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ABSTRAK

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER
KULIT KAYU DAMAR MATA KUCING (Shorea javanica) DARI FRAKSI
n-HEKSANA SERTA UJI ANTIDIABETES SECARA IN VITRO

Oleh

Julia Putri

Pohon damar mata kucing (Shorea javanica), yang termasuk dalam famili
Dipterocarpaceae, dikenal kaya akan senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, alkaloid, dan steroid. Senyawa-senyawa ini memiliki beragam aktivitas
farmakologis, termasuk sifat antiinflamasi, antioksidan, dan antidiabetes. Penelitian
ini berfokus pada isolasi dan identifikasi senyawa metabolit sekunder dari kulit
kayu S. javanica, khususnya dari fraksi n-heksana, serta mengevaluasi potensi
antidiabetesnya melalui uji penghambatan enzim a-amilase secara in vitro.

Proses perolehan senyawa diawali dengan ekstraksi kulit kayu
menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol, diikuti fraksinasi dan
pemurnian menggunakan teknik kromatografi kolom. Senyawa hasil isolasi
kemudian dikarakterisasi secara mendalam menggunakan spektroskopi UV-Vis,
'H-NMR, dan LC-MS. Berdasarkan analisis ini, senyawa yang berhasil diisolasi
diidentifikasi sebagai turunan steroid. Uji aktivitas antidiabetes secara in vitro
menunjukkan bahwa senyawa ini mampu menghambat aktivitas enzim o-amilase
secara signifikan, mengindikasikan potensi sebagai agen antidiabetes.

Senyawa yang berhasil diisolasi, berupa kristal putih kekuningan dengan
massa 20 mg dan diberi kode NVJ F21A, secara spesifik diidentifikasi sebagai Da-
stigmasterone. Senyawa ini diperoleh dari fraksi n-heksana kulit kayu S. javanica
melalui serangkaian proses kromatografi setelah ekstraksi awal. Uji aktivitas
antidiabetes terhadap Da-stigmasterone menghasilkan nilai /Csyp sebesar 51,58
pg/mL. Meskipun sedikit lebih tinggi dari akarbosa sebagai kontrol positif (/Cso
32,039 pg/mL), nilai ini menunjukkan potensi penghambatan a-amilase yang kuat.
Hasil penelitian ini secara signifikan memperkuat potensi kulit kayu S. javanica
sebagai sumber bioaktif antidiabetes.

Kata kunci: Shorea javanica, metabolit sekunder, a-amilase, antidiabetes.



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITE
COMPOUNDS FROM DAMAR MATA KUCING WOOD BARK (Shorea javanica)
FROM THE n-HEXANE FRACTION AND ANTIDIABETIC TEST IN VITRO

By

Julia Putri

Damar mata kucing (Shorea javanica), a species belonging to the Dipterocarpaceae
family, is renowned for its rich content of secondary metabolites such as flavonoids,
alkaloids, and steroids. These compounds exhibit diverse pharmacological
activities, including anti-inflammatory, antioxidant, and antidiabetic properties.
This study focused on isolating and identifying secondary metabolites from S.
javanica bark, particularly from the n-hexane fraction, and evaluating their
antidiabetic potential through in vitro a-amylase enzyme inhibition assays. The
compound isolation process began with the extraction of the bark using maceration
with methanol as the solvent, followed by fractionation and purification using
column chromatography techniques. The isolated compound was then thoroughly
characterized using UV-Vis spectroscopy, 'H-NMR, and LC-MS. Based on these
analyses, the successfully isolated compound was identified as a steroid derivative.
In vitro antidiabetic activity tests demonstrated that this compound significantly
inhibited a-amylase enzyme activity, indicating its potential as an antidiabetic
agent. The isolated compound, a yellowish-white crystal with a mass of 20 mg and
designated as NVJ F21A, was specifically identified as Das-stigmasterone. This
compound was obtained from the n-hexane fraction of S. javanica bark through a
series of chromatographic processes after initial extraction. Antidiabetic activity
testing of Da-stigmasterone yielded an /Cso value of 51.58 pg/mL. Although slightly
higher than acarbose, the positive control (/Cso 32.039 pg/mL), this value indicates
strong a-amylase inhibition potential. The findings of this research significantly
reinforce the potential of S. javanica bark as a source of antidiabetic bioactive
compounds.

Keywords: Shorea javanica, secondary metabolites, a-amylase, antidiabetic
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus menjadi salah satu penyakit yang paling banyak diderita
oleh masyarakat didunia, sekitar 90% penyakit diabetes yang diderita
adalah DM tipe 2 dan memiliki potensi terus meningkat hingga 439 juta
jiwa yang diperkirakan peningkatan ini pada tahun 2030 (Zulhijjah dkk.,
2023). Berdasarkan data dari International Diabetes Federation (IDF)
menunjukkan bahwa diabetes adalah salah satu masalah kesehatan global
yang signifikan, dengan 537 juta orang terdiagnosis dan 6,7 juta
kematian terjadi setiap tahunnya. Indonesia menempati urutan kelima
dunia dalam jumlah penderita diabetes, dengan 19,47 juta kasus dan
prevalensi 10,6% dari populasi masyarakat Indonesia. Diperkirakan pada
tahun 2045 di Indonesia akan terjadi peningkatan jumlah penderita
diabetes menjadi 28,57 juta sehingga diperlukan penanganan serta upaya
pencegahan untuk menekan jumlah penderita diabetes (American

Diabetes Association, 2010).

Diabetes melitus merupakan kondisi kronis yang disebabkan oleh peningkatan
kadar glukosa dalam darah. Kondisi ini terjadi ketika hormon insulin tidak dapat
digunakan atau tidak dihasilkan secara efektif oleh tubuh. Insulin adalah hormon
penting yang diproduksi oleh pankreas, berfungsi sebagai "kunci" yang membantu
glukosa masuk ke dalam sel-sel tubuh untuk diubah menjadi energi. Ketika
produksi insulin kurang atau sel tidak mampu merespons insulin dengan baik,
glukosa menumpuk di dalam darah, menyebabkan hiperglikemia (kadar gula

darah tinggi). Apabila kondisi ini dibiarkan, kadar gula darah yang tinggi secara



terus-menerus dapat merusak berbagai organ tubuh dan memicu komplikasi yang
berbahaya, bahkan mengancam nyawa. Beberapa komplikasi tersebut antara lain
penyakit kardiovaskular, neuropati, nefropati, penyakit mata, dan kelumpuhan

(Hakim dkk., 2023).

Diabetes melitus dikenal sebagai penyakit "pembunuh diam-diam" karena banyak
penderita yang tidak menyadarinya sehingga menyebabkan terjadinya penyakit
komplikasi lainnya. Metformin adalah obat yang umun digunakan untuk diabetes
melitus tipe 2 metformin disebut juga sebagai biguanide. Metformin mulai
dikenal pada tahun 1950 dan berasal dari ekstrak tanaman Galega officinalis.
Metformin berkerja dengan cara menstimulasi glikolisis di jaringan perifer,
pengurangan glukoneogenesis di hati, serta perlambatan absorpsi glukosa.
Pengobatan diabetes melitus tidak hanya bergantung pada obat terapi sintesis
tetapi juga dengan penggunaan obat bahan alam yang dapat membantu
menurunkan kadar gula darah. Obat alami antidiabtes bersumber dari senyawa
metabolit sekunder yang diisolasi menjadi senyawa aktif. Senyawa metabolit
sekunder yang banyak digunakan adalah senyawa flavonoid dan fenolik yang

telah murni (Wahyuningsih dkk., 2023).

Pengobatan atau terapi untuk menurunkan kadar gula dalam darah dapat
dilakukan dengan berbagai macam cara, salah satu cara yang dapat dilakukan
adalah dengan menghambat kerja enzim yang menghidrolisis karbohidrat dalam
saluran pencernaan. Enzim yangdapat menghambat salah satunya adalah enzim
a- amilase, enzim a-amilase merupakan suatu enzim yang cara kerja nya
memecah molekul besar seperti polisakarida, oligosakarida, dan disakarida
menjadi monosakarida yang kemudian diserap oleh tubuh. Penghambatan enzim
ini dapat memperlambat waktu penyerapan dan pencernaan glukosa dalam tubuh

(Rijai dkk., 2018).

Terdapat beberapa inhibitor enzim seperti acarbose, voglibose, nojirimycin dan
miglitol yang telah dilaporkan memiliki kemampuan untuk menghambat aktivitas
enzim pencernaan dengan menunda penyerapan glukosa dan mengurangi

komplikasi vaskular kronis (Lotulung et al., 2014).



Tumbuhan famili Dipterocarpaceae dengan genus Dipterocarpus memiliki
kandungan metabolit sekunder yang beragam terutama oligostilbenoid (oligomer
resveratrol), flavonoid, fenilpropanoid, dan turunan asam fenolat, serta golongan
non-fenol yaitu triterpenoid. Senyawa ini mempunyai aktivitas biologi yang
sangat beragam dan menarik seperti anti-HIV, antibakteri, antioksidan,
antiinflamasi, dan juga sitotoksik. Beberapa senyawa oligomer resvaratrol dapat
menghambat kerja enzim Sa-reduktase dan enzim asetilkolinesterase. Kajian yang
pertama kali dilakukan adalah penggunaan oligomer sebagai obat-obatan
tradisional asia (Sotheeswaran et al., 1993). Beberapa senyawa fenolik yang
diisolasi dari famili Dipterocarpaceae telah dikaji dan memiliki sifat sitotoksik
terhadap beberapa sel uji kanker diantaranya adalah vatikanol, a-viniferin, dan

hopaeafenol (Hakim, 2002).

Damar mata kucing salah satu genus dari Dipterocarpaceae juga telah banyak
diteliti dan memiliki aktivitas sebagai antibakteri, antijamur dan antikolesterol.
Damar mata kucing mengandung senyawa brasikasterol yang memiliki aktivitas
sterol yang dapat digunakan sebagai antikolesterol (Mulyono dkk., 2012).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh tim PKM Pratibha dkk., (2025)
diketahui bahwa ekstrak etil asetat dari kulit batang tumbuhan Hopea
mengerawan menghasilkan nilai /Cso sebesar 90,184 pg/mL, yang menunjukkan
bahwa tumbuhan ini memiliki aktivitas antidiabetes yang kuat. Oleh karena itu,
dengan mempertimbangkan berbagai manfaat senyawa-senyawa hasil isolasi dari
tumbuhan famili Dipterocarpaceae, khususnya dalam potensi antidiabetes,
mengidentifikasi dan menganalisis metabolit sekunder yang terkandung dalam
kulit batang S. javanica melalui penggunaan fraksi n-heksana, yang diharapkan
dapat memberikan kontribusi penting dalam pengembangan terapi alternatif untuk
pengelolaan diabetes. Adanya beberapa kandungan metabolit sekunder seperti
fenolik dan flavonoid dengan bioaktivitas yang serupa, maka dilakukanlah
identifikasi lebih lanjut untuk mendapatkan senyawa murni dengan menggunakan
KLT, yang selanjutnya dilakukan karakterisasi gugus fungsi dengan spektroskopi,

serta dilakukan uji bioaktivitas secara in vitro.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Memperoleh senyawa hasil Isolasi dari fraksi n-heksana kulit kayu damar mata
kucing (Shorea javanica).

2. Mengetauhi hasil uji aktivitas antidiabetes senyawa hasil isolasi secara in vitro

menggunakan enzim a-amilase.

1.3 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terbaru mengenai
studi senyawa metabolit sekunder pada bagian kulit kayu S. javanica.

2. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kulit kayu damar mata

kucing sebagai obat alternatif aktivitas antidiabetes.



IL.TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Dipterocarpaceae

Dipterocarpaceae merupakan salah satu tumbuhan yang hidup dan dapat
berkembang di Indonesia. Seperti yang telah diketauhi Indonesia merupakan suatu
negara dengan kekayaan alam yang melimpah dan tersebar dibanyak daerah salah
satunya adalah dipterocarpaceae, dipterocaroaceae memiliki 386 spesies yang
tersebar di beberapa negara. Dipterocarpaceae memiliki ciri khas kayu hutan
tropis yang persebarannya dominan pada hutan tropis yang jarang terjamah oleh
manusia seperti hutan-hutan Kalimantan. Akan tetapi sampai saat ini tumbuhan
dipterocarpaceae yang ada di Indonesia semakin sedikit jumlahnya dikarenakan
penebangan yang tidak diimbangi dengan penanaman kembali. Biji tumbuhan
yang digunakan sebagai bibit tumbuhan dipterocarpaceae ini memiliki sifat
rekalsitran yang artinya mudah rusak. Sejarah penyebaran Dipterocarpaceae di
Indonesia ini tidak merata pada setiap pulau, persebaran yang paling banyak

adalah dipulau Sumatera, Kalimantan dan Jawa (Sukendro dan Aisyiyah, 2023).

2.2 Damar Mata Kucing (Shorea javanica)

Damar mata kucing (Shorea javanica) merupakan suatu tanaman penghasil resin
yang dikenal dengan sebutan getah damar. Resin tanaman ini memiliki kualitas
dan nilai jual yang tinggi, biasanya digunakan sebagai bahan pembuatan cat,
pernis, kaca, tinta, campuran minuman, anti-rayap,anti jamur, serta bahan
tambahan pangan lainnya. Menurut sejarahnya damar mata kucing berasal dari
provinsi Sumatera Barat dan Sumatera Selatan tepatnya di daerah Martapura

(Anasis dan Sari, 2015).



Damar mata kucing adalah tumbuhan dari famili Dipterocarpaceae, yang tumbuh
dan berkembang di hutan hujan tropis.Salah satu daerah yang banyak ditumbuhi
dan budidaya damar mata kucing adalah Lampung khusus nya daerah Pesisir
Barat Krui, dikarenakan iklim nya yang tropis, suhu nya 22-30°C dengan curah
hujan 2.500-3.000 sehingga mudah tumbuh dan berkembang. Damar mata kucing
tidak selalu menghasilkan buah setiap tahunnya, buah dari pohon damar hanya
berbuah 4-5 tahun sekali dan buah nya hanya bertahan selama sepuluh hari, ini
juga yang menyebabkan damar masih kurang dibudidaya. Resin dari tanaman
damar dapat disadap dan digunakan jika pohon usia nya sudah berusia 15- 20

tahun sejak di tanam. Tumbuhan damar mata kucing terlampir pada Gambar 1.

Gambar 1. Pohon Shorea javanica

Berikut ini klasifikasi dari damar mata kucing (Shorea Javanica)

termasuk famili (Bintoro, 2020).

Divisio : Spermatophyta
Fillum : Angiospermae
Kelas : Dicotyledone

Sub Kelas : Dialypetale

Ordo : Theales/Guttiferales
Famili : Dipterocarpaceae
Genus : Shorea

Species : Shorea javanica



2.3 Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder merupakan suatu senyawa berbentuk molekul kecil, yang
dihasilkan oleh suatu organisme akan tetapi tidak digunakan dalam proses tumbuh
tanaman itu sendiri, melainkan digunakan sebagai pertahanan hidup tanaman
tersebut. Tidak seperti asam nukleat, polisakarida, dan protein yang merupakan
kelompok dasar dalam proses kehidupan. Senyawa metabolit sekunder memiliki
beragam jenis dengan struktur yang tentunya sangat bervariasi, contoh senyawa
metabolit sekunder adalah tannin, alkaloid, flavonoid, steroid, fenol, glikosida,
dan senyawa volatil ataupun minyak yang banyak ditemukan pada buah, sayur

dan tumbuhan (Bhattacharjee et.al., 2010).

Senyawa metabolit sekunder memiliki beberapa sifat dasar, sehingga untuk
melakukan ekstraksi dan isolasi harus dilakukan pemahaman terlebih dahulu agar
senyawa metabolit sekunder yang ada didalam tanaman tersebut tidak rusak.
Kebanyakan senyawa metabolit sekunder bersifat polar dan semi polar, sehingga
dapat larut dengan mudah menggunakan pelarut metanol. Senyawa metabolit
sekunder yang larut dalam metanol salah satunya adalah senyawa glikosida

(Saifudin, 2014).

Produk senyawa metabolit sekunder banyak digunakan dalam obat-obatan (steroid
dan alkaloid), wewangian (aroma), pewarna (alkanin dan shikonin), dan pestisida
(nikotin dan rotenon). Senyawa metabolit sekunder merupakan sumber molekul
obat yang dapat memberikan efek karakteristik dan aktivitas biologis seperti
imunostimulan, antistres, antibakteri, antijamur, antivirus, antiinfeksi,
antikolesterol, antikanker, antidiabetes, perangsang nafsu makan, dan efek

biologis afrodisiak (Yadav et al., 2012).

2.3.1 Alkaloid

Alkaloid adalah suatu senyawa bioaktif dan termasuk dalam senyawa metabolit
sekunder yang banyak terdapat pada tumbuhan, yang terdapat dalam keadaan

bebas tidak larut dalam air tetapi larut dalam pelarut organik, membentuk



kompleks dengan N-Oksida atau membentuk garam yang mudah larut dalam air.
Alkaloid umumnya membentuk suatu kristal yang kemudian bergabung dengan
mineral asam, ataupun senyawa asam organik lainnnya. Alkaloid yang berbentuk
garam biasanya larut dalam alkohol encer juga air, dan berkebalikan dengan
alkaloid bebas sehingga tidak larut dalam pelarut organik. Alkaloid umumnya
berbentuk heterosiklik yang banyak mengandung oksigen dengan atom karbon,
hidrogen, dan nitrogen yang jumlahnya lebih sedikit. Alkaloid memiliki ciri khas
yaitu rasanya yang pahit jadi jika ada tumbuhan yang cenderung memiliki rasa
pahit kemungkinan besar mengandung senyawa alkaloid yang lumayan tinggi.
Dan hampir semua alkaloid memiliki khasiat sebagai bahan utama obat, struktur

senyawa golongan alkaloid ditunjukkan pada Gambar 2.

(1)

Gambar 2. Struktur senyawa alkaloid hasil isolasi S. maxwelliana

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Zawawi dan Khairunnisa, (2012)
didapatkan struktur alkaloid dari tumbuhan Shorea maxwelliana King. famili
dipterocarpaceae yaitu oxoaporphinoid (1) yang dapat digunakan sebagai

antisitotoksik, antiinflamasi dan antijamur.

2.3.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan suatu zat fenolik terhidroksilasi yang telah diketauhi dan
disintesis oleh tanaman sebagai respons terhadap infeksi mikroba. Flavonoid

merupakan suatu zat yang berwarna merah, ungu,biru, dan sebagian warna kuning



yang ditemukan dalam tumbuhan. Dalam tumbuhan berwarna hijau pasti terdapat
senyawa flavonoid dansenyawa flavonoid bersifat polar karena memiliki gugus
hidroksil, sehingga akan larut dalam pelarut polar seperti metanol, etanol, butanol,
dan air, flavanon yang termetoksilasi cenderung lebih mudah larut dalam pelarut

seperti eter dan kloroform (Markhan, 1988).

Flavonoid memiliki kerangka dasar karbon yang terdiri atas 15 atom karbon yang
membentuk dua cincin benzena dan satu rantai propana dengan struktur C6-C3-
C6. Senyawa flavonoid memiliki kerangka yang terdiri atas satu cincin aromatik
A, satu cincin aromatik B, dan cincin tengah berupa heterosiklik yang
mengandung oksigen. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Yoshiko et al.,
(2011) berhasil diisolasi senyawa ampelopsin (2) dari tumbuhan Shorea rugosa.

Struktur dari senyawa ampelopsin dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Struktur senyawa flavonoid hasil isolasi S. rogusa

Senyawa flavonoid mempunyai sejumlah aktivitas farmakologis yang bermanfaat,
termasuk aktivitas antioksidan, antiinflamasi, antialergi, antivirus, dan bahkan
sifat antikanker yang dikaitkan dengan senyawa seperti kaempferol, miristisin,

apigenin, luteolin, vitexin, dan isovitexin. (Tapas et al., 2008).

2.3.3 Fenolik

Senyawa fenolik didefinisikan sebagai suatu senyawa metabolik sekunder yang

berasal dari bahan alam terutama tumbuhan, yang terdiri atas cincin aromatik
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yang mengandung gugus hidroksil. Fenolik berguna sebagai antioksidan,
antikanker, antiinflamasi, antimikrobia dan melindungi dari penyakit jantung.
Senyawa fenolik memiliki antioksidan yang baik, digunakan dalam penurunan
ROS (Reactive Oxygen Species) penurunan ROS ini disebabkan karena
banyaknya gugus hidroksil(-OH) antioksidan yang ada dalam senyawa fenolik
dapat memutus rantai radikal bebas. Senyawa fenolik terdiri dari kombinasi mono
dan polisakarida yang berikatan dengan satu atau lebih gugus fenol. Senyawa
fenol cenderung larut dalam air dan berikatan dengan glikosida. Gugus-gugus OH
pada fenolik dapat menyumbangkan atom H yang digunakan sebagai donor pada

radikal bebas (Mahardina dan Yunita, 2021).

OH
OH

HO™ X C\[(H\

7~ ¢ H™ SC
Ny
i~ C
OH
A3)

Gambar 4. Struktur senyawa fenolik hasil isolasi S. seminis

Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Aminah dkk., (2002) berhasil diisolasi
senyawa E-viniferin (3) dari tumbuhan famili dipterocarpaceae yaitu Shorea

seminis struktur dari senyawa €-viniferin dapat dilihat pada Gambar 4.

2.3.4 Steroid

Steroid merupakan suatu golongan senyawa triterpenoid, yang terdiri dari inti
siklopentana polihidrofenantrena yang memiliki struktur tiga cincin sikloheksan

dan satu cincin siklopentena. Steroid memiliki peran penting untuk menjaga
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keseimbangan garam, mengendalikan metabolisme dan juga meningkatkan fungsi
organ (Nasrudin, 2017). Steroid termasuk dalam senyawa metabolit sekunder
yang memiliki kerangka struktur berbentuk cincin aromatik berjumlah empat,
yang terdiri dari tiga cincin heksagonal dan satu cincin pentagonal yang terikat
menjadi satu. Steroid terdiri dari 6 atom karbon sedangkan cincin pentagonal
terdiri dari 5 atom karbon, cincin yang terikat bersama ini membentuk suatu
struktur yang stabil dan kaku, struktur inilah yang membedakan dengan struktur

senyawa metabolit sekunder lainnya (Setyoboedi dkk., 2024).

(4)

Gambar 5. Struktur senyawa steroid hasil isolasi S. javanica

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Mulyono dkk., (2020) telah
berhasil diisolasi senyawa brasikasterol (4) dari tumbuhan damar mata kucing dari
famili dipterocarpaceae, senyawa ini didapatkan dari hasil isolasi resin damar

mata kucing Pada Gambar 5. dapat dilihat struktur senyawa brasikasterol.

2.3.5 Terpenoid

Terpenoid termasuk dalam senyawa metabolit sekunder (senyawa kimia aktif)
yang memiliki efek fisiologis dan farmakologis, senyawa ini didapatkan pada
tumbuhan. Kandungan utama pada terpenoid adalah minyak atsiri, resin dan
aktivitas biologi lainnya yang berguna sebagai antibakteri, penghambat sel
kanker, inhibisi pada sintesis kolesterol, antiinflamasi, gangguan menstruasi dan

lainnya. Terpenoid terdiri dari karbon, hidrogen, oksigen yang membentuk
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senyawa aromatis. Senyawa terpenoid dipisahkan dengan isolasi dari suatu bahan
nabati, terpenoid umumnya larut dalam lemak dan kebanyakan memiliki struktur

siklik dengan satu gugus fungsi atau lebih (Resa, 2024).

OH

" OH
HsC CHa

©)

Gambar 6. Struktur senyawa terpenoid hasil isolasi Dryobalanops

Terpinen-4-ol (6) merupakan salah satu contoh senyawa yang berhasil diisolasi
oleh Tsumura et al., (2011) dari tumbuhan Dryobalanops aromatica tumbuhan
dari famili dipterocarpaceae. Senyawa ini merupakan golongan dari terpenoid
yang memiliki manfaat sebagai antiinflamasi. Struktur senyawa terpinen-4-ol

dapat dilihat pada Gambar 6.

2.4 Komponen Kimia Dipterocarpaceae

(6) 7

Gambar 7. Struktur senyawa hasil isolasi S. javanica
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Pada penelitian yang telah dilakukan oleh (Mulyono dkk.,2012) yang mengisolasi
komponen kimia pada getah tamanan damar mata kucing S. javanica, telah
diperoleh 3 senyawa utama, yaitu 3- sitosterol (6), dan stigmasterol (7) serta
komponen kimia lainnya. Struktur kimia dari senyawa tersebut terlampir pada
Gambar 7. Beberapa ilmuwan telah mengklasifikasikan senyawa metabolit
sekunder berdasarkan sejauh mana dan seberapa banyak tumbuhan tersebut
tersebar dialam. Contoh golongan metabolit sekunder, adalah alkaloid, flavonoid,

fenolik, saponin, tannin, steroid, dan minyak atsiri.

2.5 Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder

Isolasi merupakan suatu teknik pemisahan senyawa metabolit sekunder yang ada
pada bahan alam. Proses dan cara kerja isolasi terdiri dari beberapa tahap yaitu
ekstraksi, fraksinasi serta pemurnian, dan identifikasi. Ekstraksi adalah suatu
proses pemisahan senyawa kimia yang ada pada sampel bahan alam dengan
menggunakan pelarut tertentu. Prinsip metode ekstraksi berdasarkan pada

distribusi zat terlarut terhadap pelarutnya, hasil dari ekstraksi disebut ekstrak

(Ilyas, 2013).

Ekstraksi terdiri atas beberapa metode, yaitu maserasi, fraksinasi, sokletasi,
perlokasi, refluks dan destilasi uap. Contoh metode ekstraksi yang sederhana
adalah maserasi yang banyak digunakan baik dalam skala kecil maupun industri
(Koirewoa dkk., 2012). Prinsip dari ekstraksi adalah like dissolve like yang
dimana senyawa dari sampel akan larut dalam pelarut yang memiliki kepolaran
serupa. Ekstraksi terdiri dari dua jenis yang didasarkan pada fase nya, yaitu
ekstraksi cair-cair dan ekstraksi padat-cair. Metode yang dipilih pada saat
ekstraksi tergantung pada karakteristik bahan dan senyawa yang akan diisolasi

(Sarker et al., 2006).

Metode maserasi atau disebut juga ekstraksi padat-cair adalah metode pemisahan
senyawa yang dilakukan dengan perendaman menggunakan pelarut organik pada
suhu ruang (Karina dkk., 2016). Metode maserasi baik digunakan untuk suatu

senyawa yang tidak tahan terhadap panas, sehingga kerusakan pada
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komponen senyawa dapat dihindari. Tujuan utama ekstraksi senyawa adalah
untuk mendapatkan hasil optimal dalam jumlah ekstrak maupun senyawa aktif

dengan cara pemisahan tingkat kepolarannya (Harbone, 1972).

Fraksinasi merupakan suatu proses pemisahan senyawa kimia dari ekstrak yang
menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran berbeda, fraksinasi disebut juga
dengan partisi atau ektraksi cair-cair. Biasanya hasil ekstrak metanol yang telah
dipekatkan dilakukan proses partisi secara bertingkat dengan pelarut yang
digunakan adalah n-heksana, etilasetat, kloroform, dan butanol (Saifudin, 2014).
Macam-macam metode partisi yaitu :

a. Partisi cair-cair

Partisi cair- cair dapat dilakukan dengan menggunakan corong pisah, suatu
ekstrak yang telah dilarutkan dengan pelarut lain kemudian ditambahkan dengan
pelarut lain yang memiliki kepolaran berbeda, maka akan terbentuk dua lapisan.
Senyawa kimia yang memiliki massa jenis lebih besar akan berada dilapisan
bawah, dan suatu senyawa yang memiliki massa jenis lebih kecil akan berada
dilapisan atas.

b. Partisi padat-cair

Partisi padat-cair adalah suatu pemisahan atau suatu komponen dari padatan
dengan cara melarutkannya dengan pelarut, komponen lainnya tidak dapat larut
dengan pelarut tersebut. Proses partisi padat-cair ini banyak dilakukan untuk
pemisahan minyak dari bahan utamanya yang mengandung minyak (Ibrahim,

2009).

2.6 Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu teknik pemisahan yang diperkenalkan oleh
seorang ahli botani, Mikhail Tswett pada tahun 1906. Kromatografi adalah teknik
pemisahan suatu campuran yang berdasarkan pada kecepatan perambatan atau
gerak dari suatu komponen dengan media tertentu. Komponen pada kromatografi

akan dipisahkan menjadi dua yaitu fase gerak dan fase diam (Evilina, 2020).
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2.6.1 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis atau sering disebut juga dengan KLT adalah suatu
teknik pemisahan suatu senyawa yang menggunakan absorben sebagai fasa
stationer nya. Adsorben ini berupa lapisan tipis komponen seragam seperti silika
yang direkatkan pada plat lempeng kaca, plat alumunium ataupun plastik yang
berbentuk datar. Proses identifikasi KL T biasanya digunakan dalam menentukan
komponen kimia hasil fraksinasi, menggunakan sistem campuran yang dilakukan
dengan penambahan pelarut tertentu. Eluen yang dipilih dalam proses pengelusian
harus sesuai agar pola pemisahan dapat terlihat dan eluen tersebut dapat menarik
senyawa target yang akan diisolasi. Eluen yang dipilih juga tidak selalu cocok
harus ada trial and error untuk mendapatkan eluen yang sesuai, eluen yang
digunakan juga umumnya terdiri dari dua pelarut yang memiliki tingkat kepolaran
berbeda. Hasil dari KL T ini kemudian diidentifikasi kembali dengan reagen
serium sulfat untuk memperjelas bercak atau noda yang telah terbentuk pada plat.
KLT umumnya bertujuan untuk mengetauhi atau menentukan banyaknya

komponen kimia dalam suatu senyawa (Gandjar dan Rohman, 2007).

Hasil jarak pemisahan suatu senyawa yang telah ada pada plat KL T tergantung
pada tingkat kepolarannya. Senyawa yang memiliki sifat semi polar dan tidak
polar jarak pemisahannya akan jauh dari jarak awal penotolan. Sedangkan
senyawa yang bersifat polar akan berada dekat dengan jarak awal penotolan. Jarak
pemisahan ini disebut juga dengan nilai RF yaitu, suatu nilai yang menyatakan
jarak pengembangan yang terjadi pada komponen senyawa. Hasil noda pada plat
KLT bergantung pada tingkat kepolaran eluen, eluen yang bersifat polar akan
menghasilkan niali RF yang besar, karena sifat dari plat yang digunakan adalah
polar, dan jika eluen yang digunakan nonpolar maka akan semakin kecil nilai rf

nya (Sastrohamidjojo, 2002).

_ jarak tempuh sampel

~ jarak tempuh pelarut
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2.6.2 Kromatografi Cair Vakum

Kromatografi cair vakum adalah salah satu bentuk kromatografi kolom yang
banyak digunakan dalam fraksinasi kasar yang cepat terhadap suatu ekstrak.
Kondisi vakum sendiri digunakan untuk mempercepat aliran dari fase gerak yang
berjalan dari atas ke bawah. KCV umumnya digunakan sebagai fraksinasi awal
untuk sampel yang bersifat non polar dan semi polar (Raymond, 2005). Metode
KCV dipilih karena dapat digunakan untuk memisahkan sampel dalam jumlah
besar dengan waktu yang relatif singkat. prinsip kerja KCV adalah dengan
absorpsi dan partisi, kolom akan diisi dengan fase diam lalu kemudian divakum
dengan alat vakum agar fase gerak yang ada pada kolom yang berupa eluen dapat
bergerak turun dan mengelusi komponen kimia yang terkandung pada sampel,
komponen kimia akan keluar dalam bentuk fraksi-fraksi yang lebih sederhana

(Syafitri dan Ersam, 2016).

Kromatografi Cair Vakum memiliki beberapa bagian alat seperti, corong buchner
dengan kaca masir yang kemudian diisi dengan fase diam yaitu keadaan yang
akan terus-menerus berlanjut dan menghasilkan suatu kerapatan yang maksimum
dengan tekanan rendah yang dapat meningkatkan laju alir dari fase gerak. Eluen
yang digunakan pada saat kromatografi cair vakum memiliki beberapa urutan
berdasarkan tingkat kepolarannya seperti pada Tabel 1. Vakum dapat dihentikan
dengan cara kepolaran pelarut yang rendah dituangkan ke permukaan absorben
lalu dihisap kembali dengan vakum hingga silika menjadi kering dan siap dipakai

(Hostettman et al., 1995).

Beberapa metode partisi yaitu :

a. Carabasah

Tahap pertama yang dilakukan adalah fase diam dilarutkan dalam fase gerak yang
akan digunakan. Campuran tersebut lalu dimasukkan kedalam kolom usahakan
agar campuran diletakkan secara merata, lalu fasa gerak dibiarkan mengalir
hingga fase diam terbentuk (fase diam harus rata dan tetap), dan terakhir laju

aliran dihentikan.
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b. Cara Kering

Adsorben atau fase diam yang digunakan pada KCV dimasukkan kedalam kolom,
lalu basahi dengan pelarut yang akan digunakan. (Hostettman et al., 1995).

Tabel 1. Urutan Tingkat kepolaran pelarut .

n-heksan
Sikloheksana
Karbon
tetraklorida
Benzena
Toluena
Metilen
Klorida
Kloroform
Etil Asetat
Aseton
n-propanol
Etanol
Metanol
Air

Sumber : Gritter et al., 1991.

2.6.3 Kromatografi Kolom Gravitasi

Kromatografi yang berfungsi untuk memisahkan fraksinasi ekstrak disebut
dengan kromatografi kolom. Kromatografi Kolom gravitasi (KKG) dapat
digunakan untuk fraksinasi ekstrak kasar maupun halus, dalam pemisahan ekstrak
kasar fase diam yang digunakan berupa silika halus yang dimasukkan kedalam
kolom dalam bentuk larutan. Pelarut yang digunakan adalah pelarut organik.
Untuk pemisahan yang lebih halus yang digunakan adalah fase diam yang bersifat
polar. Ada beberapa macam ukuran silika yang dapat diguanakan dalam

kromatografi kolom, yaitu:

1. 40-63um (230-400 Mesh), banyak digunakan dalam berbagai aplikasi.

2. 63-200 um (70-230 Mesh), sering digunakan pada kolom gravitasi.
Ukuran lebih kecil dari 40 um banyak digunakan untuk Kromatografi Lapis Tipis
(Saifudin, 2002).
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2.7 Karakterisasi dengan Spektrofotometri

Spektrofotometri merupakan suatu metode analisis, yang digunakan dalam
menganalisis dan mengidentifikasi senyawa, dengan menggunakan alat instrumen
berupa spektrofometer. Cara atau prinsip kerja dari spektrofotometer adalah
berdasarkan pada pengukuran transmitan, absorben atau sampel. Umumnya
metode spektrofotometri bekerja dengan membandingkan serapannya dengan
larutan zat yang akan diuji, sesuai dengan standar prosedur dengan serapan dari
larutan standar yang digunakan sebagai acuan (Silverstain et al., 1991). Pada
penelitian ini digunakan tiga jenis alat spektrofotometer, yaitu Spektrofotometer

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS), NMR, dan UV-Vis.

2.7.1 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis salah satu instrumen kimia yang digunakan sebagai
pengukuran antara panjang gelombang dan sinar ultraviolet serta cahaya tampak
yang kemudian diabsorpsi oleh sampel. Energi yang dimiliki oleh sinar ultraviolet
dan sinar tampak dapat mempromosikan elektron kulit terluar ketingkat energi

yang lebih tinggi.

Tabel 2. Serapan sinar dan Warna Spektrofotometri UV-Vis

Serapan Sinar danZat Warna yang Warna yang
Warna (nm) Diteruskan Diserap

400-435 Ungu Hijau-Kekuningan
435-480 Biru Kuning
480-490 Biru-Kehijauan Jingga
490-500 Hijau-Kebiruan Merah
500-560 Hijau Ungu-Kemerahan
560-580 Hijau-Kekuningan Ungu
580-595 Kuning Biru
595-610 Jingga Biru-Kehijauan
610-750 Merah Hijau-Kebiruan

Sumber : Day dan Underwood, 2001
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Rentang Panjang gelombang sinar ultraviolet adalah 200-400 nm, sedangkan sinar
tambak (Visible) adalah 400-800 nm (Dachriyanus, 2004). Serapan sinar dan
warna pada sepektrofotometri UV-Vis terlampir pada Tabel 2.

2.7.2 Spektrofotometri NMR

Tabel 3. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra '"H-NMR

Tipe Gugus Pergeseran Kimia 'H () (ppm)
C-CHj3 (alkana) 0,5-2

C=C-H (alkuna) 2,5-3,5

H3C-O- (eter) 3,5-3,8

H>C=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

-COOH 11,5-12,5

Sumber : Sudjadi, 1985

Table 4. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra *C-NMR

Tipe Gugus Pergeseran Kimia *C () (ppm)
C=0 (keton) 205-220
C=0 (aldehid) 190-200
Cc=0 170-185
RCH>OH 50-65
RCHCl 40-45
RCH>NH2 37-45
R3;CH 25-35
CH;CO- 20-30
R>CH:2 16-25
RCH;3 10-15

Sumber : Sudjadi, 1985

Spektrofotometri NMR suatu teknik analisis kimia yang digunakan untuk
menentukan struktur molekul. NMR mengabsorbsi dengan radiasi
elektromagnetik daerah frekuensi radio, berdasarkan sifat-sifat sampel. Pergeseran
kimia '"H-NMR dan *C-NMR terlampir pada Tabel 3. dan 4. NMR mengabsorbsi

dengan radiasi elektromagnetik daerah frekuensi radio, berdasarkan sifat-sifat
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sampel. Plot akan membentuk frekuensi puncak absorbsi dengan intensitas puncak
dam muncul sebagai suatu spektrum NMR.NMR dapat digunakan untuk
menentukan struktur baik komponen alami maupun sintetik (Sastroamid;jojo,

1994).

2.7.3 Spektrofotmeter Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS)

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) merupakan metode analisis
yang mengkombinasikan teknik kromatografi cair dengan spektrometri massa
untuk memisahkan, dan menganalisis berbagai senyawa dalam campuran yang
kompleks. Teknologi ini memiliki sensitivitas dan selektivitas yang tinggi, serta
mampu mendeteksi senyawa dalam konsentrasi yang sangat kecil, bahkan hingga
skala nanogram maupun pikogram (Niessen, 2006). Teknik pada LC, pemisahan
senyawa dilakukan berdasarkan perbedaan tingkat afinitas senyawa terhadap fase
diam dan fase gerak. Setelah pemisahan, senyawa-senyawa tersebut dianalisis
lebih lanjut menggunakan spektrometri massa (MS), yang bekerja dengan
mengukur rasio massa terhadap muatan (m/z) (Dong, 2006). Disebabkan oleh
kemampuannya dalam mendeteksi senyawa yang bersifat polar, tidak mudah
menguap dan sensitif terhadap suhu tinggi yang sulit dianalisis menggunakan GC-
MS (Kaufmann, 2012). Dalam studi senyawa alam, LC-MS berperan penting
dalam menentukan struktur senyawa hasil isolasi dan memperoleh informasi

massa molekul secara presisi sebagai dasar untuk penentuan struktur molekul

Kromatografi Cair-Spektrometri Massa (LC-MS) adalah gabungan dua teknik
analitik canggih: Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (HPLC) atau Ultra Kinerja
Tinggi (UHPLC) dan Spektrometri Massa (MS). Penggabungan ini
menggabungkan kekuatan pemisahan sampel yang efisien dari kromatografi cair
dengan kemampuan identifikasi dan kuantifikasi yang akurat dari spektrometri
massa. Secara terpisah, kedua teknik ini memiliki keterbatasan. Sebaliknya,
Spektrometri Massa unggul dalam mengidentifikasi molekul, tetapi memerlukan
sampel yang relatif murni untuk analisis yang tepat. Dengan menggabungkan

keduanya, LC-MS mengatasi kelemahan, yang memungkinkan pemisahan dan
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identifikasi molekul secara simultan dalam sampel yang kompleks.

(Watson dan Sparkman, 2007).

2.8 Uji Secara In Vitro

Uji aktivitas penghambatan enzim a-amilase secara in vitro bertujuan untuk
menilai penurunan kemampuan enzim dalam mengubah pati menjadi glukosa.
Enzim o-amilase berperan penting dalam mengkatalisis pemecahan ikatan
1,4-glikosidik pada pati, yang kemudian diubah menjadi glukosa dan dapat
diserap tubuh. Jika kadar glukosa dalam darah melebihi batas normal, kondisi ini
dapat menyebabkan diabetes melitus. Dalam pengobatan diabetes melitus, salah
satu terapi farmakologi yang dapat digunakan adalah obat sintetik, seperti

acarbose, yang bekerja menghambat aktivitas enzim a-amilase (Alfiani, 2022).

2.9 Diabetes Melitus

Diabetes melitus (DM) merupakan suatu penyakit menahun yang ditandai dengan
peningkatan kadar glukosa dalam darah (gula darah) melebihi batas normal, yaitu
200 mg/dl dan kadar gula saat puasal26 mg/dl (Misnadiarly, 2006). Silent Killer
adalah salah satu julukan yang diberikan untuk penyakit DM ini, karena penyakit
ini muncul tanpa disadari oleh penderita dan saat diperiksa penderita telah
menyandang penyakit komplikasi yang mematikan. DM juga merupakan salah
satu penyakit yang dapat menyerang seluruh sistem metabolit manusia dan
apabila sudah menderita penyakit DM maka penderita pasti akan terserang
penyakit komplikasi yang mematikan. International Diabetes Federation (IDF)
menyatakan bahwa prevalensi penyakit DM telah mencapai 1,9% dan
menyebabkan DM menjadi salah satu penyakit yang dapat menyebabkan
kematian terbesar ke-7 dunia. Pada tahun 2013 sebanyak 382 juta jiwa mengidap

penyakit DM dengan 85-90% mengidap DM tipe 2 (Hestiana, 2017).

Diabetes melitus merupakan suatu penyakit kelainan heterogen yang

menyebabkan terjadinya kenaikan kadar gula dalam darah atau sering disebut juga
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dengan hiperglikemia. Saat kondisi tubuh normal glukosa yang masuk dan
bersumber dari makanan akan disirkulasikan dalam darah, dan diatur oleh insulin.
Insulin adalah hormon yang dihasilkan oleh pankreas yang digunakan sebagai
pengontrol penyimpanan dan pembentukan glukosa. Dalam tubuh penderita DM
sel-sel yang seharusnya memproduksi insulin berhenti dan tidak lagi merespon
sehingga mengakibatkan kadar gula meningkat atau hiperglikemia, jika dibiarkan
terus-menerus kondisi seperti ini akan mengakibatkan muncul penyakit

komplikasi lain dan neuropatik (Damayanti, 2015).

Diabetes melitus dibagi kedalam dua tipe yaitu DM tipe 1 (InsulinDependent
Diabetes Melitus/IDDM) dan DM tipe 2 (Non-Insulin Dependent Diabetes
Melitus/NIDDM). Dan diabetes tipe lain yaitu DM Gestasional. Umumnya DM
tipe 1 disebabkan karena faktor genetik yang sudah dimiliki sejak kecil. DM tipe
1 merupakan suatu gangguan autoimun yang menyebabkan munculnya kerusakan
sel-sel f-Lengerhans Pankreas. Kerusakan sel ini menyebabkan pankreas kurang
mampu menghasilkan insulin, sehingga jumlah insulin dalam tubuh berkurang
atau bahkan tidak ada sama sekali. Kurangnya insulin dalam tubuh
mengakibatkan kadar gula tidak dapat dikontrol dengan baik sehingga jumlahnya
meningkat dalam darah atau hiperglikemia. Penderita DM tipe 1 memerlukan
insulin dari luar (eksogen), yang diberikan melalui suntikan (Bustan, 2015).
Diabetes melitus tipe 2 banyak diderita pada orang dewasa, hal ini disebabkan
oleh kerusakan atau degenerasi organ dan juga faktor gaya hidup yang tidak sehat.
dari fungsi sel f-pankreas dan juga kerja insulin, penyakit eksokrin pankreas,
endokrinopati, efek samping obat atau zat kimia, infeksi, dan sindrom genetik
lainnya. DM Gestasional dapat menyerang pada saat masa kehamilan dan banyak
menyerang pada saat trisemester kedua dan ketiga (American Diabetes

Association, 2010).

Obat oral dan terapi insulin banyak digunakan sebagai pertolongan pertama
kondisi hiperglikemia atau diabetes. Akan tetapi penggunaan obat secara terus
menerus dapat menyebabkan efek samping. Obat tradisional merupakan salah satu
cara yang dapat dilakukan oleh penderita DM karena obat herbal lebih memiliki

efek samping yang minim dan diperoleh dari bahan alami sehingga aman
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digunakan pada jangka panjang (Prameswari dan Wijanarko, 2014).

Salah satu cara yang dapat dilakukan untuk pengobatan diabetes melitus adalah
dengan menghambat enzim yang terlibat dalam hidrolisis karbohidrat disaluran
pencernaan. Beberapa senyawa aktif tanaman obat telah banyak ditemukan dan
diteliti dan terbukti memiliki kemampuan untuk menghambat enzim a-amilase.
Enzim o- amilase dapat memecah molekul pati yang besar dan tidak larut menjadi
menjadi disakarida menjadi monosakarida. Inhibitor enzim membatasi terjadinya
pencernaan karbohidrat makanan, sehingga penyerapan gula sederhana yang
menyebabkan rendahnya kadar glukosa postprandial dalam darah. Selain itu
ekstrak herbal lain pun banyak yang memiliki antioksidan yang dapat digunakan

sebagai obat diabetes (Rahimi et al., 2016).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober-Maret 2025, yang bertempat di
Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan [lmu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Determinasi sampel dilakukan di
Laboratorium Biologi, JurusanBiologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Analisis Spektroskopi UV-Vis, serta
uji bioaktivitas antidiabetes dilakukan di Laboratorium Kimia Organik, Fakultas
Matematika dan [lmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Analisis
Spektroskopi NMR dilakukan di Laboratorium NMR, Institut Teknologi
Bandung. Dan analisis LC-MS dilakukan di Laboratorium Forensik, Sentul,

Bogor.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah, alat-alat gelas,peralatan
destilasi, rotary vaccum evaporator, seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis
(KLT), Kromatografi Cair Vakum (KCV), Kromatografi Kolom (KK), lampu UV,
pipa kapiler, neraca analitik,penangas air, mikropipet, inkubator, mikrotip,

Spektrofotometer Uv-VIS, spektrofotometer NMR dan LC-MS.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah, sampel kulit kayu
damar mata kucing yang diperoleh di Pesisir Barat, Krui, Lampung Selatan pada
tanggal 22 November 2023. Kulit batang ini kemudian dihaluskan dan

dikeringkan sampai berbentuk serbuk. Pelarut yang digunakan untuk
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mengekstraksi sampel adalah Metanol, bahan kimia lain yang digunakan adalah
n-heksana, etil asetat, metanol, aseton, aquades, silika gel Merk G-60 . Bahan
yang digunakan dalam uji antidiabetes yaitu enzim o-amilase, acarbose, larutan

pati, larutan iodin, HCI, dan pelarut Dimethyl sulfoxide (DMSO).

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Preparasi Sampel

Sampel kulit kayu damar mata kucing (S. javanica) dideterminasi di
Laboratorium Biologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan I[lmu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Sampel yang telah diperoleh kemudian
dipotong menjadi bagian-bagian kecil, lalu dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan (jangan sampai terpapar sinar matahari secara langsung) pengeringan
dengan cara diangin-anginkan ini bertujuan agar kandungan metabolit sekunder
yang didalamnya tidak rusak. Sampel kulit kayu yang telah kering kemudian
dihaluskan dengan cara diblender hingga berbentuk serbuk halus. Penghalusan ini
dilakukan agar permukaan sampel lebih kecil sehingga memudahkan saat proses

ekstraksi.

3.3.2 Ekstraksi Menggunakan Metode Maserasi

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dengan penggunaan sampel
sebanyak 2 kg, sampel halus diekstraksi dengan pelarut metanol selama 24 jam
dengan tiga kali pengulangan. Filtrat hasil maserasi kemudian disaring dengan
menggunakan kertas saring lalu diukur volume filtrat yang didapat dengan gelas
ukur. Filtrat yang telah disaring kemudian diuapkan dengan menggunakan rotary
vaccum evaporator dengan suhu 55°C hingga berbentuk kental lalu ditimbang
untuk menentukan berat sampel. Kemudian sampel pekat dipartisi menggunakan
pelarut n-heksana untuk mendapatkan fraksi metanol-air dan fraksi n-heksana.

Kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary vaccum evaporator.
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3.3.3 Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan dengan cara melarutkan ekstrak yang telah dipekatkan
dengan metanol, lalu kemudian hasil larutan dimasukkan kedalam corong pisah.
Selanjutnya ditambahkan pelarut n-heksana kedalam corong pisah. Goncangkan
labu sambil sesekali buka kran untuk mengeluarkan gas yang ada pada campuran
larutan. Terakhir buka penutup corong agar kedua lapisan terbentuk dan
kemudian didiamkan 10 menit. Setelah 10 menit buka kran dan tampung larutan
fraksi kedalam vial, lapisan yang memiliki berat jenis besar akan berada dilapisan

bawah.

3.3.4 Kromatografi Cair Vakum

Ekstrak pekat yang telah ditimbang kemudian difraksinasi melalui proses metode
Kromatografi Cair Vakum (KCV). Tujuan dari metode KCV ini adalah untuk
memisahkan ekstrak sampel dalam jumlah yang besar. KCV sendiri memiliki
prinsip dasar dengan cara mendistribusi partikel lain dalam fase diam. Pada
penelitian ini fase diam yang digunakan adalah silika gel halus dengan berat 10
kali dari berat sampel. Silika gel halus kemudian dimasukkan kedalam kolom
yang sudah dalam kondisi vakum dengan alat vaccum evaporator, hingga silika
menjadi memadat tanpa ada rongga. Kemudian ditambahkan eluen yang memiliki
kepolaran rendah gunanya untuk melumasi silika, lalu kemudian divakum
kembali. Ekstrak pekat dilarutkan dengan menggunakan pelarut aseton, lalu
kemudian diimpregnasi dengan silika gel kasar dengan berat dua kali dari berat
sampel awal. Lalu hasil impregnasi sampel dimasukkan kedalam kolom yang
sebelumnya telah dimasukkan silika gel halus (fase diam), kolom siap digunakan.
Pengelusian sampel dilakukan dengan eluen etil asetat atau n-heksana, lalu kolom
dihisap dengan vakum hingga kering setiap kali eluen ditambahkan tujuannya
untuk memisahkan fraksi-fraksi yang ada pada sampel. Proses fraksinasi ini
dilakukan berulang kali dengan cara kerja yang sama. Fraksi-fraksi yang terpisah
kemudian dipisahkan dengan pola pemisahan yang dilakukan dengan

Kromatografi Lapis Tipis (Dianti dkk., 2021).
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3.3.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis dilakukan untuk menentukan dan melihat pola
pemisahan suatu senyawa yang ada pada ektrak kasar dan juga fraksi-fraksi hasil
KCV. Pemisahan dengan KLT dilakukan pada plat silika sebagai fase diam dan
fase gerak nya dapat disesuaikan dengan hasil yang didapat saat KCV. Fraksi
hasil KCV kemudian ditotolkan pada plat KLT dengan menggunakan pipa kapiler.
Lalu plat yang telah ditotol sampel dielusi dengan eluen n-heksana dan etil asetat
dengan perbandingan tertentu. Setelah itu plat yang telah dielusi diamati dengan
menggunakan lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Pada
Panjang gelombang 254 nm biasanya lebih efektif menunjukkan atau mendeteksi
senyawa non polar, sedangkan pada panjang gelombang 366 nm lebih efektif

mendeteksi senyawa polar dan senyawa kompleks (Wulandari, 2011).

Hasil noda yang telah disinari lampu UV, disemprot dengan reagen Serium sulfat,
setelah itu nilai RF(Reterdatin factor). Fraksi yang memiliki pola pemisahan dan
RF yang sama kemudian digabungkan untuk dilakukan tahap fraksinasi

berikutnya dengan menggunakan Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG).

3.3.6 Kromatografi Kolom

Fraksi-fraksi yang telah dikelompokkan menjadi lebih sedikit kemudian
dipisahkan dengan kromatografi kolom. Pada penelitian ini digunakan fase diam
dan fase gerak, dengan fase diamnya adalah silika gel Merck (35-40 Mesh).
Sebelum digunakan silika gel dilarutkan dengan pelarut untuk proses elusi,
campuran dari silika gel dan pelarut disebut slurry (Pratiwi dan Ersan, 2013).
Sampel hasil impregnasi dengan silika kasar sebanyak 2 kali berat sampel
kemudian dimasukkan kedalam kolom yang telah berisi fase diam. Saat sampel
didalam kolom, kondisi silika fase diam tidak boleh kering, hal ini dikarenakan
dapat mengganggu fase diam yang telah mencapai kerapatan dan proses elusi pun
menjadi terganggu. Kolom yang telah berisi sampel dan fase diam dielusi dengan

eluen yang sesuai, hasil yang diperoleh ditampung ke dalam vial-vial.
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3.3.7 Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode
KLT dengan beberapa campuran eluen. Suatu senyawa dikatakan murni apabila
noda yang muncul pada plat KLT hanya satu noda setelah melalui pengelusian
dan juga telah disemprot reagen serium sulfat, penyemprotan reagen serium sulfat

bertujuan untuk memperjelas dan melihat besar tidaknya konsentrasi senyawa.

3.3.8 Identifikasi Senyawa dengan Spektrofotometer

Alat yang digunakan untuk analisis spektrofotometri yaitu, spektrofotometri UV-
Vis, Spektrofotometri Resonansi Magnetik Nuklir (NMR), dan Spektrofotometri
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS).

a. Spektrometer Resonansi Magnetik Nuklir (NMR)

Kristal murni dari sampel dilarutkan dengan aseton dan ditambahkan dengan
senyawa acuan. Lalu dimasukkan larutan kedalam tabung gelas dengan ketebalan
sekitar 5 mm yang berada diantara tengah-tengah kumparan frekuensi radio (rf).
Kemudian energi yang dihasilkan dari medan magnet radio frekuensi (rf)
diterapkan terus menerus. Energi yang diserap sampel dengan frekuensi tertentu
dari medan magnet radio frekuensi akan direkam dan menghasilkan spektrum

NMR.

b. Spektrofotometer LC-MS

Analit dipisahkan dalam kolom kromatografi cair kemudian diionisasi dan
dipisahkan lagi berdasarkan perbandingan massa dengan muatan (m/z) dari
masing-masing ion, sebelum diteruskan pada spektrometer massa yang

selanjutnya akan dibaca oleh detektor.

¢. Spektrofotometer UV-Vis

Sebanyak 0,2 mg kristal murni hasil isolasi dilarutkan dengan 20 mL metanol,

larutan ini dapat digunakan dalam beberapakali pengukuran. Dibuat larutan
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standar dengan konsentrasi tertentu sebagai larutan acuan atau sebagai larutan

pembanding.

3.3.9 Uji Aktivitas Antidiabetes

Pada penelitian ini uji antidiabetes dilakukan dengan cara mengukur aktivitas
penghambatan enzim a-amilase dengan sampel ekstrak yang diuji secara in vitro.
Sampel ekstrak sebanyak 4 mg sampel dilarutkan dengan 2 mL pelarut DMSO
5% dengan beberapa variasi konsentrasi (20, 40, 80, dan 100 ppm). Dibuat larutan
pati 1% dengan cara melarutkan 0,15 g pati dalam 15 mL aquades kemudian
dipanaskan dan larutan menjadi berwarna bening. Terdapat 4 jenis larutan yaitu
larutan uji sampel (A1) yang dibuat dengan cara 0,25 mL larutan sampel
ditambahkan dengan beberapa variasi konsentrasi (20, 40, 60, 80, dan 100 ppm)
dan ditambahkan enzim a-amilase dalam tabung reaksi lalu dihomogenkan.
Larutan blanko sampel (A:) dibuat dengan cara 0,25 mL larutan sampel dengan
beberapa variasi konsentrasi ditambahkan dengan 0,25 mL H:O kedalam tabung
reaksi. Larutan kontrol (As) dibuat dengan cara dimasukkan 0,25 mL enzim a-
amilase dan 0,25 mL H20 kedalam tabung reaksi lalu dihomogenkan. Larutan
blanko (As4) dibuat dengan cara dimasukkan H-O 0,5 mL. Kemudian seluruh
larutan ini didiamkan pada suhu ruang selama 10 menit, lalu setalah didiamkan
larutan tersebut ditambahkan dengan larutan pati 1% sebanyak 0,25 mL dan
diinkubasi selama kurang lebih 30 menit pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi
semua larutan tersebut ditambahkan dengan larutan HC1 1 N, 0,25 mL larutan
iodide, dan 4 mL H.O. Kemudian diukur absorbansi seluruh larutan dengan
spektrofotometri Uv-Vis dengan Panjang gelombang 600 nm. Kontrol positif yang
dapat digunakan pada penelitian ini adalah akarbosa, dengan langkah dan cara

kerja sama seperti pengujian (Mwakalukwa et al., 2020).

Perhitungan inhibisi dapat dilakukan dengan rumus sebagai barikut :

. (A2-A1)
(A4-A3)

% inhibisi = [1 ] x 100%
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Keterangan :

A1 = Absorbansi rata-rata dari larutan sampel + pati + enzim
A2 = Absorbansi rata-rata dari larutan sampel + pati tanpa enzim
A3 = Absorbansi rata-rata dari larutan pati + enzim

A4 = Absorbansi rata-rata dari larutan pati tanpa enzim



V.SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh kesimpulan

sebagai berikut :

1. Telah berhasil diisolasi senyawa Ds-Stigmasterone sampel NVJ F21A dari
fraksi n-heksana kulit batang tumbuhan damar mata kucing (S. Javanica)
dengan kristal berwarna putih sebanyak 20 mg dan dikarakterisasi dengan
spektrofotometer 'H-NMR dan LC-MS.

2. Berdasarkan hasil uji antidiabetes menunjukkan bahwa senyawa NVJ F21A
dari fraksi n-heksana memiliki potensi aktivitas antidiabetes kuat dengan nilai

1C5051,58 png/mL.

5.2 Saran

Untuk penelitian mendatang, disarankan untuk mengoptimalkan proses ekstraksi
dengan meningkatkan jumlah serbuk kulit batang Shorea javanica. Peningkatan
skala ekstraksi ini diharapkan dapat menghasilkan jumlah senyawa murni yang
lebih substansial, yang akan sangat mendukung upaya karakterisasi lebih lanjut
atau pengujian aktivitas biologis pada skala yang lebih besar. Selain itu,
peningkatan ketelitian dalam tahap pencucian kristal sangat direkomendasikan
untuk menjamin kemurnian senyawa yang lebih tinggi, yang krusial untuk

validitas data bioaktivitas.
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