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ABSTRACT

Diabetes mellitus is still a serious health problem both in the world and in Indonesia. The use of
plants as a source of antidiabetic medicine is still needed. Bintangur plant, Calophyllum rigidum,
contains active compounds that have the potential to act as anti-diabetic drugs but have not been used
optimally. The purpose of this study was to determine the in vitro antidiabetic activity of the ethanol
extract of Calophyllum rigidum stem bark and leaves. The antidiabetic method used was a-glucosidase
enzyme inhibition. Phytochemical screening is based on color change reactions. The results obtained
were that the ethanol extract of stem bark and leaf had a-glucosidase enzyme inhibitory activity with
ICsp values of 63.75 and 65.86 ug/mlL, respectively. Both extracts contain alkaloids, flavonoids,
steroids/triterpenoids, saponins, and tannins, while quinones are only found in the stem bark extracts.
The conclusion is that the ethanol extract of the stem bark and leaves of Calophyllum rigidum has active
antidiabetic activity through inhibition of the a-glucosidase enzyme.
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ABSTRAK

Penyakit diabetes mellitus masih merupakan masalah kesehatan serius baik di dunia maupun di
Indonesia. Pemanfaatan tanaman sebagai sumber bahan obat antidiabetes masih diperlukan.
Tanaman bintangur, Calophyllum rigidum, mengandung senyawa aktif yang berpotensi sebagai obat
antidiabetes namun belum dimanfaatkan secara optimal. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antidiabetes secara in vitro dari ekstrak etanol kulit batang dan daun
Calophyllum rigidum. Metode antidiabetes yang digunakan adalah penghambatan enzim a-
glukosidase. Penapisan fitokimia berdasarkan pada reaksi perubahan warna. Hasil yang didapatkan
yaitu ekstrak etanol kulit batang dan daun memiliki aktivitas penghambatan enzim o-glukosidase
dengan nilai ICso masing-masing sebesar 63,75 dan 65,86 pg/mL. Kedua ekstrak mengandung
golongan senyawa alkaloid, flavonoid, steroid/triterpenoid, saponin, dan tannin, sedangkan kuinon
hanya ditemukan pada ekstrak kulit batang. Kesimpulannya ialah bahwa ekstrak etanol kulit batang
dan daun Calophyllum rigidum memiliki aktivitas antidiabetes yang aktif melalui penghambatan
enzim a-glukosidase.
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PENDAHULUAN

Penyakit diabetes mellitus (DM) masih merupakan masalah kesehatan serius baik di
dunia maupun di Indonesia karena menyebabkan komplikasi akut maupun kronis yang dapat
meningkatkan kematian penderita (Surya et al., 2014). Federasi Diabetes Internasional (IDF)
memperkirakan bahwa sekitar 382 juta orang mengidap DM di tahun 2013 dan diperkirakan
akan meningkat menjadi 592 juta orang pada tahun 2035. Penderita DM di Indonesia
diperkirakan mencapai 12 juta jiwa pada tahun 2013 (Kemenkes RI, 2014). Diabetes mellitus
merupakan kerusakan metabolisme yang mengganggu metabolisme karbohidrat, lemak, dan
protein. Kondisi ini akan meningkatkan kadar gula dalam darah menjadi di atas normal
(hiperglikemia) yang diakibatkan oleh menurunnya sekresi dan aktivitas insulin (Hardoko et al.,
2014). Pengujian aktivitas antidiabetes dapat dilakukan secara in vitro menggunakan pengujian
enzim. a-glukosidase merupakan enzim eksokarbohidrat yang mengkatalis lepasnya a-glukosa
dari karbohidrat. Saat enzim tersebut dihambat, pencernaan karbohidrat akan tertunda dan
menurunkan penyerapan glukosa (Narkhede, 2012).

Tanaman merupakan sumber obat alami yang menjanjikan karena memiliki kandungan
bahan aktif yang dapat digunakan sebagai penghambat enzim «a-glukosidase (Kang et al., 2011).
Salah satu tanaman yang memiliki aktivitas antidiabetes adalah bintangur. Tanaman ini
merupakan tanaman pohon yang sangat penting nilai manfaatnya (Taher et al., 2007). Penelitian
tentang manfaat tanaman Calophyllum sebagai antidiabetes telah dilakukan meliputi bagian kulit
batang dan daun. Beberapa diantaranya ialah Calophyllum tomentosum, C. brasiliense, dan C.
incrassatum (Elya et al., 2012; Carvalho et al., 2016; Aminudin et al., 2016).

Penggunaan bintangur (C. rigidum) sebagai obat tradisional telah dilakukan oleh
beberapa masyarakat di Indonesia. Masyarakat di Kalimantan Barat memanfaatkan getah pohon
bintangur untuk mengobati koreng (Sangat dkk., 2000) tetapi masyarakat di Kecamatan Tebing,
Kabupaten Karimun, Provinsi Kepulauan Riau belum memanfaatkannya sebagai tanaman obat.
Pemanfaatan bintangur untuk antidiabetes belum dilakukan penelitian. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antidiabetes secara in vitro melalui
penghambatan aktivitas enzim a-glukosidase dari ekstrak etanol daun dan kulit batang
bintangur.

METODE PENELITIAN
Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan September sampai dengan Desember 2017 di
Laboratrorium Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI, Cibinong, Jawa Barat.
Sampel tanaman Bintangur berupa bagian daun dan kulit batang (Gambar 1) diperoleh dari
Kecamatan Tebing, Kabupaten Karimun, Propinsi Kepulauan Riau pada bulan Mei 2017.
Simplisia tanaman Bintangur berupa ranting dan daun terlebih dahulu dideterminasi di
Herbarium Bogoriense, Pusat Penelitian Biologi, LIPI. Simplisia kering kulit batang dan daun
disimpan di Laboratrorium Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI.

Proses ekstraksi dilakukan dengan maserasi. Sebanyak 50 g simplisia daun dan 300 g
simplisia kulit batang bintangur masing-masing direndam dengan 1 L etanol teknis 96% dalam
toples kaca selama 24 jam. Perendaman masing-masing bagian dilakukan sebanyak tiga kali.
Filtrat dari masing-masing bagian diuapkan dengan rotary vacuum evaporator hingga
didapatkan ekstrak kental etanol daun dan kulit batang bintangur.
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Gambar 1. Bagian kulit batang (A) dan daun (B) tanaman bintangur (Calophullum rigidum)

Uji Aktivitas Antidiabetes

Sebanyak 1 mg enzim a-glukosidase asal Saccharomyces crerevisiae (Sigma) dilarutkan
dalam 1 mL dapar pospat 0,01 M (pH 7) (Sigma) sebagai larutan stok enzim (100 unit).
Sebanyak 0,012 mL larutan stok enzim diencerkan dengan cara dilarutkan kembali sampai 30
mL dalam dapar pospat 0,01 M (pH 7) sebelum digunakan. Konsentrasi larutan uji ekstrak
etanol kulit batang dan daun C. rigidum dalam dimetilsulfoksida (DMSO) (Merck) sebesar
15,625; 31,25; 62,5; 125; dan 250 pg/mL. Tablet akarbosa generik dalam HCI 2N sebagai kontrol
positif dibuat seri konsentrasi sebesar 7; 9; 11; 13; dan 15 pg/mL. Sebanyak 475 pL dapar
pospat 0,1 M (pH 7) (Sigma), 250 pL substrat p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (pNPG) 0,2 M
(Sigma) serta 25 pL masing-masing ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Campuran
kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 5 menit, selanjutnya ditambahkan 250 pL larutan
enzim dan diinkubasi kembali pada suhu 37 °C selama 30 menit. Reaksi enzim dihentikan
dengan menambahkan 1000 pL larutan sodium karbonat 0,2 M (Merck) (Tabel 1).

Aktivitas penghambatan a-glukosidase diketahui dengan mengukur serapan pada
panjang gelombang 400 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Saijiyo et al., 2008) dengan
persamaan (1). Nilai ICso yang merupakan konsentrasi ekstrak yang dapat menghambat 50%
aktivitas enzim a-glukosidase kemudian dihitung berdasarkan pada persamaan regresi linier.

% penghambatan = [(C-S)/C] x 100.............. (D)

Keterangan:
C = absorbansi kontrol (kontrol - blanko); S =absorbansi sampel (S1 - S0)

Tabel 1. Sistem reaksi enzim untuk satu sampel dengan total volume 2 mL

Blanko Kontrol SO* S1*
(uL) (uL) (uL) (uL)
Sampel - - 25 25
DMSO 25 25 - -
Dapar pospat 475 475 475 475
Substrat 250 250 250 250
Inkubasi pada 37 °C selama 5 menit
Dapar pospat 250 - 250 -
Enzim - 250 - 250
Inkubasi pada 37 °C selama 30 menit
NazCOs 1000 1000 1000 1000

Keterangan: SO= campuran larutan uji tanpa enzim, S1= campuran larutan uji dengan enzim
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Penapisan Fitokimia

Uji penapisan fitokimia meliputi uji alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, kuinon, kumarin
dan steroid/triterpenoid (Fransworth, 1996). Uji alkaloid dilakukan dengan menambahkan
sampel dengan NH4OH 25% (Merck) dan kloroform (Merck). Filtrat berupa larutan organik
diekstraksi dengan HCl pekat (Merck). Lapisan asam kemudian ditambah beberapa tetes
pereaksi Dragendorff. Terbentuknya endapan merah bata dengan pereaksi Dragendorff
menunjukkan adanya alkaloid. Uji steroid/triterpenoid sampel dimaserasi dengan eter (Merck)
selama 2 jam, lalu disaring. Filtrat kemudian diuapkan dalam cawan penguap. Ke dalam residu
ditambahkan asam asetat glasial (Merck) dan 1 tetes asam sulfat pekat (Merck). Terbentuknya
warna merah, hijau ungu dan akhirnya biru menunjukkan adanya kandungan
steroid/triterpenoid. Uji kumarin dilakukan dengan cara sampel ditambahkan eter, kemudian
disaring dan filtrat diuapkan. Setelah kering, ditambahkan air panas dan didinginkan. Setelah
dingin ditambahkan larutan amoniak 10%. Adanya fluoresensi hijau atau biru pada sinar UV
menunjukkan adanya kumarin

Pada uji flavonoid, saponin, tanin dan kuinon, sampel dididihkan dalam air panas selama
5 menit, kemudian dibagi ke dalam 4 tabung reaksi. Tabung pertama ditambahkan dengan
serbuk magnesium (Merck), HCI pekat dan amil alkohol (Merck). Kocok dengan kuat dan biarkan
memisah. Adanya flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah, kuning atau jingga
pada lapisan alkohol. Tabung kedua dikocok kuat secara vertikal. Terbentuknya busa setelah
didiamkan 10 menit dan tidak hilang setelah penambahan HCl 2N menunjukkan adanya
kandungan saponin. Tabung ketiga ditambahkan larutan FeClz 1% (Merck). Timbulnya warna
hijau biru menunjukkan adanya kandungan tanin. Tabung keempat ditambahkan dengan NaOH
1N (Merck). Terbentuknya warna merah menunjukkan adanya kuinon.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas Antidiabetes

Determinasi simplisia menunjukkan bahwa simplisia yang digunakan adalah
Calophyllum rigidum (Miq.) dari suku Clusiaceae. Rendemen ekstrak etanol daun C. rigidum
sebesar 8,2% lebih tinggi dibandingkan dengan bagian kulit batang sebesar 7,6%. Hasil
pengujian aktivitas antidiabetes ekstrak etanol daun dan kulit batang bintangur dapat dilihat
pada Gambar 2 dan 3 serta Tabel 2. Belum ada penelitian yang melaporkan kemampuan C.
rigidum dalam menghambat enzim a-glukosidase. Beberapa tanaman suku Clusiaceae lainnya
dilaporkan memiliki aktivitas antidiabetes dengan menghambat enzim a-glukosidase.
Calophyllum tomentosum dan genus Garcinia memiliki aktivitas yang kuat dalam menghambat
enzim a-glukosidase (Elya et al.,, 2012; Martha et al.,, 2017).
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Gambar 2. Aktivitas antidiabetes ekstrak etanol kulit batang tanaman bintangur (Calophyllum rigidum)
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Gambar 3. Aktivitas antidiabetes ekstrak etanol daun tanaman Bintangur (Calophyllum rigidum)

Hasil uji in vitro menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit batang C. rigidum mempunyai
kemampuan dalam menghambat aktivitas enzim a-glukosidase sedikit lebih baik dibandingkan
dengan bagian daun namun masih di bawah akarbosa sebagai kontrol positif (Tabel 2). Sebelum
diserap oleh usus halus, karbohidrat yang masuk ke dalam sistem pencernaan akan diubah
menjadi gula sederhana. Enzim o-glukosidase merupakan enzim di dalam usus halus yang
berperan dalam pemecahan disakarida menjadi monosakarida (Bhat et al, 2011).
Penghambatan terhadap enzim a-glukosidase akan menunda pemecahan karbohidrat kompleks
dalam usus halus sehingga akan menurunkan kadar gula dalam darah (Malunga et al., 2016).

Tabel 2. Aktivitas antidiabetes Bintangur

No. Sampel I1C50+SD (pg/mL) Aktivitas”
1. Ekstrak etanol daun 65,86+0,34 Aktif
2. Ekstrak etanol kulit batang 63,75+3,42 Aktif
3. Acarbose 14,64+0,30 Aktif

Keterangan: * (Lee and Lee, 2001)

Nilai ICso menunjukkan bahwa semakin rendah nilainya maka potensinya semakin tinggi.
Suatu ekstrak dikatakan memiliki kemampuan aktif sebagai penghambat enzim a-glukosidase
jika memiliki nilai IC50<100 pg/mL (Lee and Lee, 2001). Ekstrak etanol kulit batang dan daun C.
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rigidum memiliki aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase yang aktif karena memiliki nilai
[C50<100 pg/mL. Penelitian ini memberikan hasil penghambatan aktivitas enzim a-glukosidase
lebih baik dibandingkan dengan ekstrak metanol daun C. tomentosum yang memiliki ICso sebesar
89,907 pg/mL (Kristiyanti, 2015). Meskipun demikian, nilai ICso yang didapatkan lebih rendah
dibandingkan dengan penelitian Elya et al. (2012) yang melaporkan bahwa ekstrak etanol daun
C. tomentosum memiliki [Cso sebesar 15,83 pg/mL.
Penapisan Fitokimia

Kemampuan suatu tanaman dalam memberikan hasil positif pada beberapa uji aktivitas
biologisnya berhubungan dengan senyawa kimia yang terkandung di dalamnya. Begitu pula
dengan aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase dari ekstrak etanol bagian kulit batang dan
daun C. rigidum. Ekstrak etanol kulit batang dan daun C. rigidum mengandung beberapa
golongan senyawa kimia (Tabel 3). Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa komponen
senyawa kimia yang terdeteksi pada pengujian penapisan fitokimia ini memiliki aktivitas
antidiabetes.

Tabel 3. Penapisan fitokimia ekstrak etanol kulit batang dan daun Bintangur

No. Senyawa target Ekstrak etanol kulit batang  Ekstrak etanol daun
1. Alkaloid +
2. Flavonoid +
3. Steroid -
4, triterpenoid +
5. Saponin +
6. Tanin +
7. Kuinon +
8. Kumarin -

Keterangan: (-): tidak mengandung senyawa target
(+): mengandung senyawa target

Flavonoid dilaporkan memiliki aksi kerja yang beragam dalam menghambat aktivitas
enzim a-glukosidase seperti mengatur penyerapan glukosa untuk mencapai keadaan glukosa
yang seimbang melalui jalur disakarida, efek penghambatan pada aktivitas enzim maltase, dan
menurunkan glikemia sebelum melimpahnya glukosa (Pereira et al,, 2011). Sedangkan alkaloid
dilaporkan dapat menghambat enzim a-glukosidase melalui aktivitas penghambatan kompetitif
(Gao et al., 2008).

Penelitian sebelumnya tentang mekanisme saponin dalam menghambat aktivitas enzim
a-glukosidase melaporkan bahwa saponin dapat menghambat aktivitas disakarida dan kadar
glukosa dalam darah setelah pemecahan sukrosa (Oishi et al., 2007). Tanin juga dilaporkan
sebagai antidiabetes dengan menghambat aktivitas enzim a-glukosidase (Thinkratok et al,
2014) dan a-amilase melalui tipe campuran penghambatan enzim non kompetitif (Tong et al.,
2014). Steroid dari Anthocleista schweinfurthii juga memiliki aktivitas menghambat kinerja
enzim a-glukosidase melalui jalur interaksi hidrofobik dengan situs pelekatan enzim target
(Mboungouere et al., 2007). Triterpenoid dari Cichorium intybus dilaporkan mempunyai
aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase yang baik (Rahman, et al., 2008).
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KESIMPULAN

Ekstrak etanol kulit batang dan daun bintangur (Calophyllum rigidum) mempunyai
aktivitas antidiabetes berdasarkan pengujian secara in vitro.
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