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Penyakit diabetes melitus adalah disfungsi metabolisme karbohidrat. Terapi antidiabetes oral
yaitu menggunakan agen penghambat a-glukosidase. Oleh karena itu perlu dilakukan kajian
agen penghambat a-glukosidase yang potensial diantaranya madu kaliandra dan ekstrak daun
namnam. Kajian ini akan difokuskan pada kemampuan sampel tersebut sebagai agen
penghambat a-glukosidase baik dengan perlakuan bentuk tunggal maupun campuran,
sebelum dan setelah fraksinasi. Selain itu digunakan FTIR (Fourier Transform Infrared)
untuk mengetahui golongan senyawa pada setiap perlakuan sampel tersebut. Uji aktivitas
penghambatan a-glukosidase secara in vitro pada ekstrak daun namnam menunjukkan nilai
ICso sebesar 34,47 ppm, sedangkan madu kaliandra tidak menunjukkan aktivitas
penghambatan a-glukosidase. Hasil fraksinasi cair-cair menunjukkan bahwa ekstrak n-
heksana mampu menghambat a-glukosidase tertinggi berdasarkan nilai 1Cso sebesar 8,46
ppm. Hasil karakterisasi menggunakan spektrofotometer FTIR pada ekstrak n-heksana
mengandung gugus fungsi yang memiliki kemiripan dengan golongan senyawa steroid.
Senyawa aktif pada ekstrak etil asetat dan ekstrak n-butanol mengandung gugus fungsi yang
memiliki kemiripan dengan gugus fungsi standar senyawa kuersetin.

Diabetes mellitus is a dysfunction of carbohydrate metabolism. Oral antidiabetic therapy is
use for a-glucosidase inhibiting agents. Therefore, it is necessary to study potential a-
glucosidase inhibiting agents including calliandra honey and namnam leaf extract. This
study will focus on the ability of these samples as a-glucosidase inhibiting agents both by
single and mixed treatment, before and after fractionation. Also used FTIR (Fourier
Transform Infrared) to determine the class of compounds in each sample treatment.In vitro
o-glucosidase inhibitory activity test on namnam leaf extract showed 1C50 value of 34.47
ppm, while Caliandra honey did not show a-glucosidase inhibitory activity. The results of
liquid-liquid fractionation showed that n-iexane extract was able to inhibit the highest a-
glucosidase based on IC50 value of 8.46 ppm. The results of the characterization using FTIR
spectrophotometer in n-hexane extract contain functional groups that have similarities with
the group of steroid compounds. The active compounds in ethyl acetate extract and n-butanol
extract contain functional groups that have similarities with standard functional groups of
quercetin compounds.

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) adalah penyakit
gangguan metabolisme yang ditandai oleh
kenaikan kadar glukosa dalam darah atau
hiperglikemia [1]. Pengobatan DM dapat
dilakukan terapi obat hipoglikemik oral (OHO)
yang diperuntukkan bagi penderita DM tipe 2.
Salah satu cara terapi antidiabetes oral atau
OHO yaitu dengan menggunakan agen
penghambat a-glukosidase.

Para peneliti telah berupaya menemukan
agen penghambat a-glukosidase alami yang
dapay digunakan untuk alternatif obat baru yang
aman dan efisien bagi penderita DM. Salah satu
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alternatif pengobatan herbal yang berpotensi
untuk kepentingan tersebut adalah daun
namnam. Aziz dan Igbal [2] menunjukkan
bahwa daun namnam mengandung senyawa
aktif tanin, saponin, flavonoid, terpenoid dan
glikosida. Selain itu, aktivitas penghambatan o-
glukosidase ekstrak metanol daun namnam
(Cynometra cauliflora L.) memiliki 1Cso sebesar
0,042+0,010 mg/mL [3]. Sumarlin et al. [4]
telah menemukan bahwa ekstrak daun namnam

menunjukkan kemampuannya dalam
menghambat  a-glukosidase  berdasarkan
parameter 1Cso. Penelitian tersebut

menunjukkan bahwa pada metanol 5,58 + 2,0
pag/mL, ekstraksi cair-cair 1,84 + 0,9 pg/mL (n-
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butanol), 16,22 + 1,03 pg/mL (n-heksana), 21,92
+ 0,23 pg/mL (etil asetat), dan 37,74 + 2,74 ug /
mL (air).

Pada penelitian ini akan dilakukan
formulasi baru daun namnam yang dicampurkan
dengan madu yang juga memiliki kemampuan
sebagai penghambat penyakit DM [5]. Sampel
diperlakukan dengan cara fraksinasi sebagai
upaya untuk meningkatkan penghambatan a-
glukosidase.  Proses fraksinansi ini pernah
diteliti olen Sofawati [6] yang menunjukkan
bahwa  fraksinasi  (ekstraksi  cair-cair)
meningkatkan penghambatan aktivitas a-
glukosidase ekstrak etanol buah ketapang
(Terminalia catappa L.) dari nilai ICs 3,02 ppm
menjadi 2,94 ppm. Selain itu, diperlukan analisis
keberadaan gugus fungsi menggunakan FTIR
(Fourier Transform Infrared)pada berbagai
sampel tersebut dengan beberapa perlakuan.

EKSPERIMEN
Material

Bahan yang digunakan adalah bagian
daun tanaman namnam (Cynometra cauliflora
L.) yang diambil di Desa Cintaratu, Kecamatan
Parigi, Kabupaten Pangandaran, Jawa Barat dan
madu kaliandra komersil yang ada dipasaran
Indonesia, metanol (pa), kertas saring Whatman
no.1, FeCls 1%, HCI pekat, serbuk Magnesium
(Mg), n-heksana, H.SOs pekat, kloroform,
amoniak, pereaksi Dragendroff, pereaksi
Bourchardat, etanol 96%, NaOH 10%, larutan
standar asam galat, reagen folin Ciocalteu,
Na,COs 15%, larutan standar kuersetin, AIClI;
2%, etil asetat, butanol, DMSO (Dimetil
sulfoksida), buffer fosfat pH 7, p-nitrofenil- o-
D-glukopiranosida (PNPG) 20 mM, enzim a-
glukosidase yang berasal dari Saccharomyces
cereviseae (Waco), Na,CO3 0,2 M, alumunium
foil dan aquades.

Instrumentasi
Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR
Prosedur
Ekstraksi Daun Namnam
Daun namnam (Cynometra cauliflora
L.) dalam bentuk serbuk sebanyak 800 gram

direndam dalam 6000 mL metanol p.a. Lalu di
maserasi selama 24 jam. Kemudian dilajutkan
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dengan remaserasi selama 9 jam. Hasilnya
berupa filtrat yang dipekatkan menggunakan
vakum rotary evaporator (suhu 45-50 °C).
Hasilnya dinamakan ekstrak kasar daun
namnam (crude extract)

Fraksinasi Sampel Campuran (1:1)

Sampel campuran ekstrak daun namnam
dan madu kaliandra (1:1) dilarutkan terlebih
dahulu dengan aquades, kemudian difraksinasi
dengan n-heksana, etil asetat, dan n-butanol.
Hasilnya dalam bentuk 2 fase dipisahkan dan
dilakukan fraksinasi secara berulang sampai
diperoleh fase atas yang jernih. Ekstark yang
diperoleh pada setiap fase dipekatkan dengan
rotary evaporator vakum (suhu £70°C). Ekstrak
pekat diperoleh dengan cara dikeringkan dalam
oven pada suhu +50°C.  Setiap fraksi (air, n-
heksana, etil asetat dan n-butanol) diukur
aktivitas  penghambatannya terhadap -
glukosidase dan dikarakterisasi gugus fungsi
penyusun komponen menggunakan instrumen
FTIR.

Uji Aktivitas penghambatan a-glukosidase [7]

Sampel ekstrak daun namnam, madu
kaliandra (kondisi tunggal/belum dicampurkan),
dan campurannya (1:1) (sebelum fraksinasi).
Ekstrak hasil fraksinasi dilarutkan dalam DMSO
sebanyak 8 mg dan dibuat larutan baku dengan
variasi konsentrasi 200; 100; 50; 25; 10 dan 5
ppm. Sampel sebanyak 5 pL dimasukkan ke
dalam tabung dan ditambahkan 495 pL buffer
fosfat pH 7 dan 250 pL PNP-a-D-
glukopiranosida 20 mM. Setelah homogen,
larutan dipreinkubasi selama 5 menit pada suhu
37°C, kemudian ditambahkan 250 uL enzim o-
glukopiranosidase dan inkubasi dilanjutkan
selama 15 menit. Reaksi dihentikan dengan
penambahan 1 mL Na,CO; 0,2 M. Jumlah p-
nitrofenol yang dihasilkan diukur pada panjang
gelombang 400 nm. Selanjutnya dibuat
preparasi sampel tanpa a-glukopiranosidase dan
larutan pembanding kuersetin (4 mg dalam 400
uL DMSO) dengan dengan cara yang sama.
Analisa  Gugus Aktif
Mengunakan FTIR

Fungsi  Senyawa

Sampel tunggal dan sampel campuran
(2:1) hasil fraksinasi dilarutkan dan diteteskan
pada permukaan sel KBr, lalu tangkupkan sel
KBr yang satu lagi diatas sel tersebut sehingga
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zat cairan membentuk lapisan tipis film kapiler,
sel diletakan pada cell holder. Spektrum sampel
direkam pada bilangan gelombang 4000-450 cm..

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Aktivitas Penghambatan o-Glukosidase

Prinsip pengujian aktivitas penghambatan
enzim o-glukosidase ini adalah enzim o-
glukosidase akan menghidrolisis p-nitrofenil-a-
D-glukopiranosida menjadi p-nitrofenol yang
berwarna kuning dan glukosa (Gambar 1).
Aktivitas enzim diukur berdasarkan hasil
absorbansi warna kuning p-nitrofenol yang
terbentuk [8].

o-ghikosidase
Q st Nq @
p-nitrofenil-o-D-glukopiranosida o-D-glukosa p-mtrofenol
(berwama kuning)

Gambar 1. Reaksi Enzimatik dari a-Glukosidase [8].

Penghambatan  a-glukosidase  diukur
dengan menggunakan  Kkuersetin  sebagai
pembanding  karena  kuersetin  memiliki

kemampuan aktivitas inhibisi a-glukosidase [9].
Alasan lain penggunaan Kkuersetin sebagai
pembanding, yaitu dikarenakan enzim a-
glukosidase yang digunakan pada penelitian ini
berasal dari Saccharomyces cerevisiae, sehingga
jika menggunakan akarbose sebagai
pembanding akan kurang sensitif dalam
menghambat aktivitas enzim a-glukosidase, hal
ini dikarenakan akarbose lebih aktif dalam
menghambat enzim a-glukosidase yang berasal
dari mamalia dibandingkan enzim a-glukosidase
yang berasal dari bakteri dan ragi [10].

Tabel 1. Aktivitas penghambatan a-glukosidase pada
sampel tunggal dan campuran ekstrak namnam dan
madu kaliandra sebelum fraksinasi.

sampel Konsentrasi % 1Cso
P (ppm) Inhibisi  (ppm)
50 83,99
. 25 55,96
Kuersetin 10 3429 23,90
5 18,02
100 92,69
Ekstrak daun 50 70,38
namnam 25 28,58 34,47
10 4,27
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Madu 200 -1,92
kaliandra 100 -0,33
50 042 NA
25 -1,27
Campuran 50 34,98
Ekstrak daun 25 12,66
namnam 12,5 7,98 71,47
dan madu

kaliandra (1:1)

Nilai ICso ekstrak daun namnam adalah
sebesar 34,47 ppm (Tabel 1). Nilai ICsgini lebih
kecil jika dibandingkan dengan penelitian Ado
et al., [3] yang menunjukkan nilai ICso dari
ekstrak metanol daun namnam sebesar 0,042 +
0,001 mg/ml. Hal ini menunjukkan bahwa
aktivitas penghambatan a-glukosidase ekstrak
metanol daun namnam pada penelitian ini
memiliki aktivitas penghambatan yang lebih
tinggi. Perbedaan nilai penghambatan ini diduga
karena sumber daun namnam yang digunakan
berbeda.

Hasil pengukuran terhadap aktivitas
penghambatan  a-glukosidase pada madu
kaliandra secara in vitro tidak menunjukkan
aktivitas penghambatan o-glukosidase. Hal ini
diduga karena sampel madu kaliandra
mengandung senyawa dan zat-zat yang
kompleks, selain itu madu juga mengandung
beberapa enzim, salah satunya yaitu enzim
invertase. Enzim invertase dalam madu
berfungsi untuk memecah sukrosa menjadi
fruktosa dan glukosa [11 - 13]. Dengan demikian
diduga, jika menggunakan metode
penghambatan a-glukosidase untuk mengetahui
potensi madu kaliandra sebagai antidiabetes
akan kurang efektif karena akan bersifat
antagonis  terhadap  pengujian  aktivitas
penghambatan a-glukosidase pada madu karena
salah satu komponen yang terdapat dalam madu
adalah enzim invertase.

Selanjutnya pada campuran ekstrak daun
namnam dan madu kaliandra (1:1) menunjukkan
nilai ICsoadalah sebesar 71,47 ppm, nilai ICsg ini
lebih besar dibandingkan nilai 1Cso pada ekstrak
daun namnam, hal ini menunjukkan bahwa
penambahan madu kaliandra pada ekstrak daun
namnam akan dapat menyebabkan potensi
antidiabetes dari ekstrak daun namnam semakin
berkurang.

Penghambatan a-glukosidase
campuran hasil fraksinasi

sampel

Campuran ekstrak daun namnam dan
madu kaliandra (1:1) dilakukan fraksinasi
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dengan metode ekstraksi cair-cair. Hasilnya
menunjukkan bahwa nilai 1Cso pada ekstrak n-
heksana sebesar 8,46 ppm (Tabel 2), nilai 1Cso
ini lebih efektif untuk menghambat 50%
aktivitas dari a-glukosidase dibandingkan
kuersetin  (ICso 23,90 ppm). Hal ini
menunjukkan bahwa senyawa metabolit
sekunder yang berperan sebagai inhibitor o-
glukosidase memiliki kelarutan tertinggi pada
pelarut nonpolar (n-heksana). Diduga pula
terdapat senyawa lain yang berpotensi sebagai
penghambat aktivitas a-glukosidase selain
senyawa flavonoid, yaitu senyawa steroid pada
ekstrak n-heksana. Keberadaan steroid ini pada
uji fitokimia sampel namnam telah ditunjukkan
oleh penelitian Sumarlin et al. [4].

Tabel 2. Aktivitas Penghambatan a-glukosidase
pada sampel campuran ekstrak namnam dan madu
kaliandra hasil fraksinasi.

Sampel Konsentrasi % 1Csp
P (ppm) Inhibisi  (ppm)
100 98,68
50 84,79
Eé‘;;;';” 25 7316 846
10 54,44
5 39,51
100 53,28
Ekstrak etil 50 47,46
Asetat 25 27,64 7243
10 8,15
50 75,70
Ekstrak n- 25 32,88
butanol 12,5 15,77 34,09
6,25 11,63

Menurut Harborne [14] steroid bisa
terdapat dalam bentuk glikosida. Hal ini juga
didukung oleh penelitian yang menunjukkan
bahwa steroid glikosida seperti B-sitosterol-D-
glukosida dan stigmast-5(6),22(23)-dien-3i3-ol-
D-glukosida yang diisolasi dari ekstrak buah
Momordica charantia dapat meningkatkan
pemakaian glukosa di jaringan otot [15], [16].
Penghambatan dari RB-sitosterol-D-glukosida
(Gambar 2) dan stigmast-5(6),22(23)-dien-303-
ol-D-glukosida ini dikarenakan terbentuknya
ikatan  glikosidik [15]. Diduga akibat
terbentuknya ikatan glikosidik inilah yang
menyebabkan penghambatan terhadap aktivitas
a-glukosidase karena struktur steroid glikosida
ini memiliki kemiripan dengan struktur dari
substrat enzim o-glukosidase.
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Gambar 2 Struktur B-Sitosterol-D-Glukosida [15].

Selain ekstrak n-heksana, ekstrak n-
butanol juga berpotensi sebagai penghambat
aktivitas a-glukosidase, hal ini terlihat dari nilai
ICso sebesar 34,09 ppm. Diduga senyawa yang
berperan sebagai penghambat aktivitas a-
glukosidase adalah senyawa flavonoid. Jo S-H
et al. [9] menjelaskan bahwa kuersetin yang
merupakan salah satu turunan dari flavonoid
dapat menghambat aktivitas oa-glukosidase
karena adanya reaksi glikosilasi pada gugus
hidroksil C-3 di cincin C dari flavonol.
Glikosilasi terjadi akibat adanya substitusi
bagian gula (glikan) ke gugus hidroksil dari
flavonol, sehingga akan terbentuk suatu
glikosida yang memiliki kemiripan struktur
dengan substrat p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosida yang juga merupakan suatu
glikosida. Kemiripan struktur inilah yang dapat
menyebabkan penghambatan aktivitas enzim
secara kompetitif maupun non kompetitif.
Menurut Lee & Lee [17], senyawa penghambat
a-glukosidase bersifat kompetitif reversible
karena senyawa flavonoid dan polifenol
memiliki struktur kimia yang mirip dengan
substrat glukosidase alami. Kim dan Kwon [18],
menunjukkan adanya hubungan struktur dengan
aktivitas, bahwa gugus polihidroksi dalam
kerangka flavonoid memiliki peranan penting
dalam menghambat aktivitas enzim alfa-

glukosidase
Selain  itu, asam fenolik dapat
memberikan penghambatan yang bersifat

campuran yang reversibel.  Artinya tidak
memiliki struktur yang serupa dengan substrat,
tetapi inhibitor akan berikatan dengan enzim
bebas dan kompleks enzim-substrat [19].
Peranan senyawa fenolik juga telah
beberapa penelitian diantaranya polifenol buah
Berry [20], polifenol Psidium guajava dan
Syzygium cumini [21] sebagai penghambat o-
glukosidase. Perubahan struktur senyawa
fenolik juga mempengaruhi  kemampuan
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penghambatan a-glukosidase. Hal ini telah
dikemukakan oleh Zhang et al. [22] yang
menyatakan adanya penurunan penghambatan
a-glukosidase secara bertahap dari trans-N-(p-
kumaroil) tiramin, trans-N-feruloiltiramin dan
cis-N-feruloiltiramin. Data ini memperlihatkan
bahwa metilasi gugus hidroksil pada fenetil
sinamida akan memperlemah kemampuan
penghambatan a-glukosidase. Hal ini sejalan
pula dengan hasil penelitian Zhou et al. [23]
yang mengemukakan bahwa struktur Cis lebih
rendah kemampuan pengambatan terhadap o-
glukosidase dibandingkan dengan struktur
Trans.

Karakteristik Gugus Fungsi Senyawa Aktif
Hasil Analisis FTIR

T T
40 3500 3000 2500 2000 1750 1500

Gambar 3. Spektrum FTIR ekstrak n-heksana

Hasil analisis spektrofotometer FTIR
ekstrak n-heksana (Gambar 3) menunjukkan
adanya kemiripan dengan gugus fungsi senyawa
golongan steroid, antara lain memiliki gugus
fungsi —OH terikat, regangan CHs, regangan
CHy, C=0, C=C, C-H alifatik, -C-O-C (eter), C-
OH siklik dan cincin aromatik tersubstitusi
(Tabel 3). Hal ini juga diperkuat dengan hasil uji
fitokimia yang menunjukkan bahwa pada
sampel namnam memiliki kandungan senyawa
steroid [4]. Selain itu, puncak bilangan
gelombang 1010-1080 cm™? menunjukkan
adanya ikatan glikosidik [24].

Tabel 3. Prediksi Puncak Spektrum FTIR Ekstrak n-
heksana

Bilangan Gelombang (cm™)
Ekstrak

Prediksi Gugus

n-heksana Pustaka Fungsi
334842  3200-3450 edangan O-H
(terikat)
2924,09 2853-2962 Regangan -CH3
2856,58 2800-2900 Regangan CHy-
1734,01 1647-1740 Regangan C=0
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1521,84; _
1610.56 1500-1675 Regangan C=C
1444,68; Tekukan C-H
1371,39 1350-1470  ifatik
1251,80;

1161,15 1050-1260 -C-O-C- (eter)
1060,85 990-1060  C-OH siklik
825,53; Tekukan C=C
773,46; 675-870 (aromatik
721,38 tersubtitusi)

Gambar 4. Spektrum FTIR ekstrak etil asetat

Spektrum FTIR dari ekstrak etil asetat dan
n-butanol (Gambar 4 dan 5) ini kemudian
dibandingkan dengan spektrum standar senyawa
kuersetin (Gambar 6). Kuersetin merupakan
senyawa kelompok flavonol terbesar dan
jumlahnya sekitar 60-75% dari flavonoid

Gambar 5. Spektrum FTIR ekstrak n-butanol

xxxxx

Gambar 6. Spektrum FTIR standar kuersetin
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Tabel 4. Prediksi puncak spektrum FTIR ekstrak etil asetat dan ekstrak n-butanol dan standar kuersetin

Bilangan Gelombang (cm™)

Ekstrak Etil Ekstrak Standar kuersetin Pustaka Gugus Fungsi
Asetat n-butanol
3336,85 3298,28 3413,19 3200-3450  Regangan O-H
(terikat)
2931,80 2958,80 - 2853-2962  Regangan -CHj3
- 2873,94 - 2800-2900  Regangan -CH»-
1705,07 1712,79 1666,57 1647-1740  Regangan C=0
1639,49; 1608,63; 1610,63; 1500-1675  Regangan C=C
1514,12 1517,98 1563,37; 1524,79
144854, 1444.,68; 1455,35; 1383,98 1350-1470  Tekukan C-H alifatik
1371,39 1371,39
1249,87; 1282,66; 1265,36; 1080-1300  Regangan C-O
1161,15; 1247,94 1203,63;
1082,07 1170,84;
1133,23; 1095,61
1039,63; 1058,92 1014,60; 940,34 990-1060 C-OH siklik
1001,06
813,96; - 869,93; 820,75; 675-870 Tekukan C=C

775,38, 729,09

726,23

(aromatik tersubtitusi)

Dugaan senyawa aktif yang berpotensi
sebagai inhibitor a-glukosidase pada ekstrak etil
asetat dan ekstrak n-butanol dilakukan
berdasarkan data yang diperoleh dari hasil
identifikasi  dengan  menggunakan  FTIR.
Berdasarkan hasil analisis dengan Fourier
Transform  Infrared  Spectroscopy (FTIR)
memperlihatkan ekstrak etil asetat dan ekstrak n-
butanol memiliki gugus fungsi —OH terikat, C=0,
C=C, C-H alifatik, C-O, C-OH siklik dan cincin
aromatik tersubstitusi (Tabel 4). Gugus-gugus
fungsi ini merupakan gugus fungsi yang khas atau
yang umum ditemukan pada senyawa flavonoid,
sehingga diduga senyawa aktif yang berperan
sebagai inhibitor o-glukosidase adalah senyawa
flavonoid, hal ini dikarenakan flavonoid
merupakan agen antidiabetes [25]. Namun
demikian, untuk lebih memastikan jenis senyawa
aktif perlu dilakukan analisis elusidasi struktur
lebih lanjut menggunakan senyawa aktif yang
lebih murni dan dilakukan pengujian dengan
menggunakan NMR.

SIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dari
penelitian ini yaitu Aktivitas penghambatan o-
glukosidase secara in vitro pada ekstrak daun
namanam menunjukkan nilai 1Cso sebesar 34,47

ppm, sedangkan madu Kkaliandra  tidak
menunjukkan  aktivitas  penghambatan -
glukosidase.  Aktivitas  penghambatan  a-
glukosidase mengalami peningkatan setelah
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difraksinasi, yaitu pada ekstrak n-heksana dengan
nilai 1Cso 8,46 ppm.

Ekstrak n-heksana memiliki gugus-gugus
fungsi yang diduga memiliki kemiripan dengan
golongan senyawa steroid.

Ekstrak etil asetat dan ekstrak n-butanol
mengandung senyawa aktif yang diduga memiliki
kemiripan dengan gugus fungsi standar senyawa
kuersetin.
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