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ABSTRAK

SINTESIS DAN UJI BIOAKTIVITAS ANTIDIABETES KOMPLEKS
Mn(II) DENGAN LIGAN ISOLEUSIN TERHADAP MENCIT JANTAN
(Mus musculus L.)

Oleh

PUTRI ILDA DAMAYANTI

Penyakit diabetes melitus (DM) ditandai oleh hiperglikemia akibat kelainan
sekresi insulin dan resistensi insulin dalam tubuh. Pengobatan DM dengan metode
metallotherapy menggunakan logam kompleks Mangan(Il) yang diketahui
memiliki kemampuan sebagai antidiabetes, terutama jika disintesis dengan asam
amino isoleusin membentuk senyawa kompleks. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin, serta menguji bioaktivitasnya
terhadap penurunan kadar glukosa darah mencit jantan.

Sintesis senyawa kompleks dilakukan dengan metode refluks pada suhu 60°C
dengan variasi waktu 1, 2, 3, dan 4 jam serta pH 4, 5, 6, dan 7, kemudian
dikarakterisasi dengan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. Senyawa kompleks
Mn(II)-isoleusin diperoleh padatan berwarna putih kekuningan dengan rendemen
96,39%.

Hasil karakterisasi UV-Vis menunjukkan serapan panjang gelombang
Mn(II)-isoleusin pada 229 dan 280 nm. Spektrum FTIR menunjukkan serapan Mn-
O dan Mn-N pada 440,47 dan 534,39 cm™'.

Dosis efektif Mn(II)-isoleusin adalah 200 pg/Kg berat badan dengan
persentase penurunan kadar glukosa darah sebesar 64,78%. Data kadar glukosa
darah dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji BNT
taraf 5% diperoleh hasil yang signifikan p<0,05 pada penurunan kadar glukosa
darah mencit jantan. Hasil analisis farmakokinetik menunjukkan senyawa memiliki
potensi sebagai kandidat obat antidiabetes.

Kata Kunci: Diabetes Mellitus, mangan, isoleusin, farmakokinetik



ABSTRACT

SYNTHESIS AND BIOACTIVITY TEST OF ANTIDIABETIC COMPLEX
OF Mn(II) WITH ISOLEUCINE LIGANDS ON MALE MICE
(Mus musculus L.)

By

PUTRI ILDA DAMAYANTI

Diabetes mellitus (DM) is characterized by hyperglycemia due to abnormalities in
insulin secretion and insulin resistance in the body. Treatment of DM with the
metallotherapy method uses the Manganese(I) complex metal which is known to
have antidiabetic properties, especially when synthesized with the amino acids
isoleucine to form a complex compound. This study aims to obtain the complex
compounds Mn(II)-isoleucine, and to test their bioactivity in reducing blood
glucose levels in male mice. The synthesis of the complex compound was carried
out using the reflux method at a temperature of 60°C with time variations of 1, 2,
3, and 4 hours and pH 4, 5, 6, and 7, then characterized by UV-Vis and FTIR
spectrophotometers. The complex compounds Mn(II)-isoleucine were obtained as
yellowish-white solids with a yield of 96.39%. The results of UV-Vis
characterization showed the wavelength absorption of Mn(II)-isoleucine at 229 and
280 nm. The FTIR spectrum showed the absorption of Mn-O and Mn-N at 440.47
and 534.39 cm’!. The effective dose of Mn(II)-isoleucine was 200 pg/Kg body
weight with a percentage decrease in blood glucose levels of 64.78%, respectively.
Blood glucose level data were analyzed using one-way ANOVA and continued with
the 5% BNT test obtained significant results p<0.05 in reducing blood glucose
levels in male mice. The results of the pharmacokinetic analysis showed that both
compounds have potential as antidiabetic drug candidates.

Keywords: Diabetes Mellitus, manganese, isoleucine, pharmacokinetics
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes mellitus merupakan suatu kondisi saat gula darah puasa melebihi 125
mg/dl ditandai dengan gejala hiperglikemia (Goyal and Jialal, 2021). Penyakit
diabetes mellitus mengalami peningkatan sejalan dengan meningkatnya jumlah
populasi dan pola hidup sebagian besar masyarakat yang tidak teratur. Menurut
data dari International Diabetes Federation (IDF) tahun 2021, jumlah penderita
diabetes di seluruh dunia telah mencapai 537 juta orang dewasa. Jumlah ini
diperkirakan akan meningkat menjadi 643 juta (1 dari 9 orang dewasa) pada tahun

2030 dan 784 juta (1 dari 8 orang dewasa) pada tahun 2045 (IDF, 2021).

Penyakit diabetes mellitus ditandai dengan peningkatan kadar gula dalam darah
sebagai akibat adanya gangguan sistem metabolisme dalam tubuh, sehingga organ
pankreas tidak mampu memproduksi hormon insulin sesuai kebutuhan secara
optimal (Maliangkay dkk., 2018). Insulin berfungsi untuk mengatur penggunaan
glukosa, sehingga glukosa dapat diubah menjadi energi. Insulin yang tidak
berfungsi dengan baik menyebabkan sel tubuh tidak dapat menyerap glukosa dan
mengubahnya menjadi energi, sehingga pada tahap selanjutnya glukosa akan
menumpuk di dalam darah (Adnyana dkk., 2016). Diabetes mellitus memiliki dua
jenis utama dengan ciri-ciri yang berbeda yaitu diabetes mellitus tipe 1 dan
diabetes mellitus tipe 2, sekitar 90% dari penyakit diabetes tersebut adalah
diabetes mellitus tipe 2. Penderita diabetes mellitus tipe 2 sebagian besar
diakibatkan karena tubuh menjadi kurang sensitif terhadap insulin, meskipun

insulin diproduksi, sel-sel tubuh tidak meresponnya dengan baik menyebabkan



peningkatan gula darah (Unjiati dkk., 2015). Penderita diabetes mellitus tipe 2

dapat diobati dengan melakukan metode pengobatan seperti metallotherapy.

Metallotherapy adalah terapi pengobatan terbaru yang digunakan untuk
mengobati berbagai penyakit, misalnya diabetes dengan menggunakan kompleks
logam. Logam yang dapat berperan untuk pengobatan penyakit diabetes yaitu
kobalt, mangan, kromium, molibdenum, tembaga, seng, wolfram dan vanadium
(Maanvizhi et al., 2014). Penelitian yang dilakukan oleh Nadifa, (2022) dan
Ambarwati ef al., (2021) mengungkapkan bahwa sintesis senyawa kompleks
Cr(III) dan Cu(Il) dengan ligan leusin dan aspartat menunjukkan penurunan kadar
gula darah yang signifikan pada hewan percobaan (mencit) yang telah diinduksi
dengan aloksan. Induksi aloksan menyebabkan kadar gula darah pada mencit
menjadi meningkat, kemudian diberikan senyawa kompleks untuk menentukan
berapa persen penurunan kadar gula darah yang terjadi. Sehingga pada penelitian
ini digunakan menggunakan kompleks logam Mn dengan bilangan oksidasi 2"

yang dapat berperan untuk pengobatan diabetes mellitus.

Kompleks Mn(II) dapat meningkatkan produksi insulin, meningkatkan toleransi
glukosa di bawah kondisi stres gizi, dan mengurangi stres oksidatif (suatu kondisi
yang terjadi karena adanya ketidakseimbangan antara produksi radikal bebas
dengan sistem pertahanan antioksidan di dalam tubuh) (Bhatti ef al., 2022).
Kekurangan mangan menyebabkan gangguan toleransi glukosa dan peningkatan
risiko sindrom metabolik melalui gangguan metabolisme glukosa dan lipid, juga
menyebabkan stres oksidatif mitokondria dengan meningkatkan produksi spesies
oksigen reaktif (ROS). Beberapa asam amino yang disintesis dengan logam
membentuk kompleks dapat mempengaruhi dan mengurangi jalur patologis,
seperti stres oksidatif, dan meningkatkan sensitivitas jaringan terhadap insulin
(Park et al., 2015). Penelitian Putri (2023), logam Mn(II) yang disintesis dengan
asam amino glisin menunjukkan penurunan kadar gula darah pada mencit sebesar
73,7%, sedangkan penelitian yang telah dilakukan oleh Salsabila (2023) logam
Mn(II) yang disintesis dengan asam amino aspartat menunjukkan penurunan
kadar gula darah pada mencit sebesar 70,80%. Selain asam amino glisin dan

aspartat, asam amino isoleusin juga mempunyai peran sebagai antidiabetes.



Isoleusin sebagai salah satu dari tiga asam amino rantai cabang (branched-chain
amino acids, BCAAs), berperan penting regulasi kadar glukosa darah (Lu et al.,
2019). Menurut penelitian yang telah dilakukan Mounir et al., (2020) isoleusin
sebagai asam amino esensial dapat berperan sebagai inhibitor enzim a-
glukosidase, pemecahan karbohidrat yang terhambat akan mengurangi lonjakan
kadar glukosa darah setelah makan (postprandial glucose spike), hal ini

membantu mengontrol kadar gula darah pada penderita diabetes.

Berdasarkan uraian di atas, pada penelitian ini dilakukan sintesis senyawa
kompleks menggunakan logam Mn(II) dengan ligan asam amino isoleusin.
Senyawa kompleks yang dihasilkan dikarakterisasi menggunakan instrumentasi
spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer IR, uji bioaktivitas pada mencit jantan
secara in vivo serta uji farmakokinetik menggunakan Lipinski Rule of five, Swiss

ADME dan pre-ADMET, serta protox.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dengan metode refluks.

2. Mengetahui karakteristik senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan IR.

3. Mendapatkan dosis efektif senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dalam
menurunkan kadar gula darah mencit jantan.

4. Mendapatkan potensi senyawa Mn(II)-isoleusin sebagai kandidat obat secara

farmakokinetik.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi terkait sintesis dan karakteristik senyawa kompleks

Mn(II) dengan isoleusin dan bioaktivitasnya pada mencit jantan.



2. Memberikan informasi senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin sebagai kandidat

obat antidiabetes secara farmakokinetik.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus merupakan penyakit yang paling banyak menyebabkan
terjadinya penyakit lain (komplikasi), hal ini berkaitan dengan kadar gula darah
meninggi secara terus-menerus, sehingga berakibat rusaknya pembuluh darah,
saraf dan struktur internal lainnya. Diabetes melitus ditandai dengan
hiperglikemia akibat kelainan sekresi insulin, kerja insulin, atau keduanya.
Hiperglikemia kronis pada diabetes dikaitkan dengan kerusakan jangka panjang,
disfungsi, dan kerusakan berbagai organ, terutama mata, ginjal, saraf, jantung, dan

pembuluh darah (Ada, 2012).

Diabetes Mellitus (DM) dapat dibedakan atas DM tipe 1 dan DM tipe 2. DM tipe
1 diakibatkan karena produksi insulin tidak ada atau sedikit, sehingga
memerlukan suntik insulin dari luar tubuh untuk menurunkan kadar gula darah.
DM tipe 2 menyebabkan tubuh tidak dapat menggunakan insulin dengan baik,
sehingga kadar gula darah meningkat. Keadaan ini menyebabkan pankreas harus
bekerja lebih keras untuk memproduksi lebih banyak insulin. Seiring waktu,
produksi insulin bisa berkurang dan kontrol glukosa menjadi semakin buruk
(Utomo dkk., 2020). Diabetes mellitus tipe 2 banyak diderita oleh orang berumur
lebih dari 45 tahun, dan tidak sedikit orang yang lebih muda terdiagnosis
dikarenakan meningkatnya tingkat obesitas, aktivitas fisik, dan diet padat energi

(Goyal and Jialal, 2021).



Diagnosis DM dapat dilakukan dengan tiga cara, diantaranya jika adanya keluhan
klasik seperti poliuri (banyak buang air kecil), polidipsi (banyak minum, sering
merasa haus), polifagia (banyak makan), dan penurunan berat badan yang tidak
dapat dijelaskan sebabnya, maka ketika pemeriksaan glukosa plasma >200 mg/dL
sudah cukup untuk dinyatakan mengidap DM (Purwakanthi dkk., 2020). Terapi
farmakologis diberikan bersama dengan pengaturan makan dan latihan jasmani
(gaya hidup sehat). Terapi farmakologis terdiri dari obat oral dan bentuk suntikan.
Pemilihan dan penentuan obat oral atau suntikan yang digunakan harus
mempertimbangkan tingkat keparahan diabetes (tingkat glikemia) serta kondisi
kesehatan pasien secara umum termasuk penyakit-penyakit lain dan komplikasi
yang ada (Tahar dkk., 2020). Penyakit DM saat ini dapat diobati dengan

melakukan berbagai terapi alternatif, salah satunya berupa metallotherapy.

2.2. Metallotherapy

Metallotherapy adalah terapi baru untuk pengobatan penyakit DM tipe 2 dengan
kompleks logam (Pandeya, 2013). Metallotherapy memiliki mekanisme kerja
yang bervariasi tergantung pada jenis logam maupun ligan yang digunakan.
Kompleks logam dalam pengobatan metallotherapy dapat bekerja melalui
beberapa cara, seperti meningkatkan kemampuan sel tubuh untuk merespon
insulin, menghambat aktivitas enzim-enzim yang berperan dalam pembentukan
glukosa baru di hati, dan dapat berinteraksi dengan berbagai jalur pensinyalan sel
yang terlibat dalam regulasi metabolisme glukosa. Logam yang dapat berperan
untuk pengobatan penyakit diabetes yaitu kobalt, mangan, kromium, molibdenum,
tembaga, seng, wolfram dan vanadium. Kompleks logam Mn berperan untuk

pengobatan DM karena dapat meningkatkan produksi insulin dalam tubuh.

2.3. Mangan (Mn)

Mangan merupakan logam esensial yang dibutuhkan oleh tubuh untuk berbagai
kepentingan. Tubuh manusia mengandung Mn sekitar 10 mg dan banyak

ditemukan di liver, tulang, dan ginjal. Mn dapat membantu kinerja liver 2 dalam



memproduksi urea, superoksida dismutase, karboksilase piruvat, dan enzim
glikoneogenesis serta membantu kinerja otak bersama enzim glutamine sintetase.
Defisiensi Mn menyebabkan sejumlah efek yang merugikan, seperti gangguan
pertumbuhan, pembentukan tulang yang buruk dan cacat tulang, penurunan
kesuburan dan cacat lahir, toleransi glukosa abnormal, dan metabolisme lipid dan
karbohidrat yang berubah pada hewan dan manusia (Li and Yang, 2018).

Mangan dapat menghambat penyerapan glukosa di usus dan meningkatkan
efisiensi penggunaan glukosa oleh jaringan tubuh. Logam ini memiliki potensi
sebagai antidiabetes melalui beberapa mekanisme, termasuk menghambat
penyerapan glukosa dan meningkatkan efisiensi penggunaan glukosa oleh
jaringan tubuh. Logam Mn diperlukan untuk sintesis dan sekresi insulin,
sedangkan kekurangan logam Mn dapat menyebabkan metabolisme glukosa yang
buruk (Nicoloff et al., 2003). Logam Mn terlibat dalam perlindungan tubuh
terhadap kadar radikal bebas berlebih dan meningkatkan sekresi insulin.

Lee et al. (2013), melakukan sebuah penelitian pada hewan tikus bahwa kadar Mn
pada tikus normal dapat ditingkatkan dengan menggunakan pengobatan logam
Mn sehingga pengobatan ini dapat meningkatkan sekresi insulin pada saat tubuh
kekurangan logam Mn. Logam Mn dalam banyak penelitian disintesis dengan
berbagai asam amino esensial sebagai ligan yang digunakan untuk menurunkan

kadar gula darah, antara lain isoleusin.

2.4. Isoleusin

Isoleusin merupakan asam amino yang terkenal karena kemampuannya
meningkatkan ketahanan tubuh. Isoleusin juga berfungsi menyembuhkan serta
memperbaiki jaringan otot dan mempercepat pembekuan darah pada tempat
cedera. Kebutuhan tubuh akan isoleusin menurut FAO/WHO (1985) adalah
0,46%. Isoleusin juga memiliki potensi untuk membantu mengatasi diabetes

mellitus.

Isoleusin dapat meningkatkan sensitivitas insulin pada sel-sel otot dan hati,
sehingga memungkinkan penyerapan glukosa (gula darah) lebih efisien dan

menurunkan kadar gula darah. Penelitian yang telah dilakukan oleh Zhang et al.,



(2014) menunjukkan bahwa Isoleusin meningkatkan sekresi insulin dan
penyerapan glukosa dalam sel beta. Struktur isoleusin dapat dilihat pada
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Gambar 1. Struktur Isoleusin

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Takeshita et al. (2012), suplementasi
isoleusin selama 12 minggu meningkatkan sensitivitas insulin dan kontrol
glikemik pada pasien diabetes tipe 2. Isoleusin mengatur ekspresi gen metabolik
kunci di pankreas 3 sel akan menjelaskan pencegahan dan pengobatan diabetes
tipe 2. isoleusin, memiliki peran dalam mengontrol sintesis protein dengan
memodulasi inisiasi translasi di berbagai sel. Isoleusin diketahui secara akut

merangsang sekresi insulin dari pankreas 3 sel.

2.5. Sintesis Senyawa Kompleks

Senyawa kompleks dibentuk karena adanya interaksi antara molekul atau ion
bebas (diketahui sebagai ligan) yang berikatan dengan atom pusat menggunakan
ikatan kovalen koordinasi. Sintesis senyawa kompleks dilakukan dengan cara
mencampurkan larutan ion logam dengan ligan pada suhu tertentu menggunakan
rasio molar logam terhadap ligan. Sebagai hasil dari sintesis kompleks, pola
hibridisasi yang berbeda diperoleh tergantung pada jenis ligan yang digunakan
untuk menghasilkan kompleks baru. Kompleks dapat disintesis pada temperatur
ruang dengan pelarut tertentu yang dapat melarutkan ion logam dan ligan, baik

pemanasan maupun tanpa pemanasan pada suhu tertentu (Salsabilla, 2023).

Penelitian Salsabilla, 2023 melaporkan senyawa kompleks Mn(II) dengan asam
amino aspartat menggunakan ratio 1:2 molar (logam dan ligan) menghasilkan

senyawa kompleks MnCl24H>O dengan endapan berwarna putih dan coklat.



Dalam sintesis tersebut kompleks Mn(I)-aspartat dengan pH 4 menghasilkan
padatan berwarna putih, sedangkan kompleks Mn(Il)-aspartat dengan pH 7
menghasilkan padatan berwarna coklat. Reaksi antara senyawa awal dengan ligan
asam aspartat membentuk senyawa kompleks Mn(II)-aspartat ditunjukkan pada

Gambar 2.

HO — CH2
0 o M
OH o
MnCLa0+ 2 07 YT /N + +
NH, O NH 07 X, 4,0 <
Mangan(II) klorida HO o)
tetrahidrat Asam aspartat

Mn(II)-aspartat

Gambar 2. Reaksi pembentukan senyawa kompleks Mn(II)-aspartat
(Sumber: Salsabila, 2023)

Pada penelitian ini kompleks Mn(II) akan disintesis dengan asam amino isoleusin
membentuk senyawa kompleks. Senyawa kompleks yang terbentuk akan diuji
terhadap hewan percobaan untuk mengetahui bioaktivitas dalam menurunkan

kadar gula darah yang tinggi akibat diinduksi aloksan.

2.6. Aloksan

Aloksan merupakan senyawa kimia yang memiliki sifat diabetogenik dan bersifat
toksik terutama pada sel beta pankreas dan jika diberikan pada hewan percobaan
akan menyebabkan diabetes. Pemberian aloksan adalah cara yang cepat untuk
menghasilkan kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada hewan
percobaan. Aloksan bersifat toksik selektif terhadap sel beta pankreas yang
memproduksi insulin karena terakumulasinya aloksan secara khusus melalui
transporter glukosa yaitu GLUT2 (Irdalisa dkk., 2015). Struktur aloksan dapat
dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur aloksan

Mekanisme kerja aloksan dapat menyebabkan terjadinya kerusakan sel beta
pankreas. Kemampuan penyerapan zat dari aloksan oleh sel beta pankreas akan
menentukan tingkat toksisitas dan juga sifat diabetogenik. Setelah terjadi
penyerapan zat, sel beta pankreas akan mengalami kerusakan melalui beberapa
proses yang secara bersamaan yaitu melalui oksidasi gugus sulfidril dan
pembentukan radikal bebas (Pratama dkk, 2020). Aloksan sebagai diabetogenik
dapat diberikan secara intravena, intraperitoneal atau subkutan. Dosis aloksan
secara intravena untuk hewan percobaan adalah 150 mg/KgBB (Irdalisa dkk.,
2015). Peningkatan kadar gula darah dapat diturunkan dengan menggunakan suatu
obat yang dapat mengurangi insulitas pada diabetes yang diinduksi aloksan,

misalnya metformin.

2.7. Metformin

Metformin merupakan obat golongan biguanida oral dari agen antihiperglikemik,
obat penurun glukosa yang paling banyak digunakan untuk diabetes melitus tipe 2
(DMT?2). Metformin bekerja dengan mengurangi jumlah glukosa yang diproduksi
oleh hati dan meningkatkan respons tubuh terhadap insulin, yang membantu tubuh
mengatur kadar glukosa darah dengan lebih baik Struktur metformin dapat dilihat
pada Gambar 4.

i
NH NH

NN

NH NH

Gambar 4. Struktur metformin
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Metformin tidak menyebabkan hipoglikemia pada tubuh, sehingga menjadikan
metformin sebagai terapi yang aman untuk DMT2. Metformin biasanya
diresepkan sebagai pengobatan lini pertama untuk DMT2, bersamaan dengan
perubahan gaya hidup seperti diet dan olahraga (Luo et al., 2020). Kadar insulin
dapat ditingkatkan juga dengan menggunakan suatu kompleks logam yang
disintesis dengan ligan asam amino melalui metode refluks, kemudian
dikarakterisasi menggunakan suatu spektrofotometer, seperti spektrofotometer

UV-Vis dan spektrofotometer IR.

2.8. Karakterisasi Senyawa Kompleks

Karakterisasi suatu senyawa kompleks memiliki beberapa tujuan yakni untuk
melihat pergeseran panjang gelombang senyawa kompleks, dan untuk melihat
adanya serapan gugus fungsi pada masing-masing senyawa. Senyawa kompleks
yang terbentuk dari suatu logam dan ligan pada penelitian ini dikarakterisasi

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer IR.

2.8.1. Spektrofotometer UV-Vis

Spektrum UV-Vis adalah radiasi sinar ultraviolet dan sinar tampak yang memiliki
panjang gelombang antara 180 dan 780 nanometer (nm). Spektroskopi UV-Vis
digunakan untuk mengukur daya absorbansi suatu cairan terhadap panjang
gelombang cahaya tertentu. Spektrum UV-Vis disebut juga spektrum elektron
karena terjadi sebagai hasil interaksi antara sinar UV-Vis dengan molekul dan
menyebabkan molekul mengalami transisi elektronik. Transisi ini biasanya terjadi
antara orbital ikatan atau pasangan elektron bebas dan orbital anti ikatan, tetapi
dapat juga terjadi karena adanya ikatan rangkap atau gugus konjugasi yang
menyerap radiasi elektron dalam kisaran UV (Suhartati, 2017). Karakterisasi
spektrofotometer UV-Vis dilakukan untuk melihat pergeseran panjang gelombang
senyawa kompleks setelah direaksikan dengan suatu ligan (Martak dkk., 2018).
Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Salsabila (2023), senyawa kompleks
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MnCl2.4H>0 dan kompleks Mn(I)-aspartat dikarakterisasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada Gambar 5.

—— MnCL4H>0O
— Asam aspartat
— Kompleks Mn(Il)-aspartat

i — 55100

400 600 600 700
Wavelength (nm) 3

Gambar 5. Spektrum UV-Vis senyawa kompleks Mn(Il)-aspartat, asam aspartat,
dan MnCl,.4H>0 (Sumber: Salsabila, 2023)

Hasil spektrum UV-Vis senyawa kompleks Mn(II)-aspartat pada gambar diatas
menunjukkan perbedaan dengan spektrum UV-Vis senyawa MnCl,.4H>O.
Senyawa kompleks MnCl>.4H>O memiliki Panjang gelombang maksimal sebesar
567 nm sedangkan paka senyawa kompleks Mn(II)-aspartat memiliki 2 serapan
Panjang gelombang yaitu 207 nm dan 551 nm. Serapan Panjang gelombang
senyawa kompleks Mn(II)-aspartat mengalami pergeseran hipsokromik atau
kearah panjang gelombang yang lebih rendah, hal ini karena ligan asam amino
aspartate memiliki pasangan elektron bebas sehingga menyebabkan terjadinya
transisi n—n~ pada gugus amida dan n—n pada gugus karboksil (-COO). Selain
karakterisasi senyawa kompleks dengan spektrofotometer UV-Vis, digunakan juga
spektrofotometer IR untuk melihat adanya suatu serapan gugus fungsi dalam

senyawa kompleks.

2.8.2. Spektrofotometer IR

Spektroskopi inframerah pada dasarnya merupakan teknik spektroskopi yang
digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi dalam suatu senyawa.
Spektrofotometer IR mengukur transisi antara tingkat energi getaran molekul
sebagai akibat dari penyerapan radiasi inframerah-tengah. Interaksi antara cahaya
dan materi ini adalah keadaan resonansi yang melibatkan transisi terpolarisasi

secara elektrik antara tingkat energi vibrasi. Penelitian yang telah dilakukan oleh
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Salsabila (2023), menunjukkan adanya gugus fungsi pada senyawa kompleks
Mn(II)-aspartat seperti serapan -NH, -CH dan lainnya, dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Daerah serapan senyawa kompleks Mn(II)-aspartat dan asam aspartat
(Sumber: Salsabila, 2023)

No Gugus Bilangan Gelombang (cm™)

Fungsi Mn(II)-aspartat Asam aspartat
1. -C=0 1684 1598
2. -C=N 1230 1082
3. -C-O 1149 1148
4. -N=H 3362 3324
5. -C-H 1476 2760
6. -O-H - 3093
7. -Mn-N 538.,5 -

Tabel 1. menunjukkan pada senyawa kompleks Mn(II)-aspartat terdapat serapan
(-NH) pada daerah 3362 cm™ yang umumnya membentuk serapan di daerah
bilangan gelombang 3350-3310 cm™!. Serapan (-CH) pada bilangan gelombang
1476 cm’!, serapan (-C=0) di daerah 1684 cm™!, serapan (-C-O) pada daerah 1149
cm’! dan serapan (-C-N) di daerah 1230 cm™! yang umumnya membentuk serapan
didaerah 1200-1050 cm™ (Manikshete ef al., 2015). Senyawa kompleks yang telah
dikarakterisasi selanjutnya dapat diinduksi kepada hewan percobaan seperti

mencit jantan untuk dilakukan uji bioaktivitasnya.

2.9. Mencit (Mus musculus L.)

Mencit (Mus musculus L.) seringkali digunakan dalam penelitian di laboratorium
yang berkaitan dengan bidang fisiologi, farmakologi, toksikologi, patologi,
histopatologi hingga psikiatri.
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Gambar 6. Mencit

Menurut Rejeki dkk., (2018) mencit yang ditunjukkan dengan Gambar 6. dapat
diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Animali
Pilum : Chordata

Sub Pilum : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia
Family : Muridae

Genus : Mus

Spesies : Mus musculus L.

Mencit banyak digunakan sebagai hewan laboratorium karena memiliki kelebihan
seperti siklus hidup relatif pendek, banyaknya jumlah anak per kelahiran, mudah
ditangani, memiliki karakteristik reproduksinya mirip dengan hewan mamalia
lain, struktur anatomi, fisiologi serta genetik. Lebih dari 90% gen manusia
ditemukan dalam genom mencit dan sebagian besar fungsi dari gen tersebut
sangat mirip di kedua spesies (Mutiarahmi dkk., 2021). Sebelum melakukan uji
bioaktivitas secara in vivo pada mencit, obat haruslah diuji terlebih dahulu

menggunakan metode komputasi untuk menentukan farmakokinetiknya.

2.10. Penentuan Farmakokinetik Obat

Farmakokinetik mempelajari mekanisme obat dalam tubuh manusia, mencakup

proses absorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi (ADME). Analisis secara
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farmakokinetik, dapat menentukan dosis obat yang tepat, interval pemberian, dan
bentuk sediaan yang paling efektif untuk mencapai efek terapeutik yang
diinginkan. Penentuan farmakokinetik obat dapat dilakukan dengan metode
komputasi untuk memodelkan dan memprediksi bagaimana obat berinteraksi
dengan tubuh dalam hal penyerapan, distribusi, metabolisme, dan ekskresi.
Metode komputasi ini memungkinkan untuk memperkirakan perilaku
farmakokinetik obat tanpa harus melakukan semua eksperimen in vivo (pada
organisme hidup). Penelitian ini menggunakan Lipinski Rule of Five, Swiss
ADME dan pre-ADMET, serta uji toksisitas untuk menentukan farmakokinetik

dan toksisitas obat.

2.11.1. Lipinski Rule of Five

Lipinski Rule of Five merupakan perangkat lunak yang dikembangkan untuk
menetapkan pedoman kemampuan obat untuk NMEs (New Molecular Entities).
Lipinski rule of five untuk mengevaluasi kesamaan obat atau menentukan apakah
suatu senyawa kimia dengan aktivitas farmakologis tertentu memiliki sifat kimia
dan sifat fisik yang akan membuatnya menjadi obat yang aktif secara oral pada
manusia. Lipinski secara khusus menyatakan bahwa lima aturan tersebut hanya
berlaku untuk senyawa yang bukan substrat untuk transporter aktif (Leslie et al.,

2016).

Senyawa uji harus memenuhi aturan Lipinski dan maksimal satu parameter yang
tidak terpenuhi. Adapun syarat yang harus dipenuhi sebagai kandidat obat adalah
sebagai berikut:

1) Berat molekul kurang dari 500 dalton

2) Memiliki tidak lebih dari 5 ikatan hidrogen donor

3) Memiliki tidak lebih dari 10 ikatan hidrogen akseptor

4) Nilai logP tidak lebih dari 5

5) Molar refractivity berada pada rentang 40-130

Website yang digunakan untuk mengakses Lipinski rule of five adalah sebagai

berikut: http://www.sctbio-iitd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp
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2.11.2. Swiss ADME dan Pre-ADMET

Swiss ADME adalah suatu perangkat lunak untuk mendapatkan data Absorpsi,
Distribusi, Metabolisme, dan Ekskresi (ADME). Analisis ADME dilakukan
dengan memasukkan daftar SMILES atau the Simplified Molecular Input Line
Entry Specification. Analisis sifat mirip obat menghasilkan skor sifat senyawa
terhadap aturan Lipinski yang meliputi berat molekul senyawa, nilai koefisien
partisi log P, jumlah donor ikatan hidrogen, dan jumlah akseptor ikatan hidrogen

(Nusantoro dan Fadlan, 2020).

Prediksi profil ADME memperlihatkan berbagai profil absorpsi, distribusi,
metabolisme, ekskresi, dan toksisitas yang meliputi absorpsi pada usus manusia
(human intestinal absorption, HIA), bioavailabilitas oral manusia (human oral
bioavailability, HOB), distribusi sawar darah otak (blood brain barrier, BBB),
ikatan protein plasma (plasma protein binding, PPB), parameter inhibisi dan
substrat P-glikoprotein (Pgp), profil karsinogenisitas dan toksisitas oral akut
(Nusantoro dan Fadlan, 2020). Adapun website yang digunakan dalam mengakses

swiss adme adalah sebagai berikut: http://www.swissadme.ch/

2.11.3. Uji Toksisitas

Uji toksisitas dilakukan menggunakan perangkat lunak Protox-III yang
memberikan informasi mencakup pengetahuan target kimia dan molekuler.
Tujuan dari uji toksisitas in1 untuk memprediksi tingkat toksisitas bahan kimia
yang mungkin berbahaya bagi manusia, hewan, tumbuhan, dan juga lingkungan
sekitar (Banerjee et al., 2018). Parameter yang dapat diprediksi diklasifikasikan
ke dalam berbagai tingkat toksisitas seperti hepatotoxicity, carcinogenicity,
immunotoxicity, mutagenicity, cytotoxicity, jalur toksikologi dan target toksisitas
sehingga memberikan wawasan tentang kemungkinan mekanisme molekuler di
balik respons toksik tersebut Protox-II dapat diakses melalui website berikut ini:

https://tox.charite.de/protox3/
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III. METODE PERCOBAAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024 hingga Maret 2025. Sintesis
senyawa kompleks dilakukan di Laboratorium Kimia Anorganik/Fisik FMIPA
Universitas Lampung. Karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
spektrofotometer IR dilakukan di Laboratorium Terpadu Institut Teknologi
Sumatera. Pengujian aktivitas antidiabetes terhadap mencit dilakukan di Unit

Pengelolaan Hewan Percobaan Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain gelas beaker, gelas ukur,
labu ukur, pengaduk kaca, pipet tetes, spatula, kaca arloji, rak tabung reaksi,
Erlenmeyer, botol semprot, termometer, klem dan statif, pengaduk magnetic
stirrer, hot plate stirer, neraca analitik ABT-220-4M Kern, satu set alat refluks, pH
meter Metrohm 827, freezedry, alat suntik (disposable syringe) untuk induksi
aloksan, jarum sonde (force feeding needle) untuk pencekokan, glukometer,
perlengkapan kandang, cutter, spektrofotometer Agilent Cary 100 dan
spektrofotometer IR Agilent Technologies Cary 630.

Bahan-bahan yang digunakan adalah logam MnCl».4H>O, isoleusin, aquades,
NaOH 0,1 M, NaCl 0,9%, metformin, aloksan, strip gula, Na-CMC, air minum,

alkohol swab, dan pakan mencit. Adapun bahan-bahan yang digunakan
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pada saat uji farmakokinetik yaitu situs farmakokinetik meliputi Lipinski Rule of

Five, Swiss ADME, Pre ADMET dan Protox.

3.3. Prosedur Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan prosedur yang sudah

dilakukan sebelumnya oleh (Ambarwati et al., 2021).

3.3.1. Sintesis Senyawa Kompleks

3.3.1.1. Sintesis Mn(II)-Isoleusin

Sintesis senyawa kompleks Mn(II) dengan isoleusin menggunakan rasio 1:2
(logam:ligan) seperti yang telah dilakukan sebelumnya (Ambarwati ef al., 2021).
Sintesis ini dilakukan dengan melarutkan logam MnCl2.4H>O (0,19 gram,1 mmol)
dalam 25 mL aquades. Asam amino isoleusin (0, 2623 gram, 2 mmol) dilarutkan
dalam 25 mL aquades. Kedua larutan tersebut dicampurkan dan direfluks pada
suhu 60 °C dengan variasi waktu 1,2,3, dan 4 jam, lalu diukur absorbansinya
menggunakan spektro UV-Vis untuk mendapatkan waktu optimum. Setelah
didapatkan waktu optimum, direfluks kembali dengan variasi pH 4,5,6, dan 7
menggunakan NaOH, kemudian diukur absorbansi untuk mendapatkan pH
optimum. Larutan diambil 25 ml lalu di freezedry selama 24 jam dan timbang
hingga didapat berat konstan. (4, 5, 6, dan 7), kemudian hasil sintesis ditimbang
hingga didapat berat konstan.

3.3.1. Karakterisasi Senyawa Kompleks

Karakterisasi senyawa senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200-400 nm. Pengukuran

dengan spektrofotometer IR dilakukan untuk mengidentifikasi gugus fungsi dalam
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senyawa kompleks Mn(I)-isoleusin pada bilangan gelombang 4000-400 cm!
(Ambarwati et al., 2021).

3.3.2. Uji Aktivitas Antidiabetes

Uji bioaktivitas antidiabetes dilakukan dengan tujuan mengidentifikasi dan
mengevaluasi efek senyawa kompleks yang berpotensi menurunkan kadar gula
darah terhadap mencit. Uji bioaktivitas antidiabetes ini mengacu pada penelitian
Ambarwati ef al., (2021). Sebelum dilakukan uji aktivitas antidiabetes, dibuat
rancangan penelitian untuk membantu peneliti, sehingga pengujian akan

terstruktur sesuai rancangan yang telah dibuat.

3.3.3.1. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 3 ulangan mencit tiap kelompoknya. Adapun RAL pada penelitian ini

dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Rancangan Acak Lengkap

Kelompok Perlakuan Ulangan Total
1 2 3 Ulangan
Kontrol N Km 1 Km 2 Km3 3
(+) K#l K#+?2 K#3 3
) Kol K2 K3 3
Mn(IT) Mn 1 Mn 1l Mn 12 Mn 13 3
Mn 2 Mn 2.1 Mn 22 Mn 23 3
Isoleusin Ile 1 lle 11 lle12 lle13 3
Ile 2 lle 2.1 lle22 lle23 3
Mn(I)-isoleusin  Mn-Ile 1 Mn-lle 11 Mn-lle 12 Mn-lle 13 3
Mn-lle2 Mn-lle21 Mn-lle22 Mn-lle23 3
Mn-lle3 Mn-lle31 Mn-lle32 Mn-Ile33 3
Total Kelompok Perlakuan 10 10 10 30
Keterangan :
K(n) = Kontrol Normal Mn-Ile 1 = Mn(II)-isoleusin dosis 1
K(+) = Kontrol Positif Mn-lIle 2 = Mn(II)-isoleusin dosis 2
K(-) =Kontrol Negatif Mn-Ile 3 = Mn(II)-isoleusin dosis 3

Mn(II) = Dosis MnCl».4H>0

Ile = Dosis isoleusin

3.3.3.2. Persiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah mencit putih jantan (Mus musculus L.)
sebanyak 45 ekor yang memiliki umur sekitar 2-3 bulan dengan berat 20-40 gram.
Masing-masing mencit ditempatkan di kandang yang telah dilengkapi dengan
tempat untuk pakan dan juga tempat untuk air minum. Satu kandang berisi satu
ekor mencit. Sebelum dilakukan percobaan mencit diadaptasi selama 1 minggu
yang bertujuan agar mencit tidak stres dengan lingkungan baru. Selama proses

tersebut mencit diberi makan dan juga minum secukupnya.
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3.3.3.3. Induksi Aloksan

Hewan uji ditimbang berat badannya untuk menentukan dosis aloksan. Serbuk
aloksan ditimbang dan dimasukkan dalam labu takar 10 ml kemudian
ditambahkan NaCl 0,9 % dan dihomogenkan. Pemberian aloksan dilakukan 1
(satu) kali pada hari pertama perlakuan dengan dosis 150 mg/KgBB (Irdalisa
dkk., 2015).

Pengkondisian mencit ke keadaan anti-diabetes dicapai dengan cara
mempuasakan mencit selama 8-12 jam sambil memberi mereka air minum yang
cukup. Kadar glukosa darah pada hewan uji diukur sebelum diinduksi aloksam.
Berdasarkan American Diabetic Association (2021), kriteria diagnostik
peningkatan glukosa darah (hiperglikemia) pada penderita diabetes (DM) sebesar
126 mg/dL.

3.3.3.4. Pemberian Senyawa Kompleks Pada Mencit

Pemberian senyawa kompleks (Mn(II)-isoleusin) pada mencit diberikan secara
oral. Mencit yang digunakan sebanyak 45 ekor dan dibagi menjadi 15 kelompok
perlakuan, masing-masing kelompok dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
Dosis senyawa kompleks yang digunakan dalam penelitian ini didasarkan pada
dosis yang telah dilakukan sebelumnya (Ambarwati et al., 2021). Setiap
kelompok diberi perlakuan berbeda, yaitu sebagai berikut:

1) Kontrol normal (Kn): hanya diberi makan berupa pelet dan air minum
secukupnya secara teratur.

2) Kelompok kontrol positif (K+): diinduksi aloksan dan diberikan obat
antidiabetes metformin.

3) Kelompok kontrol negatif (K-): diinduksi aloksan tanpa diberikan obat
antihiperglikemia.

4) Kelompok perlakuan 1 (Mn 1): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi MnCl2.4H>O dengan dosis 50 ng/KgBB /hari.
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5) Kelompok perlakuan 2 (Mn 2): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi MnCl2.4H>O dengan dosis 100 pg/KgBB /hari.

6) Kelompok perlakuan 3 (Ile 1): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi isoleusin dengan dosis 50 ng/KgBB /hari.

7) Kelompok perlakuan 4 (Ile 2): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi isoleusin dengan dosis 100 pg/KgBB /hari.

8) Kelompok perlakuan 7 (Mn-Ile 1): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dosis 50 ug/KgBB /hari.

9) Kelompok perlakuan 8 (Mn-Ile 2): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dosis 100 pg/KgBB /hari.

10) Kelompok perlakuan 9 (Mn-Ile 3): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin dosis 200 pg/KgBB /hari.

3.3.3.5.Parameter Uji

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah berat badan dan kadar gula
darah pada mencit. Parameter uji yang digunakan adalah sebagai berikut:
1) Pengukuran berat badan mencit

Pengukuran berat badan mencit dilakukan sebanyak 4 kali. Penimbangan
mencit dilakukan pada seluruh kelompok kontrol dan perlakuan, kemudian
hasil pengukuran tersebut dibandingkan antara satu kelompok dan kelompok
lainnya.

2) Pemeriksaan kadar glukosa darah
Pengukuran kadar gula darah pada mencit dilakukan sebanyak 4 kali. Tahap
pertama dilakukan sebelum mencit diinduksi dengan aloksan (hari ke-7),
tahap kedua dilakukan setelah mencit selesai diinduksi aloksan (hari ke-14),
tahap ketiga dilakukan pengukuran pada hari ke-21 setelah mencit diberi
perlakuan dengan senyawa kompleks dan tahap keempat dilakukan
pengukuran pada hari ke-28 setelah mencit diberi perlakuan dengan senyawa
kompleks. Ujung ekor mencit disterilkan menggunakan alcohol swab agar

tidak terkena iritasi dan dilukai sedikit. Darah yang keluar diteteskan ke strip
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glukosa yang sebelumnya telah dimasukkan ke glukometer dan tunggu

selama 10 detik sampai hasil kadar gula darah keluar di layar glukometer.

3.3.3.6. Analisis Data

Data yang diperoleh akan dianalisis dengan metode ANOVA (4nalysis of
Variance) dan BNT taraf nyata 5% untuk menganalisis ada atau tidaknya
perbedaan yang nyata dari 9 kelompok uji. Hasil dinyatakan sebagai mean £SM,
mean dianalisis untuk perbedaan dan analisis varian (Otuokere and Amadi, 2017).
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)setelah pertemuan

%GL = x 100%

(Glukosa)sebelum perlakuan
3.3.4. Farmakokinetik Obat
Suatu senyawa baru yang menjadi kandidat obat diuji melalui analisis kemiripan
sifat dengan obat atau drug-likeness berdasarkan Lipinski s Rule of Five pada

website Lipinski'’s Rule of Five - SCFBio, pengecekan profil ADME pada website
Swiss ADME dan Pre ADMET, serta pemeriksaan toksisitas pada website ProTox.

3.3.5. Diagram Alir

Adapun diagram alir penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 7.



24

0,19 g MnC12.4H,0 + 0,2623 g
Isoleusin dengan rasio 1:2 mmol

- dilarutkan dalam 25 ml aquades

- ditambah NaOH (pH 7)

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

- di freezdryer selama 48 jam

- didapat berat konstan

v

Senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin
dengan variasi waktu

-disintesis kembali dengan variasi
pH (4, 5, 6, dan 7)

Karakterisasi senyawa kompleks dengan
Spektrofotometer UV-Vis dan IR

v

Senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin
dengan variasi pH

Uji farmakokinetik

Gambar 7. Diagram alir penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Hasil sintesis senyawa kompleks Mn(Il)-isoleusin dan Mn(II)-valin kondisi
optimum pada waktu 4 jam berupa padatan berwarna putih kekuningan
dengan rendemen sebesar 96,39% dengan pH 6.

Hasil karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis terdapat dua
serapan maksimum pada 229 dan 280 nm, sedangkan hasil spektrofotometer
IR menunjukkan terbentuknya senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin ditandai
adanya ikatan Mn-O dan Mn-N, serta gugus-gugus fungsi O-H, C-O, C=0,
C-H, C-N, dan N-H.

Dosis efektif senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin menurunkan kadar glukosa
darah mencit adalah dosis 200 ng/KgBB dengan penurunan sebesar 64,78%,
hasil pengamatan organ vital mencit tidak ditemukan kerusakan organ secara
morfologi pada mencit kelompok perlakuan senyawa kompleks tanpa
diinduksi aloksan.

Senyawa kompleks Mn(II)-isoleusin memenuhi kriteria pengujian secara

farmakokinetik, sehingga berpotensi menjadi kandidat obat antidiabetes.



5.2. Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut:

1. Senyawa kompleks yang telah disintesis perlu dilakukan pemurnian

menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT).

2. Penelitian baru perlu dilakukan dengan menggunakan logam dan ligan asam

amino yang berbeda.
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