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ABSTRAK

Diabetes merupakan penyakit kronis dengan gangguan metabolisme akibat pankreas tidak menghasilkan cukup insulin
yang ditandai dengan hiperglikemia. Terapi farmakologi yang digunakan untuk menurunkan kadar glukosa dalam darah
salah satunya dengan menghambat kerja enzim a-glukosidase sehingga menunda penyerapan glukosa di dalam saluran
pencernaan. Penggunaan bahan alam yang memiliki potensi sebagai penghambat enzim a-glukosidase adalah daun
salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) yang secara empiris telah banyak digunakan sebagai obat tradisional
oleh masyarakat. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui senyawa bioaktif dari fraksi air daun salam yang
memiliki aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase. Penarikan senyawa kimia dilakukan dengan maserasi serbuk
daun salam dalam etanol 96%, kemudian ekstrak etanol dipartisi dengan etil asetat dan air. Ekstrak air difraksinasi
dengan kromatografi kolom (SiO, : i). CH,Cl,-MeOH =10 : 1 ~ 1:1 ii). CH,CI, - aseton = 2 : 1 memberikan fraksi 2-1
mempunyai aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase paling baik, dengan 1Cso 21,54 ppm. Identifikasi senyawa
kimia menggunakan Liquid Chromathography Tandem Mass Spectrum (LC-MS/MS) memberikan puncak dengan
kelimpahan terbesar dengan bobot molekul ion m/z 413 (M+1)+ yang diperkiraan senyawa kimianya adalah
Stigmasterol.

Kata kunci : Syzygium polyanthum, fraksi air, stigmasterol, enzim a-glukosidase, LC-MS/MS

ABSTRACT

Diabetes is a chronic disease with metabolic disorders due to the pancreas not producing enough insulin which is
characterized by hyperglycemia. Pharmacological therapy is used to reduce levels of glucose in the blood either by
inhibiting the action of the enzyme a-glukosidase thereby delaying absorption of glucose in the digestive tract. The use
of natural materials that have potential as inhibitors of the enzyme a-glukosidase is a bay leaf (Syzygium polyanthum
(Wight) Walp.) Empirically has been widely used as a traditional medicine by the public. The purpose of this study was
to determine the bioactive compounds from the water fraction leaves which have inhibitory activity of the enzyme a-
glukosidase. Extraction of chemical compounds was carried out by maceration of bay leaf powder in 96% ethanol, then
the ethanol extract was partitioned with ethyl acetate and water. The aqueous extract was fractionated by column
chromatography (SiO2 : i). CH,C,-MeOH =10 : 1 ~ 1:1 ii). CH,C,, - acetone = 2 : 1 gives fraction 2-1 which has the
best inhibitory activity of aenzyme glucosidase, with 1Cso of 21.54 ppm. Identification of chemical compounds using LC-
MS/MS gave the peak with the greatest abundance with a molecular weight of ion m/z 413 (M+1)+ which is estimated
to be Stigmasterol.

Keywords: Syzygium polyanthum, water fraction, stigmasterol, enzyme a-glukosidase, LC MS/MS

PENDAHULUAN

Diabetes merupakan penyakit kronis dengan gangguan metabolisme yang terjadi ketika pankreas tidak
menghasilkan cukup insulin ditandai dengan terjadinya hiperglikemia [1]. Berdasarkan data International Diabetes
Federation (IDF) pada tahun 2019 penderita diabetes melitus (DM) mencapai 9,3% dari total populasi dunia dan
diperkirakan akan meningkat pada tahun 2045 sebanyak 10,9%. Indonesia termasuk Negara dengan penderita DM
terbanyak dan menempati urutan ke 8 dunia dengan penderita diabetes melitus sebanyak 16,6 juta jiwa (IDF, 2019).
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DM tipe 2 merupakan kasus diabetes dengan prevalensi tertinggi sebesar 90% dari semua kasus diabetes melitus [3].
Pemanfaatan bahan alam sebagai terapi diabetes melitus merupakan upaya preventif [4] dalam mengurangi kasus DM
dengan harapan pengobatan alami memiliki sifat dan aktivitas lebih baik dengan efek samping sekecil mungkin
dibandingkan obat sintetik. Salah satu terapi DM yaitu dengan menunda penyerapan glukosa pada saluran pencernaan.
Daun salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) secara turun-temurun digunakan sebagai pengobatan tradisional
diantaranya sebagai antidiare, antiinflamasi, antialergi, antidiabetes dan sebagai antioksidan [5],[6]. Enzim o-
glukosidase dapat menghidrolisis karbohidrat menjadi glukosa dan secara tidak langsung perpengaruh terhadap
peningkatan glukosa darah [7],[8]. Sehingga aktivitasnya perlu dihambat untuk menurunkan tingkat penyerapan glukosa
darah [9]. Pengembangan adanya perkiraan senyawa kimia penghambat enzim a-glukosidase yang terdapat dalam
fraksi air daun salam diidentifikasi menggunakan LCMS/MS untuk mengetahui bobot molekul senyawa kimia tersebut.

Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui adanya senyawa bioaktif dalam daun salam (Syzygium polyanthum
(Wight) Walp.) yang memiliki aktivitas dalam menghambat enzim o-glukosidase. Dengan melakukan ekstraksi, partisi,
skrining fitokimia, analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT), fraksinasi dengan kromatografi kolom, pengujian aktivitas
penghambatan LC-MS/MS.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Daun salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) kering sebanyak 500 gram diperoleh dari Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah,
Indonesia. Etanol 96%, metanol, kloroform, akuades, etil asetat, kuersetin, asam kafeat, aseton, diklorometan, akarbosa
(tablet 100 mg generik Dexa Medica), p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (pNPG) (Sigma-Aldrich N 1337-1G), enzim o.-
glukosidase (Sigma), NH,OH, H,SO, pekat, pereaksi Mayer, pereaksi Dragendorff, pereaksi Wagner, serbuk Mg, HCI,
amil alkohol, FeCl310%, CH;COOH anhidrat, NaH,PO,4.H,0, dapar fosfat pH 6,8, natrium karbonat, dimetilsulfoksida
(DMSO0), kertas saring, kapas dan aluminium foil.

Prosedur
Ekstraksi

Serbuk kasar daun salam sebanyak 500 gram dimaserasi dalam etanol 96% selama 3 x 24 jam sambil sesekali
diaduk kemudian disaring sehingga diperoleh filtrat yang selanjutnya dievaporasi menggunakan rotary vacum
evaporator kemudian dipekatkan diatas penangas air pada suhu 40°C hingga diperoleh ekstrak etanol 96% daun salam
yang kental dan dihitung randemennya.

Partisi

Ekstrak kental etanol 96% daun salam dipartisi menggunakan corong pisah dengan menggunakan air dan etil
asetat 1:1, dikocok sambil sesekali gas dikeluarkan melalui kran dan didiamkan hingga diperoleh 2 lapisan. Fase etil
asetat ditampung dan partisi dilakukan terhadap lapisan air sebanyk 3 kali pengulangan hingga fase etil asetat tidak
pekat kemudian fase air yang diperoleh dikentalkan diatas penangas air pada suhu * 40°C hingga diperoleh fraksi kental
untuk dianalisis lebih lanjut.

Skrining Fitokimia

Analisis kualitatif fitokimia terhadap fraksi air dilakukan menggunakan metode Harbone (1987) yang telah
dimodifikasi dan pengujian senyawa glikosida menggunakan metode Widjajakusuma (2019) [10].

Senyawa bioaktif alkaloid, flavonoid, fenolik, tanin, triterpenoid/steroid, saponin, kuinon, dan glikosida
direaksikan dengan masing-masing reagen sehingga terbentuk perubahan secara kualitatif seperti warna, pengendapan,
dan pembentukan busa pada sampel uji.

Analisis KLT

Analisis KLT dilakukan dengan cara menotolkan sampel uji fraksi air daun salam hasil partisi pada fase diam
silika gel GF,s4. Proses elusi dilakukan menggunakan berbagai perbandingan fase gerak yang memiliki perbedaan
kepolaran. Profil KLT yang diperoleh dari fraksi air daun salam dibandingkan dan pilih berdasarkan pola noda yang
baik sehingga diperoleh eluen yang sesuai untuk kromatografi kolom. Plat KLT yang telah dielusi diamati di bawah
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sinar UV 254 nm dan disemprotkan dengan reagen serium sulfat (Ce(SO,),) 1% kemudian dipanaskan diatas penangas
untuk menampakkan bercak noda.

Fraksinasi dengan Kromatografi Kolom

Fraksi air daun salam difraksinasi menggunakan kromatografi kolom (KK) menggunakan eluen yang diperoleh
dari hasil analisis KLT. Pada KK pertama sistem elusi dilakukan secara gradien. Silika gel 60 mesh (0,063-0,200 mm)
sebagai fase diam dilarutkan dalam eluen. Silika yang telah larut dimasukkan sedikit demi sedikit ke dalam kolom.
Kolom digetarkan secara perlahan untuk memadatkan silika. Sampel fraksi air yang telah dihomogenkan dengan celite
dimasukkan ke dalam kolom kemudian eluen dituang perlahan melalui dinding kolom. Eluat yang dihasilkan ditampung
dalam botol dengan volume +50 mL dan dimonitor kembali dengan KLT.

Fraksi dengan uji aktivitas tertinggi difraksinasi kembali menggunakan kromatografi kolom dengan sistem elusi
secara isokratik. Eluat atau subfraksi yang diperoleh ditampung pada vial dengan volume +20 mL kemudian dimonitor
kembali dengan KLT dan dilakukan pengujian aktivitas kembali.

Uji Penghambatan Enzim a-Glukosidase
Pengujian aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase dilakukan menggunakan metode yang telah dimodifikasi

[11]. Skema uji aktivitas dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Skema Uji Aktivitas Penghambatan Enzim o-Glukosidase

No. Bahan Blanko Kontrol (-) Kontrol (+) Sampel
(nL) (uL) (uL) (nL)
1. | Fraksi Air/Akarbosa - - 50 50
2. | DMSO 2 2 - -
3. | Dapar fosfat pH 6,8 63 63 13 13
4. | Substrat pNPG 5 mM 10 10 10 10
Inkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit
5. | Na,C03200 mM - 100 - -
Enzim a-glukosidase
6. 0.15 U/mL 25 - 25 25
Inkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
7. | Na,C0O3200 mM 100 - 100 100
Enzim a-glukosidase
8 1 015 uimL ) 2 ) )
Keterangan :
Blanko = Campuran tanpa sampel dan enzim
Kontrol (-) = Campuran tanpa sampel dengan tambahan enzim
Kontrol (+) = Pembanding sampel (Antidiabetes : Akarbosa)
Sampel = Campuran fraksi air dengan penambahan enzim

Analisis LC-MS/MS

Analisis LC-MS/MS dilakukan menggunakan Xevo G2-S QTof Acquity UPLC®. LC (ACQUITY UPLC® H-
Class System (Waters, USA)) yang digunakan adalah Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), ukuran
kolom C18 (1,8 um 2,1 x 100 mm) Hight Streght Silica (HSS), temperatur kolom 50°C dan temperatur ruang 25 °C.
Fase gerak : air + 5 mM Asam Formiat (A) dan Asetonitril + 0,05% Asam Formiat (B). Laju alir : 0,2 mL/min running
23 menit. Volume injeksi : 5 uL (saring filter 0,2 um). Kondisi MS (Xevo G2-S QTof (Waters, USA)) : sistem yang
digunakan Electrosray ionisazation (ES), mode ion positif, rentang analisis massa 50 — 1200 m/z, energi tumbukan 4
Volt (energi rendah) dan 25 — 60 Volt (energi tinggi).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Simplisia kering daun salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) yang telah diperoleh dari Tawangmangu
memiliki nilai susut pengeringan sebesar 7,81% dan sesuai dengan standar persen susut pengeringan menurut [12] yaitu
<10%. Nilai susut pengeringan menunjukkan besarnya senyawa yang hilang dalam simplisia daun salam.

Ekstrak etanol 96% daun salam yang telah dikentalkan diperoleh randemen sebesar 10,20%. Hal ini
menunjukkan banyaknya senyawa yang dapat tertarik pada pelarut etanol 96%. Semakin tinggi nilai persen rendemen
yang dihasilkan maka senyawa yang tertarik dari simplisia daun salam yang diperoleh semakin banyak sehingga
menghasilkan ekstrak dalam jumlah banyak.

Fraksi air daun salam hasil partisi yang telah kental memiliki nilai randemen sebesar 5,84% senyawa yang
tertarik dalam pelarut air.

Hasil skrining fitokimia terhadap fraksi air daun salam ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Skrining Fitokimia

No. Pengujian Perubahan Warna Hasil Uji
1. | Alkaloid
a. Wagner Tidak terbentuk endapan cokelat -
b. Mayer Tidak terbentuk endapan putih -
c. Dragendorff Terbentuk endapan jingga +
2. | Flavonoid Terbentuk warna merah +
3. | Fenolik Terbentuk warna biru kehitaman +
4. | Saponin Terbentuk busa stabil 1-10 cm +
5. | Triterpenoid/Steroid Terbentuk warna merah +/-
6. | Tanin Terbentuk warna biru kehitaman
7. | Quinon Terbentuk warna merah +
8. | Glikosida Terbentuk endapan merah bata

Diperoleh hampir semua senyawa bioaktif yang diuji terhadap sampel fraksi air daun salam teridentifikasi dan
menunjukkan perubahan fisik berupa warna, pengendapan, dan terbentuknya busa pada uji saponin.

Enzim a-glukosidase berperan dalam menghidrolisis substrat karbohidrat. Penambahan sampel uji diperlukan
untuk mengetahui adanya penghambatan aktivitas hidrolisis substrat sehingga terjadi penundaan pembentukan glukosa.
Reaksi enzimatis antara substrat dengan enzim dapat dilihat pada Gambar 1.

HO HO
O, -glukosidase OH o]
OH —— Q OH
Hobo@., bm
OH O: O:N HO  on

p-nitrofenil a- D- glukopiranosida p-nitrofenol a-D-glukosa
(Tidak berwarna) (Warna Kuning)
Gambar 1. Reaksi enzimatis oleh enzim a-glukosidase (Pratama et al., 2015)

Hasil reaksi enzimatis akan membentuk intensitas warna kuning dari p-nitrofenol yang mana semakin tinggi
kemampuan sampel atau inhibitor dalam menghambat a-glukosidase maka p-nitrofenol yang terbentuk berkurang.
Absorbansi p-nitrofenol digunakan sebagai penentu aktivitas enzim [14].

Fraksi air daun salam sebagai sampel uji digunakan sebagai inhibitor enzim dengan pembanding akarbosa
sebagai kontrol positif. Semakin besar nilai presentase inhibisi menunjukkan besarnya aktivitas penghambatan enzim
oleh sampel uji. Hasil uji aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase disajikan pada Tabel 3. Fraksi air daun salam
hasil partisi menunjukkan persentase sebesar 56% dapat menghambat kerja enzim o-glukosidase.

Tabel 3. Persentase Inhibisi Enzim a-Glukosidase
No. Sampel Inhibisi (%)
1. Fraksi Air 56
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Hasil Kromatografi Kolom |

1. SPWA-1 63,79
2. SPWA-2 63,07
3. SPWA-3 69,06
4. SPWA-4 60,43
Hasil Kromatografi Kolom 2

1. SPWA-2.1 70,25
2. SPWA-2.2 62,82
3. SPWA-2.3 65,82
4 SPWA-2.4 65,51

Keterangan : SPWA = Syzygium polyanthum (Wight) Walp. Water

Profil KLT dari fraksi air digunakan sebagai penentu penggunaan eluen pada kromatografi kolom. Profil KLT
dari fraksi air dilakukan dengan berbagai perbandingan eluen Diklorometan — Metanol (10:1; 7:1; 5:1; 2:1; 1:1),
Metanol — Etanol 2:1, Metanol — Air 1:1, dan Kloroform — Metanol — Air (10:3:1; 7:3:1). Eluen diklorometan — metanol
5:1 menunjukkan pemisahan noda lebih baik dibandingkan penggunaan fase gerak lainnya yang masih menumpuk dan
berekor. Sehingga eluen tersebut digunakan dalam proses kromatografi | dengan metode elusi gradien yaitu dengan
menggunakan perbandingan pelarut yang berubah-ubah.

Pada kromatografi kolom | diperoleh 63 fraksi dan diKLT kembali sehingga diperoleh 4 fraksi gabungan.
Analisis KLT fraksi gabungan KK I dilakukan menggunakan perbandingan eluen diklorometan — metanol (5:1; 2:1),
dan diklorometan — aseton (2:1; 3:2; 1:1). Perbandingan eluen diklorometan — aseton 3:2 menunjukkan pemisahan noda
yang lebih baik dibandingan perbandingan eluen lainnya yang terlalu polar sehingga noda terbawa hingga batas elusi.

Hasil uji aktivitas fraksi gabunagan KK | yang disajikan pada Tabel 3. Menunjukkan SPWA-3 memiliki
penghambatan terbesar dalam menghambat kerja enzim o-glukosidase. Sehingga difraksinasi kembali menggunakan
KK 2.

Pada kromatografi kolom 2 diperoleh 128 subfraksi dan diperoleh 4 subfraksi gabungan dari hasil analisis
KLT. Analisis KLT gabungan subfraksi dilakukan menggunakan perbandingan eluen diklorometan — aseton (2:1; 1:2).
Pada pola noda subfraksi gabungan menunjukkan hasil pemisahan yang baik sehingga dilakukan pengujian aktivitas
penghambatan terhadap enzim o-glukosidase yang disajikan pada Tabel 3. Diperoleh aktivitas terbesar terdapat pada
SPWA-2.1.

Nilai ICso SPWA-2.1 memiliki aktivitas yang sangat kuat dengan nilai sebesar 21,54 ppm mendekati nilai 1Cs
akarbosa sebagai kontrol positif yaitu 19,24 ppm. Aktivitas SPWA-2.1 juga dibandingkan dengan kuesetin dan asam
kafeat sebagai senyawa kimia yang banyak terkandung di dalam daun salam. Nilai ICs, disajikan pada Gambar 2.
Klasifikasi kekuatan sampel uji dalam menginhibisi enzim a-glukosidase dibagi menjadi 4 kriteria yaitu <25 pug/mL
sangat aktif, 25-50 pg/mL aktif, 50-100 png/mL kurang aktif, dan >100 pg/mL tidak aktif [15].

25
20 19.24
SPWA-2.1
€ 15
2 12.98 m Akarbosa
o
Q 10 Kuersetin
B Asam Kafeat
5
0

Gambar 2. Grafik perbandingan nilai I1Cs
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Hasil analisis bobot molekul ion yang diperoleh dari pengukurang menggunakan LC-MS/MS yaitu m/z 413. Dari
spektra fragmentasi yang disajikan pada Gambar 3. Senyawa kimia yang diperkirakan terkandung di dalam daun salam
yaitu Stigmasterol dengan rumus molekul C,gH40. Stigmasterol yang merupakan alkohol steroid [16] memiliki
panjang gelombang 257 nm dan bobot molekul ion m/z 413 (M*H)*[17], [18]. Berdasarkan penelitian [19] stigmasterol
memiliki potensi sebagai penghambat enzim o-glukosidase dengan nilai 1Csy 65,31 ug/mL. Sterol tanaman seperti
stigmasterol memiliki mekanisme dalam menurunkan glukosa di dalam darah selain dengan menghambat proses
hidrolisis oligosakarida oleh enzim a-glukosidase, selain itu stigmasterol dapat merangsang pembentukan dan
pelepasan insulin dari sel B-pankreas dan menghambat enzim di dalam hati yaitu glukosa-6-fosfatase yang dapat
mengubah karbohidrat menjadi glukosa dalam darah, sehingga keberadaan stigmasterol dapat mengontrol glukosa darah
pada pasien diabetes melitus [20].
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Gambar 3. Fragmentasi SPWA-2.1

SIMPULAN DAN SARAN
Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi senyawa yang terkandung di dalam fraksi air daun salam diperkirakan
mengandung Stigmasterol yang memiliki aktivitas dalam menghambat enzim a-glukosidase dengan nilai 1Cs, sebesar
21,54 ppm.
Perlu dilakukan analisis lanjutan menggunakakn data NMR untuk memastikan struktur kimia Stigmasterol.
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