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ABSTRAK

Diabetes mellitus tipe 1l merupakan kelainan metabolik yang disebabkan karena
ketidakmampuan pankreas untuk memproduksi insulin  sehingga menyebabkan
hiperglikemia. Akarbose menjadi salah satu obat dalam pengobatan dari diabetes mellitus
dengan cara menghambat inhibisi enzim a-glukosidase. Tanaman mangrove (Rhizopora
mucronata) diketahui mempunyai senyawa fitokimia dengan berbagai aktivitas
farmakologis. Tujuan dari peneltian ini adalah untuk mendapatkan informasi aktivitas
penghambatan enzim a-glukosidase dari ekstrak metanol, etanol, dan aseton daun mangrove.
Penelitian ini dilakukan dengan memaserasi simplisia daun mangrove pada pelarut metanol,
etanol, dan aseton. Maserat yang didapatkan, diujikan secara kualitatif untuk
mengidentifikasi kandungan golongan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan terpenoid,
lalu dilanjutkan dengan mengujikan inhibisi aktivitas dari enzim a-glukosidase dengan
konsentrasi ekstrak 0,5; 1; 1,5; 2; dan 3 mg/mL menggunakan Microplate Elisa Reader dan
dilanjutkan pengukuran absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 405 nm. Hasil yang didapatkan menunjukkan maserat dari ketiga jenis pelarut
tersebut terbukti memiliki kandungan senyawa golongan alkaloid, flavonoid, saponin, dan
terpenoid. Uji aktivitas inhibisi menunjukkan aktivitas inhibisi dari ekstrak metanol (3,5
mg/mL), etanol (2,6 mg/mL), dan aseton (2,1 mg/mL). Ekstrak aseton memiliki aktivitas
inhibisi paling baik karena semakin kecil nilai 1Csc maka semakin baik aktivitas inhibisi pada
enzim o-glukosidase. Berdasarkan hal tersebut, dapat disimpulkan bahwa ekstrak aseton
mangrove memiliki aktivitas inhibisi paling baik dibandingkan kedua ekstrak lainnya.

Kata kunci: Rhizopora mucranata; a-glukosidase; Diabetes Mellitus; Antidiabetes
ABSTRACT

Type 1l diabetes mellitus is a metabolic disorder caused by the inability of the pancreas to
produce insulin, causing hyperglycemia. Acarbose could be used to treat diabetes mellitus
by the inhibition mechanism of the o-glucosidase enzyme. Mangrove plants (Rhizophora
mucronata) are known to have phytochemical compounds with various pharmacological
activities. The purpose of this study was to obtain information on the inhibitory activity of
the o-glucosidase enzyme from metanol, ethanol, and acetone extracts of mangrove leaves.
This research was conducted by macerating mangrove leaves in methanol, ethanol, and
acetone. The macerate was tested qualitatively to identify the content of alkaloids,
flavonoids, saponins, and terpenoids, then continued by testing the inhibition of the activity
of the a-glucosidase enzyme with an extract concentration of 0.5; 1; 1.5; 2; and 3 mg/mL
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using a microplate elisa reader and followed by absorbance measurements with a UV-Vis
spectrophotometer with a wavelength of 405 nm. The results showed that macerate from the
three types of solvents contains alkaloids, flavonoids, saponins, and terpenoids. The
inhibition activity showed promising inhibition activity of metanol extract (3.5 mg/mL),
ethanol (2.6 mg/mL), and acetone (2.1 mg/mL). These results showed the acetone extract has
a better inhibitory effect than ethanol and metanol. Based on this, it can be concluded that
mangrove acetone extract has the best inhibitory activity compared to the other two extracts.

Keyword: Rhizopora mucranata, a-glukosidase; Diabetes Mellitus; Antidiabetic

PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan penyakit metabolik yang menyebabkan tingginya kadar
gula dalam darah sehingga memicu munculnya berbagai macam gejala klinis. Pada tahun
2017, penyakit ini menyebabkan empat juta kematian dan merupakan satu dari sepuluh
penyebab kematian pada orang dewasa. Terdapat 537 juta orang di dunia menderita diabetes
dan diprediksi akan meningkat mencapai 643 juta di tahun 2030 dan 783 juta di tahun 2045
(International Diabetes Federation, 2021), dari data tersebut menunjukkan peningkatan
prevalensi diabetes mellitus yang menyebabkan peningkatan penggunaan obat antidiabetes di
masyarakat (Baynest, 2015). Akarbose merupakan salah satu pengobatan oral diabetes
mellitus tipe 1. Obat ini bekerja dengan menghambat enzim a-glukosidase yang berfungsi
menghidrolisis karbohidrat menjadi glukosa sehingga terjadi penundaan penyerapan glukosa
(Khatri & Juvekar, 2014). Namun, penggunaan akarbose pada sebagian orang menyebabkan
munculnya gangguan pada sistem saluran pencernaan seperti mual, muntah, nyeri perut, dan
kembung (Dinicolantonio et al., 2015).

Berbagai penelitian terkait pemanfaatan bahan alam sebagai pengganti obat
konvensional sudah banyak dilakukan. Tumbuhan mangrove (Rhizopora mucronata)
merupakan salah satu tumbuhan yang memiliki senyawa fitokimia yang berpotensi
dimanfaatkan sebagai kandidat alternatif beberapa obat konvensional. Tumbuhan ini
memiliki habitat di muara atau pesisir pantai. Pemanfaatan empiris tumbuhan mangrove di
antaranya adalah pada obat tradisional untuk pengobatan diare, asma, demam, bengkak,
rematik, dan penyakit kulit (Arbiastutie et al., 2021). Tumbuhan ini mengandung beberapa
senyawa fitokimia yang diketahui memiliki aktivitas farmakologis seperti betulinic acid
(antikanker), triterpenoid botulin, dan avicenol (antibakteri), golongan phenolic taraxerol,
rhizophorin A-C (antioksidan) (Das et al., 2015; Hadi et al., 2022).

Senyawa metabolik sekunder yang terkandung di dalam daun mangrove (Rhizopora
mucronata) di antaranya alkaloid, flavonoid, tanin, fenolik, saponin, dan steroid/triterpenoid
yang bepotensi sebagai pengobatan diabetes mellitus (Sain et al., 2020). Senyawa metabolit
sekunder polifenol (flavonoid) dapat menghambat aktivitas enzim a-glukosidase sehingga
terjadi penurunan hiperglikemia postprandia. Dari pemaparan di atas bagian daun tumbuhan
mangrove mengandung banyak senyawa metabolit terutama senyawa polifenol sehingga
perlu adanya pengujian lebih lanjut mengenai daun Rhizopora mucronata sebagai
antidiabetes.

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu rotary evaporator Buchi, waterbath, Microplate Elisa
Reader, Spektrophotometri UV-Vis. Bahan yang digunakan yaitu simplisia daun mangrove.
Pelarut yang digunakan yaitu aseton (Merck), etanol 96% (Merck), metanol (Merck). Media
yang digunakan yaitu p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid (pPNPG) sebagai substrat, enzim yang
digunakan yaitu a-glukosidase (Sigma-aldrich).
Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Ekstrak Daun Mangrove

Daun mangrove diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut aseton,
etanol, dan metanol secara berulang selama 3 x 24 jam pada suhu ruang dan dilakukan
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remaserasi setiap 24 jam, kemudian disaring menggunakan kertas saring. Selanjutnya
maserat masing-masing pelarut dikumpulkan dan diuapkan menggunakan rotary
evaporator.
2. Skrining Fitokimia
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa yang terdapat di
dalam daun mangrove. Pengujian ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove
dilakukan secara terpisah. Uji fitokimia yang dilakukan meliputi uji fenolik, flavonoid,
terpenoid, dan alkaloid.
a. Uji Alkaloid
Ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove (Rhizopora mucronata)
masing-masing sebanyak 0,5 g dilarutkan dengan 60 mL aseton, selanjutnya dibagi
menjadi 6 bagian, masing-masing ditambahkan HCI, 3 bagian yang pertama diberi 3
tetes pereaksi Mayer, 3 bagian kedua diberi 3 tetes pereaksi Wagner. Perubahan yang
terjadi diamati (Ikalinus et al., 2015).
b. Uji Flavonoid
Ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove (Rhizopora mucronata)
masing-masing sebanyak 0,5¢g dilarutkan dengan 30 mL aseton, lalu dibagi menjadi 3
bagian, 2 mL pereaksi NaOH 10% ditambahkan pada masing-masing ekstrak.
Perubahan yang terjadi diamati (Ikalinus et al., 2015).
c. Uji Saponin
Ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove (Rhizopora mucronata)
masing-masing sebanyak 0,5¢ dilarutkan dengan 30 mL aseton, lalu dibagi menjadi 3
bagian. 5 mL akuades ditambahkan ke masing-masing ekstrak kemudian dikocok.
Selanjutnya beberapa tetes HCI ditambahkan pada masing-masing ekstrak. Perubahan
yang terjadi diamati (Meigaria et al., 2016).
d. Uji Terpenoid
Ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove (Rhizopora Mucronata)
masing-masing sebanyak 0,59 dilarutkan dengan 30 mL aseton, kemudian dibagi
menjadi 3 bagian, setiap bagian ditambahkan 2 mL kloroform dan 1 mL anhidrida asam
asetat. Setelah itu ditambahkan H>.SO. sebanyak 1 mL melalui dinding tabung reaksi.
Perubahan yang terjadi diamati (Sholikhah, 2016).
3. Uji Aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase
Aktivitas inhibisi pada enzim a-glukosidase dilakukan berdasarkan metode uji
(Kim et al., 2005). Uji dilakukan dengan enzim a-glukosidase (berasal dari
Saccharomyces cerevisae) dan p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid (pNPG) sebagai
substrat. Sejumlah 100 puL enzim a-glukosidase (1,0 unit/mL) di pre-inkubasi dengan 50
uL dari konsentrasi ekstrak dengan konsetrasi 0,5; 1; 1,5; 2; dan 3 mg/mL selama 10
menit dengan 3 Kkali pengulangan. Selanjutnya, 50 uL pNPG (3,0 mM) dilarutkan ke
dalam 20 mM larutan buffer fosfat (pH 6,9) ditambahkan ke dalam campuran untuk
menginisiasi reaksi, lalu diinkubasi suhu 37°C selama 20 menit. Reaksi dihentikan
dengan penambahan 2 mL Na.COs (0,1 M). Aktivitas enzim a-glukosidase ditentukan
dengan mengukur warna kuning dari para-nitrofenol yang dilepaskan oleh pNPG pada
panjang gelombang 405 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Akarbose
digunakan sebagai kontrol positif. Presentase aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase
dapat dihitung dengan persamaan :

(Absorbsi kontrol - Absorbsi sampel/ Absorbsi kontrol) x 100
Setelah dilakukan perhitungan ICso melalui persamaan regresi linear y = a+bx dimana

sumbu x adalah konsentrasi sampel dan sumbu y adalah inhibisi, maka nilai 1Cso dihitung
menggunakan rumus berikut :

ICs0 = (50-a) /b
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Analisis Data

Data yang diperoleh dari uji aktivitas enzim a-glukosidase adalah presentasi aktivitas
inhibisi dan dianalisis menggunakan metode uji oneway ANOVA dengan taraf kepercayaan
95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan tiga jenis ekstrak berbeda dari sampel daun mangrove.
Penelitian ini bertujuan untuk melihat aktivitas inhibisi enzim o-glukosidase dari ekstrak
aseton, etanol, dan metanol daun mangrove. Perbedaan pelarut yang digunakan bertujuan
untuk melihat perbedaan senyawa metabolit yang terkandung dan perbedaan inhibisi enzim
a-glukosidase dari ketiga pelarut tersebut. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung
pada mangrove (Rhizopora mucronata) yaitu alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin,
steroid/triterpenoid, dan tanin berpotensi sebagai antidiabetes (Sain et al., 2020).

Pengujian skrining fitokimia ekstrak daun mangrove (Rhizopora mucronata)
menunjukkan positif mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan terpenoid. Hasil
uji fitokimia dapat terlihat pada Tabel I.

Tabel I. Hasil Uji Fitokimia Pada Ekstrak Etanol, Metanol dan Aseton

Golongan Pereaksi Ekstrak Hasil Keterangan
Metanol Positif Terdapat endapan putih
Mayer Etanol Positif Terdapat endapan putih
Alkaloid Aseton Pos!tif Terdapat endapan putih
Metanol Positif Terdapat endapan coklat
Wagner Etanol Positif Terdapat endapan coklat
Aseton Positif Terdapat endapan coklat
Metanol Positif Terdapat warna merah kecoklatan
Flavonoid  NaOH Etanol Positif Terdapat warna merah kecoklatan
Aseton Positif Terdapat warna merah kecoklatan
Metanol Positif Terdapat busa
Saponin HCI Etanol Positif Terdapat busa
Aseton Positif Terdapat busa
Metanol Positif Perubahan warna menjadi merah
Terpenoid  H2SOs Etanol Positif Perubahan warna menjadi merah
Aseton Positif Perubahan warna menjadi merah

Pengujian alkaloid menggunakan pereaksi Mayer dan Wagner menunjukkan hasil
positif ditandai dengan adanya endapan putih (Mayer) dan endapan cokelat (Wagner).
Endapan putih tersebut merupakan hasil dari nitrogen yang ada pada alkaloid bereaksi
dengan ion logam K* dari kalium tetraiodomerkurat (I1), reaksi ini kemudian membentuk
komplek antara kalium dengan alkaloid, sedangkan pereaksi Wagner menunjukkan hasil
positif ditandai dengan endapan berwarna coklat. Endapan coklat merupakan ion I
terbentuk dari reaksi iodin dengan ion I~ dari kalium iodin (Sholikhah, 2016). Pada uji hasil
positif ditandai dengan perubahan warna menjadi merah, perubahan warna ini merupakan
hasil dari reaksi sampel yang ditambahkan dengan NaOH membentuk asetofenon. Warna
merah yang ditunjukkan pada pengujian flavonoid ini merupakan flavonoid golongan fenol
(Sholikhah, 2016).

Hasil uji saponin menunjukkan hasil positif ditandai dengan terbentuknya busa stabil
akibat dari adanya glikosida yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lain yang
membentuk tegangan permukaan pada air. Pada uji fitokimia terpenoid didapatkan hasil
positif dengan adanya perubahan warna menjadi merah. Perubahan tersebut merupakan
reaksi esterifikasi pembentukan senyawa ester oleh senyawa terpenoid dari hasil reaksi dari
anhidrida asetat dengan asam maka karbon C pada anhidrida terbentuk karbokation bereaksi
dengan atom O pada gugus -OH pada senyawa terpenoid (Sholikhah, 2016).
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Pengujian terhadap ekstrak mangrove dilanjutkan pada pengujian terhadap persentase
aktivitas inhibisi pada enzim a-glukosidase. Uji dilakukan secara in vitro menggunakan
ketiga sampel ekstrak aseton, etanol, dan metanol daun mangrove (Rhizopora mucronata).
Hasil pengujian menunjukkan adanya aktivitas inhibisi terhadap enzim a-glukosidase yang
beragam. Konsentrasi aktivitas inhibisi tertinggi berturut-turut adalah dari ekstrak metanol
(3,5 mg/mL), etanol (2,6 mg/mL), dan aseton (2,1 mg/mL). Semakin kecil konsentrasi yang
mampu memberikan efek farmakologis menunjukkan semakin poten efek dari ekstrak yang
dipakai. Berdasarkan hal tersebut, maka ekstrak aseton memiliki kemampuan inhibisi paling
baik diikuti dengan ekstrak etanol dan metanol. Hal ini terlihat dari nilai 1Cso yaitu ekstrak
aseton 2,1 mg/mL, ekstrak etanol 2,6 mg/mL dan ekstrak metanol 3,5 mg/mL. Aktivitas
inhibisi enzim a-glukosidase ekstrak aseton dan ekstrak metanol berbeda signifikan namun
ekstrak aseton dengan ekstrak etanol tidak berbeda signifikan. Semakin kecil nilai ICso maka
semakin baik atau aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase. Nilai ICso dapat dilihat pada
Gambar 1.

Nilai IC 50 dari ekstrak uji Mangrove

*) P<0.05

4.0 -
3.5
3.0 -
2.5 A
2.0 -
15 A
1.0 -
0.5
0.0

Konsentrasi (mg/dl)

Metanol Etanol Aseton
® Nilai IC 50 3.5 2.6 2.1

Gambar 1. Nilai 1Cso ekstrak aseton, etanol, dan metanol

Enzim a-glukosidase merupakan enzim pengkatalis pemotong ikatan glikosidik pada
oligosakarida yang bekerja spesifik memotong ikatan glikosidik di dalam molekul gula. Pada
saat konsentrasi kadar gula dalam darah tinggi atau melebihi normal (hiperglikemia) maka
penghambatan enzim a-glukosidase dapat membantu mengatasi kondisi hiperglikemia
dengan mengurangi jumlah monosakarida yang diserap oleh usus (Early Febrinda et al.,
2013). Aktivitas inhibisi yang didapat menunjukkan pola peningkatan efek sesuai dengan
menurunnya kepolaran sehingga menimbulkan perbedaan dari adanya efek farmakologis
tersebut (Early Febrinda et al., 2013). Uji aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase terhadap
ekstrak aseton, etanol, dan metanol ekstrak daun mangrove (Rhizopora mucronata) dapat
terlihat pada Gambar 2.
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Hasil Uji Inhibisi Ekstrak Mangrove
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Gambar 2. Aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase ekstrak aseton, etanol, dan metanol
ekstrak daun mangrove (Rhizopora mucronata)

KESIMPULAN

Berdasarkan pengujian aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase dapat disimpulkan bahwa
ekstrak aseton memiliki aktivitas inhibisi paling baik diikuti oleh ekstrak etanol dan metanol
daun mangrove (Rhizopora mucronata).
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