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ABSTRAK

Nama : Riza Apriani
Program studi : Ekstensi Farmasi
Judul : Uji Penghambatan Aktivitas a-Glukosidase dan Identifikasi

Golongan Senyawa dari Fraksi yang Aktif pada Ekstrak Kulit
Batang Cinnamomum burmannii (Nees & T.Nees) Blume

Diabetes mellitus atau penyakit gula darah adalah salah satu penyakit yang cukup
menonjol di antara penyakit-penyakit lain seperti penyakit jantung dan pembuluh
darah, serta penyakit kanker. Pengobatan diabetes melitus dapat dilakukan dengan
pemberian Insulin, obat hipoglikemik oral, dan obat herbal. Salah satu tanaman
obat yang bisa dijadikan sebagai obat herbal untuk penyakit diabetes melitus
adalah kayu manis. Berdasarkan penelitian sebelumnya, kayu manis memiliki
penghambatan terhadap aktivitas a-glukosidase, namun senyawa aktif tidak
diketahui kepolarannya, sehingga dilakukan fraksinasi untuk mengidentifikasi
golongan senyawa dari fraksi yang aktif. Pengujian dilakukan secara in vitro
terhadap ekstrak petroleum eter, etil asetat, n-butanol dan air menggunakan o-
glukosidase dan substrat p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida yang menghasilkan
produk paranitrofenol. Produk tersebut diukur serapannya menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm. Parameter adanya aktivitas
penghambatan yang dimiliki oleh ekstrak ditunjukan oleh nilai %inhibisi dan ICsy.
Hasil uji penghambatan aktivitas a-glukosidase menunjukkan bahwa ke empat
fraksi ekstrak kulit batang kayu manis menunjukkan aktivitas penghambatan.
Fraksi ekstrak yang memiliki penghambatan terbaik terhadap aktivitas o-
glukosidase adalah ekstrak n-butanol dengan nilai ICs, sebesar 1,168 pg/mL. ICs
ekstrak etil asetat, air dan petroleum eter adalah 19,239 ng/mL, 24,244 pg/mL,
dan 69,717 pg/mL. Golongan senyawa yang dikandung oleh ekstrak n-butanol
adalah flavonoid, glikosida dan tanin.

Kata Kunci : Penghambat a-glukosidase, kayu manis, identifikasi
golongan senyawa

xiv + 88 halaman : 18 gambar, 29 tabel, 6 lampiran

Daftar referensi  : 61 (1977-2011)
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ABSTRACT

Name : Riza Apriani
Program study : Pharmacy Extention
Title :Inhibition Test of a-Glucosidase Activity and Identification of

Compounds from Active Fraction in Extract of Cinnamomum
burmannii (Nees & T. Nees) Blume Bark

Diabetes mellitus or blood sugar disease is a quite prominent disease among other
diseases such as heart and blood vessel, and cancer. Treatment of diabetes
mellitus can be done by administering insulin, oral hypoglycemic drugs, and
herbal medicine. One of the medicinal plants that could be used as herbal
medicine for diabetes mellitus is cinnamon. Based on previous studies, cinnamon
has inhibitory activity against a-glucosidase, but the polarity of active compound
is unknown, so that fractionation is done to identify the compound of the active
fraction. The method was an in vitro model to extract of petroleum ether, ethyl
acetate, n-butanol and water using a- glucosidase and substrate of p-nitrophenyl-
a-D-glucopyranoside that produced p-nitrophenol. The product was measured by
spectrophotometer UV-Vis at A 400 nm. The parameters of inhibitory activity of
extracts is shown by the values of % inhibition and ICsy. The test results of
inhibitory activity of a-glucosidase showed that the four fractions of cinnamon
bark extract, showed inhibitory activity. The extract fraction that have the best
inhibitory activity against a-glucosidase is n-butanol extract with ICsy values of
1.168 mg/mL. 1Cs, values of ethyl acetate, water and petroleum ether extract is
19.239 w/ml, 24.244 p/mL, and 69.717 p/ mL. The compounds contained by
n-butanol extract are flavonoids, glycosides and tannins.

Key Words  : a-glucosidase inhibitor, cinnamon, phytochemical screening
xiv + 88 pages : 18 pictures, 29 tables, 6 appendixes
Bibliography : 61 (1977-2011)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus atau penyakit gula darah adalah salah satu penyakit yang
cukup menonjol di antara penyakit-penyakit lain seperti penyakit jantung dan
pembuluh darah, serta penyakit kanker. Penyakit mengerikan ini ditemukan di
semua belahan dunia dan menjadi ancaman serius bagi kesehatan manusia. Saat
ini, diabetes melitus telah menjadi epidemi dengan kejadian di seluruh dunia
sekitar 5% dari semua populasi (Jarald, Joshi, dan Jain, 2008). Menurut WHO,
prevalensi penyakit ini akan tumbuh dari 171 juta pada tahun 2000 menjadi 366
juta di tahun 2030 (Cetto, Jimenez, dan Vazquez, 2007). Indonesia berada di
urutan ke- 4 setelah negara India, China dan Amerika dengan jumlah diabetesi
sebesar 8,4 juta orang dan diperkirakan akan terus meningkat hingga 21,3 juta
orang di tahun 2030 (Depkes, 2010).

Diabetes melitus merupakan sindrom klinis yang ditandai dengan
hiperglikemia akibat kekurangan hormon insulin baik absolut maupun relatif
(Wadkar et al., 2008). Jika kadar gula darah terus meningkat sehingga tidak
terkendali, lama kelamaan akan timbul komplikasi. Komplikasi tersebut meliputi
komplikasi mikrovaskuler (retinopati, neuropati, nefropati) dan komplikasi
makrovaskular (serangan jantung, stroke dan penyakit pembuluh darah perifer)
(Jarald, Joshi, dan Jain, 2008).

Untuk memperkecil risiko makin parahnya penyakit dan menurunkan
risiko komplikasi diabetes melitus, diperlukan penanganan secara disiplin yang
mencakup terapi non-obat dan terapi obat (Dirjen Bina Kefarmasian dan Alat
Kesehatan, 2005). Pengobatan diabetes melitus dapat dilakukan dengan
pemberian insulin, obat hipoglikemik oral, dan obat herbal (Wadkar et al., 2007).
Mekanisme kerja obat hipoglikemik oral antara lain melalui perangsangan sekresi
insulin, sensitiser insulin dan penghambatan aktivitas a-glukosidase (Hongxiang,
Tang dan Liang, 2009). Obat-obat kimia selain harganya mahal biasanya
mempunyai efek samping yang merugikan kesehatan. Sejak 1997, WHO

1 . . .
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merencanakan program hidup sehat melalui back to nature (Setiadi dan Sarwono,
2007).

Indonesia memiliki banyak tanaman yang diduga berkhasiat sebagai bahan
obat, termasuk obat diabetes melitus dan telah digunakan secara turun-temurun
karena selain efek sampingnya relatif kecil juga harga lebih ekonomis. Banyaknya
tanaman yang digunakan secara tradisional oleh masyarakat Indonesia sebagai
obat diabetes, menyebabkan perlunya dilakukan pengujian terhadap aktivitas
antidiabetes. Salah satu tanaman obat yang bisa dijadikan sebagai obat herbal
untuk penyakit diabetes melitus adalah kayu manis (Hongxiang, Tang dan Liang,
2009).

Tanaman kayu manis termasuk famili Lauraceae dengan jumlah spesies
yang beragam dan dapat tumbuh dengan baik pada iklim tropis. Jenis kayu manis
asal Indonesia adalah Cinnamomum burmannii (Nees & T.Nees) Blume yang
sudah lama dikenal masyarakat sebagai rempah-rempah, serta secara tradisional
dapat digunakan untuk meringankan penyakit pada penderita diabetes (BPOM,
2009). Penelitian tentang C. burmannii sebagai antidiabetes telah dilakukan oleh
Mauldina (2011) melalui ekstraksi menggunakan metode refluks dengan pelarut
etanol 80% yang dapat menghambat aktivitas a-glukosidase dengan nilai 1Csy 2,11
pg/mL. Namun pada penelitain tersebut, senyawa aktif sebagai penghambat
aktivitas a-glukosidase tidak diketahui sifatnya kepolarannya.

Berdasarkan hal tersebut akan dilakukan penelitian tentang uji
penghambatan aktivitas a-glukosidase dan identifikasi golongan senyawa dari
fraksi yang aktif pada ekstrak kulit batang C. burmannii berdasarkan perbedaan

kepolaran penyarinya.

1.2 Tujuan Penelitian

a. Tujuan jangka pendek
Tujuan jangka pendek penelitian ini adalah untuk mengetahui
penghambatan aktivitas o-glukosidase dari ekstrak kulit batang C.
burmannii yang dihitung dari nilai ICsy dalam tiap fraksi petroleum eter,
etil asetat, n-butanol, dan air serta mengidentifikasi golongan senyawa dari

fraksi yang aktif pada ekstrak kulit batang C. burmannii.
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b. Tujuan jangka panjang
Tujuan jangka panjang penelitian ini adalah untuk memperoleh senyawa
aktif yang diketahui identitas dan sifat fisiko kimia nya serta menjadi
rujukan pada penelitian tahap selanjutnya untuk diujikan secara in vivo
agar diketahui efek farmakologi dari senyawa aktif pada kulit batang C.

burmannii.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk membuktikan secara langsung
bahwa ekstrak kulit batang C. burmannii memiliki penghambatan terhadap
aktivitas o-glukosidase serta mengetahui golongan senyawa dari fraksi yang aktif
pada ekstrak kulit batang C. burmannii sehingga diharapkan dapat memberikan
informasi yang mendukung secara ilmiah kepada masyarakat bahwa kulit batang

C. burmannii dapat dikonsumsi sebagai alternatif pengobatan antidiabetes.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Kayu Manis

Cinnamomum burmannnii adalah tanaman asli Asia Tenggara, biasanya
digunakan sebagai rempah-rempah, dapat juga sebagai tanaman hias dan sebagai
pohon hutan (Starr, F., K. Starr, dan Loope, 2003). C. burmannii merupakan
spesies yang berasal dari Famili Lauraceae, sering dikenal dengan nama
Cinnamomum tree, biasanya disebut dengan padang cassia. Sedangkan dalam
bahasa Indonesia biasa disebut kayu manis (BPOM, 2009). Tanaman ini tumbuh
di wilayah Malaysia-Indonesia dan secara komersial dibudayakan di kepulauan
Indonesia. Pertumbuhannya paling banyak tersebar di Sumatra, Jawa, Jambi serta
meluas hingga ke Timor (Ravindran, Babudan dan Shylaja, 2004).

Rempah-rempah bernama latin C. burmannii ini sudah lama dipercaya
dapat mengobati kencing manis atau diabetes melitus. Kayu manis banyak
tumbuh di Indonesia, seperti di Sumatera. Namun, penggunaan kayu manis
sebagai obat sudah dipatenkan di Amerika Serikat dengan merk dagang Cinulin
(Ziegenfuss et al., 2006). Mekanisme kerjanya adalah dengan cara

meningkatkan sensitivitas insulin (Hongxiang, Tang dan Liang, 2009).

2.1.1. Taksonomi tanaman kayu manis (C. burmannii)

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Laurales
Suku : Lauraceae
Marga : Cinnamomum
Jenis : Cinnamomum burmannii (Nees & T.Nees) Blume
2.1.2. Sinonim . Cinnamomum dulce Nees, Cinnamomum kiamis Nees

(Asean, 2004 ; Heyne, 1987).
2.1.3. Nama daerah dan nama asing tanaman kayu manis (C. burmannii )
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a. Nama daerah :
Sumatra : Holim, holim manis, madang kulik manih, kayu manis,
kanigar, modang siak-siak.
Jawa : Huru mentek, ki amis , manis jangan, kanyengar.

Nusa Tenggara : Kesingar, kecingar, cingar, onte, kaninggu, Puundinga
(EISAL 1995 ; Dalimartha, 2009).
b. Nama asing :

Padang cassia, Padang cinnamon, Cassia vera, Indonesian cassia,
Indonesian cinnamon, Batavia cinnamon, Batavia cassia, Java cassia,
Fagot cassia, Korintji cassia, Cinnamon tree, kaneelkassia, yin xiang pi
(Asean, 2004 ; Ravindran, Babudan dan Shylaja, 2004 ; Dalimartha,
2009).

2.1.4. Nama simplisia : Cinnamomi Burmannii Cortex, Burmanni Cortex

(Asean, 2004 ; Depkes, 1977).

2.1.5. Deskripsi tanaman kayu manis (C. burmannii )

Kayu manis dapat ditemukan tumbuh liar di hutan pada ketinggian
0-200 m dpl. Namun tumbuh baik pada tanah yang subur, gembur, agak berpasir,
dan kaya bahan organik pada ketinggian 500-1500 m dpl. Pohon memiliki tinggi
10 m, kulit berwarna abu-abu tua, berbau khas, kayu berwarna merah atau coklat
muda. Daun tunggal, kaku, panjang tangkai daun 0,5 — 1,5 cm, dan letak
berseling. Bentuk daun elips memanjang, ujung meruncing, pangkal runcing, tepi
rata dengan 3 buah tulang daun yang tumbuh melengkung, permukaan atas licin
warnanya hijau, permukaan bawah bertepung berwarna keabu-abuan, panjang 8-
15 cm, lebar 3-4 cm. Daun muda berwarna merah pucat, tetapi ada varietas yang
berwarna hijau ungu. Bunga majemuk berkumpul dalam rangkaian berupa malai,
panjang tangkai bunga 4-12 mm, berambut halus, keluar dari ketiak daun atau
ujung percabangan, bunga kecil-kecil berwarna hijau putih. Buah berbentuk buni,
bulat memanjang, panjang sekitar 8§ mm berwarna merah (WHO, 1999 ;

Dalimartha, 2009).
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2.1.6. Kandungan kimia dan efek farmakologi tanaman kayu manis (C.
burmannii)

a. Kandungan kimia
Kayu manis atau cinnamon memiliki kandungan berbagai senyawa kimia,
yaitu minyak atsiri sekitar 0,5-2% seperti eugenol, safrol, sinamilaldehida,
dan linalol ; polisakarida sekitar 10% ; diterpen serta kumarin (Bradley,
2006) ; komponen fenol sekitar 4-10% seperti tanin terkondensasi
(proanthocyanidins, cathecins) ; gum, mucilago, resin, pati (Dugoua, et
al., 2007).

b. Efek Farmakologi :
Kayu manis memiliki efek karminatif, spasmolitik, antibakteri, antifungi,
antirematik, anti inflamasi, penambah nafsu makan (stomakik),
menghilangkan nyeri (Bradley, 2006) dan antidiabetes (Catherine dan
Seamon, 2010). Kayu manis dapat mengontrol glukosa darah karena
mengandung senyawa polimer tipe-A polifenol (Ziegenfuss et al., 2006 ;
Anderson R.A., 2008).

[Sumber : Anderson et al., 2004]

Gambar 2.1. Rumus struktur polimer tipe-A polifenol

Suatu penelitian juga telah menunjukkan bahwa bahan aktif dalam kayu manis
yaitu cinnamaldehyde dapat menurunkan kadar glukosa plasma pada tikus

diabetes (Ping , Zhang dan Ren, 2010).
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2.2.  Simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang dipergunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain simplisia merupakan
bahan yang dikeringkan. Simplisia dapat berupa simplisia nabati, simplisia
hewani dan simplisia pelikan atau mineral. Simplisia nabati adalah simplisia yang
berupa tanaman utuh, bagian tanaman dengan eksudat tanaman, yang dimaksud
dengan eksudat adalah isi sel yang secara spontan keluar dari tanaman atau isi sel
yang dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya, atau zat-zat nabati lainnya yang
dengan cara tertentu dipisahkan dari sel nya. Simplisia hewani adalah simplisia
yang dapat berupa kimia utuh atau zat yang berguna yang dihasilkan oleh hewan
dan belum berupa kimia murni, sedangkan simplisia pelikan/mineral adalah
simplisia yang berupa bahan pelikan/mineral yang belum diolah atau telah diolah

dengan cara sederhana dan belum berupa bahan kimia murni (Depkes, 1995).

2.3 Ekstrak dan Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan kering, kental, cair dibuat dengan menyari
simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok, diluar pengaruh dari
cahaya matahari langsung (Farmakope Indonesia edisi 111, 1979). Ekstrak yang
diperoleh berdasarkan sifatnya dapat dibagi menjadi :

a. Ekstrak encer (Extractum tenue), sediaan ini masih dapat dituang.
b. Ekstrak kental (Extractum spissum), sediaan ini tidak dapat dituang dan

memiliki kadar air sampai 30%.

C. Ekstrak kering (Extractum siccum), sediaan ini berbentuk serbuk, dibuat
dari ekstrak tumbuhan ynag diperoleh dari penguapan bahan pelarut.
d. Ekstrak cair (Extractum fluidum), mengandung simplisia nabati ynag

mengandung etanol sebagai bahan pengawet (Voight, 1995).

Ekstraksi adalah proses penarikan kandungan kimia yang dapat larut dari
suatu serbuk simplisia, sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut.
Terdapat beberapa metode ekstraksi dengan pelarut cair, antara lain cara dingin
yaitu maserasi dan perkolasi, serta cara panas yaitu refluks, sokletasi, digesti,

infuse, dekok. Berikut adalah penjelasan singkat beberapa metode ekstraksi.
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2.3.1.

2.3

Cara Dingin

Maserasi

Maserasi adalah proses ekstraksi simplisia dengan menggunakan pelarut
dengan beberapa kali pengocokon atau pengadukan pada temperatur
ruangan (suhu kamar). Remaserasi berarti dilakukan pengulangan
penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama dan
seterusnya.

Perkolasi

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai
sempurna  (exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada
temperatur ruangan. Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan,
tahap maserasi antara, tahap perkolasi sebenarnya (penetesan atau
penampungan ekstrak), terus menerus sampai diperoleh ekstrak (perkolat).

(Parameter, 2000).

Cara panas

Refluks

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan
dengan adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses
pada residu pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat termasuk proses
ekstraksi sempurna.

Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara
umum dilakukan pada temperatur 40-50°C.

Infus

Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air
(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur

96-98°C) selama waktu tertentu (15-20 menit).
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d. Dekok
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama dan temperatur sampai
titik didih air (Parameter, 2000).

€. Sokletasi
Sokletasi adalah metode ekstraksi untuk bahan yang tahan pemanasan
dengan cara meletakkan bahan yang akan diekstraksi dalam sebuah
kantung ekstraksi (kertas saring) di dalam sebuah alat ekstraksi dari gelas

yang bekerja kontinyu (Voight, 1955).

2.4.  Fraksinasi

Fraksinasi adalah prosedur pemisahan yang bertujuan memisahkan
golongan utama kandungan yang satu dari golongan utama yang lain. Pemisahan
jumlah dan jenisnya senyawa menjadi fraksi yang berbeda yang tergantung pada
jenis tumbuhan. Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut
polar, begitu pula senyawa yang bersifat non polar akan masuk ke pelarut non

polar (Harborne, 1987).

2.5. Penapisan Fitokimia

Penapisan kimia adalah pemeriksaan kandungan kimia secara kualitatif
untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung dalam suatu tumbuhan.
Pemeriksaan diarahkan pada senyawa metabolit sekunder yang memiliki khasiat
bagi kesehatan, seperti alkaloid, senyawa fenol, flavoinoid, glikosida, terpenoid,
steroid, tanin dan saponin. Adapun tujuan pendekatan skrinning fitokimia adalah
untuk mensurvei tumbuhan mendapatkan kandungan yang berguna untuk

pengobatan. (Farnsworth, 1966).

2.5.1. Alkaloid

Alkaloid adalah metabolit basa yang mengandung satu atau lebih atom
nitrogen biasanya dalam gabungan berbentuk siklik. Alkaloid mempunyai
aktivitas fisiologi sehingga secara luas digunakan dalam bidang pengobatan.
Fungsi alkaloid pada tumbuhan masih tidak jelas, namun alkaloid penting dalam

pengatur pertumbuhan dan penghalau serangga (Harborne, 1987).
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2.5.2. Senyawa fenol

Senyawa fenol meliputi aneka ragam senyawa yang berasal dari
tumbuhan, yang mempunyai ciri sama yaitu cincin aromatik yang mengandung
satu atau dua penyulih hidroksil. Senyawa fenol cenderung mudah larut dalam air
karena umumnya sering kali berikatan dengan gula sebagai glikosida, dan
biasanya terdapat dalam vakuola sel. Beberapa ribu senyawa fenol telah diketahui
strukturnya. Flavonoid merupakan golongan terbesar, tetapi fenol monosiklik
sederhana, fenil propanoid, dan kuinon fenolik juga terdapat dalam jumlah yang
besar. Beberapa golongan bahan polimer penting dalam tumbuhan seperti lignin,
melanin, dan tanin adalah senyawa polifenol. Pendeteksian adanya senyawa ini
dapat dilakukan dengan menambahkan larutan besi (III) klorida 1% dalam air atau
etanol yang menimbulkan warna hijau, merah ungu, biru atau hitam kuat

(Harborne, 1987).

2.5.3. Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang tersebar luas di alam dapat
ditemukan dalam bentuk glikosida maupun aglikonnya. Flavonoid mengandung
15 atom karbon dalam inti dasarnya, yang tersusun dalam kofigurasi Cs-Cs-Cq
yaitu dua cincin aromatis yang dihubungkan oleh satuan tiga karbon yang dapat
atau tidak dapat membentuk cincin ketiga. Flavonoid mengandung sejumlah
gugus hidroksil yang tak tersulih, atau suatu gula sehingga cukup larut dalam
pelarut polar seperti etanol (EtOH), metanol (MeOH), butanol (BuOH), aseton,
dimetilsulfoksida, dimetilformamida. Adanya gula yang terikat pada flavonoid
(bentuk umum yang ditemukan) cenderung menyebabkan flavonoid lebih mudah
larut dalam air , sehingga campuran pelarut di atas dan air merupakan pelarut
yang lebih baik untuk glikosida. Aglikon yang kurang polar cenderung lebih
mudah larut dalam pelarut seperti eter dan CHCl; (Markham, 1988).

2.5.4. Glikosida
Glikosida merupakan suatu senyawa, bila dihidrolisis akan terurai menjadi
gula. Glikosida adalah senyawa yang terdiri atas gabungan dua bagian senyawa,

yaitu gula dan bukan gula. Bagian gula biasa disebut glikon sedangkan bagian
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bukan gula disebut sebagai aglikon (Tyler et al., 1988). Glikosida dibagi atas 4
tipe berdasarkan atom penghubung glikon dan aglikon, yaitu :
a. O-Glikosida, jika glikon dan aglikon dihubungkan oleh atom O.
Contoh : Salicin
b. S-Glikosida, jika glikon dan aglikon dihubungkan oleh atom S.
Contoh : Sinigrin
c. N-Glikosida, jika glikon dan aglikon dihubungkan oleh atom N.
Contoh : Vicine, krotonosida
d. C-Glikosida, jika glikon dan aglikon dihubungkan oleh atom C.
Contoh : Aloin (Fransworth, 1966).

2.5.5. Terpen

Terpen adalah suatu senyawa yang tersusun atas isoprene CH,=C(CHj)-
CH=CH, dan kerangka karbonnya dibangun oleh penyambungan dua atau lebih
satuan Cs ini. Terpenoid terdiri atas beberapa macam senyawa seperti monoterpen
dan seskuiterpen yang mudah menguap, diterpen yang sukar menguap sampai ke
senyawa yang tidak menguap yaitu triterpen, dan sterol.

Secara umum senyawa ini larut dalam lemak dan terdapat dalam
sitoplasma sel tumbuhan. Biasanya senyawa ini deikstraksi degan menggunakan

eter dan kloroform (Harborne, 1987).

2.5.6. Tanin

Tanin merupakan senyawa yang terdapat dalam tumbuhan dan tersebar
luas, memiliki gugus fenol, memilki rasa sepat dan mempunyai kemampuan
menyamak kulit. Jika bereaksi dengan protein membentuk kopolimer mantap
yang tak larut dalam air.

Tanin secara kimia dikelompokkan menjadi dua golongan yaitu tanin
kondensasi dan tannin terhidrolisis. Tanin terkondensasi atau flavolan secara
biosintesis dapat dianggap terbentuk dengan cara kondensasi katekin tunggal yang
membentuk senyawa dimer dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Tanin

terhidrolisis berupa glukosa dikelilingi oleh lima gugus ester. Salah satu fungsi
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utama tanin dalam tumbuhan ialah sebagai penolak hewan pemakan tumbuhan

(Harborne, 1987).

2.5.7. Saponin

Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun,
dapat membentuk busa bila dikocok dengan air dan dapat menghemolisis sel
darah merah (Harborne, 1987). Dua jenis saponin yang dikenal yaitu glikosida
triterpenoid alkohol dan glikosida struktur steroid.

2.5.8. Kuinon

Kuinon adalah senyawa berwarna dan mempunyai kromofor dasar. Warna
pigmen kuinon alam beragam, mulai dari kuning pucat sampai ke hampir hitam.
Pigmen ini sering terdapat dalam kulit, akar atau dalam jaringan lain (misalnya
daun). Penyebarannya dalam tumbuhan cukup tinggi dan telah diteliti terutama
karena antrakuinon tertentu, berkhasiat sebagai pencahar. Senyawa kuinon yang
terdapat sebagai glikosida larut sedikit dalam air, tetapi umumnya kuinon lebih
mudah larut dalam lemak. Untuk memastikan adanya adanya suatu pigmen
termasuk kuinon atau bukan, reaksi warna sederhana masih tetap berguna. Reaksi
yang khas ialah reduksi bolak balik yang mengubah kuinon menjadi senyawa
tanpa warna, kemudian warna kembali lagi bila terjadi oksidasi oleh udara

(Harbone, 1987).

2.6.  Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran didasarkan atas
perbedaan distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua
fase, yaitu fase diam dan fase gerak. Bila fase diam berupa zat padat yang aktif,
maka dikenal istilah kromatografi penyerapan, bila fase diam berupa zat cair,
maka teknik ini disebut kromatografi pembagian.

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan fisikokimia yang
didasarkan atas penyerapan, partisi (pembagian) atau gabungannya. Lempeng
pemisah tipis yang terdiri dari butir penyerap atau pendukung dilapiskan pada

lempeng kaca, logam, dan lain-lain. Untuk mendapatkan kondisi jenuh bejana
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kromatografi, dinding bejana dilapisi dengan lembaran kertas saring, fase gerak
dituang ke dalam bejana sehingga kertas saring basah dan dalam bejana terdapat
fase gerak setinggi 5-10 mm. Bejana ditutup dan dibiarkan selama satu jam pada
20°-25°.

Fase diam yang umum digunakan antara lain silika gel, alumina, tanah
diatomeaae, dan serbuk selulosa. Silika gel bersifat asam dan berguna untuk
kromatografi pembagian maupun penyerapan. Alumina yang bersifat basa
terutama digunakan untuk kromatografi penyerapan (Harmita, 2006). Pemilihan
fase gerak tergantung pada sifat campuran semyawa yang akan dipisahkan.
Polaritas fase gerak dan senyawa disesuaikan untuk mendapatkan sistem
pengembang yang akan digunakan. Urutan pelarut sesuai dengan efek eluasinya
disebut eluotropic series. Keuntungan kromatografi lapis tipis untuk ekstrak
tanaman sangat penting, karena memiliki campuran senyawa kimia yang sangat
kompleks yang berbeda secara struktural. (Waksmundzka, Sherma, dan
Kowalska, 2008). Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan
tipis menggunakan harga Rf.

Jarak yang ditempuh oleh zat

Rf= 2.1
Jarak yang ditempuh pengembang

2.7.  Diabetes Melitus

Diabetes berasal dari bahasa Yunani yang berarti “mengalirkan atau
mengalihkan”. Melitus dari bahasa latin yang bermakna manis atau madu.
Penyakit diabetes melitus dapat diartikan individu yang mengalirkan volume urin
yang banyak dengan kadar glukosa tinggi. Diabetes melitus adalah penyakit
hiperglikemia yang ditandai dengan kekurangan hormon insulin baik absolut
maupun relatif. Hasil pemeriksaan kadar glukosa darah sewaktu > 200 mg/dl dan
kadar glukosa darah puasa > 126 mg/dl dapat digunakan sebagai patokan
diagnosis diabetes melitus (Dirjen Bina Kefarmasian dan Alat Kesehatan, 2005).
Beberapa gejala diabetes antara lain:
a. Poliuria (peningkatan pengeluaran urin) karena air mengikuti glukosa yang

keluar melalui urin.

Universitas Indonesia

Uji penghambatan..., Riza Apriani, FMIPA Ul, 2012



14

Polidipsia (peningkatan rasa haus) akibat volume urine yang sangat besar
dan keluarnya air yang menyebabkan dehidrasi ekstra sel. Dehidrasi
intrasel mengikuti dehidrasi ekstrasel karena air intrasel akan berdifusi
keluar sel mengikuti penurunan gradien konsentrasi ke plasma yang
hipertonik (konsentrasi tinggi).

Rasa lelah dan kelemahan otot akibat katabolisme protein di otot dan
ketidakmampuan sebagian besar sel untuk menggunakan glukosa sebagai
energi.

Polifagia (peningkatan rasa lapar) akibat katabolisme protein dan lemak,

dan kelaparan relatif sel (Corwin, 2008).

Dokumen konsensus tahun 1997 oleh American Diabetes Association’s

Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus

menjabarkan empat kategori utama diabetes :

a.

Diabetes Melitus tipe 1

Diabetes melitus tipe 1 adalah penyakit hiperglikemia akibat ketiadaan
absolut insulin. Diabetes jenis ini timbul bila pankreas kehilangan
kemampuannya untuk menghasilkan insulin. Sebelumnya, tipe diabetes ini
disebut sebagai diabetes melitus dependen insulin' (IDDM), karena
individu pengidap penyakit ini harus mendapat insulin pengganti. (Corwin,
2008).

Diabetes melitus tipe 1T

Pada Penderita diabetes ini, pankreas masih berfungsi tetapi menunjukkan
defisiensi  relatif, sehingga tubuh kehilangan kemampuan untuk
memanfaatkan insulin secara efektif (Hongxiang, Tang dan Liang, 2009).
Diabetes melitus tipe II tidak tergantung dari insulin , maka disebut Non
Insulin Dependen Diabetes Melitus (NIDDM) (Tjay dan Rahardja, 2007).
Diabetes Melitus tipe 111

Pada diabetes tipe III, hiperglikemia berkaitan dengan penyakit-penyakit
lain. Penyakit tersebut meliputi pankreatektomi atau penyakit pankreas,
kelainan genetik pada kerja insulin, penyakit endokrin seperti sindrom

cushing, akromegali atau penyakit endokrin lain (Ganong, 1996).
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d. Diabetes Melitus tipe IV
Diabetes melitus tipe 4 atau diabetes gestasional, adalah diabetes yang
terjadi pada wanita hamil yang sebelumnya tidak mengidap diabetes

(Corwin, 2008).

2.8.  Antidiabetes Oral
Mekanisme kerja obat hipoglikemik oral antara lain melalui perangsangan
sekresi insulin, sensitiser insulin dan penghambatan aktivitas o-glukosidase

(Hongxiang, Tang dan Liang, 2009).

Penggunaan Bahan Obat Sebagai Antidiabetes

Hati Usus Halus Pankreas Jaringan Lemak Otot

— — & T T
A ; : i
g'_':.'r_r:, = r.lll If » = |
i i"': :
Produksi § Absorpsi Sekresi Insulin Pengambilan Glukosa
Glukosa ¢ Glukosa ‘;""ﬂ*"'"""‘“'“ pada Jaringan
Blguanide alpha-glucosidase m‘ dor EBilguanide
Thiazolidine inhibétor 'm;;‘m ol Thiazaliginediones
diones P
Meningkatkan SekresiInsulin ;1 4o Bonvale Clulosa
Kadar Gula Darah Pada Jarir;gan
Berkurang 2 ! e
Menormalkan Kadar Gula Darah

[Sumber : Hongxiang, Tang dan Liang, 2009]
(Gambar telah diolah kembali)

Gambar 2.2. Tempat aksi obat pada pengobatan diabetes

a. Peningkatan sekresi insulin : Sulfonylureas (glibenclamide, gliclazide,
glipizide, glimepiride).
Sulphonylureas awalnya dikembangkan pada tahun 1920 dan telah
menjadi sangat diperlukan dalam mengatasi DM tipe 2 (Bdsenberg, 2008).
Obat golongan sulphonylureas mempunyai efek utama meningkatkan

sekresi insulin oleh sel beta langerhans di pankreas. Obat ini hanya efektif
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pada penderita diabetes tipe 2 yang tidak begitu berat, yang sel-sel beta
nya masih bekerja cukup baik. (Tjay dan Rahardja, 2007). Pemberian
insulin dan  sulphonylurea yang berlebihan dapat menyebabkan
hipoglikemia yang signifikan (Waring, 2007).

Sensitiser insulin : Biguanides (metformin), Thiazolidinediones
(pioglitazone, rosiglitazone)

Sensitiser insulin bekerja melalui peningkatan sensitivitas otot dan
jaringan lain terhadap insulin (thiazolidinediones), serta penurunan
glukoneogenesis oleh hati (biguanides) (Jarald, Joshi, dan Jain, 2008).
Metformin telah tersedia sejak 1950. Biguanides umumnya dianggap
sebagai obat pilihan oleh penderita obesitas pada diabetes tipe 2
(Bosenberg, 2008). Derivat biguanides mempunyai mekanisme kerja yang
berlainan dengan derivat sulphonylurea, obat-obat tersebut kerjanya tidak
melalui perangsangan sekresi insulin tetapi langsung terhadap organ
sasaran (Ganiswarna dkk, 2004). Thiazolidinedione, kelas ini obat dapat
digunakan sebagai monoterapi pada obesitas maupun non-obesitas pasien
yang telah gagal dengan tindakan konservatif lainnya (Bosenberg, 2008).
Inhibitor a-glukosidase : akarbose dan miglitol

Inhibitor a-glukosidase menghambat aktivitas a-glukosidase yang berada
di usus. Akarbose dan miglitol adalah penghambat kompetitif a-
glukosidase yang mengurangi penyerapan amilum dan disakarida.
Akarbose merupakan oligosakarida yang menunda pemecahan karbohidrat
(Narkhede et al., 2011) dan diperkenalkan ke pasar pada awal 1990-an
(Bosenberg, 2008), secara klinis digunakan pada penderita diabetes tipe 2
(Chiasson et al., 2003). Penguraian disakarida dan oligosakarida dicegah
(Bosenberg, 2008), dengan demikian glukosa dilepaskan lebih lambat dan
absorbsinya ke dalam darah juga kurang cepat, lebih rendah dan merata,
sehingga memuncaknya kadar gula darah bisa dihindari (Tjay dan
Rahardja, 2007). Efek samping nya antara lain perut kembung, dan diare.
Dosis akarbose dimulai dengan dosis rendah (25 mg 1x sehari), lalu
ditingkatkan secara bertahap setelah beberapa bulan sampai dosis

maksimum (50 mg 3x kali sehari untuk pasien dengan berat badan < 60kg
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atau 100 mg 3x sehari untuk pasien dengan berat badan > 60 kg) (Dipiro,
et al., 2005).

[Sumber : Katzung, 2006]
Gambar 2.3. Struktur kimia akarbose

OH
N\’/\OH
@]
Ho OH

Gambar 2.4. Struktur kimia miglitol

[Sumber : Katzung, 2006]

2.9. Enzim
2.9.1. Definisi Enzim

Enzim adalah polimer biologis yang mengkatalisis reaksi kimia yang
memungkinkan berlangsungnya kehidupan. Keberadaan dan pemeliharaan
rangkaian enzim yang lengkap dan seimbang merupakan hal yang penting untuk
menguraikan nutrien menjadi energi dan chemical building block (bahan dasar
kimiawi), menyusun bahan-bahan dasar tersebut menjadi protein, DNA,
membran, sel, dan jaringan, serta memanfaatkan energi untuk melakukan motilitas
sel, fungsi saraf, dan kontraksi otot (Murray, Granner dan Rodwell, 2006).

Enzim adalah katalisis yang efektif, yang mengkatalisis perubahan satu
atau lebih senyawa(substrat) menjadi satu atau lebih senyawa lain (produk)
meningkatkan laju reaksi setidaknya 10° kali dibandingkan jika tidak dikatalisis.
Selain sangat efisien, enzim juga merupakan katalis yang sangat selektif (Murray,

Granner dan Rodwell, 2006). Enzim memiliki celah khusus yang disebut dengan
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sisi aktif. Sisi aktif terdiri dari rantai samping asam amino yang membentuk
permukaan tiga dimensi dan sesuai dengan substrat. Bila sisi aktif enzim berikatan
dengan substrat, akan terbentuk kompleks enzim-substrat (ES). ES diubah

menjadi enzim-produk (EP), kemudian terpecah menjadi enzim dan produk.

E+S=ES—->E+P

Keterangan: E = enzim, S = substrat, ES = kompleks enzim-substrat, P = produk/ hasil reaksi.

Enzim memiliki spesifisitas atau spesifik dalam bereaksi dengan satu atau
beberapa substrat dan hanya mengkatalisis satu macam reaksi kimia. Kecepatan
reaksi yang dikatalisis oleh enzim dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara
lain konsentrasi substrat, suhu, pH (Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005) dan
waktu inkubasi (Gautam, et al., 2010). Faktor-faktor tersebut menentukan
efektivitas kerja suatu enzim. Apabila faktor pendukung tersebut berada pada

kondisi yang optimum, maka kerja enzim juga akan maksimal.

2.9.2. a-Glukosidase

a-Glukosidase adalah enzim yang bertanggung jawab terhadap konversi
karbohidrat menjadi glukosa. Enzim ini merupakan enzim utama untuk memecah
karbohidrat dan oligosakarida menjadi monosakarida dalam usus kecil (Lee et al.,
2007 ; Narkhede et al., 2011). a-Glukosidase mengkatalisis hidrolisis ikatan
glikosidik a-1,4 karbohidrat sechingga melepaskan a-glukosa dan meningkatkan
kadar gula darah setelah makan (Wu, 2011).

Karbohidrat akan dicerna oleh enzim di dalam mulut dan usus menjadi
gula yang lebih sederhana yang kemudian akan diserap ke dalam tubuh dan
meningkatkan kadar gula darah. Proses pencernaan karbohidrat tersebut
menyebabkan pankreas melepaskan a-glukosidase ke dalam usus yang akan
mencerna karbohidrat menjadi oligosakarida yang kemudian akan diubah lagi
menjadi glukosa oleh a-glukosidase yang dikeluarkan oleh sel-sel usus halus yang
kemudian akan diserap kedalam tubuh. Dengan dihambatnya kerja a-glukosidase,
kadar glukosa dalam darah dapat dikembalikan dalam batas normal (Bdsenberg,

2008).
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a-Glukosidase pada organisme diklasifikasikan menurut spesifisitas
substrat mereka. Tipe I lebih efektif menghidrolisis substrat p-nitrofenil o-
glukopiranosida (pNPG) dari pada maltosa. Tipe II lebih aktif pada maltosa dan
isomaltosa serta memiliki aktivitas rendah terhadap pNPG. Tipe III mirip tipe II,
tetapi dapat menghidrolisis disakarida, oligosakarida dan pati. a-Glucosidase dari
ragi umumnya berasal daritipe II ataul (Marin, Linde, dan Lobato, 2006 ;

Frandsen, Palcic, dan Svensson, 2002)

2.10. Mekanisme Penghambatan Aktivitas Enzim

Suatu zat yang dapat mengurangi kecepatan reaksi katalitik enzim disebut
dengan inhibitor. Enzim memiliki sisi aktif yang bersifat spesifik untuk mengenali
substrat yang sesuai. Enzim akan bereaksi menghasilkan produk bila sisi aktif
berikatan dengan substrat. Senyawa yang merupakan penghambat suatu enzim
akan menghambat terbentuknya produk. Mekanisme penghambatan enzim telah
dimanfaatkan untuk merancang suatu obat yang bekerja sebagai penghambat
enzim (Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005).

Penghambatan enzim dapat digolongkan ke dalam dua sifat, yaitu
penghambatan irreversible dan penghambatan reversible. Penghambatan
irreversible terjadi bila suatu penghambat membentuk ikatan kovalen dengan
enzim sehingga membentuk kompleks yang bersifat tetap dan tidak dapat
dilepaskan dengan cara pengenceran maupun dialisis. Penghambat irreversible
disebut juga sebagai inaktifator enzim. Penghambatan reversible terjadi bila suatu
penghambat membentuk ikatan nonkovalen dengan enzim sehingga dapat
dilepaskan dari enzim dengan cara pengenceran, filtrasi gel, atau dialisis
(Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005). Penghambatan reversible memiliki 4 tipe
kerja, yaitu penghambatan kompetitif, penghambatan nonkompetitif,
penghambatan kompetitif campuran, dan penghambatan unkompetitif (Storey,
2004 ; McPherson & Pincus, 2007).

a. Penghambatan kompetitif

Penghambatan kompetitif terjadi bila suatu penghambat dengan struktur

yang menyerupai substrat normal, berkompetisi dengan substrat normal

untuk berikatan pada sisi aktif enzim. Efek dari adanya penghambat
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kompetitif adalah meningkatnya konsentrasi substrat yang dibutuhkan
untuk dapat mencapai kecepatan reaksi maksimum dalam pembentukan
produk (Storey, 2004 ; McPherson & Pincus, 2007).

Penghambatan nonkompetitif

Penghambatan nonkompetitif terjadi bila suatu penghambat berikatan
dengan sisi yang berbeda dengan substrat normal pada enzim, sehingga
substrat masih dapat berikatan dengan sisi aktif enzim. Penghambat yang
bersifat nonkompetitif dapat berikatan pada enzim dalam bentuk bebas,
maupun pada enzim yang telah membentuk kompleks dengan substrat.
Adanya penghambat nonkompetitif tidak dapat diatasi dengan peningkatan
konsentrasi substrat untuk dapat mencapai kecepatan reaksi maksimum
enzim yang sama dengan kondisi sebelum adanya penghambatan, sehingga
kecepatan reaksi maksimum akan menurun dengan adanya penghambat
nonkompetitif (Storey, 2004 ; McPherson & Pincus, 2007).

Penghambatan kompetitif campuran

Penghambatan kompetitif campuran terjadi bila suatu penghambat
berikatan dengan sisi aktif yang berbeda dengan substrat normal pada
enzim, sehingga substrat masih dapat berikatan dengan sisi aktif enzim.
Penghambat yang bersifat kompetitif campuran dapat berikatan pada
enzim dalam bentuk bebas, maupun pada enzim yang telah membentuk
kompleks dengan substrat. Adanya ikatan antara suatu penghambat
kompetitif campuran dengan enzim akan menyebabkan perubahan
konformasi pada sisi aktif enzim, sehingga ikatan antara enzim dengan
substrat menjadi tidak optimum. Akibat dari tidak optimumnya ikatan
antara enzim dengan substrat tersebut menyebabkan penurunan kecepatan
reaksi dalam pembentukan produk (Storey, 2004 ; McPherson & Pincus,
2007).

Penghambatan unkompetitif

Penghambatan unkompetitif terjadi bila suatu penghambat berikatan hanya
dengan kompleks enzim-substrat dan tidak pada enzim dalam bentuk
bebas. Penghambatan jenis ini terjadi bila ikatan antara enzim dengan

substrat menyebabkan terjadinya perubahan konformasi enzim sehingga
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enzim membentuk tempat ikatan dengan suatu penghambat. Adanya ikatan
antara penghambat dengan suatu kompleks enzim-substrat akan
menyebabkan penurunan kecepatan reaksi maksimum dalam pembentukan

produk (Storey, 2004 ; McPherson & Pincus, 2007).

2.11. Penentuan Kinetika Penghambatan Enzim

Jenis inhibisi ditentukan dengan analisis data menggunakan metode
Lineweaver-Burk untuk memperoleh tetapan kinetika Michaelis-Menten (Dewi et
al., 2007). Persamaan Michaelis-Menten memperlihatkan secara matematis
hubungan antara kecepatan reaksi yang bervariasi dengan variasi konsentrasi

substrat.

¥ Vmaxl 5]
= Hm'l'[S] (21)

Keterangan : v; = kecepatan awal reaksi, V.x = kecepatan rmaksimum, K, = tetapan Michaelis-

Menten, [S]=konsentrasi substrat.

Tetapan kinetika Michaelis-Menten dihitung berdasarkan persamaan regresi y = a
+ bx yang diperoleh melalui penurunan persamaan Michaelis-Menten, dimana x

adalah 1/[S] dan y adalah 1/V; (Murray, Granner, & Rodwell, 2006).

i:[ﬁm)i 1 r=bx+a (2.2)

Vmax / [5] Vmnee

Persamaan tersebut dapat ditunjukkan dengan grafik pada Gambar 2.5.

<]~

Vmax

[Sumber : Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005]
Gambar 2.5. Grafik persamaan Lineweaver-Burk
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Km adalah tetapan Michaelis-Menten yang mencerminkan afinitas enzim
terhadap substrat. Nilai Km yang kecil mencerminkan afinitas yang besar, sebab
kecepatan reaksi maksimum dapat diraih pada konsentrasi substrat yang rendah,
sedangkan nilai Km yang besar mencerminkan afinitas yang kecil, sebab
kecepatan reaksi maksimum hanya dapat diraih pada konsentrasi substrat yang
tinggi. Nilai Km secara numerik berbanding lurus dengan konsentrasi substrat
(Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005).

Jenis penghambatan dapat ditentukan dengan grafik persamaan
Lineweaver-Burk. Adanya = penghambat kompetitif akan menyebabkan
peningkatan jumlah substrat yang dibutuhkan untuk mencapai /2 Vmax, sehingga
nilai Km akan bertambah. Nilai Km yang bertambah mencerminkan afinitas
enzim terhadap substrat yang semakin kecil akibat adanya inhibitor. Dengan
adanya penambahan substrat hingga mencapai konsentrasi tertentu, nilai Vmax
yang sama dengan kondisi sebelum adanya inhibitor dapat tercapai, sehingga nilai
Vmax akan tetap (Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005) Penghambatan kompetitif
dapat ditunjukkan dengan grafik pada Gambar 2.6.

1 1 Penghambat kompetitif
Vi e Tanpa penghambat
=
R !
Km [S]

[Sumber : Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005]
Gambar 2.6. Grafik Lineweaver-Burk pada penghambatan Kompetitif

Adanya penghambat nonkompetitif tidak dapat diatasi dengan
penambahan jumlah substrat, sebab penghambat nonkompetitif tidak berpengaruh
terhadap ikatan enzim dengan substrat, sehingga nilai Km yang sebanding dengan
konsentrasi substrat akan tetap, sedangkan Vmax yang mencerminkan kecepatan
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reaksi enzim akan turun (Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005). Penghambatan

nonkompetitif dapat ditunjukkan dengan grafik pada Gambar 2.7.

1 1 Penghambat nonkompetitif
Vi Vmax

A

Tanpa penghambat

utill
[s]

v

[Sumber : Champe, Harvey, dan Ferrier, 2005]

Gambar 2.7. Grafik Lineweaver-Burk pada penghambatan nonkompetitif

Adanya penghambat yang bersifat kompetitif campuran akan
menyebabkan nilai Km bertambah, sebab afinitas enzim terhadap substrat
semakin berkurang akibat adanya perubahan bentuk pada sisi aktif enzim,
sedangkan nilai Vmax yang mencerminkan kecepatan reaksi enzim akan turun,
sebab ikatan antara enzim dengan substrat menjadi tidak optimal (Storey, 2004).
Penghambatan kompetitif campuran dapat ditunjukkan dengan grafik pada
Gambar 2.8

! Penghambat kompetitif campuran

1 Vmax

pa penghambat

'

Km [S_]
[Sumber : Storey, 2004]

Gambar 2.8. Grafik Lineweaver-Burk pada penghambatan kompetitif campuran
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Penghambat unkompetitif hanya dapat menyerang suatu kompleks enzim-
substrat. Dengan adanya penghambat unkompetitif, berkurangnya nilai Km
disebabkan oleh besarnya afinitas enzim terhadap substrat, sedangkan
berkurangnya nilai Vmax disebabkan oleh adanya penghambat yang berikatan
dengan kompleks enzim-substrat, sehingga kecepatan reaksi enzim berkurang
(McPherson & Pincus, 2007).

Penghambatan unkompetitif dapat ditunjukkan dengan grafik pada Gambar
2.9.

Penghambat unkompetitif

Vi Vmax Tanpa penghambat

[Sumber : McPherson & Pincus, 2007]
Gambar 2.9. Grafik Lineweaver-Burk pada penghambatan unkompetitif

2.12. Uji Inhibisi a-Glukoesidase

Uji penghambatan a-glukosidase dilakukan dengan reaksi enzimatis. Pada
pengujian in vitro, o-glukosidase akan menghidrolisis substrat p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosida menjadi p-nitrofenol (berwarna kuning) dan glukosa. Aktivitas
enzim diukur berdasarkan hasil absorbansi p-nitrofenol. Intensitas warna kuning
yang terbentuk ditentukan serapannya dengan menggunakan spektrofotometer
double beam pada panjang gelombang 400 nm. Apabila ekstrak tanaman memiliki
kemampuan menghambat aktivitas a-glukosidase maka p-nitrofenol yang
dihasilkan akan berkurang. Reaksi enzimatik a-glukosidase dan p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosida dapat dilihat pada reaksi sebagai berikut (Sugiwati, Setiasi dan

Afifah, 2009):
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OH
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p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida p-nitrofenol

OH
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S
HoY o

a-D-glukopiranosida

OH

[Sumber : Sugiwati, Setiasih, dan Afifah, 2009]

Gambar 2.10. Persamaan reaksi enzimatik a-glukosidase dan

p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida
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3.1.

BAB 3
METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan September hingga Desember 2011 di

Laboratorium Penelitian Fitokimia dan Laboratoruim Farmakognosi Departemen

Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Indonesia

(FMIPA UI) Depok.
3.2. Bahan
a. Simplisia

3.3.

Pada penelitian ini digunakan bagian kulit batang dari Cinnamomum
burmannii (Nees & T.Nees) Blume yang berasal dari Balai Penelitian
Tanaman Rempah dan Obat (Balitro) Bogor dan telah dideterminasi di
Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia Cibinong Bogor.

Bahan kimia

Bovine serum albumin (Merck), akarbose (Dexa Medica), paranitrofenil a-
D-glukopiranosida (Wako Pure Chemical Industries, Ltd), a-glukosidase
(Sigma Aldrich), kalium dihidrogen fosfat (Merck), dimetilsulfoksida
(Merck), iodium (Merck), kalium iodida (Merck), bismuth (III) nitrat
(Merck), raksa (II) klorida (Merck), asam sulfat (Merck), asam asetat
anhidrat (Univar), natrium sulfat anhidrat (Merck), serbuk asam borat,
serbuk asam oksalat, serbuk zink, serbuk Mg, (Merck), Na,COs (Merck),
NaOH (Univar), HCI (Merck), NaCl (Mallinckrodt Chemicals), FeCls,

AICls, benzen, eter, petroleum eter, etil asetat, n-butanol, metanol, etanol.

Alat
Alat penggiling, botol coklat, penangas air, spektrofotometer UV-Vis,

pipet volume, pipet mikro 10-100 nL dan 100-1000 uL, kuvet kuarsa, plat tetes,

batang pengaduk, spatel, sendok tanduk, gelas arloji, penguap vakum putar

(rotavapor), rak tabung reaksi, timbangan analitik, pH-meter, alat alat-gelas.
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3.4. Prosedur Kerja

Langkah kerja dalam penelitian ini diawali dengan penyiapan bahan,
penyiapan simplisia, selanjutnya dilakukan pembuatan ekstrak, fraksinasi, uji
pendahuluan kondisi optimum, uji penghambatan aktivitas a-glukosidase, uji
kinetika penghambatan enzim dan identifikasi golongan senyawa kimia. Masing-

masing tahapan tersebut akan dijelaskan sebagai berikut:

3.4.1. Penyiapan bahan

Kulit kayu manis diperoleh dari dari Balai Penelitian Tanaman Rempah
dan Obat (Balitro) Bogor pada bulan Agustus 2011. Bagian tanaman yang
digunakan adalah kulit batang kayu manis yang berumur 8 tahun dengan diameter

pohon 25 cm yang di budidayakan di Balitro Bogor.

3.4.2. Pembuatan simplisia

Kulit batang kayu manis disortasi basah untuk memisahkan bagian
tanaman yang rusak, serta kotoran atau bahan-bahan asing lainnya yang masih
menempel pada bahan. Selanjutnya dilakukan perajangan untuk membantu
mempercepat proses pengeringan dan penggilingan. Kemudian, rajangan
dikeringkan di bawah paparan sinar matahari dan ditutup dengan kain hitam untuk
mencegah kerusakan kandungan kimia tanaman yang disebabkan sinar UV dari
matahari. Setelah itu, simplisia dihaluskan dengan penggiling untuk memperbesar

luas permukaan partikel agar kontak antara zat dan larutan penyari lebih besar.

3.4.3. Pembuatan ekstrak

Serbuk kayu manis dimaserasi dengan pelarut etanol 80% selama 1 hari
pada suhu kamar di dalam botol coklat. Kemudian rendaman disaring, filtratnya
disimpan sementara residunya direndam kembali dalam pelarut yang sama.
Perlakuan ini diulang sebanyak lima kali. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan
kemudian diuapkan pelarutnya dengan rotary vaccum evaporator (pada suhu
50°C) sehingga diperoleh ekstrak kental. Selanjutnya ekstrak kental dihilangkan
airnya dengan menggunakan freeze-dryer agar diperoleh ekstrak kering. Ekstrak

kering yang diperoleh, ditimbang untuk mengetahui rendemen yang dihasilkan.

Universitas Indonesia

Uji penghambatan..., Riza Apriani, FMIPA Ul, 2012



28

3.4.4. Fraksinasi

Ekstrak kering difraksinasi berturut-turut secara fraksinasi cair-cair dengan
pelarut yang kepolarannya meningkat dimulai dari petroleum eter, etil asetat dan
n-butanol. Ekstrak kering diencerkan dengan air panas, diaduk terus sampai
homogen, kemudian dimasukkan dalam corong pisah, difraksinasi dengan
petroleum eter yang jumlahnya sama banyak dengan air, diperoleh fraksi
petroleum eter dan fraksi air. Fraksi petroleum eter dipisahkan, kemudian fraksi
air difraksinasi dengan etil asetat, diperoleh fraksi etil asetat dan fraksi air. Fraksi
etil asetat dipisahkan, fraksi air difraksinasi dengan butanol, diperoleh fraksi
n-butanol dan fraksi air. Hasil penyarian diperoleh 4 fraksi, masing-masing fraksi

dikumpulkan dan divapkan pelarutnya sehingga diperoleh ekstrak pekat.

3.4.5 Penyiapan larutan pereaksi

3.4.5.1.Perekasi identifikasi kandungan kimia (Harborne, 1987 ; Depkes, 1995)

a. Larutan pereaksi Bouchardat
Larutan pereaksi bouchardat dibuat dari campuran iodium dan kalium
1odida. Sebanyak 2 g iodium P dan 4 g kalium iodida P dilarutkan dalam
100 mL akuades.

b. Larutan pereaksi Mayer
Larutan I. HgCl, 1,358 g dalam akuades 60 mL
Larutan II. KI 5 g dalam akuades 10 mL
Cara pembuatannya adalah:
Larutan I dibuat dengan HgCl, 1,358 g yang dilarutkan dengan akuades 60
mL dan larutan II dibuat dengan KI 5 g yang dilarutkan dengan akuades 10
mL. Larutan I dituangkan ke dalam larutan II, diencerkan dengan akuades
sampai tanda batas pada labu ukur 100 mL.

c. Larutan pereaksi Dragendorff
Larutan I. 0,6 g bismut subnitrat dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL H,O.
Larutan II. 6 g KI dalam 10 mL H;O.
Kedua larutan tersebut dicampur dengan 7 mL HCI pekat dan 15 mL H,O.
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3.4.5.2 Pereaksi uji penghambatan aktivitas a-glukosidase

a.

Larutan dapar fosfat pH 6,8

Larutan dapar fosfat pH 6,8 dibuat dengan menimbang 0,6804 g kalium
dihidrogen fosfat, kemudian dilarutkan dalam 50 ml aqua akuades.
Tambahkan 22,4 ml NaOH 0,1 N, ukur pH dengan menggunakan pH
meter, tambahkan lagi NaOH 0,1 N jika belum mencapai pH 6,8.
Cukupkan dengan akuades sampai 200 ml.

Larutan dapar fosfat pH 7,0

Larutan dapar fosfat pH 7,0 dibuat dengan menimbang 0,6804 g kalium
dihidrogen fosfat, kemudian dilarutkan dalam 50 ml aqua akuades.
Tambahkan 29,1 ml NaOH 0,1 N, ukur pH dengan menggunakan pH
meter, tambahkan lagi NaOH 0,1 N jika belum mencapai pH 7,0.
Cukupkan dengan akuades sampai 200 ml.

Larutan dapar fosfat pH 7,2

Larutan dapar fosfat pH 7,2 dibuat dengan menimbang 0,6804 g kalium
dihidrogen fosfat, kemudian dilarutkan dalam 50 ml aqua akuades.
Tambahkan 34,7 ml NaOH 0,1 N, ukur pH dengan menggunakan pH
meter, tambahkan lagi NaOH 0,1 N jika belum mencapai pH 7,2.
Cukupkan dengan akuades sampai 200 ml.

Larutan Na,CO3; 0,2 M

Sebanyak 42,2 g Na,COj; ditimbang. Kemudian dilarutkan dalam akuades
hingga 2000 mL.

Larutan enzim

Larutan pembawa enzim dibuat dengan cara 200 mg bovine serum
albumin (BSA) dilarutkan dalam 100 ml dapar fosfat pH 7,0. Larutan
enzim dibuat dengan cara 1,2 mg a-glukosidase dilarutkan dalam 100 ml
larutan pembawa enzim dalam kondisi dingin. Kemudian larutan induk
enzim diencerkan dengan dapar fosfat pH 7,0 hingga diperoleh larutan
enzim 0,0279 U/mL.

Larutan substrat.

Sebanyak 30,125 mg substrat p-nitrofenil-o-D-glukopiranosida (pNPQG)

dilarutkan dalam 10 mL akuades sehingga diperoleh larutan substrat
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dengan konsentrasi 10mM. Larutan substrat 10 mM diencerkan sehingga
diperoleh larutan substrat dengan konsentrasi SmM ; 2,5 mM ; 1,25 mM.
Pada pembuatan konsentrasi 30 mM dibuat dengan menimbang 90,375 mg
p-nitrophenyl-a-D-glukopiranosida (pNPG) kemudian dilarutkan dalam 10
mL akuades sehingga diperoleh larutan substrat 30 mM. Larutan substrat
30 mM diencerkan sehingga diperoleh larutan substrat dengan konsentrasi

15mM.

Uji pendahuluan kondisi optimum

Uji pendahuluan yang dilakukan adalah penentuan pH, waktu inkubasi dan

konsentrasi substrat optimum yang digunakan pada reaksi enzimatis agar reaksi

berlangsung optimal.

a.

Penentuan Konsentrasi Enzim

Sebanyak 20 pL DMSO ditambahkan dengan 980 uL dapar fosfat pH 7,0
dan 500 pL p-nitrofenil a-D-glukopiranosida (pNPG) dengan konsentrasi
10 mM, lalu diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C. Ditambahkan 500
pL larutan enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/mL, lalu diinkubasi selama
15 menit pada suhu 37°C. Setelah itu, ditambahkan 2000 pL 200 mM
NayCOs sebagai penghenti reaksi. Kemudian larutan diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm. Uji pada kontrol blangko
dilakukan dengan cara menambahkan Na,COj terlebih dahulu sebelum
penambahan enzim. Perhitungan aktivitas enzim dapat dilakukan

menggunakan rumus berikut (Sigma Aldrich, 1996).

Unit/mL = (Ago sampel — A4gp blangko) x V x df (3.1)
18,3 x Vext

Unit/mg enzim = Unit / ml enzim x (1/C)

Keterangan : A4y sampel = Absorbansi larutan sampel pada A 400 nm, A, blangko =
Absorbansi larutan blangko pada A 400 nm, V = Volume total, df = Faktor pengenceran,
18,3 = Koefisien ekstringsi milimolar p-nitrofenol pada A 400 nm, Ve = Volume enzim
(mL), t = Waktu inkubasi, C = Banyaknya a-glukosidase dalam larutan uji
(mg/mL).
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Penentuan Optimasi pH

Penentuaan optimasi pH dilakukan dengan menggunakan dapar fosfat
pada pH 6,8 ; 7,0 dan 7,2 secara berurutan. Sebanyak 20 pL DMSO
ditambahkan dengan 980 pL dapar fosfat dan 500uL p-nitrofenil a-D-
glukopiranosida (pNPG) dengan konsentrasi 10 mM, lalu diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 37°C. Ditambahkan 500 pL larutan enzim
dengan konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu diinkubasi selama 15 menit pada
suhu 37°C. Setelah itu, ditambahkan 2000 uL 200 mM Na,COs; sebagai
penghenti reaksi. Kemudian larutan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm. Uji pada kontrol blangko
dilakukan dengan cara menambahkan Na,COs; terlebih dahulu sebelum
penambahan enzim.

Penentuan Optimasi Waktu Inkubasi

Penentuaan optimasi waktu inkubasi dilakukan dengan waktu inkubasi 15,
20 dan 30 menit secara berurutan. Sebanyak 20 uL DMSO ditambahkan
dengan 980 pL dapar fosfat pada pH 7,0 dan 500uL p-nitrofenil a-D-
glukopiranosida (pNPG) dengan konsentrasi 10 mM, lalu diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 37°C. Ditambahkan 500 pL larutan enzim
dengan konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu diinkubasi pada suhu 37°C. Setelah
itu, ditambahkan 2000 pL 200 mM Na,CO; sebagai penghenti reaksi.
Kemudian larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis
pada A 400 nm. Uji pada kontrol blangko dilakukan dengan cara
menambahkan Na,COj; terlebih dahulu sebelum penambahan enzim.
Penentuan Optimasi Konsentrasi Substrat

Penentuaan optimasi konsentrasi substrat dilakukan pada konsentrasi
substrat dengan konsentrasi masing-masing 30mM dan 20mM, 15 mM,
10mM, 5 mM, 2,5 mM, 1,25mM dan 0,625 mM secara berurutan.
Sebanyak 20 L. DMSO ditambah dengan 980 pL dapar fosfat pada pH 7,0
dan 500 pL p-nitrofenil a-D-glukopiranosida (pNPG), lalu diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 37°C. Tambahkan 500 pL larutan enzim dengan
konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit.
Setelah itu, tambahkan 2000 pL 200mM Na,CO; sebagai penghenti reaksi.
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Kemudian larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis
pada A 400 nm. Uji pada kontrol blangko dilakukan dengan cara
menambahkan Na,COj terlebih dahulu sebelum penambahan enzim.

Uji penghambatan aktivitas a-glukosidase (Dewi et al., 2007)

Uji penghambatan aktivitas a-glukosidase dilakukan terhadap larutan

akarbose sebagai standar positif, larutan blangko, serta larutan ekstrak sebagai

sampel. Sebelum dilakukan pengujian, terlebih dahulu dilakukan penyiapan

larutan akarbose dan penyiapan larutan sampel.

a.

Penyiapan Larutan Akarbose

Sebanyak 100 mg akarbose dilarutkan dalam dimetil sulfoksida (DMSO)
secukupnya dan larutan dapar fosfat pH 7,0 10 ml sehingga diperoleh
konsentrasi larutan akarbose 1%. Larutan akarbose 1% dipipet 5,0 mL lalu
ditambahkan dengan 10,0 mL larutan dapar fosfat pH 7,0 hingga diperoleh
konsentrasi larutan 0,5%, demikian seterusnya hingga diperoleh
konsentrasi 0,25%, dan 0,125%.

Penyiapan Larutan Sampel

Sebanyak 100 mg ekstrak kental dilarutkan dalam dimetil sulfoksida
(DMSO) secukupnya dan larutan dapar fosfat pH 7,0 10 ml sehingga
diperoleh konsentrasi larutan ekstrak 1%. Larutan ekstrak 1% dipipet 5,0
mL lalu ditambahkan dengan 10,0 mL larutan dapar fosfat pH 7,0 hingga
diperoleh konsentrasi ekstrak 0,5%, demikian seterusnya hingga diperoleh
konsentrasi ekstrak 0,25%, dan 0,125%.

Pengujian Blangko

Sebanyak 20uL larutan dimetil sukfoksida (DMSO) ditambah dengan
980uL dapar fosfat pada pH 7,0 dan 500uL larutan substrat p-nitrofenil o-
D-glukopiranosida (pNPG) dengan konsentrasi 15 mM. Kemudian larutan
diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C. Tambahkan 500uL larutan
enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu diinkubasi pada suhu 37°C
selama 15 menit. Setelah itu, tambahkan 2000uL. 200mM Na,COs;. Larutan
diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm.
Uji pada kontrol blangko dilakukan dengan penambahan larutan Na,COs3

terlebih dahulu sebelum penambahan enzim.
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d. Pengujian Akarbose
Sebanyak 20uL larutan akarbose ditambah dengan 980ul dapar fosfat
pada pH 7,0 dan 500uL larutan substrat p-nitrofenil a-D-glukopiranosida
(pNPG) dengan konsentrasi 15 mmM. Kemudian larutan diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 37°C. Tambahkan 500uL larutan enzim dengan
konsentrasi 0,0279 U/ml , lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 15
menit. Setelah itu, tambahkan 2000uL 200mM Na,CO;. Larutan diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm. Uji pada
kontrol akarbose dilakukan dengan penambahan larutan Na,CO; terlebih
dahulu sebelum penambahan enzim.
e. Pengujian Sampel

Sebanyak 20pL larutan ekstrak ditambah dengan 980uL dapar fosfat pada
pH 7,0 dan 500pL larutan substrat p-nitrofenil o-D-glukopiranosida
(pNPG) dengan konsentrasi 15 mM. Kemudian larutan diinkubasi selama
5 menit pada suhu 37°C. Tambahkan 500pL larutan enzim dengan
konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit.
Setelah itu, tambahkan 2000pL 200mM Na,CO;. Larutan diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm. Uji pada
kontrol sampel dilakukan dengan penambahan larutan Na,CO; terlebih
dahulu sebelum penambahan enzim.

Sistem reaksi uji penghambatan a-glukosidase dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 3.1. Sistem reaksi uji penghambatan o-glukosidase

Preparat Volume
Bo (uL) | By (uL) | So(uL) | Si(uL) | Ao (ul) | Aj(ub)
Inhibitor - - 20 20 20 20
DMSO 20 20 - - - -
Dapar 980 980 980 980 980 980
pNPG 500 500 500 500 500 500
Inkubasi (37°C) 5 menit
Enzim - 500 - 500 - 500
Na,CO; 2000 - 2000 - 2000 -
Inkubasi (37°C) 30 menit
Enzim 500 - 500 - 500 -
Natrium Karbonat - 2000 - 2000 - 2000

Keterangan: Bo = Kontrol blangko , B; = Blangko, So = Kontrol sampel, S; = Sampel ,
Ao = Kontrol akarbose, A; = Akarbose.
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Masing-masing pengujian dilakukan sebanyak 2 kali. Aktivitas

penghambatan a-glukosidase dapat ditentukan dari % penghambatan dan ICsy.

% penghambatan = B — S x 100% (3.3)
B
Keterangan:
B = selisih absorbansi blangko dengan absrobansi kontrol blangko

S = selisih absorbansi sampel dengan absorbansi control sampel

ICso dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear, konsentrasi
sampel sebagai sumbu x dan % penghambatan sebagai sumbu y. Dari persamaan

y = a + bx dapat dihitung nilai ICs, dengan menggunakan rumus :

ICs0= 50 -a (3.4)
B

3.4.8. Uji Kinetika penghambatan enzim

Sebanyak 20 pL larutan ekstrak dengan 4 konsentrasi yang berbeda
ditambahkan dengan 980 pL dapar fosfat pH 7,0 dan 500 pL larutan substrat p-
nitrofenil a-D-glukopiranosida (pNPG) dengan 4 konsentrasi berbeda. Kemudian
larutan diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C, lalu ditambahkan 500 pL
larutan enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/mL, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 15 menit. Setelah itu, ditambahkan 2000 pL Na,CO; 200 mM.
Larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm.
Uji pada larutan kontrol dilakukan dengan penambahan Na,COs terlebih dahulu
sebelum penambahan enzim.

Jenis penghambatan ditentukan dengan analisis data menggunakan
Lineweaver-Burk untuk mendapatkan tetapan kinetika Michaelis-Menten yang
dihitung berdasarkan persamaan regresi y = a + bx, di mana 1/[S] sebagai sumbu
x dan 1/V sebagai sumbu y, sehingga akan diperoleh tetapan Michaelis-Menten

sebagai berikut:
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1= Km + 1 (3.5)
Vo Vmax [S] Vmax
y=0 — x =-1/Km

y =a+b(-1/Km)

Km =bl/a (3.6)
x=0 2> y=a =1/Vmax

Vmax =1/a (3.7)

Jenis penghambatan dapat ditentukan berdasarkan nilai Km dan nilai
Vmax serta dari gambar grafik Lineweaver-Burk yang sesuai dengan salah satu

gambar pada Gambar 2.5 sampai dengan Gambar 2.8.

3.4.9. Identifikasi golongan senyawa kimia

Golongan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak fraksi yang aktif
diidentifikasi dengan uji warna menggunakan pereaksi warna yang spesifik untuk
golongan senyawa masing-masing. Skrining fitokimia dilakukan dengan uji
reagen dan uji penegasan dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis). Untuk

memastikan informasi yang didapat dari uji reagen, maka dilakukan uji KLT.

3.4.10. Identifikasi golongan senyawa kimia dengan uji reagen (Depkes, 1995 ;
Farnsworth, 1966)

3.4.10.1.1dentifikasi alkaloid
Sejumlah 500 mg ekstrak dilarutkan dengan 1 ml HCL 2 N dan 9 ml air

suling, kemudian panaskan di atas penangas air selama 2 menit, lalu dinginkan.

Selanjutnya disaring dan filtrat digunakan sebagai larutan percobaan yang akan

digunakan dalam pengujian berikut :

a. Sejumlah 1mL filtrat dipindahkan pada kaca arloji, lalu ditambahkan 2
tetes Bouchardat LP. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya endapan
coklat hitam.

b. Sejumlah 1mL filtrat dipindahkan pada kaca arloji, lalu ditambahkan 2
tetes Mayer LP. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya endapan

putih atau kuning yang larut dalam methanol.
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C. Sejumlah 1mL filtrat dipindahkan pada kaca arloji, lalu ditambahkan 2
tetes Dragendorff LP. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya

endapan jingga coklat.

3.4.10.2.1dentifikasi glikosida
Sejumlah 500 mg ekstrak ditambah dengan 15 mL HCI 10% . Selanjutnya

dipanaskan hingga mendidih, dinginkan kemudian saring. Cuci filtrat dengan 10

mL eter lakukan sebanyak 3 kali. Kemudian kumpulkan filtrat dan uapkan,

tambahkan natrium sulfat anhidrat, saring dan uapkan, Tambahkan 2 mL metanol

P dan larutan ini digunakan sebagai larutan percobaan.

a. Larutan percobaan sebanyak 1 mL diuapkan hingga kering, sisanya
ditambahkan 5 ml asam asetat anhidrat P dan 10 tetes H,SO, P. Hasil
positif ditandai oleh terbentuknya warna biru atau hijau (Reaksi
Liebermann Burchard).

b. Larutan percobaan sebanyak 1 mL divapkan hingga kering, sisanya
dilarutkan dengan 2 mL air dan 5 tetes Molisch LP. Kemudian
ditambahkan 2 mL H,SO4 P dengan hati-hati. Hasil positif ditandai oleh
terbentuknya cincin berwarna ungu pada batas cairan, menunjukkan

adanya ikatan gula (Reaksi Molisch).

3.4.10.3.Identifikasi saponin

Sebanyak 0,5 g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 10 mL air suling panas, dinginkan, kocok kuat-kuat selama 10 detik.
Jika terbentuk buih yang mantap selama tidak kurang dari 10 menit setinggi 1 cm
sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes HCI 2 N buih tidak hilang menunjukkan

adanya saponin.

3.4.10.4.1dentifikasi flavonoid
Sejumlah 500 mg ekstrak dilarutkan dalam 5 ml etanol 96% kemudian
dilakukan percobaan sebagai berikut.
a. Sebanyak 2 ml larutan ekstrak ditambahkan 0,5 gram serbuk seng,
kemudian ditambahkan 2 ml HCI 2N, diamkan 1 menit. Setelah itu
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ditambahkan 10 tetes HCI pekat. Dalam waktu 2 sampai 5 menit terjadi
warna merah intensif, menunjukkan adanya flavonoid.

b. Sebanyak 2 ml larutan ekstrak, ditambahkan 0,1 gram serbuk magnesium.
Kemudian ditambahkan 10 tetes HCI pekat. Terbentuk warna merah jingga
hingga ungu menunjukkan adanya flavonoid. Jika terjadi warna kuning
jingga, menunjukkan adanya flavon, kalkon, dan auron.

c. Sebanyak 1 mL larutan diuapkan, setelah itu ditambahkan 2 mL aseton,
kemudian ditambahkan beberapa mg asam borat dan asam oksalat. Setelah
itu dipanaskan hingga menguap, kemudian ditambahkan 10 mL eter. Hasil
positif ditunjukkan dengan terbentuknya fluorosensi kuning pada sinar UV

dengan panjang gelombang 366 nm.

3.4.10.5.1dentifikasi tanin
Sejumlah 500 mg ekstrak dilarutkan dalam 5 mL air suling panas dan
diaduk, didinginkan kemudian disaring. Filtrat sebanyak masing-masing 1 mL
dikerjakan sebagai berikut :
a. Ditambahkan 3 mL larutan gelatin 10% dan diperhatikan adanya endapan.
b. Ditambahkan 3 mL larutan NaCl-gelatin (larutan gelatin 1% dalam larutan
NaCl 10%) dan diperhatikan adanya endapan.
C. Ditambahkan 2 tetes larutan FeCls 3% dan diperhatikan terjadinya

perubahan warna menjadi biru, biru hitam, hijau, biru hijau.

3.4.10.6.1dentifikasi antrakuinon

Sebanyak 200 mg ekstrak dilarutkan dengan 5 mL H,SO4 2 N, panaskan
sebentar kemudian dinginkan. Ditambahkan 10 mL benzene P, dikocok, lalu
diamkan. Lapisan benzene dipisahkan, disaring, filtrat berwarna kuning
menunjukkan adanya antrakuinon. Kemudian lapisan benzene dikocok dengan 1
mL sampai 2 mL NaOH 2 N, diamkan, lapisan air berwarna merah intensif dan

lapisan benzen tidak berwarna.
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3.4.10.7.1dentifikasi terpen

Sebanyak 200 mg ekstrak dilarutkan dalam 5 ml eter kemudian diuapkan
di dalam cawan penguap. Ke dalam residu ditambahkan 2 tetes asam asetat
anhidrat, kemudian 1 tetes H,SO4 pekat akan terbentuk warna merah-hijau atau

violet-biru.

3.4.11. Identifikasi golongan senyawa kimia dengan Kromatografi Lapis Tipis

(KLT)

Identifikasi golongan senyawa kimia dengan KLT dilakukan untuk
penegasan terhadap golongan senyawa yang positif dari hasil uji reagen.
Identifikasi dengan KL.T digunakan plat silika gel F254. Ekstrak kayu manis dari
fraksi yang aktif ditotolkan pada jarak + 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa
kapiler kemudian dikeringkan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak
golongan senyawanya. Setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas, elusi
dihentikan. Noda-noda pada permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada
panjang gelombang 254 nm dan 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing
hasil nodanya. Pengembang dan reagen penguji masing-masing golongan
senyawa adalah sebagai berikut:

a. Flavonoid

Larutan percobaan ditotolkan pada pelat silika gel dengan memakai

pengembang n-butanol : asam asetat : air (4 : 1 : 5) (Wagner dan Bladt,

2001). Deteksi adanya flavonoid menggunakan penyemprot AlCl;.

b. Terpen

Totolkan ekstrak yang sudah dipekatkan pada lempeng silika gel dengan

memakai pengembang benzene-kloroform (3:7). Deteksi menggunakan

penyemprot vanilin-H,SO4 ditunjukkan dengan terbentuknya noda

berwarna (Harborne, 1987 ; Wagner, Bladt, & Zgainski, 1984).
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Penyiapan Bahan

Pada penelitian ini digunakan kulit batang kayu manis sebagai sampel
yang telah dideterminasi di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia Cibinong
Bogor. Pohon kayu manis dapat dilihat pada Gambar 4.7. Hasil determinasi
menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan adalah kayu manis dengan nama
latin Cinnamomum burmannii (Nees & T.Nees) Blume. Hasil determinasi dapat
dilihat di lampiran 3. Determinasi tanaman dilakukan pada kayu manis untuk
memastikan bahwa tanaman yang digunakan adalah benar-benar tanaman kayu
manis. Kulit batang kayu manis dikumpulkan kemudian disortasi basah untuk
menghilangkan kotoran seperti tanah atau debu yang menempel. Selanjutnya
dilakukan perajangan untuk mempercepat proses pengeringan dan mempermudah
penggilingan. Kemudian, rajangan dikeringkan di bawah paparan sinar matahari
agar sisa air hasil pencucian dapat kering dan ditutup dengan kain hitam untuk
mencegah kerusakan kandungan kimia tanaman yang disebabkan sinar UV dari
matahari. Rajangan kulit batang kayu manis dapat dilihat pada Gambar 4.8.
Pengeringan dilakukan untuk mengurangi kadar air dan mencegah tumbuhnya
jamur sehingga dapat disimpan lebih lama dan tidak mudah rusak. Selain itu,
kandungan air yang tinggi akan membuat proses pemekatan menjadi sulit pada
hasil ekstraksi. Setelah itu dihitung nilai susut pengeringan tanaman dengan

menggunakan rumus berikut.

Bobot basah 5 100% (4.1)

Bobot kering

Nilai susut pengeringan dapat dilihat pada Tabel 4.1 .
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Tabel 4.1. Nilai % susut pengeringan

Bacian van Bobot Bobot Susut
Nama Tanaman dig unal}(,ang basah simplisia pengeringan
s (ke) | kering (g) (%)
Cinnamomum burmannii .
(Nees & T.Nees) Blume Kulit batang 8 1,3 83,75

Setelah dilakukan proses pengeringan, selanjutnya simplisia kering
dihaluskan dengan pengggiling dan diayak dengan ukuran mesh 24 sehingga
diperoleh serbuk sampel. Pembuatan serbuk akan mempermudah proses ekstraksi.
Semakin kecil ukuran partikel semakin besar luas permukaannya maka kontak
antara zat dan cairan penyari akan semakin besar sehingga proses ekstraksi akan

semakin efektif.

4.2.  Ekstraksi dan Fraksinasi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan
menggunakan pelarut. Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi karena
pengerjaannya cukup sederhana selain itu zat aktif tidak rusak oleh pemanasan
tinggi karena dilakukan pada suhu kamar.

Pelarut yang digunakan adalah etanol 80%. Etanol dipilih sebagai pelarut
karena titik didihnya lebih rendah dibandingkan dengan air, sehingga
membutuhkan waktu ekstraksi yang lebih cepat. Pelarut campuran etanol dan air
adalah pelarut dengan kemampuan ekstraksi yang baik untuk hampir semua
senyawa alam yang memiliki berat molekul kecil seperti alkaloid, saponin dan
flavonoid (Samuelsson, 1999).

Sebanyak 1 kg serbuk ditimbang menjadi 3 bagian yaitu 300 g, 300 g dan
400 g, lalu masing masing bagian dimasukkan ke dalam botol maserasi.
Selanjutnya, ditambahkan etanol 80% sebagai pelarut. Perendaman sampel
dilakukan selama waktu 24 jam, pengadukannya dibantu dengan shaker selama 6
jam untuk mempercepat kelarutan senyawa ke dalam pelarutnya. Pengadukan
diperlukan untuk meratakan konsentrasi larutan di luar serbuk sampel sehingga
tetap terjaga adanya perbedaan konsentrasi yang sekecil-kecilnya antara larutan di

dalam dan di luar sel. Setelah 24 jam, ekstrak di saring, lalu ampas dipisahkan dan
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diekstraksi kembali dengan penggantian pelarut yang sama pada setiap harinya
sampai 5 kali proses maserasi.

Filtrat hasil dari maserasi yang telah diperoleh selanjutnya diuvapkan
pelarutnya dengan rotary vaccum evaporator sehingga diperoleh ekstrak kental
yang masih dapat dituang, kemudian dilanjutkan menggunakan penangas air
dengan suhu 50°C hingga menjadi ekstrak kental yang pekat. Selanjutnya ekstrak
kental dihilangkan airnya menggunakan freeze-dryer sehingga diperoleh ekstrak
kering. Hasil ekstraksi 1 kg serbuk C. burmannii Bl. menggunakan 8 L etanol
80% diperoleh ekstrak kering etanol 80% 320 g, kemudian nilai % rendemen

dihitung menggunakan rumus berikut.

Bobot ekstrak kerin 4.1
Rendemen ekstrak = 2 x 100% *
Bobot simplisia yang diekstraksi
Bobot ekstrak kering serta nilai % rendemen dapat dilihat pada tabel 4.2
Tabel 4.2. Bobot ekstrak kering dan nilai % rendemen
X .BOlTl’iOt. Bobot
N o Baagszn Slr;lgn;a ekstrak Warna Rendemen
y .
; %
digunakan diekstraksi ke(rI; & " (%)
(k) i
Cinnamomum burmannii | Kulit
(Nees & T.Nees) Blume batang . %" Coklat 32

Sebanyak 130 g ekstrak kering difraksinasi berturut-turut secara fraksinasi
cair-cair dengan pelarut yang kepolarannya meningkat dimulai dari petroleum
eter, etil asetat dan n-butanol. Ekstrak kering diencerkan dengan air panas, diaduk
terus sampai homogen, kemudian dimasukkan dalam corong pisah, difraksinasi
dengan petroleum eter yang jumlahnya sama banyak dengan air. Ekstrak
difraksinasi dengan 4x proses fraksinasi sampai diperoleh filtrat yang warnanya
pucat pada lapisan petroleum eter. Fraksi petroleum eter dipisahkan, kemudian
fraksi air difraksinasi dengan etil asetat dengan 10x proses fraksinasi sampai

diperoleh filtrat yang warnanya kurang pekat dari sebelumnya pada lapisan etil
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asetat. Fraksi etil asetat dipisahkan, fraksi air difraksinasi dengan n-butanol
dengan 8x proses fraksinasi sampai diperoleh filtrat yang warnanya kurang pekat
dari sebelumnya pada lapisan n-butanol, sehingga diperoleh fraksi butanol dan
fraksi air.

Hasil penyarian masing-masing fraksi dikumpulkan, lalu diuapkan dan
diharapkan senyawa-senyawa yang memiliki kepolaran yang sesuai dengan
masing-masing pelarut dapat terekstrak secara maksimal pada masing-masing
pelarut. Hasil fraksinasi diperoleh 4 ekstrak yaitu ekstrak petroleum eter, ekstrak
etil asetat, ekstrak n-butanol dan ekstrak air. Ekstrak petroleum eter berwarna
hijau muda sedangkan ekstrak etil asetat, n-butanol dan air berwarna coklat. Hasil
fraksinasi 130 g ekstrak kering etanol 80% dengan petroleum eter, etil asetat dan

n-butanol diperoleh data pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Hasil fraksinasi serbuk C. burmannii Bl.

Pelarut Volume (L) Warna ekstrak pekat | Hasil (g)
Petroleum eter 2 Hijau muda 5,2
Etil asetat 5 Coklat 30
n-butanol 4 Coklat 55
Air 0,5 Coklat 20

Berdasarkan tabel tersebut dapat diketahui bahwa berat ekstrak pekat n-
butanol menunjukkan nilai yang paling besar. Hal ini menunjukkan bahwa
kandungan senyawa-senyawa polar dalam - kulit batang kayu manis lebih besar
daripada senyawa-senyawa semipolar dan non-polar. Hasil ekstrak pekat pada
masing-masing pelarut digunakan untuk uji selanjutnya yaitu uji penghambatan
aktivitas o glukosidase dan identifikasi golongan senyawa dengan menggunakan

reagen dan Kromatografi Lapis Tipis.

4.3. Uji Pendahuluan Kondisi Optimum
Hal hal yang mempengaruhi kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh enzim
terdiri dari beberapa faktor antara lain konsentrasi substrat, suhu, pH dan waktu

inkubasi. Uji pendahuluan yang dilakukan adalah penentuan pH, waktu inkubasi
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dan konsentrasi substrat untuk mendapatkan kondisi optimum dalam percobaan.
Kondisi optimum yang ingin dicapai adalah kondisi dimana larutan blangko dan
sampel dapat menunjukkan serapan sebesar 0,2—-0,8. Bila serapan optimum yang
dipilih terlalu tinggi, dikhawatirkan ekstrak yang terdapat dalam larutan sampel
akan memberi serapan pada panjang gelombang dimana larutan sampel akan
diukur, sehingga serapan sampel semakin meningkat dan tidak dapat terbaca oleh
spektrofotometer.

Larutan yang diuji terdiri dari campuran DMSO, dapar fosfat, substrat p-
nitrofenil a-D-glukopiranosida (pNPG), a-glukosidase, dan Na,COs. Dapar fosfat
pH 7,0 ditambahkan untuk membuat medium yang memiliki pH optimum enzim
sedangkan NayCO; ditambahkan untuk menghentikan reaksi enzim. Na,COs
dipilih sebagai penghenti reaksi sebab mampu meningkatkan pH larutan uji
menjadi basa, sehingga enzim akan terdenaturasi. Konsentrasi Na,CO; yang
dipilih adalah 200 mM, sebab pada konsentrasi tersebut dicapai pH 13, dimana
enzim akan terdenaturasi (Sigma Aldrich, 1996). Konsentrasi substrat yang
digunakan pada uji optimasi adalah 10 mM.

Serapan yang diukur adalah serapan larutan blangko dan larutan kontrol
blangko. Larutan blangko yaitu larutan uji tanpa ekstrak, sedangkan larutan
kontrol blangko, yaitu larutan blangko dengan penambahan Na,COj; sebelum
enzim untuk mengoreksi hasil serapan blangko bila ternyata enzim masih

menunjukkan aktivitas setelah penambahan Na,COs.

4.3.1. Aktivitas konsentrasi enzim

Aktivitas enzim perlu dihitung untuk mengetahui enzim yang digunakan
masih memiliki aktivitas atau tidak. Konsentrasi larutan enzim yang digunakan
adalah 0,0279 U/mL. Perhitungan aktivitas enzim dilakukan dengan mengukur
serapan larutan uji yang merupakan campuran dari 20 uLL DMSO, 980 uL dapar
fosfat pH 7,0 dan 500uL p-nitrofenil o-D-glukopiranosida (pNPG) dengan
konsentrasi 10 mM. Setelah itu larutan diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit
agar suhu larutan mencapai suhu optimum enzim. Kemudian ditambahkan 500 puL
larutan enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/mL, lalu diinkubasi selama 15 menit

pada suhu 37°C agar enzim dapat bereaksi dengan substrat dalam jangka waktu
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tersebut. Setelah diinkubasi, larutan diberi 2000 pL Na,COs; 200 mM untuk
menghentikan reaksi. Kemudian larutan uji diukur besar serapannya dengan
spektrofotometer pada A 400. Berdasarkan perhitungan rumus (3.1) dan (3.2),
maka didapatkan aktivitas enzim pada konsentrasi substrat 10 mM adalah sebesar
0,3035 U/mL atau 25,292 U/mg. Aktivitas tersebut memenuhi syarat keaktifan
yang tertera pada label enzim, yaitu > 10 U/mg (Sigma Aldrich, 1996).

4.3.2. Penentuan pH optimum

Penentuaan optimasi pH dilakukan dengan menggunakan dapar fosfat
pada pH 6,8 ; 7,0 dan 7,2 secara berurutan. Sebanyak 20 uL. DMSO ditambahkan
dengan 980 pL dapar fosfat dan 500uL p-nitrofenil a-D-glukopiranosida (pNPG)
dengan konsentrasi 10 mM, lalu diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C.
Ditambahkan 500 pL larutan enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/ml, lalu
diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C. Setelah itu, ditambahkan 2000 pL
200 mM NayCOs; sebagai penghenti reaksi. Kemudian larutan diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm.

Peningkatan aktivitas enzim pada pH 6,8 ; 7,0 dan 7,2 berturut-turut
adalah 19,300 U/mg; 25,292 U/mg; dan 53,042 U/mg. Berdasarkan hasil yang
diperoleh, pH dapar fosfat yang digunakan untuk uji penghambatan terhadap
aktivitas a-glukosidase adalah pH 7,0 karena menunjukkan serapan sebesar 0,2—
0,8. Data serapan dan nilai aktivitas enzim pada uji optimasi pH dapat dilihat pada

Tabel 4.11.

4.3.3. Penentuan waktu Inkubasi optimum

Penentuaan optimasi waktu inkubasi dilakukan dengan waktu inkubasi 15,
20 dan 30 menit secara berurutan. Sebanyak 20 u. DMSO ditambahkan dengan
980 uL dapar fosfat pada pH 7,0 dan 500uL p-nitrofenil a-D-glukopiranosida
(pNPG) dengan konsentrasi 10 mM, lalu diinkubasi selama 5 menit pada suhu
37°C. Ditambahkan 500 uL larutan enzim dengan konsentrasi 0,0279 U/mL, lalu
diinkubasi pada suhu 37°C. Setelah itu, ditambahkan 2000 pL 200 mM Na,CO;
sebagai penghenti reaksi. Kemudian larutan diukur absorbansinya dengan

spektrofotometer UV-Vis pada A 400 nm.
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Peningkatan aktivitas enzim pada waktu inkubasi 15, 20 dan 30 menit
berturut-turut adalah 25,292 U/mg; 28,767 U/mg; dan 30,425 U/mg. Berdasarkan
hasil yang diperoleh, waktu inkubasi yang digunakan untuk uji penghambatan
terhadap aktivitas a-glukosidase adalah 15 menit karena menunjukkan serapan
sebesar 0,2—0,8. Data serapan dan nilai aktivitas enzim pada uji optimasi waktu

inkubasi dapat dilihat pada Tabel 4.12.

4.3.4. Penentuan konsentrasi substrat optimum

Penentuan konsentrasi substrat optimum dilakukan dengan mengukur
serapan larutan uji yang terdiri dari 20uL DMSO, 980 pL dapar fosfat pH 7,0 dan
500puL larutan substrat dengan konsentrasi 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM,
10 mM, 15 mM, 20 mM dan 30 mM secara berurutan. Setelah itu larutan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit agar suhu larutan mencapai suhu
optimumnya yaitu 37°C, kemudian ditambahkan 500 pL larutan enzim dengan
konsentrasi 0,0279 U/mL, lalu diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C.
Setelah itu diberi 2000 pL. Na,CO; untuk menghentikan reaksi. Kemudian larutan
uji diukur besar serapannya dengan spektrofotometer pada A 400 nm.

Serapan hasil uji yang diperoleh pada tiap konsentrasi substrat kemudian
dihitung aktivitas enzimnya. Peningkatan aktivitas enzim terjadi pada konsentrasi
substrat 0,625 mM sampai 15 mM, dengan aktivitas enzim berturut-turut 11,492
U/mg; 14,242 U/mg; 20,577 U/mg; 23,622 U/mg ; 25,292 U/mg dan 28,680
U/mg. Kemudian aktivitas enzim menurun pada konsentrasi substrat 20 mM dan
30 mM dengan aktivitas enzim 28,336 U/mg dan 24,948 U/mg. Kurva hasil uji
optimasi konsentrasi substrat dapat dilihat pada gambar 4.1.

Penurunan aktivitas ini disebabkan karena terbentuknya produk inhibitor
dari reaksi enzim. Produk inhibitor tersebut adalah a-D-glukosa dan p-nitrofenil.
Produk inhibitor tersebut dapat menghambat aktivitas enzim karena kedua produk
tersebut memiliki kemiripan struktur dengan substrat p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosida. Berdasarkan hasil aktivitas enzim yang diperoleh, konsentrasi
substrat yang digunakan untuk uji penghambatan aktivitas a-glukosidase adalah

15 mM.
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Gambar 4.1. Kurva hasil uji optimasi konsentrasi substrat

Konsentrasi substrat yang menghasilkan aktivitas enzim optimal akan
digunakan pada uji penghambatan aktivitas o-glukosidase. Data konsentrasi,
serapan dan nilai aktivitas enzim pada uji optimasi konsentrasi substrat dapat

dilihat pada Tabel 4.13.

4.4. Uji Penghambatan Aktivitas a-Glukosidase

Larutan yang digunakan pada uji penghambatan aktivitas a-glukosidase
adalah larutan blangko dan kontrol blangko, larutan akarbose sebagai
pembanding, larutan kontrol akarbose, serta larutan sampel dan kontrol sampel.

Larutan blangko yaitu larutan uji tanpa ekstrak, sedangkan larutan kontrol
blangko, yaitu larutan blangko dengan penambahan Na,COs sebelum enzim pada
saat inkubasi untuk mengoreksi hasil serapan blangko bila ternyata enzim masih
menunjukkan aktivitas setelah penambahan Na,COs.

Larutan akarbose terdiri dari 4 konsentrasi yang berbeda. Konsentrasi
akarbose yang digunakan adalah 0,125%; 0,25%; 0,5%; dan 1%, sedangkan
larutan kontrol akarbose, yaitu larutan akarbose dengan penambahan Na,COs;
sebelum enzim pada saat inkubasi untuk mengoreksi hasil serapan larutan uji bila
ternyata enzim masih menunjukkan aktivitas setelah penambahan Na,COs.

Larutan sampel C.Burmannii dibuat dengan 4 konsentrasi yang berbeda
pada tiap fraksi. Konsentrasi fraksi ekstrak yang digunakan adalah 0,125%;
0,25%; 0,5%; dan 1%, Sedangkan larutan kontrol sampel yaitu larutan sampel

dengan penambahan Na,CO; sebelum enzim pada saat inkubasi. Alasan
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diperlukan kontrol sampel adalah untuk mengoreksi hasil serapan sampel bila
ternyata enzim masih menunjukkan aktivitas setelah penambahan Na2COs. Selain
itu, larutan ekstrak C.Burmannii berwarna sehingga memberikan nilai serapan
pada panjang gelombang pengukuran yang digunakan.

Pengujian dilakukan sebanyak dua kali (duplo) pada masing-masing
larutan uji. Dari hasil pengujian teresebut akan diperoleh data serapan untuk
menghitung nilai % inhibisi dari perhitungan rumus (3.3) dan ICsy dari
perhitungan rumus (3.4). Nilai ICs, akarbose dan fraksi ekstrak dapat dilihat pada
Tabel 4.4. sebagai berikut.

Tabel 4.4. Nilai ICsg larutan uji

No Sampel IC50(pg/mL)
1 Akarbose 235,05
2 Ekstrak petroleum eter 69,717
3 Ekstrak etil asetat 19,239
4 Ekstrak n-butanol 1,168
5 Ekstrak air 24,244

Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 4.14 sampai dengan Tabel
4.18. Dari Tabel 4.4 dapat dilihat bahwa nilai 1Csy akarbose sebagai standar
pembanding adalah sebesar 235,05 pg/mL. Nilai ICsy akarbose yang diperoleh
dalam penelitian ini tidak jauh berbeda dengan nilai ICs akarbose yang diperoleh
pada penelitian lain oleh Narkhede et al. (2011) yaitu sebesar 325.50 pug/mL,
sehingga nilai tersebut dapat dijadikan acuan untuk menentukan fraksi ekstrak
tanaman yang tergolong memiliki penghambatan aktivitas a-glukosidase. Fraksi
ekstrak C.Burmannii yang memiliki aktivitas penghambatan a-glukosidase
ditentukan berdasarkan nilai ICsy yang lebih rendah dari akarbose sebagai
pembanding. Fraksi ekstrak tersebut adalah ekstrak petroleum eter, ekstrak etil

asetat, ekstrak n- butanol, dan ekstrak air.
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a-Glukosidase yang digunakan berasal dari Saccharomyces cerevisiae.
Tingginya nilai ICsy akarbose kemungkinan disebabkan oleh kurangnya
sensitifitas akarbose terhadap a-glukosidase yang berasal dari bakteri dan ragi,
akarbose lebih efektif dalam menghambat o-glukosidase yang berasal dari
mamalia, seperti sukrase dan maltase (Shinde et al., 2008). Hal lain yang mungkin
menjadi penyebab tingginya nilai ICs, akarbose bila dibandingkan dengan ekstrak
lain adalah, akarbose adalah senyawa murni sedangkan sampel yang diuji masih
berupa ekstrak kasar, sehingga dalam larutan ekstrak terdapat lebih dari satu

senyawa inhibitor yang dapat menyebabkan daya inhibisi lebih tinggi.

4.5. Uji Kinetika Enzim

Uji kinetika enzim dilakukan untuk menentukan jenis penghambatan yang
dimiliki fraksi ekstrak. Pengujian dilakukan dengan menggunakan 4 konsentrasi
ekstrak yang berbeda untuk memperoleh titik dalam grafik Lineweaver-Burk dan
4 konsentrasi substrat yang berbeda untuk mengetahui bagaimana pengaruh
konsentrasi substrat pNPG terhadap reaksi enzim. Uji kinetika dilakukan pada
fraksi ekstrak yang memiliki penghambatan terbaik yang dilihat dari nilai ICsg
yang rendah. Dalam penelitian ini, dipilih ekstrak n-butanol yang memiliki ICsg
sebesar 1,168 ng/mL untuk dilakukan uji kinetika enzim.

Pada uji kinetika ekstrak n-butanol, konsentrasi ekstrak yang digunakan
adalah 6,27 ppm, 12,55 ppm, 25,10 ppm, dan 50,20 ppm. Konsentrasi substrat
yang digunakan adalah 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM. Data serapan uji
kinetika selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 4.19 sampai dengan Tabel 4.21.

Dari data serapan yang diperoleh, dengan menggunakan persamaan regresi
linear dimana 1/S sebagai sumbu x dan 1/V sebagai sumbu y, akan diperoleh
tetapan Michaelis-Menten (Km) pada masing-masing konsentrasi menggunakan
rumus (3.6) dan nilai Vmax menggunakan rumus (3.7). Hasil perhitungan tetapan
Michaelis-Menten dan nilai Vmax dapat dilihat pada Tabel 4.5., sedangkan Grafik
kinetika inhibisi enzim dapat dilihat di gambar 4.2.
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Tabel 4.5 Nilai tetapan Michaelis-Menten

Sampel a b Km Vmax
Vo 1,210 | 4,484 | 3,706 | 0,826
\Y%! 1,539 | 7,521 4,887 | 0,650

49

Keterangan : V, = blangko (tanpa inhibitor), V| = konsentrasi sampel 12,5 ppm
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Gambar 4.2. Grafik Lineweaver-Burk pada uji kinetika

Dari Gambar 4.2, dapat dilihat bahwa grafik Lineweaver-Burk tidak
menunjukkan perpotongan di sumbu X maupun sumbu y, namun perpotongan
terjadi pada daerah sebelah kiri sumbu y, grafik tersebut serupa dengan grafik
jenis penghambatan kompetitif campuran. Selain itu, dari hasil perhitungan nilai
Km dan Vmax pada Tabel 4.5, nilai Km terlihat meningkat dengan adanya
peningkatan konsentrasi inhibitor, dan nilai Vmax menurun dengan adanya
peningkatan konsentrasi inhibitor, sehingga kemungkinan jenis penghambatan
yang terjadi adalah kompetitif campuran. Hasil kompetitif campuran ini dapat
disebabkan karena ekstrak yang digunakan berupa ekstrak kasar, sehingga
terdapat lebih dari satu senyawa aktif yang mempunyai jenis penghambatan yang

berbeda.
4.6. Identifikasi Golongan Senyawa

Identifikasi golongan senyawa pada penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui golongan senyawa dari fraksi aktif pada kulit batang kayu manis yang

dilakukan terhadap golongan terpen, alkaloid, saponin, flavonoid, glikosida,
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antrakuinon dan tanin. Identifikasi dilakukan dengan uji reagen dan untuk

memastikan informasi yang didapat dari uji reagen, maka dilakukan uji KLT.

4.3.1. Terpen

Pada identifikasi golongan terpen, pereaksi Liebermann Burchard yang
terdiri dari gabungan antara asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat (2:1) akan
bereaksi dengan inti steroid pada terpen membentuk warna (Fransworth, 1966).
Ekstrak yang menunjukkan hasil positif adalah ekstrak petroleum eter dengan
terbentuknya warna ungu kebiruan, sedangkan hasil pengujian pada ekstrak etil
asetat, n-butanol dan air tidak menunjukkan adanya terpen.

Selanjutnya, terpen diidentifikasi dengan KLT menggunakan eluen
benzen-kloroform (3:7). Golongan senyawa terpen hasil KLT setelah disemprot
dengan reagen vanilin-H,SO, ditunjukkan dengan terbentuknya noda berwarna
(Harborne, 1987 ; Wagner, 1984). Pola kromatogram yang dihasilkan setelah
disemprot dengan vanilin-H,SO, terdiri dari 4 noda. Noda ke 1 berwarna ungu,
noda ke 2 berwarna ungu tua, noda ke 3 ungu dan noda ke 4 berwarna kuning.
Nilai Rf noda ke 1 sampai 4 adalah 0,22 ; 0,40 ; 0,64 ; 0,87. Hasil identifikasi
golongan senyawa terpen pada ekstrak petroleum eter dengan menggunakan eluen
benzene-kloroform (3:7) ditunjukkan pada Gambar 4.3 sedangkan nilai Rf noda
dapat dilihat pada tabel 4.6.
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Garis akhir elusi 4 Garis akhir elusi

Garis awal elusi  <¢— Garis awal elusi

A B

Keterangan: (a) hasil pengamatan dengan lampu UV 254 nm (b) hasil elusi setelah disemprot
reagen vanilin-H,SOy

Gambar 4.3. Hasil KLT senyawa terpen pada ekstrak petroleum eter dengan

eluen benzene-kloroform (3:7)

Tabel 4.6. Hasil KLT senyawa terpen pada ekstrak petroleum eter dengan eluen
benzene-kloroform (3:7)

No noda Warna noda Rftiap noda Warna noda setelah Rf tiap noda
d;ejn\%aznsfgllgu disemprot vanilin-H,SOy4
| Ungu 0,22 Ungu muda 0,22
2 Ungu 0,53 Ungu tua 0,40
3 Ungu 0,87 Ungu 0,64
4 - Kuning 0,87

4.3.2. Alkaloid

Uji adanya senyawa alkaloid dengan cara memasukkan sedikit ekstrak
sampel pada tabung reaksi, kemudian ditambahkan pelarut air dan HCI (9:1).
Tujuan penambahan HCI adalah untuk menetralkan alkaloid karena alkaloid
bersifat basa sehingga ditambah dengan pelarut yang bersifat asam. Senyawa
alkaloid pada tanaman umumnya ditemukan dalam bentuk garam yang bersifat

larut air (Fransworth, 1966).
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Secara kualitatif untuk menunjukkan adanya alkaloid dapat diperoleh
dengan menggunakan reagen Mayer, Dragendorff dan Bouchardat. Dengan
penambahan pereaksi tersebut, alkaloid akan berekasi dengan ion logam sehingga
membentuk endapan (Fransworth, 1966). Endapan terbentuk karena adanya
pembentukan kompleks antara ion logam dari pereaksi yang digunakan dengan
senyawa alkaloid. Hasil pengujian pada keempat ekstrak yaitu petroleum eter, etil
asetat, n-butanol dan air tidak menunjukkan adanya alkaloid dalam keempat

ekstrak kulit batang kayu manis tersebut.

4.3.3. Saponin

Pengujian saponin dilakukan dengan uji busa yaitu dengan penambahan
air ke dalam ekstrak kemudian dikocok selama 1 menit. Adanya saponin
ditunjukkan oleh timbulnya busa yang bertahan selama 10 menit. Pengocokan
ekstrak dengan air panas dilakukan dengan tujuan untuk menghasilkan busa yang
stabil, sebab saponin merupakan senyawa aktif permukaan yang dapat membentuk
busa (Harborne, 1987). Ekstrak yang memberikan hasil positif adalah ekstrak n-
butanol dan air. Ekstrak tersebut mampu menghasilkan busa dengan tinggi 2,3 cm
dan 1,5 cm setelah pengocokan dengan air suling panas dan tetap stabil setelah
diberi penambahan asam encer. Ekstrak yang tidak memberi hasil positif adalah
ekstrak petroleum eter dan etil asetat. Ekstrak petroleum eter tidak menghasilkan
busa sedangkan ekstrak etil asetat hanya menghasilkan busa setinggi 0,2 cm dan
busa tidak stabil setelah penambahan asam encer. Hasil yang negatif
kemungkinan disebabkan karena konsentrasi saponin yang tertarik selama proses

fraksinasi sangat kecil atau tidak ada sama sekali.

4.3.4. Flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan melarutkan ekstrak dengan etanol 96%
kemudian ditambah serbuk Mg dan HCI pekat untuk melihat terbentuknya warna
merah sampai hijau (Fransworth, 1966). Tebentuknya warna merah menunjukkan
adanya flavon, warna jingga menunjukkan adanya flavanol, dan warna hijau
menunjukkan adanya aglikon (Fransworth, 1966). Ekstrak yang menunjukkan

hasil positif pada pereaksi tersebut di antaranya adalah ekstrak butanol dan
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ekstrak air yang memberi warna merah, serta ekstrak etil asetat yang memberikan
memberikan warna jingga. Pengujian berikutnya dilakukan dengan penambahan
serbuk Zn dan HCIl pekat untuk melihat terbentuknya warna merah sebagai
indikator positif. Ekstrak yang menunjukkan hasil positif pada pereaksi tersebut di
antaranya adalah ekstrak etil asetat, n-butanol dan ekstrak air yang memberi
warna merah. Pengujian terhadap golongan flavonoid juga dilakukan dengan
melihat adanya fluorosensi kuning-hijau pada 366 nm setelah penambahan asam
borat dan asam oksalat pada larutan ekstrak kental dalam eter. Ekstrak yang
menunjukkan hasil positif pada pereaksi tersebut di antaranya adalah ekstrak etil
asetat, n-butanol dan ekstrak air.

Selanjutnya flavonoid diidentifikasi menggunakan KLT. Golongan
senyawa flavonoid hasil KLT setelah dideteksi di bawah lampu UV 254
menunjukkan warna biru gelap sedangkan di bawah lampu UV 366 menunjukkan
warna kuning, biru dan hijau (Wagner, Bladt, & Zgainski, 1984).

Hasil KLT ekstrak etil asetat dengan lampu UV 366 nm ditunjukkan
dengan terbentuknya 2 noda yang berwarna kuning lemah, nilai Rf yang
dihasilkan adalah 0,09 dan 0,74. Ketika di semprot dengan reagen AICl; 1%
ditunjukkan dengan terbentuknya 2 noda yang berwarna kuning lemah, dengan
nilai Rf yang dihasilkan adalah 0,09 dan 0,70.

Hasil KLT ekstrak n-butanol dengan lampu UV 366 nm ditunjukkan
dengan terbentuknya 3 noda yang berwarna kuning lemah, nilai Rf yang
dihasilkan adalah 0,15 ; 0,33 ; 0,68. Ketika di semprot dengan reaagen AlICl; 1%
ditunjukkan dengan terbentuknya 3 noda yang berwarna kuning, dengan nilai Rf
yang dihasilkan adalah 0,11 ; 0,30 ; 0,68.

Hasil KLT ekstrak air dengan lampu UV 366 nm ditunjukkan dengan
terbentuknya 2 noda yang berwarna kuning, nilai Rf yang dihasilkan adalah 0,70
dan 0,89. Ketika di semprot dengan reaagen AICl; 1% ditunjukkan dengan
terbentuknya 2 noda yang berwarna kuning lemah, dengan nilai Rf yang
dihasilkan adalah 0,75 dan 0,89.

Hasil identifikasi golongan senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat,
dengan menggunakan eluen heksan-etil asetat (7 : 3) serta ekstrak n-butanol dan

air dengan menggunakan eluen n-butanol-asam asetat-air (4 :1 :5) ditunjukkan
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pada Gambar 4.4. sampai 4.6. sedangkan nilai Rf noda dapat dilihat pada tabel 4.7

sampai 4.9.

Garis akhir elusi <+— > Garis akhir elusi

Garis awal elusi <+—

—  Garis awal elusi

a b
Keterangan: (a) hasil pengamatan ekstrak etil asetat dengan lampu UV 366 nm (b) hasil elusi

ekstrak etil asetat setelah disemprot reagen AlCl;,

Gambar 4.4. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat dengan eluen
heksan - etil asetat (7 : 3)

Garis akhir elusi <+— —»  Garis akhir elusi

Garis awal elusi <«— —»  Garis awal elusi

a b

Keterangan: (a) hasil pengamatan ekstrak n-butanol dengan lampu UV 366 nm, (b) hasil elusi

ekstrak n-butanol setelah disemprot reagen AICl;,

Gambar 4.5. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak n-butanol dengan eluen
n-butanol - asam asetat - air (4 : 1: 5)
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Garis akhir elusi <4

—» Garis akhir elusi

Garis awal elusi  <+— — 1 » Garis awal elusi

a b

Keterangan: (a) hasil pengamatan ekstrak air dengan lampu UV 366 nm, (b) hasil elusi ekstrak air
setelah disemprot reagen AlICl;

Gambar 4.6. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak air dengan
eluen n-butanol - asam asetat - air (4 : 1: 5)

Tabel 4.7. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat dengan eluen heksan-
etil asetat (7 : 3)

No Warna noda ® 8 Warna noda setelah ol q
pada lampu tiap noda ‘ tiap noda
noda UV 366 nm disemprot AICl3
1 Kuning lemah 0,09 Kuning lemah 0,09
2 Kuning lemah 0,74 Kuning lemah 0,70

Tabel 4.8. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak n-butanol dengan eluen
n-butanol - asam asetat - air (4 : 1: 5)

No Warna noda ‘ Warna noda setelah ‘
oda %%133 16a6m§r1; Rf tiap noda disemprot AICI, Rf tiap noda
1 Kuning lemah 0,15 Kuning 0,11
2 Kuning lemah 0,33 Kuning 0,30
3 Kuning lemah 0,68 Kuning 0,68
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Tabel 4.9. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak air dengan eluen n-butanol -
asam asetat - air (4 : 1: 5)

No Warna noda Rfd q Warna noda setelah Rfd q
pada lampu tiap noda ) tiap noda
noda UV 366 nm disemprot AICl;
1 Kuning 0,70 Kuning lemah 0,75
2 Kuning 0,89 Kuning lemah 0,89

4.3.5. Glikosida

Dilakukan dengan melarutkan ekstrak dalam HCl 10% dan dipanaskan
agar glikosida terhidrolisis menjadi bentuk glikon dan aglikon. Kemudian larutan
disari dengan eter untuk memisahkan senyawa non polar (Fransworth, 1966), lalu
bagian yang polar diidentifikasi dengan reaksi Molisch. Hasil pengujian pada
ekstrak etil asetat, n-butanol dan air menunjukkan hasil positif, dengan
terbentuknya cincin ungu setelah penambahan pereaksi Molisch LP dengan

H,SO4 pekat.

4.3.6. Antrakuinon

Golongan antrakuinon diidentifikasi dengan reaksi Borntrager, yaitu
terbentuknya filtrat benzen berwarna kuning dan lapisan air berwarna merah
dengan pengocokkan NaOH 2N (Fransworth, 1966). Hasil pengujian pada
keempat ekstrak yaitu petroleum eter, etil asetat, n-butanol dan air tidak
menunjukkan adanya antrakuinon pada keempat fraksi ekstrak kulit batang kayu

manis tersebut.

4.3.7. Tanin

Identifikasi tanin dapat dilakukan dengan menambahkan ekstrak dengan
larutan FeCl; dan yang kedua adalah dengan menggunakan gelatin, jika terbentuk
endapan putih pada ekstrak maka senyawa tersebut mengandung tanin.

Uji fitokimia dengan menggunakan FeCls; digunakan untuk menentukan
apakah suatu bahan atau sampel mengandung gugus fenol. Dugaan adanya gugus
fenol ditunjukkan dengan warna biru, biru hitam, hijau, biru hijau, sehingga
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apabila uji fitokimia dengan FeCl; memberikan hasil positif dimungkinkan dalam
suatu sampel terdapat suatu senyawa fenol dan dimungkinkan salah satunya
adalah tanin karena tanin merupakan senyawa polifenol. Ekstrak etil asetat,
n-butanol dan air menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya warna hijau
kebiruan.

Pengujian tanin dengan penambahan gelatin 10% dan larutan gelatin 1%
dalam larutan NaCl 10% untuk memeriksa adanya endapan, sebab kopolimer
tidak larut air (Fransworth, 1966). Tanin merupakan polifenol yang dapat bereaksi
dengan protein membentuk endapan. Ekstrak n-butanol dan air menunjukkan hasil
positif dengan terbentuknya endapan putih.

Kesimpulan hasil identifikasi dapat dilihat pada Tabel 4.10. sebagai
berikut.

Tabel 4.10. Kesimpulan hasil identifikasi golongan senyawa pada ekstrak kayu

manis
N Golongan Ekstrak Ekstrak Ekstrak Eks‘Frak
senyawa Petroleum eter | Etil asetat | n-butanol Air
]2 Alkaloid - B . -
X Glikosida - 4 + +
3. Saponin - - E +
4. Flavonoid - + b +
5. Tanin = = + +
6. Antrakuinon - = - -
7. Terpen 5 - - -

Hasil identifikasi golongan senyawa selengkapnya dapat dilihat pada
Tabel 4.22. sampai dengan Tabel 4.28.

Hasil identifikasi fitokimia menunjukkan adanya komponen fenol dan
metabolit sekunder lainnya seperti terpen yang terdapat dalam ekstrak. flavonoid

dan glikosida adalah komponen terbesar yang terdapat dalam ekstrak kayu manis.
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Dari hasil identifikasi golongan senyawa, dapat diperoleh informasi bahwa ada
hubungan antara komponen fenol yang terdapat dalam ekstrak kayu manis dengan
kemampuan penghambatan aktivitas o glukosidase.

Ekstrak n-butanol merupakan ekstrak dengan penghambatan tertinggi
mengandung golongan senyawa flavonoid, glikosida dan tanin. Suatu laporan
penelitian tentang penghambatan a-glukosidase dari tanaman obat menunjukkan
bahwa golongan flavonoid dan glikosida serta tanin terkondensasi memiliki
kemampuan sebagai penghambat a-glukosidase (Shihabudeen, Priscilla &

Thirumurugan, 2011; Adisakwattana, 2011).
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5.1.

SEL

BAB S
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil uji penghambatan aktivitas o-glukosidase menunjukkan bahwa ke
empat ekstrak kulit batang kayu manis menunjukkan penghambatan
aktivitas a-glukosidase.

Fraksi ekstrak yang memiliki penghambatan terbaik terhadap aktivitas
a-glukosidase adalah ekstrak n-butanol dengan nilai ICsy sebesar 1,168
pg/mL. Nilai ICsg ekstrak etil asetat, air dan petroleum eter adalah 19,239
ug/mL, 24,244 pg/mL, dan 69,717 pg/mL

Ekstrak n-butanol yang memiliki aktivitas penghambat o-glukosidase

mengandung golongan senyawa flavonoid, glikosida dan tanin.

Saran

Perlu  dilakukan  penelitian lanjutan untuk  mengisolasi dan
mengkarakterisasi masing-masing senyawa yang terdapat dalam fraksi n-
butanol agar identitas dan sifat fisiko kimia senyawa yang menunjukkan
penghambatan aktivitas a-glukosidase dapat diketahui.

Selanjutnya penelitian ini perlu diteruskan dengan uji in vivo, serta uji
klinik agar diketahui efek farmakologi dari senyawa aktif yang terdapat

pada fraksi n-butanol sehingga memenuhi syarat sebagai obat.
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[Sumber : dokumentasi pribadi]
Gambar 4.7. Pohon kayu manis (Cinnamomum burmannii Blume)

[Sumber : dokumentasi pribadi]
Gambar 4.8. Rajangan kulit batang kayu manis
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Tabel 4.11. Data nilai aktivitas enzim pada uji optimasi pH

69

Unit enzim | Konsentras | pH Serapan Aktivitas
(U/ml) | i Substrat Kontrol | 5 oko Enzim
Blangko

0.061 0.438 0,2316 U/ml

6,8 19,300 U/mg
0,061 0,471

’ 25,292 U/mg
0,077 0,578

7,2 0,057 1,114 0,6365 U/ml

53,042 U/mg
0,048 1,150

Tabel 4.12. Data nilai aktivitas enzim pada uji optimasi waktu inkubasi

: Serapan
ellf;ilril Konsentra | pH | Waktu & | Aktivitas
si Substrat inkuba ontro Enzim
(U/ml) ¥ Rl ko Blangko
0,3035 U/ml
he 0,060 0,589 25202
U/
T i e s e
0,3452 U/ml
00279 | 10mM | o {1 o Bl 305 28.767
0,019 0,792 U/mg
0,026 1,346 0,3651 U/ml
30 30,425U/mg
0,019 1,177

Uji penghambatan..., Riza Apriani, FMIPA Ul, 2012



Tabel 4.13. Data nilai aktivitas enzim pada uji optimasi konsentrasi substrat
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Elli;lrtn Konsentrasi Serapan Aktivitas
Substrat Kontrol Enzim
(U/ml) Blangko Blangko
0,013 0,249
0,625 mM 11,492 U/mg
0,009 0,242
0,029 0,307
1,25 mM 14,242 U/mg
0,020 0,322
0,017 0,448
2,5 mM 20,577 U/mg
0,016 0,422
0,024 0,519
5mM 23,622 U/mg
0,029 0,496
0,0279
0,060 0,589
10 mM 25,292 U/mg
0,077 0,578
0,044 0,685
15 mM 28,680 U/mg
0,058 0,585
0,071 0,645
20 mM 28,336 U/mg
0,067 0,647
0,118 0,632
30 mM 24,948 U/mg
0,119 0,620
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Tabel 4.14. Aktivitas penghambatan akarbose
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Serapan
Konsentrasi
Rata-
Sampel Rata- o
Kontrol Kontrol rata Inhibisi | 1C50
(ppm) Blangko Sampel rata
Blangko Sampel Kontrol (%) (ng/mL)
Sampel
Sampel
0,083 0,580
6,28 0,080 0,582 4,381
0,077 0,584
0,077 0,545
12,56 0,073 0,560 7,238
0,069 0,575
0,079 0,604 235,05
0,073 0,562
25,12 0,075 0,548 9,905
0,077 0,534
0,085 0,543
0,081 0,535 13,524
50,25 0,078 0,527

Persamaan regresi : y = 4,166 + 0,195x
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Tabel 4.15. Aktivitas penghambatan fraksi ekstrak petroleum eter
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Serapan
Konsentrasi
Sampel Rata- Rata- | Inhibisi IC/SOL
(ppm) Kontrol Blaneko Kontrol Sampel rata rata (%) (ng/mL)
Blangko & Sampel P Kontrol
Sampel
Sampel
6,27 2,148 | 0,642 0,147 | 0,654 | 13,036
’ 0,146 | 0,667 ’ ’ ’
0,147 | 0,630
12,55 0.151 | 0.639 0,149 0,634 | 16,810
0,093 0,676 5169 | 0.598 69,717
25,10 0.146 | 0,567 0,157 0,582 | 27,101
50,20 L& Eb 0,168 0,530 | 37,907
’ 0,170 | 0,525 ’ ’ ’
Persamaan regresi : y = 10,331 + 0,569
Tabel 4.16. Aktivitas penghambatan fraksi ekstrak etil asetat
Serapan
Konsentrasi hibisi C
Sampel Rata- Rata In l)1/ isi 1/50L
(ppm) Kontrol Blanek Kontrol Sambel rata t (%) (ng/mL)
Blangko . Sampel a Kontrol rata
Sampel Sampel
6,28 0057 9,552 0,099 | 0,543 | 18,382
’ 0,101 | 0,535 X : 3
0,116 | 0,403
12,56 0.120 10,473 0,118 0,438 | 41,176
i 0,080 0,624 0,132 | 0,258 1 ., ) 19,239
5, 0.128 | 0.251 0,130 0,25 77,206
50,25 0, R, 0 0,132 | 0,187 | 89,890
’ 0,131 | 0,184 ’ ’ ’

Persamaan regresi : y = 20,314 + 1,543x
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Tabel 4.17. Aktivitas penghambatan fraksi ekstrak n-butanol
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Serapan
Konsentrasi aos
Sampel Rata Inhibisi IC50
g o /mL
(ppm) Kontrol Bl Kontrol rata Rata- (%) (hg/mL)
Blangko angko Sampel Sampel Kontrol rata
Sampel
Sampel
0,133 0,444
6,27 0.125 0.420 0,129 0,432 | 42,395
12,55 0,135 0,290 0,130 0,287 | 70,152
0,125 0,284
0,088 0,614 0.133 0.231 1,168
25,10 0.131 0.287 0,132 0,259 | 75,855
0,138 0,195
50,20 0.132 0.199 0,135 0,197 88,213
Persamaan regresi : y = 49,000 + 0,856x
Tabel 4.18. Aktivitas penghambatan fraksi ekstrak air
Serapan
Konsentrasi Inhibisi ICso
Sampel Rata-rata | Rata- (o) (ng/mL)
(ppm) Kontrol Kontrol
Blangko Sampel kontrol rata
Blangko Sampel
Sampel Sampel
0,061 0,519
6,33 0077 | 0,538 0,069 0,528 16,848
0,089 | 0,507
12,66 0.083 0,508 0,086 0,507 | 23,732
0,076 | 0,628 57987 | 0281 24,244
25,32 0.088 | 0.267 0,087 0,274 | 66,123
0,090 | 0,151
50,65 0.096 | 0.147 0,093 0,149 | 89,855

Persamaan regresi : y = 8,639 + 1,706x
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Tabel 4.19.

Serapan blangko kinetika inhibisi enzim
Konsentrasi Serapan (A)
substrat (S)

(mM) Serapan Blanko Rata-rata
0,463

5 0,470
0,477
0,616

10 0,618
0,620
0,686

15 0,680
0,674
0,656

20 0,663
0,670
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Tabel 4.20. Serapan sampel kinetika inhibisi enzim
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Konsentrasi Serapan Sanpel (V)
Substrat (S) V1 V2 V3 V4
(mM) Serapan | Rata- | Serapan | Rata- | Serapan | Rata- | Serapan | Rata-
Sampel | rata | sampel | rata | Sanmpel | rata | Sampel | rata
5 0494 | 0496 | 0326 | 0,323 | 0241 | 0,234 | 0,096 | 0,095
0,498 0,320 0,227 0,094
10 0,560 | 0,558 | 0438 | 0,443 | 0320 | 0,332 | 0,135 | 0,132
0,556 0,449 0,344 0,129
15 0,588 | 0,592 | 0,566 | 0,568 | 0412 | 0,406 | 0,157 | 0,160
0,596 0,570 0,400 0,163
20 0,510 | 0,523 | 0457 | 0454 | 0362 | 0376 | 0,147 | 0,146
0,536 0,451 0,390 0,145
Tabel 4.21. Data 1/S dan 1/V kinetika inhibisi enzim
1/S 1/Vo 1/V; 1/V, 1/V3 1/Vy
0,2 2,128 2,016 3,096 4,273 10,526
0,1 1,618 1,792 2,257 3,012 7,576
0,07 1,471 1,689 1,761 2,463 6,250
0,05 1,508 L2 2,203 2,659 6,849

Keterangan : Vo = blangko (tanpa inhibitor), V; = konsentrasi sampel 6,27
ppm, V, = konsentrasi sampel 12,55  ppm, V; = konsentrasi sampel 25,10
ppm, V4= konsentrasi sampel 50,20 ppm
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Tabel 4.22. Hasil identifikasi golongan terpen dari fraksi ekstrak petroleum eter,

etil asetat, n-butanol dan air

Pengamatan warna pada
No. Fraksi reaksi Liebermann Kesimpulan
Burchard
1. | Petroleum eter Ungu kebiruan +
2. | Etil asetat Coklat -
3. | n-Butanol Coklat -
4. | Air Coklat -

Tabel 4.23. Hasil identifikasi golongan alkaloid dari fraksi ekstrak petroleum eter,

etil asetat, n-butanol dan air

No. Fraksi Bouchardat | Mayer | Dragendorf | Kesimpulan
i Petroleum eter " . - -
7. Etil asetat - u < ;
3. n-Butanol A : z -
4. Air s . - -
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Tabel 4.24. Hasil identifikasi golongan saponin dari fraksi ekstrak petroleum eter,

etil asetat, n-butanol dan air

Pengamatan Sctelah
No. Fraksi % h Penambahan | Kesimpulan
Y HCI 2N
1. | Petroleum eter - - -
2. | Etil asetat 0,2 cm Buih hilang -
3. | n- Butanol 2,3 cm Bm.h tidak +
hilang
4. | Air T5em Bulh tidak N
hilang

Tabel 4.25. Hasil identifikasi golongan flavonoid dari fraksi ekstrak petroleum
eter, etil asetat, n-butanol dan air

D
Dengan Dengan R
Penambahan
No Fraksi Penambahan Penambahan rsam Bl T .
€S1m| an
Mg dan HCl | Zn, HCI 2N o A Py
(P) dan HCI(P) Oksalat
tidak
Petrol - = -
1. e berfluorosensi
eter
T Merah fluorosensi N
2. | Etil asetat = © kuning
fluorosensi
J’_
3. | n-Butanol e 5 kuning
. Merah Merah ﬂuoro.serm +
4. | Arr kuning
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Tabel 4.26. Hasil identifikasi golongan glikosida dari fraksi ekstrak petroleum
eter, etil asetat, n-butanol dan air

No. Fraksi Molisch Kesimpulan
1. | Petroleum eter - -
2. Etil asetat Cincin ungu +
- N
3. n-Butanol Cincin ungu
4. Air Cincin ungu +

Tabel 4.27. Hasil identifikasi ggolongan antrakuinon dari fraksi ekstrak
petroleum eter, etil asetat, n-butanol dan air

No. Fraksi Filtrat L;)aizilsr?rl;::z-en Kesimpulan
1. | Petroleum eter jernih Jernih-Jernih -

2. | Etil asetat jernih Jernih-kuning -

3. | n-Butanol jernih Jernih-kuning -

4. | Air jernih Jernih-kuning -

Tabel 4.28. Hasil identifikasi golongan tanin dari fraksi ekstrak petroleum eter,
etil asetat, n-butanol dan air

Dengan Dengan Dengan
No. Fraksi Penambahan | Penambahan | Penambahan | Kesimpulan
FeCl; 3% NaCl-Gelatin | Gelatin 10%
1. | Petroleum eter - - B -
2. Etil asetat Hiaju kebiruan - - -
3. n-Butanol Hijau kebiruan Endapan Endapan +
4, Air Hijau kebiruan Endapan Endapan +
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Bagan tahapan penelitian

80

Kulit kayu manis disortasi basah,
dirajang, dikeringkan, digiling, di
maserasi dengan etanol 80%

Filtrat

Rotavator 50°C

Ekstrak etanol

Ampas

Fraksinasi dengan air : petroleum eter (1:1)

Fraksi P.E Fraksi air
Rotavator 50°C Fraksinasi dengan air : etil asetat
(1:1)
Ekstrak fraksi
Petroleum Eter
Fraksi etil asetat Fraksi air
Rotavator 50 °C Fraksinasi dengan
Ekstrak fraksi etil air : n-butanol (1:1)
asetat
Uji Pendahuluan: Penentuan pH, ; . .
waktu inkubasi dan konsentrasi J¢— AL hanol Fraksi air
substrat optimum o
Rotavator 70 "C
Ekstrak fraksi Ekstrak fraksi air
Uji Penghambatan Aktivitas
a-glukosidase n-butanol

Fraksi Ekstrak dengan ICs,
terbaik

A 4

Penentuan kinetika penghambatan enzim

Uji Fitokimia
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Lampiran 2. Uji penghambatan aktivitas a-glukosidase

81

500 pl p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosida

20 pl larutan sampel
dalam dimetil
sulfoksida (DMSO)

980 ul buffer fosfat

(pH 7,0)

Inkubasi pada 37°C selama 5 menit

500 pl larutan a-glukosidase

|

Inkubasi pada 37°C selama 15 menit

2000 pl larutan 200 mM Na,COs

Spektrofotometer pada

A 400 nm

Hitung % Inhibisi dan 1Csg
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Lampiran 3. Surat determinasi

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
( Indonesian Institute of Sciences )
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI
( Research Center for Biology )

Ji. Raya Jakarta - Bogor Km. 46 Cibinong 16911, Indonesia P.O Box 25 Cibinong
LIPI Telp. (021) B7807636 - 87907604 Fax. 87907612

Cibinong, 33 September 2011

Namor 2086/ 1PH:1.02//1£.8 /1X /2011
Lampiran : -
Perihal : Hasil identifikasi/ determinasi Tumbuhan
Kepada Yth.
Bplk./Ibu/Sdr(i). Riza Apriani
NPM : 0906601613
- —Nihs Unlndndetesia —— - = e i e |
Falk. MIPA

Kampus Ul Depok, 16424

Dengan hormat,
Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan
vang Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat

Penelitian Biologi-LIPI Bogor, adalah sebagai berikut :

No.| No. Kol. Jenis Suku

Cinnamomum burmanni (Nees & T.Nees) Lauraceae
Blume

1 Kayu Manis

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Kepala Bidang Botani
Pusat Penelitian Biologi-LIPI,

Dr. Setijo Rahajoe
NIP, 196706241993032004

D:\ldent 201 1'\Riza Apriani.doc\JJA-DG
Page I of 1
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Lampiran 4. Perhitungan enzim

Pada label tertulis = 16,5 mg solid ; 26 % protein ; 179 U/mg protein

26
— x 16,5 mg solid = 4,29 mg protein
100

Konsentrasi enzim yang akan dibuat adalah 0,0279 U/ml

0,0279 U/ml x 10 ml
Pengenceran ke 2 = =0,279 U/ml
1 ml

0,279 U/ml x 10 ml
Pengenceran ke 1 = =0,558 U/ml
5 ml

Larutan Induk =0,558 U/mlx 100 ml = 55,8 U

55,8 U : 179 U/mg protein = 0,312 mg protein

16,5 mg solid
0,312 mg protein x ———— = 1,2 mg solid
4,29 mg protein

Sehingga, berat enzim yang ditimbang adalah 1,2 mg
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Lampiran 5. Perhitungan konsentrasi larutan ekstrak

a. Pembuatan larutan uji ekstrak petroleum eter dan n-butanol :
Ditimbang ekstrak Petroleum eter sebanyak 100,4 mg, lalu diencerkan

menjadi 4 konsentrasi

0, 1004 g
Larutan sampel = ——— x 100 % = 1,004 %
10 ml
100,4 mg
- x 1.000 = 10.040 ppm
10
0,02 ml
Larutan Uji 1 (1,004%) = — x 10.040 ppm = 50,20 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 2 (0,502%) = — x 5.020 ppm = 25,10 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 3 (0,251%) = —— X 2.510 ppm= 12,55 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 4 (0,125%) =—— x 1.255 ppm =6,27 ppm
4 ml
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b. Pembuatan larutan uji ekstrak etil asetat :

Ditimbang ekstrak Petroleum eter sebanyak 100,5 mg, lalu diencerkan

menjadi 4 konsentrasi

0,1005 g
Larutan sampel 1 = —— x 100 % =1,005 %
10 ml
100,5 mg
e x 1.000 = 10.050 ppm
10
0,02 ml
Larutan Uji 1 (1,005%) = —  x10.050 ppm = 50,25 ppm

4 ml

Larutan sampel dipipet S ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 2 (0,502%) = —— x 5.025 ppm = 25,12 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet S ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 3(0,251%) =——— x 2510 ppm = 12,56 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 4 (0,125%) =—— x 1.256 ppm = 6,28 ppm
4 ml
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c. Pembuatan larutan uji ekstrak air :

Ditimbang ekstrak n-butanol sebanyak 101,3 mg, lalu diencerkan menjadi

4 konsentrasi

Larutan sampel 1 = 0.1013g x 100 % =1,013 %
10 ml
101,3mg
— x 1.000 = 10.130 ppm
10
0,02 ml
Larutan Uji 1(1,013%) =-——"— x 10.130 ppm = 50,65 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet S ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 2 (0,506%) = —  x 5065 ppm = 25,32 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 3 (0,253%) = — x 2.532 ppm= 12,66 ppm
4 ml

Larutan sampel dipipet 5 ml, masukkan dalam 10 ml pelarut

0,02 ml
Larutan Uji 4 (0,126%) =— x 1.266 ppm = 6,33 ppm
4 ml
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Jarak yang ditempuh oleh zat

Jarak yang ditempuh pengembang

1. Identifikasi KLT senyawa terpen pada ekstrak petroleum eter dengan eluen

benzene : kloroform (3:7)

No Rf tiap noda pada
noda lampu UV 254 nm

Rf tiap noda setelah

disemprot vanilin-H,SO4

1,2 1,2
1 =0,22 =0,22
5,5 5,5
2,9 P20
2 =.53 = 0,40
5,5 5,5
4.8 34
) = 0,87 = 0,64
5,5 5,5
4,8
= = 0,87
5,5
2. Identifikasi KL T senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat, n-butanol,
dan air
a. Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat dengan heksan - etil
asetat (7 : 3)
No Rf tiap noda pada Rf tiap noda setelah
noda lampu UV 366 nm disemprot AICI3
0,5 0,5
1 =0,09 =0,09
53 5,3
3,9
2 0,74 37 =0,70
5,3 5,3
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Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak n-butanol dengan eluen n-butanol

asam asetat - air (4 : 1: 5)

No Rf tiap noda pada
noda lampu UV 366 nm

0,8

=0,15
1 5,4
1,8

2 =0,33
5,4
3

3 = 0,68
5,4

Rf tiap noda setelah

disemprot AICl;
0,6
=0,11
5,4
1,6
=0,30
5,4
3,7
=0,68
54

Hasil KLT senyawa flavonoid pada ekstrak air dengan eluen n-butanol - asam

asetat - air (4:1:5)

No Rf tiap noda pada

Rf tiap noda setelah

noda = lampu UV 366 nm disemprot AlICl3
3,7 4
. E CiBmam =075
5,3 5,3
4,7
X 0,89
5,3 >3
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