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SCAN ME

bertujuan untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung
dalam ekstrak metanol kulit batang merbau pantai, melakukan
analisis profil kurva Lineweaver-Burk dan menentukan nilai
presentase penghambatan untuk mengetahui jenis pola dan
potensi hambatan yang dihasilkan senyawa yang terkandung
dalam ekstrak metanol kulit batang merbau pantai tehadap reaksi
enzimatik a-glukosidase yang mana digunakan akarbosa sebagai
kontrol positif. Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol
mengandung golongan senyawa flavonoid, tanin dan alkaloid.
Pada konsentrasi 25-500 pg/mL menghasilkan presentrase
penghambatan yang cukup rendah jika dibandingkan dengan
akarbosa yaitu 13-22%. Selain itu, diketahui pola penghambatan
terhadap enzim a-glukosidase bekerja uncompetitive.

Kata kunci: enzim o«-glukosidase, diabetes, antidiabetes,
ekstrak metanol kulit batang merbau pantai, merbau pantai

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by an increase in
blood glucose levels and metabolic disorders related to insulin
secretion. The potential of the bark of Merbau Pantai as an
antidiabetic was only carried out based on an ethnobotanical survey,
so experimental laboratory research was needed to determine its
health benefits as an antidiabetic. This study aims to determine the
class of compounds contained in the methanol extract of the bark of
the Merbau Pantai, to analyze the profile of the Lineweaver-Burk
curve, and to determine the percentage of inhibition to determine the
type of pattern and potential inhibition produced by the compounds
contained in the methanol extract of the bark of Merbau Pantai to the
reaction enzymatic a-glucosidase. Phytochemical screening was
carried out qualitatively, followed by a-glucosidase inhibition test and
a kinetic test of the a-glucosidase enzyme inhibitory pattern which
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acarbose was used as a positive control. This study showed that the
methanol extract contains a class of flavonoid compounds, tannins,
and alkaloids. At a concentration of 25-500 ppm, the percentage of
inhibition is quite low when compared to acarbose, which is 13-22%.
In addition, it is known that the inhibition pattern of the a-glucosidase
enzyme works uncompetitive.

Keywords: a-glucosidase enzyme, diabetes, antidiabetic,
methanol extract of merbau beach stem, beach merbau

1. PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) merupakan
penyakit yang ditandai dengan terjadinya
kenaikan kadar glukosa darah dan
gangguan metabolisme yang berkaitan
dengan sekresi insulin (Fatimah, 2015).
Menurut WHO (2016), kasus diabetes
meningkat drastis dari tahun ke tahun
yang mana Pasifik Barat menjadi wilayah

dengan jumlah penderita diabetes
terbesar dan disusul oleh Asia Tenggara.
IDF menyebutkan bahwa diabetes

menyumbang 1,9% penyebab kematian
urutan ke tujuh di dunia. Negara Indonesia
sendiri berada pada peringkat ke-7
penderita  diabetes terbanyak dan
peringkat ke-3 gangguan toleransi glukosa
(Atlas, 2019).

Pasien  diabetes = membutuhkan
perawatan seumur hidup yang berfokus
pada gula darah yang harus dikontrol. Hal
ini dapat dilakukan dengan intervensi
medis, salah satunya pemberian akarbosa.
Akarbosa merupakan obat sintetik
antidiabetis oral non-insulinotropik yang
berfungsi sebagai penghambat enzim a-
glukosidase. Apabila enzim a-glukosidase
dihambat maka pelepasan monosakarida
dari karbohidrat kompleks yang berasal
dari makanan juga melambat sehingga
absorbsi glukosa dapat ditunda agar
glukosa darah tidak meningkat (Yuniarto
dan Selifiana, 2018). Penggunaan akarbosa

jangka panjang dapat menimbulkan
beberapa efek samping seperti flatulensi,
tinja lunak, perut kembung dan nyeri
(Pionas, 2021). Oleh karena itu, diperlukan
pencarian obat baru yang lebih efektif
yang berpotensi sebagai antidiabetes.

Merbau pantai (Intsia  bijuga)
merupakan tumbuhan asli Indonesia yang
banyak ditemukan di pulau Sumatera,
Kalimantan, Sulawesi, Jawa terutama
Papua. Pada survei etnobotani yang
dilakukan oleh Widodo, dkk. (2019) pada
Etnis Musi di Sumatera Selatan dan Bradacs
(2008) di Vanuatu menyebutkan bahwa
kulit batang Intsia bijuga digunakan
sebagai pengobatan diabetes. Potensi
Intsia bijuga sebagai antidiabetes hanya

dilakukan penelitian berupa survei
etnobotani saja dan belum terdapat
penelitian  experimental  laboratories
mengenai aktivitas sebagai
penghambatan enzim a-glukosidase.

Penelitian ini dapat menjadi penelitian
baru untuk mengetahui manfaat kulit
batang merbau pantai dari segi kesehatan
sebagai antidiabetes.

Pengujian  aktivitas antidiabetes
dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu in
vitro, in vivo dan in silico (Nugraha dan
Hasanah, 2018). In vitro lebih banyak dipilih
karena biaya rendah, perlakuan lebih
mudah dan mengurangi penggunaan
hewan uji. Salah satu metode pengujian
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antidiabetes secara in vitro yaitu
penghambatan a-glukosidase. Prinsip dari
metode ini ialah ikatan enzim-substrat,
substrat yang digunakan berupa p-NPG.
Semakin banyak ikatan enzim-substrat
maka produk yang dihasilkan yaitu a-D-
glukopiranosa dan p-nitrofenol semakin
banyak terbentuk. Aktivitas enzim-substrat
dapat diketahui dengan warna kuning
yang dihasilkan dari produk p-nitrofenol
(Santosa, 2020). Penelitian kali ini
menggunakan ELISA reader berbasis
kolorimetri yaitu berdasarkan intensitas
cahaya yang diserap dalam larutan
berwana pada panjang gelombang
tertentu (Padmaningrum & Marwati, 2015).

2. METODE PENELITIAN
2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian
ini meliputi ELISA reader (ELx 800),
mircoplate 96  well  (BRANDplates),
mikropipet (Eppendorf), incubator
(ThermaCell), Chamber KLT, lampu UV,
neraca analitik (Krisbow KWO0600377),
rotary evaporator (strike 300), pH meter
(EUTECH), corong Buchner, ultrasonikator
(Elma), oven (Memmert), maserator, dan
alat pendukung penelitian lainnya.

% rendemen=

Skrining Fitokimia

Uji flavonoid. Sebanyak 0,1 g ekstrak
dilarutkan dengan
kemudian ditotolkan 4 pL diatas lempeng
KLT. Fase gerak yang digunakan aitu
campuran asam asetat glasial:air:butanol
(1:5:4). Adanya flavonoid ditandai dengan
noda berwarna kuning kecoklatan setelah
diberi uap ammonia (Yuda dkk, 2017).

Uji alkaloid. Sebanyak 0,1 g ekstrak
dilarutkan dengan metanol 2 mL.

metanol 2 mL

2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada
penelitian ini meliputi kulit batang merbau
pantai (Intsia bijuga) dari daerah sekitar
Taman Nasional Meru Betiri Provinsi Jawa
Timur Negara Indonesia, metanol teknis,
akarbosa, enzim a-glukosidase
(Saccharomyces cerevisiae), p-NPG, reagen
alkaloid (dragendorff), reagen flavonoid
(uap ammonia), reagen terpenoid
(Liebermann-Burchard), reagen tanin
(FeCls), reagen saponin (anisaldehid sulfat),
lempeng KLT silika gel Fss, kertas saring,
aquades, sterile water, kafein, kuersetin,
asam galat, n-heksana, etil asetat,
klorofom, butanol, asam asetat glasial,
NaH,PQO4, Na,HPO,, Na,CO:;.

2.3 Prosedur Penelitian
Ekstraksi

Simplisia kulit batang Instia bijuga
yang sudah kering diserbuk. Ekstraksi
menggunakan metode maserasi berulang
sebanyak 3 kali dengan pelarut metanol
teknis  dengan  perbandingan  1:3
(Swandiny dkk, 2017). Setelah didapatkan
ekstrak kental, maka dapat dihitung %
rendemen menggunakan rumus:

bobot ekstrak
bobot simplisia

X 100%

Sebanyak 4 pL ditotolkan pada lempeng
KLT. Eluen yang digunakan berupa
campuran etil asetat:heksana (7:3). Adanya
alkaloid ditandai dengan noda berwarna
jingga setelah  disemprot dengan
Dragendorff (Izzah dkk, 2015).

Uji tanin. Sebanyak 0,1 g ekstrak
dilarutkan dengan metanol 2 mL
dilanjutkan dengan penotolan sebanyak 4
ML pada lempeng KLT. Digunakan

campuran eluen metanol:air (6:4). Adanya
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tanin ditandai dengan noda berwarna
hitam setelah disemprot dengan FeCl;
(Yuda dkk, 2017).

Uji terpenoid. Sebanyak 0,1 g ekstrak
dengan 2 mL
Ditotolkan sebanyak 4 pL diatas lempeng
KLT. Fase gerak menggunakan campuran
heksana:etil asetat (3:7). Adanya terpenoid
ditandai dengan noda berwarna merah
keungunan setelah disemprot dengan
anisaldehid sulfat (Arundina dkk, 2015).

Uji saponin. Sebanyak 0,1 g ekstrak
dilarutkan dengan metanol 2 mL. sebanyak
4 pL ditotolkan pada lempeng KLT.
Campuran  eluen yang digunakan
kloroform:metanol (9:1). Adanya saponin
dibuktikan dengan noda berwarna biru-
violet  setelah  disemprot dengan
Lieberman-Burchard (Arnida dkk, 2021).

Semua uji  skrining fitokimia
dipertegas dengan meletakkannya
dibawah sinar UV 254 nm dan 365 nm.

dilarutkan metanol

% inhibisi =

Keterangan:

K = absorbansi kontrol positif (enzim + substrat)

K—(S1-S0)

Puspaningtyas AR, Wilujeng E, Sary IP

Uji Penghambatan Enzim a-glukosidase
Uji hambat enzim a-glukosidase
dilakukan dengan pengujian Moradi-
Afrapoli dkk. (2012) dengan beberapa
modifikasi. Kontrol positif dilakukan
dengan mencampurkan larutan enzim a-
glukosidase 100 pL (2,5U/mL) dengan
larutan akarbosa 10 pL (100 ppm) dan 20
pL dapar fosfat pH 6,9 dalam microplate
kemudian pra-inkubasi selama 20 menit
pada suhu 37°C. Ditambahkan p-NPG
10mM dan diinkubasi lagi selama 20 menit
pada suhu yang sama. reaksi dihentkan
dengan menambahkan 80 uL Na,COs 0,2M.
sampel dilakukan dengan
perlakuan yang sama menggunakan
berbagai konsentrasi yaitu 25; 50; 100; 200;
dan 500 ppm. Setiap perlakuan dilakukan
dengan 3 kali replikasi. Presentase
penghambatan enzim pada sampel dan
kontrol positif dihitung dengan rumus:

Pengujian

x 100%

S1 = absorbansi terkoreksi dari enzim + substrat + inhibitor

SO = absorbansi terkoreksi dari substrat+inhibitor

Uji Kinetika Pola Penghambatan Enzim

Pengujian dilakukan dengan
menggunakan sampel dan tanpa sampel.
Hal ini dilakukan untuk melihat pengaruh
sampel pada penghambatan enzim a-
glukosidase. Pengujian tanpa sampel
dilakukan dengan mencampurkan larutan
enzim a-glukosidase 100 pL (2,5U/mL),
dapar fosfat pH 6,9 dan substrat dengan
konsentrasi yang berbeda kemudian
diinkubasi selama 20 menit suhu 37°C.
Reaksi dihentikan dengan menambahkan

Na,CO; 0,2 M sebanyak 80 pL. Pengujian
dengan sampel dilakukan  dengan
prosedur yang sama tetapi dengan
penambahan sampel sebanyak 10 pL
dengan konsentrasi 500 ppm. Setiap
pengujian dilakukan dengan 3 kali
replikasi. Penentuan jenis pola hambat
dilakukan dengan analisis data melalui plot
kurva Lineweaver-Burk untuk memperoleh
tetapan kinetika Michaelis-Menten yang
dihitung berdasarkan persamaan y=bx + a.
Persamaan Michaelis-Menten:
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1
Vmaks

_ Km
v Vmaks

1
S

Intersep garis (a) pada persamaan merupakan nilai

1
Vmaks

dan slope (b) merupakan

Km .

Fr—— (Ratnayani dkk, 2015).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN didalamnya akan larut sehingga hasil
Ekstraksi maserasi dapat maksimal (Saputra dkk,

Proses ekstraksi dilakukan dengan
metode maserasi menggunakan pelarut

2021). Semakin  tinggi  presentase

rendemen maka semakin baik pula

metanol teknis dan didapatkan rendemen perlakuan yang diterapkan  karena
sebesar 10,867%. Simplisia kulit batang berhubungan ~ dengan  banyaknya
Intsia bijuga diekstraksi dengan metode kandungan  senyawa  bioaktif yang

maserasi karena lebih mudah dilakukan
sehingga meminimalisir kesalahan yang

terkandung dalam ekstrak (Senduk dkk,
2020).

dilakt{kan oleh  peneliti .sehingga Skrining Fitokimia
dihasilkan ekstrak yang baik. Pada Pada hasil penelitian didapatkan
prosesnya,  dilakukan  beberapa  kali hasil bahwa ekstrak metanol kulit batang

pengadukan untuk membantu cairan
penyari menembus dinding sel sampai ke
dalam rongga sel, agar zat aktif yang ada

Intsia bijuga mengandung golongan
senyawa flavonoid, alkaloid dan tanin,
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Metanol Kulit Batang Intsia bijuga

Golongan Senyawa Reagen Hasil Uji
Flavonoid Uap ammonia +
Alkaloid Dragendorff
Tanin FeCl; +
Terpenoid Anisaldehid sulfat -
Saponin Lieberman-Burchard -

Keterangan : (+) adanya perubahan warna; (-) tidak terjadi perubahan warna

Skrining fitokimia secara kualitatif
dengan metode KLT bertujuan untuk
mengetahui senyawa metabolit sekunder
yang terdapat dalam kulit batang merbau
pantai. Kelebihan dari metode KLT vyaitu

mudah dilakukan, pelaksanaannya

membutuhkan peralatan yang sederhana
dan terjangkau (Muharrami dkk, 2017).
Pada ekstrak metanol kulit batang merbau
pantai menunjukkan adanya golongan
senyawa flavonoid dan tanin yang dapat
dilihat pada Gambar 1 dan Gambar 2.
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Gambar 1. Hasil uji golongan senyawa flavonoid
(1) Standar; (2) Ekstrak Metanol Kulit Batang Merbau Pantai
(A) Penampak noda; (B) Sinar UV 254 nm; (C) Sinar UV 365 nm

A
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Gambar 2. Hasil uji golongan senyawa tanin
(1) Standar; (2) Ekstrak Metanol Kulit Batang Merbau Pantai
(A) Penampak noda; (B) Sinar UV 254 nm; (C) Sinar UV 365 nm

Hal ini sesuai dengan pernyataan
Widodo dkk (2019) pada survei etnobotani
yang menyatakan bahwa dalam kulit
batang merbau pantai terkandung
golongan senyawa tanin dan polifenol.
Adanya golongan flavonoid pada ekstrak
kulit batang Intsia bijuga dibuktikan
dengan adanya noda berwarna kuning
kecoklatan setelah diberi uap ammonia
dan dipertegas dibawah lampu UV 365 nm

terlihat noda berwarna biru kehijauan.
Adanya golongan tanin dibuktikan dengan
adanya noda berwarna hitam setelah
disemprot dengan FeCl; dan dipertegas
dibawah lampu UV 365 nm menghasilkan
noda berwarna ungu. Selain flavonoid dan
tanin, ekstrak metanol juga menunjukkan
adanya golongan alkaloid yang dapat
dilihat pada Gambar 3.

46
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Gambar 3. Hasil uji golongan senyawa alkaloid
(1) Standar; (2) Ekstrak Metanol Kulit Batang Merbau Pantai
(A) Penampak noda; (B) Sinar UV 254 nm; (C) Sinar UV 365 nm
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Adanya golongan alkaloid berfluorosensi biru. (Yuda dkk, 2017;
dibuktikan dengan adanya noda berwana Sopiah dkk, 2019).
jingga setelah disemprot dengan reagen
Dragendorff dan dipertegas dibawah
lampu UV 365 nm yang mana noda

Uji Penghambatan Enzim a-glukosidase
Hasil penghambatan enzim a-
glukosidase dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai Presentase Penghambatan a-glukosidase

Nilai prentase penghambatan

Sampel Konsentrasi (ug/mL) (%)

Kontrol positif (akarbosa) 100 67,605

25 13,677

. . 50 14,145

[El'('Ster metanol kulit batang Intsia 100 15,699

v49 200 15,152

500 22,189
Presentase penghambatan yang Uji kinetika pola hambat dilakukan
dihasilkan oleh kontrol positif pada untuk mengetahui jenis penghambatan
konsentrasi 100 ug/mL sebesar 67%. sampel terhadap enzim a-glukosidase.
Presentase penghambatan yang Pada pengujian didapatkan hasil bahwa
didapatkan  sampel pada rentang ekstrak metanol kulit batang merbau
konsentrasi 25-500 pg/mL sebesar 13-22%. pantai dalam plot kurva Lineweaver-Burk

menghambat enzim secara uncompetitive,

Uji Kinetika Pola Hambat Enzim a-
) dapat dilihat pada Gambar 4.

glukosidase

40
y=23.209x+ 11.304
- an R2=0.9879
E
E
z
8
g y=21.237x +2.2107
5 _R?=0.9987
0.5 ( 05

M=
en]

Absorbansi

Gambar 4. Kurva uji kinetika pola hambat ekstrak metanol kulit batang Intsia bijuga
(A) tanpa sampel (B) dengan sampel

Selain itu, dapat tentukan juga menurut nilai Vimas dan nilai Ky yang dapat dilihat pada
Tabel 3.

Tabel 3. Harga Konstanta Kinetika Reaksi Enzimatik Tanpa dan Dengan Sampel

Reaksi enzimatik Reagen Hasil Uji
Tanpa sampel 0,088 2,042
Dengan sampel 0,452 9,606

Keterangan : (+) adanya perubahan warna; (-) tidak terjadi perubahan warna
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Kedua harga konstanta berupa nilai
Vmaks dan nilai Kw berubah saat dilakukan
tanpa sampel dan dengan sampel yang
menandakan  penghambatan  terjadi
secara uncompetitive (Yulian, 2014). Pada
jenis penghambatan uncompetitive
bekerja dengan mengikat kompleks
enzim-substrat sehingga tidak mampu
menghasilkan produk karena inhibitor
terikat pada sisi alosterik enzim. Sisi
alosterik merupakan tempat lain dari
enzim yang mana dapat mempengaruhi
konformasi reseptor sehingga substrat dan
enzim tidak dapat menghasilkan suatu
produk, selain itu juga dapat menurunkan
aktivitas intrinsik dan menghalangi
transmisi impuls senyawa dari substrat
sehingga menurunkan efek yang terjadi
(Siswandono, 2016).

Inhibitor  uncompetitive  bersifat
irreversible dan tidak dapat mengikat
enzim dalam keadaan bebas, hanya terikat
jika terdapat ikatan kompleks enzim-
substrat. Apabila hal ini terjadi, maka
enzim akan menjadi inaktif karena
kehilangan sifat katalisatornya yang
membuat produk tidak akan terbentuk
selama inhibitor masih berikatan kompleks
dengan enzim. Apabila dibandingkan
dengan jenis penghambatan
lainnya, penghambatan uncompetitive
dapat dipengaruhi oleh substrat. Semakin
besar konsentrasi substrat maka semakin
besar pula penghambatan yang dihasilkan.
Hal ini dikarenakan mekanisme
penghambatan yang diperlukan untuk
menghasilkan penghambatan dan tingkat
konsentrasi substrat saling berhubungan
(Kenakin, 2012).

enzim

Puspaningtyas AR, Wilujeng E, Sary IP

4. KESIMPULAN

Ekstrak metanol kulit batang merbau
pantai (Intsia  bijuga) mengandung
golongan senyawa flavonoid, alkaloid dan
tanin. Presentase penghambatan ekstrak
metanol pada rentang konsentrasi 25-500
pg/mL yaitu 13% sampai 22% yang mana
potensinya dalam menghambat enzim a-
glukosidase lebih rendah dibandingan
dengan akarbosa. Jenis pola hambatan
yang dihasilkan ekstrak terhadap enzim a-
glukosidase termasuk dalam hambatan
uncompetitive dengan  profil
menunjukkan
bahwa terdapat perubahan nilai Ky dan
Vmaks Saat dilakukan tanpa dan dengan
menggunakan sampel.

sesuai
Lineweaver-Burk  yang
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