfandiari, 2013).

2.8.3. Diabetes Melitus Tipe Gestasional

DM gestasional ditandai dengan kondisi peningkatan kadar glukosa darah selama

masa kehamilan, yang biasanya kembali normal setelah proses persalinan.

Kenaikan kadar glukosa darah biasanya terjadi sekitar minggu ke-24 kehamilan

dan akan kembali normal setelah persalinan. DM tipe ini merupakan gangguan

kronis yang ditandai oleh hiperglikemia dan perubahan metabolik utama pada

karbohidrat, lemak, dan protein. Intoleransi karbohidrat ini terjadi atau

didiagnosis pertama kali selama masa kehamilan (Kementerian Kesehatan RI,

2020).

2.9. Enzim Alfa Amilase

Saliva dan pankreas menghasilkan produk utama yaitu enzim α-amilase (α-1,4-

glukan-4-glukanohidrolase) yang mana berfungsi mencerna pati dan glikogen.

Enzim ini termasuk dalam kelompok calsium metalloenzymes mengandung ion Ca
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yang bertindak sebagai stabilisator, katalisator dan aktivator alosterik enzim

(Michelle De Sales et al, 2012). α-amilase berperan dalam pemecahan

polisakarida pada ikatan α-l,4 glikosida menjadi oligosakarida. Oligosakarida

yang terbentuk dipecah oleh enzim lainnya (α-glukosidase) pada ikatan α-1,6-

glikosida menjadi monosakarida (glukosa), selanjutnya diserap (Sim et al., 2010).

Dengan demikian, pencernaan dan penyerapan glukosa dalam darah, terutama

pada pasien DM merupakan peran penting yang dimiliki oleh enzim α-amilase

(Williamson, 2013)

2.10. Inhibisi Alfa Amilase

Inhibitor enzim adalah molekul yang mampu mengurangi, memperlambat, atau

bahkan menghentikan laju reaksi enzimatik ketika ditambahkan ke dalam sistem

enzim-substrat. Secara umum, inhibitor akan berinteraksi dengan situs aktif

enzim sehingga menghambat ikatan enzim dengan substrat dan mengganggu

fungsi katalitiknya. Inhibitor enzim dapat diklasifikasikan berdasarkan stabilitas

penghambatannya menjadi dua jenis, yaitu inhibitor reversible dan inhibitor

irreversible (Sumardjo, 2008).

Proses pengujian penghambatan enzim �-amilase secara in vitro dilakukan dengan

mengamati penurunan konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan dari hidrolisis pati

terlarut oleh enzim α-amilase dalam keberadaan senyawa inhibitor. Pati yang

terlarut nantinya akan dihidrolisis oleh enzim α-amilase menjadi gula reduksi

oligosakarida pendek melalui pemutusan ikatan α-l,4 glikosida. Enzim α-amilase

memutus ikatan pati secara acak dari dalam molekul, bukan pada ujung terminal,

menghasilkan oligosakarida pendek seperti maltotriosa, maltosa dan amilosa

(Ompusunggu dkk., 2013). Senyawa inhibitor tertentu mampu menghambat

aktivitas enzim α-amilase sehingga substrat tidak dapat berinteraksi dengan enzim,

akibatnya produksi gula pereduksi terhambat, mekanisme penghambatan enzim α-

amilase dapat dilihat pada Gambar 6. Penurunan intensitas warna yang terbentuk

akibat kurangnya gula pereduksi menyebabkan absorbansi pada panjang

gelombang maksimum juga menurun. Semakin rendah absorbansi, semakin besar
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persentase penghambatannya, menunjukkan potensi senyawa sebagai inhibitor α-

amilase semakin baik (Nugraha dan Hasanah, 2018).

Gambar 6. Mekanisme penghambatan enzim α-amilase (Sani et al., 2021)

Kemampuan penghambatan enzim ini diterapkan dalam pengobatan DM tipe 2,

enzim berperan mengurangi glukosa darah postprandial dengan menghambat

penyerapan glukosa (Ishnava andMotisariya, 2018). Akarbosa dan miglitol

diklasifikasikan sebagai inhibitor yang dapat menghambat enzim �-amilase

(Dipiro et al., 2008).

α-amylase
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Starch
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III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Oktober 2022 hingga Desember 2023

di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung. Determinasi tanaman

dilakukan di Laboratorium Botani, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN)

Cibinong. Pengujian aktivitas antidiabetes menggunakan spektroskopi Ultraviolet

Visible (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA

Universitas Lampung. Analisis spektroskopi resonansi magnetik inti (NMR)

dilakukan di Laboratorium Karakterisasi Lanjut Kimia Maju II, BRIN Serpong.

3.2. Alat dan Bahan

3.2.1. Alat-alat yang digunakan

Penelitian ini menggunakan alat-alat berupa peralatan gelas laboratorium,

peralatan destilasi, rotary evaporator, batang pengaduk, lampu UV, oven, neraca

analitik, micropipette, satu set peralatan KCV, satu set peralatan KLT, satu set

peralatan KK, spektrofotometer NMR, dan spektrofotometer UV-Vis.

3.2.2. Bahan-bahan yang digunakan

Sampel penelitian ini menggunakan daun tanaman sungkai yang diperoleh bulan

Juli 2022 dari Universitas Lampung. Pelarut yang digunakan untuk proses isolasi

merupakan pelarut teknis yang telah melalui proses destilasi. Bahan-bahan yang
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digunakan meliputi aseton (C3H6O), n-heksana (n-C6H14), etil asetat

(CH3CO2C2H5), kloroform (CHCl3), diklorometana (DCM), isopropil alkohol

(IPA), metanol (CH3OH), akuades (H2O), serium sulfat 1,5% dalam asam sulfat

(H2SO4) 2N, silika gel Merck G 60 untuk impregnasi, silika gel 60 GF254 (35-70

Mesh), kertas saring, plat KLT, dan senyawa β-sitosterol Sigma Aldrich 85451

(repack Nitra Kimia). Bahan yang digunakan dalam pengujian aktivitas

antidiabetes antara lain dimethylsulfoxide ((CH₃)₂SO), enzim �-amilase tipe II A

Bacillus sp. (Sigma Aldrich), obat tablet acarbose Dexa Medica tablet 50 mg,

larutan pati, pereaksi iodine, HCl 1N, dan akuades.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Persiapan Sampel

Daun sungkai dideterminasi di Laboratorium Botani, BRIN Cibinong (Lampiran

4). Sampel yang digunakan berupa serbuk daun sungkai, dibersihkan

menggunakan air untuk menghilangkan kotoran lalu dikeringkan melalui

pengeringan alami tidak terkena cahaya matahari langsung selama beberapa hari

lalu daun sungkai digiling untuk mendapatkan serbuk halus.

3.3.2. Ekstraksi dengan Pelarut

Sebanyak 1000 g serbuk halus daun sungkai dimaserasi menggunakan pelarut etil

asetat sebanyak 3 L selama 1×24 jam dengan 3 kali pengulangan. Ekstrak hasil

maserasi disaring menggunakan kertas saring untuk diperoleh filtrat, lalu

dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Ekstrak pekat etil asetat yang

dihasilkan kemudian ditimbang untuk diketahui beratnya.

3.3.3. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Identifikasi optimal eluen dari hasil ekstraksi untuk setiap kelompok metabolit

sekunder dilakukan melalui penggunaan KLT. Prosedur KLT juga melibatkan
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pengujian terhadap fraksi-fraksi hasil fraksinasi serta fraksi yang terisolasi

sebelumnya. Pengujian KLT menggunakan beragam sistem eluen, di antaranya

campuran pelarut n-heksana, etil asetat, aseton, IPA, kloroform, dan DCM.

Pada plat KLT yang telah dielusi, terdapat spot yang dapat diamati di bawah

lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 365 nm untuk

mengidentifikasi komponen senyawa. Hasil KLT tersebut kemudian ditampakkan

spot komponen senyawanya dengan cara disemprot menggunakan larutan

Ce(SO4)2 (Harborne, 1996). Jarak tempuh tiap spot diukur dan nilai Rf dihitung

untuk mengidentifikasi senyawanya, setelah dihitung nilai Rf, dapat dilakukan

penggabungan terhadap fraksi-fraksi yang memiliki pola pemisahan dengan nilai

Rf yang sama, kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator dan difraksinasi

lebih lanjut hingga diperoleh isolat murni (Kowalska, 2003).

3.3.4. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Ekstrak pekat etil asetat diimpregnasikan ke dalam silika gel sebanyak dua kali

berat ekstrak. Kolom KCV dikemas dengan menambahkan silika gel halus

sebanyak 10 kali berat ekstrak. Pengemasan kolom dilakukan dengan metode

kering menggunakan alat vakum hingga silika gel memadat, eluen dimasukkan

secara berurutan berdasarkan tingkat kepolarannya, dimasukkan terlebih dahulu

eluen dengan kepolaran lebih rendah ke permukaan silika gel melalui dinding

kolom, diikuti dengan pemvakuman kembali. Kolom dihisap hingga kering

menggunakan alat vakum dan siap digunakan. Ekstrak pekat yang telah

diimpregnasikan dengan silika gel dimasukkan ke bagian atas permukaan silika

gel, lalu dihisap menggunakan vakum. Kolom dielusi dengan eluen etil asetat dan

n-heksana dalam berbagai perbandingan, mulai dari 0% etil asetat : 100% n-

heksana sampai 100% etil asetat : 0% n-heksana. Setiap penambahan eluen,

kolom dihisap hingga kering (Ghisalberti, 2008). Fraksi-fraksi yang terbentuk

dikumpulkan dan dimonitor menggunakan metode KLT untuk mendeteksi noda

dengan nilai Rf yang sama. Eluat dengan noda yang serupa digabungkan menjadi

satu fraksi (Wati dkk., 2017).
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3.3.5. Kromatografi Kolom (KK)

Fraksi hasil KCV yang telah dipilih akan dilakukan fraksinasi lebih lanjut

menggunakan metode kromatografi kolom (KK). Metode ini menggunakan fasa

diam berupa silika gel Merck (35-70 Mesh) digunakan sebagai adsorben (Church,

2005). Pengemasan kolom dilakukan dengan metode basah yaitu melarutkan

silika gel dalam pelarut yang sesuai untuk proses elusi, kemudian diaduk hingga

membentuk slurry. Slurry dimasukkan ke dalam kolom dan dipastikan tetap

terelusi oleh eluen dan tidak kering. Silika gel diatur hingga terkemas rapat dan

rata. Fraksi KCV yang telah diimpregnasi dengan silika gel dimasukkan ke dalam

kolom pada permukaan fasa diam. Pada saat fraksi impregnasi dimasukkan,

penting untuk memastikan kolom tetap lembab untuk menghindari gangguan pada

fasa diam yang telah dikemas rapat, sehingga proses elusi tetap berjalan lancar

(Indarto, 2005).

3.3.6. Analisis Kemurnian

Senyawa hasil isolasi dilakukan analisis kemurnian dengan metode KLT.

Analisis kemurnian dilakukan menggunakan berbagai campuran eluen yang

memiliki tingkat polaritas yang berbeda. Keberadaan senyawa ditunjukkan oleh

munculnya satu spot yang diamati di bawah lampu UV dengan panjang

gelombang 254 nm dan 365 nm, kemudian spot tersebut divisualisasikan

komponen senyawanya dengan menyemprotkan larutan serium sulfat pada plat

KLT.

3.3.7. Analisis Secara Spektroskopi

Identifikasi senyawa pada penelitian ini dilakukan dengan spektroskopi Nuclear

Magnetic Resonance (NMR) berupa analisis 1H-NMR dan 13C-NMR. Proses ini

memungkinkan penentuan nama dan struktur kristal murni tersebut. Kristal murni

hasil isolasi dilarutkan dalam pelarut CDCl3, kemudian ditambahkan senyawa

referensi. Tabung gelas tipis dengan ketebalan 5 mm berisi larutan kristal murni
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diletakkan di tengah-tengah kumparan frekuensi radio (rf) antara dua kutub

magnet yang kuat. Spektrum NMR yang terekam berasal dari energi kumparan rf

yang disalurkan secara berkelanjutan dan di serap oleh sampel (Silverstein et al.,

2005).

3.3.8. Uji Antidiabetes

Pengujian aktivitas α-amilase dilakukan terhadap senyawa hasil isolasi dan

akarbosa sesuai dengan metode yang telah dimodifikasi dari metode Fuwa (1954).

Secara singkat, sebanyak 0,003 gram sampel (dilarutkan dalam 1 mL larutan

DMSO) untuk memperoleh konsentrasi 1000 ppm lalu divariasikan pada berbagai

konsentrasi (500 dan 750), kemudian diambil sebanyak 0,25 mL dan masukkan

dalam tabung reaksi, tambahkan 0,25 mL larutan enzim α-amilase, diinkubasi.

Setelah diinkubasi selama 10 menit pada suhu 25˚C, reaksi dimulai dengan

menambahkan 0,25 mL larutan pati 1% dan selanjutnya diinkubasi selama 30

menit pada suhu 37˚C. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 0,25 mL HCl

diikuti dengan 0,25 mL reagen iodine dan 4 mL H2O. Hidrolisis pati akan terjadi

bila terbentuk larutan kompleks berwarna kuning, sementara larutan akan

berwarna biru jika tidak terjadi hidrolisis (Hossain et al., 2009). Absorbansi

diukur pada 600 nm dan persentase aktivitas penghambatan dihitung dengan

menggunakan persamaan yang telah ditetapkan (Mwakalukwa et al., 2020).

% ��ℎ����� = 1 −
�2 − �1
�4 − �3 × 100%

Keterangan:

A1 = Nilai absorbansi dari larutan yang mengandung sampel, pati, dan enzim.

A2 = Nilai absorbansi dari larutan yang mengandung sampel dan pati.

A3 = Nilai absorbansi dari larutan yang mengandung pati dan enzim.

A4 = Nilai absorbansi dari larutan yang mengandung pati.
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Nilai IC50 didapatkan setelah diperoleh hasil persentase dari masing-masing

konsentrasi. Nilai IC50 merupakan nilai dari konsentrasi sampel yang dapat

menghambat aktivitas enzim sebesar 50%. Nilai IC50 dapat dihitung dengan

menggunakan persamaan berikut :

IC50 =
50 − �

�

Perhitungan nilai IC50 menggunakan regresi linier yaitu y = bx + a, konsentrasi

sampel sebagai sumbu x dan persen hambatan sebagai sumbu y.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1. Pengujian aktivitas antidiabetes dari 9 fraksi KCV dengan metode

penghambatan enzim α-amilase menunjukkan nilai inhibisi tertinggi pada

FE4 yaitu sebesar 33,61± 3,67%.

2. Penelitian ini telah berhasil diisolasi senyawa NV34 berupa kristal jarum

berwarna putih sebanyak 5,7 mg yang diidentifikasi dengan 1H-NMR dan
13C-NMR memiliki kemiripan dengan senyawa β-sitosterol golongan steroid,

senyawa NV35 berupa padatan amorf berwarna hijau muda sebanyak 5 mg

diidentifikasi sebagai senyawa golongan terpenoid, dan senyawa NV36

berupa kristal amorf berwarna kuning pucat sebanyak 4 mg yang merupakan

senyawa golongan terpenoid.

3. Pengujian aktivitas antidiabetes dari senyawa β-sitosterol (NV34) dengan

variasi konsentrasi yaitu 500, 750, dan 1000 ppm dengan nilai rata-rata %

inhibisi secara berturut-urut sebesar 24,34± 3,10; 28,68± 1,09; dan 34,13±

3,83%, sedangkan nilai rata-rata % inhibisi akarbosa secara berturut-urut

sebesar 20,14± 0,16; 25,82± 0,88; dan 30,75± 0,55% .

4. Nilai IC50 dari senyawa β-sitosterol (NV34) dan akarbosa secara berturut-

urut sebesar 1818,11 ppm dan 760,15 ppm menunjukkan aktivitas senyawa

β-sitosterol (NV34) sebagai penghambat enzim α-amilase lebih rendah

dibandingkan dengan akarbosa.
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5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, terdapat saran untuk penelitian

selanjutnya sebagai berikut:

1. Dalam melakukan uji aktivitas antidiabetes secara in vitro melalui

penghambatan enzim α-amilase, perlu dilakukan dengan variasi konsentrasi

yang berbeda, misalnya 1250, 1500, 1750, dan 2000 ppm.

2. Perlu dilakukan pemurnian dan analisis struktur lebih lanjut seperti analisis

spektroskopi NMR 2D meliputi COSY, HSQC (HMQC), HMBC dan

NOESY untuk mengetahui secara tepat struktur dari NV35 dan NV36.

3. Dalam melakukan uji aktivitas antidiabetes secara in vitro melalui

penghambatan enzim, perlu dilakukan dengan enzim yang berbeda, misalnya

α-glukosidase.

4. Dalam melakukan uji aktivitas antidiabetes menggunakan kontrol positif

akarbosa, gunakan senyawa yang murni bukan berupa obat tablet. Jika

menggunakan tablet, hitung terlebih dahulu berat tablet sebenarnya untuk

mengetahui berapa berat yang harus ditimbang agar konsentrasi yang

digunakan sesuai.
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