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Abstrak

Tanaman herbal merupakan warisan kearifan lokal dalam upaya pengobatan dan
mempertahankan kesehatan masyarakat. Secara tradisional masyarakat Kalimantan tengah
menggunakan tanaman aka kalesi (Sphatolobus ferrogenus) sebagai obat-obatan tradisional yang
cukup luas. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi senyawa metabolit sekunder yang
terdapat dalam ekstrak metanol kulit batang aka kalesi (Sphatolobus ferrogenus). Isolasi
dilakukan dengan tahapan ekstraksi, fraksinansi dan purifikasi. Hasil penelitian didapatkan dua
isolat yang telah diuji kemurniannya dengan metode kromatografi lapis tipis. Isolat diidentifikasi
dengan spektroskopi 'H-NMR dan 13C-NMR didapatkan senyawa gliseril monostearate dan
sigmasterol. Kedua senyawa diuji sifat antidiabetes dengan metode inhibitor enzim a-
glukosidase. Aktivitas senyawa gliseril monostearate tidak aktif, sementara sigmasterol
menunjukan aktivitas yang lemah dengan ICso= 388 ppm.

Kata kunci: gliseril monostearate; sigmasterol; Sphatolobus ferrogenus

Abstract

Herbal plants are a legacy of local wisdom in efforts to treat and maintain public health.
Traditionally, the people of Central Kalimantan use the plant aka kalesi (Sphatolobus Ferrogenus)
as a fairly extensive traditional medicine. This study aims to isolate secondary metabolite
compounds contained in the methanol extract of stem bark aka kalesi (Sphatolobus ferrogenus).
Isolation was carried out by stages of extraction, fractionation and purification. The results showed
that two isolates were tested for purity by the thin layer chromatography method. Isolates were
identified by H-NMR and 13C-NMR spectroscopy and obtained glyceryl monostearate and
sigmasterol compounds. Both compounds were tested for their antidiabetic properties using the a-
glucosidase inhibitor method. The activity of glyceryl monostearate compound was not active,
while sigmasterol showed weak activity with ICsy = 388 ppm.

Keywords: glyceril monostearate; sigmasterol; Sphatolobus ferrogenus
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Pendahuluan

Penyakit kencing manis atau diabetes
melitus merupakan gangguan Kkesehatan
kronis yang umumnya dengan gejala
hiperglikemia atau kadar gula darah tinggi
dan intoleransi glukosa yang disebabkan
oleh kekurangan pasokan hormon insulin
dari sel beta pankreas dan resistensi tubuh
terhadap adanya hormon insulin atau
kombinasi dari kedua penyebab tersebut
(Chaudhary et al, 2018 ; Arumugam et al,
2013). Komplikasi dari kedua sebab
gangguan tersebut dapat menyebabkan
terganggunya metabolisme dalam tubuh
yaitu proses katabolisme dan anabolisme
senyawa Kkarbohidrat, lipid, dan protein.
Gangguan akibat proses metabolisme
terganggu dapat menyebabkan penyakit
degeneratif dan penyakit kronis lainnya
(Punthakee et al, 2018 ; Qais et al, 2018).
Penanganan yang efektif dalam mengatasi
gangguan diabetes militus adalah program
pencegahan dan pengendalian  untuk
diabetes sangat dibutuhkan untuk
mengendalikan prevalensi diabetes melitus
secara global (Okur et al, 2017). Organisasi
Kesehatan Dunia tersebut telah mendata
tanaman yang digunakan untuk tujuan
pengobatan di seluruh dunia. Banyak dari
tanaman obat tradisional ditemukan
memiliki potensi anti diabetes. Jumlah
molekul aktif telah dievaluasi untuk
mengobati hiperglikemia dan divalidasi
untuk uji bioaktivitas sebagai anti diabetes
(Al-samydai et al, 2018).

Tanaman obat pertama yang
menunjukkan aktivitas antidiabetes adalah
tumbuhan Galega officinalis L. (Fabaceae).
Dari tanaman ini berhasil diisolasi turunan
guanidin dan galegine, dimana senyawa
tersebut memiliki struktur kimia yang sangat
mirip dengan metformin salah satu obat
antidiabetes yang  berperan dalam
menurunkan glukosa darah (Bedekar et al,
2010 ; Perlaetal, 2013).

Tumbuhan tradisional yang telah
diteliti oleh peneliti terdahulu terdapat 411
senyawa metabolit sekunder  yang
mempunyai aktivitas sebagai inhibitor enzim
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a-glucosidase. Senyawa  aktif tersebut
diantaranya adalah 61 senyawa kelompok
terpenoid dari 14 genus, 37 senyawa
alkaloid dari 11 genus, 49 senyawa kuinin
dari 4 genus, 113 senyawa flavonoid dari 24
genus,37 senyawa fenolik dari 9 genus, 37
senyawa fenilpropanoid dari 20 genus, 8
senyawa steroid dari 5 genus, dan 43
senyawa kelompok lain (Yin et al,, 2014)

Tumbuhan tradisional telah diteliti
sifat kimianya salah satunya adalah Fabaceae
atau Legumenosae. Family Legumenosae ini
dikenal kelompok penghasil senyawa aktif
golongan flavonoid dan isoflavonoid
(Cahyana et al, 2021 ; Febrina et al., 2013).
Diantara spesies famili Leguminoseae adalah
Aka Kalesi (Sphatolobus ferrogenus Roxb)
atau biasa disebut ‘'aka kalesi' oleh
masyarakat Dayak di Kalimantan Tengah.
Masyarakat setempat menggunakan batang
aka kalesi secara tradisional dengan cara
direbus dengan kemudian dikonsumsi
sebagai obat herbal (Setyowati, 2003).
Justifikasi perilaku masyarakat setempat
dalam mengkonsumsi obat herbal tersebut
hendaknya dituangkan dalam konsep obat
herbal berstandar. Kebutuhan akan obat
herbal yang terstandarisasi didasari ukuran
kualitatif dan kuantitatif dari suatu obat
rasional yang aman dikonsumsi dan tanpa
efek samping (Purwati et al, 2017 ; Kunle et
al, 2012).

Penelitian pendahuluan yang telah
dilaporkan adalah Batang Spatholobus
ferrugineus berdasarkan analisis kualitatif
mengandung senyawa metabolit sekunder,
yaitu alkaloid, flavonoid, polifenol dan
terpenoid/steroid, namun hanya senyawa
alkaloid (Rf = 0,80 dan 0,87 dan flavonoid (Rf
= 0,13; 0,72 dan 0,78) yang bersifat
antioksidatif (Marlina, 2007). Belum ada
informasi senyawa yang terkandung dalam
batang aka kalesi.

Oleh karena itu dilakukan evaluasi
fitokimia yaitu isolasi metabolit sekunder
dari ekstrak total kulit batang aka kalesi dan
penentuan struktur kimianya. Pengujian
terhadap aktivitas inhibisi enzim glukosidase
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dilakukan untuk melengkapi evaluasi
fitokimia dari senyawa yang telah diisolasi.

Metode Penelitian
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penekitian ini adalah Rotary Evaporator
(BuCHi), Kromatografi cair vakum (Ruchi),
kromatografi radial (Chromatotron),
seperangkat alat destilasi (Ruchi), alat-alat
gelas, lampu UV (Bosecon), neraca analitis
(Sartorius). Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi kulit batang aka kalesi
(Sphatolobus ferrogenus), metanol teknis, n-
heksana teknis, etil asetat teknis, kloroform
Pa (Merck), etil asetat Pa (Merck), aseton Pa
(Merck), Ce(IV) sulfat (Merck]), silika gel 70-
230 mesh (Merck) dan plat KLT Keisegel 60
F254 (Merck), p-nitrofenol (Merck), Na,COs
(Merck), NazHPO4 (Merck), NaH,PO4(Merck)
dan DMSO (Merck)

Pengukuran  struktur dilakukan
dengan spekrokopi NMR Aglient 500 MHz
dengan pelarut kloroform terdeuterasi
(CDCI3) dengan pola DDZ Console system
(Takeuchi et al, 2019). Sebanyak 10 mg
sampel isolat dilarutkan dalam CDCl; dalam
cuvet NMR, kemudian cuvet diletakan pada
magnet eksternal. Pengukuran spektra
rekam dan diamati pada monitor yang
terhubung dengan spektrometer NMR.

Prosedur Kerja

Metode penelitian ini didasarkan
pada metode umum dalam penelitian bahan
alam yaitu menggunakan tahap ekstraksi dan
purifikasi (Kislik, 2012). Sebanyak 1 kg
serbuk kulit batang diekstraksi secara
maserasi dengan pelarut metanol. Filtrat
yang diperoleh dari hasil maserasi kemudian
pekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator  dihasilkan  ekstrak  pekat
sebanyak 41 gram. Ektrak yang telah
didapatkan kemudian dilakukan analisis pola
pemisahan dengan KLT menggunakan
variasi pelarut dari n-heksana hingga
metanol. Berdasarkan hasil analisis KLT
diperoleh kondisi optimum pemisahan

Metabolit sekunder dari...

dengan gabungan pelarut n-heksana : etil
asetat (3 : 7) dinaikan kepolaran bertingkat
hingga etil asetat : metanol (5 : 5). Penampak
spot yang digunakan adalah larutan Cerium
(IV) sulfat.

Proses fraksinasi dilakukan dengan
menggunakan metode kromatografi cair
vakum (KCV) dengan menggunakan silika gel
sebagai fasa diam dan gabungan pelarut hasil
analisis sebelumnya sebagai eluen
pembawanya. Sebanyak 20 gram ekstrak
difraksinasi dan didapatkan 13 fraksi yaitu
fraksi 1 hingga 13. Semua fraksi dimonitor
kembali dengan dengan metoda
Kromatografi lapis tipis (KLT) untuk melihat
hasil pemisahan dan sebagai pertimbangan
untuk proses yang akan dilakukan
selanjutnya. Uji kemurnian pada fraksi yang
diduga sudah murni dilakukan dengan
menggunakan KLT, jika dalam plat KLT
didapatkan spot tunggal untuk tiga variasi
jenis pelarut, maka senyawa hasil isolasi
dinyatakan murni (Putra et al, 2020)

Fraksi 2 (1,2 gram) yang pola
pemisahannya sederhana dilanjutkan
pemisahan  senyawa  target dengan
menggunakan kromatografi radial.
Pemisahan fraksi 2 menggunakan -eluen
pembawa n-heksana : etil asetat (4 : 6)
didapatkan senyawa 2 (70 mg) dengan
bentuk serbuk putih.

Fraksi 3 (760 mg) mempunyai pola
pemisahan yang cukup sederhana dan
senyawa yang ditargetkan sudah cukup
murni. Fraksi ini dilanjutkan dengan
kromatografi radial dengan eluen pembawa
n-heksana : etil asetat (1 : 1) didapatkan
isolat A (86 mg) dengan wujud kristal tak
berwarna.

Isolat A dan isolat B selanjutkan
dianalisis struktur dengan menggunakan
spektrometer H-NMR dan 13C-NMR. Untuk
senyawa 2 sangat mudah diidentifikasi
dengan kedua spektrum tersebut, oleh
karena itu pengukuran tidak dilanjutkan
dengan NMR 2-dimensi. Isolat A termasuk
senyawa yang jarang ditemui didalam
tumbuhan, oleh karena itu penentuan
strukturnya dilanjutkan dengan NMR 2-
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dimensi yaitu teknik COSY, HSQC-DEPT dan
HMBC (Jenie, 2014). Penentuan aktivitas anti
diabetes dilakukan dengan metode yang
dikembangkan oleh (Dewi et al, 2014)
sebagai berikut.

Buffer fosfat pH 7.0 Na;HPO.
sebanyak 3,59 g dilarutkan dalam 100 mL
aquades (larutan A) dan NaH;PO,4 sebanyak
1,39 g dilarutkan dalam 100 mL aquades
(larutan B). Larutan A ditambahkan dengan
larutan B hingga mencapai pH 7,0 kemudian
diaddkan dengan aquades sehingga volume
menjadi 200 mL. Pereaksi p-nitrofenil-o-D-
glukopiranosida sebanyak 150,65 mg
dilarutkan dalam 25 mL buffer fosfat pH 7,0.
Larutan substrat diencerkan hingga menjadi
5 mM. Enzim a-glukosidase sebanyak 1,0 mg
(62 unit/mg) dilarutkan dalam 100 ml buffer
fosfat pH 7,0 yang mengandung 200 mg
bovin serum albumin. Untuk pengujian stok
enzim diencerkan 10x dengan buffer fosfat
pH 7,0 (setara dengan 0,062 unit). Natrium
bikarbonat sebanyak 2,12 g dilarutkan dalam
100 mL aquades.

Sampel sebanyak 4 mg dilarutkan
dalam 100 pL DMSO sebagai larutan induk,
diencerkan dengan DMSO sehingga didapat
variasi konsentrasi sampel pada pengukuran
100; 50; 25; 12.5 ug/mL.

Larutan p-nitrofenil-a-D-glucopyra-
noside 5 mM sebanyak 250 pL dan buffer
fosfat pH 7 0,1M sebanyak 495/490 uL
ditambahkan kedalam tabung reaksi yang
berisi 5 pL (larutan standar) / 10 pL (larutan
sampel) dalam DMSO dengan variasi
konsentrasi seperti diatas. Setelah homogen
larutan dipreinkubasi selama 5 menit pada
suhu 37°C, reaksi dimulai dengan
penambahan 250 pL larutan o-glukosidase
(0,062 unit), inkubasi dilanjutkan selama 15
menit. Reaksi dihentikan dengan
penambahan 1 ml Na,CO3 0.2 M. Aktivitas
enzim diukur berdasarkan pembacaan
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serapan p-nitrofenol yang terbentuk pada A
400 nm. Presentasi aktivitas penghambatan
diukur degan menggunakan persamaan :

Ay — A,
inhibisi (%) = OT .100 %
0

Dengan Ao : Absorban blanko dan A =
absorban sampel dan standar.

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Proses pemisahan dan purifikasi dari
ekstrak kulit batang aka kalesi didapatkan
dua isolat murni. Isolat A yang dihasilkan
dari pemisahan fraksi 3 dilakukan penentuan
struktur dengan 'H-NMR didapatkan bagian
satu metil, enam belas metilen, dua metilen
alkoksi dan satu gugus metin. Sementara
spektrum 13C-NMR didapatkan lima belas
sinyal karbon alifatis, tiga karbon alkoksi
atau alkohol dan satu karbon ester.
Pengukuran kemudian dilanjutkan dengan
NMR 2 dimensi yaitu COSY yang melihat
proton yang berdekatan, HSQC yang
mengkonfirmasi ikatan suatu proton dengan
karbon tertentu dan HMBC  untuk
mengkonfirmasi proton dan karbon yang
berdekatan. Konfirmasi HMBC dapat dilihat
di Gambar 1 berikut. Spektrum yang telah
didapatkan kemudian dibandingkan dengan
spektrum dari gliseril monostearate yang
telah diisolasi dari tanaman Dichapetalum
filicaule oleh (Chama et al.,, 2016) pada Tabel
1 berikut.

Foor :
HOZ 21 OWCHS
\&vo

Gambar 1. Intepretasi HMBC pada isolat
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Tabel 1. Perbandingan geseran kimia isolat A dengan gliseril monostearat

Posisi Isolat A Gliseril monostearat
8c (ppm)  &u (ppm) &¢ (ppm) Su (ppm)

1 174 174
2 34 2,36 34 2,35
3 24 1,64 24 1,63
4-17 22-31 1,26 22-31 1,23
18 14 0,89 14 0,80
1 65 4,22 65 4,14
4,15 4,11
2’ 70 3,94 70 3,88
3’ 63 3,70 63 3,64
3,60 3,56

Isolat B yang dihasilkan dari
pemisahan fraksi 2 dilakukan penentuan
struktur dengan 'H-NMR didapatkan bagian
enam metil dari geseran kimia 0,7-1,0 ppm
dan tiga metin pada geseran kimia 3,5-5,5
ppm. Sementara spektrum = 13C-NMR
didapatkan dua puluh empat sinyal karbon
alifatis, satu karbon alkoksi atau alkohol dan

empat karbon olifenik. Spektrum yang telah
didapatkan kemudian dibandingkan dengan
spektrum dari sigmasterol yang telah
diisolasi dari tanaman akar slatri (Doni Eko
Saputra et al, 2014) pada Tabel 2 di bawah
ini.

Tabel 2. Perbandingan geseran kimia isolat B dengan gliseril monostearat

Posisi Isolat B Sigmasterol
6c (ppm)  &u(ppm)  &c(ppm) 8

(ppm)

1 37 36

2 31 29

3 71 3,53 71 3,51

4 42 42

5 140 140

6 121 5,35 121 5,31

7 31 31

8 31 29

9 50 50

10 36 36

11 21 24

12 39 39

13 42 40

14 56 56

15 24 24

16 28 28

17 55 56

18 12 1,02 12 1,03

19 19 0,70 19 0,71

20 40 39
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21 20 0,93
22 138 5,03
23 129 535
24 51
25 31
26 21 0,80
27 19
28 29 0,84
29 12 0,85

23 0,91
138 4,98
129 514
51
34
21 0,80
22
25 0,82
12 0,83

Dengan mengamati data spektrum
isolat dengan senyawa yang pernah
dilaporkan  oleh  peneliti  terdahuly,
didapatkan nilai pergeseran kimia (ppm)
yang hampir sama. Nilai geseran kimia suatu
senyawa selain disebabkan oleh lingkungan
kimia atom-atom tersebut juga dipengaruhi
faktor eksternal seperti pelarut dan kondisi
alat NMR. Pada spektra 13C-NMR,
pengukuran senyawa yang identik dapat
memberikan selisih maksimum 2 ppm
(Lianza et al,, 2021). Jadi karena perbedaan
antara senyawa isolat dengan tersebut
dapat disimpulkan bahwa senyawa isolat
tersebut adalah gliseril monostearate dan
sigmasterol (Gambar 2). Kedua senyawa
isolat tersebut belum pernah dilaporkan
sebelumnya dari genus Sphatolobus.

(2)
Gambar 2. Gambar sruktur kimia senyawa
hasil isolasi. (1) Gliseril monostearat, (2)
Sigmasterol
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Uji aktivitas yang telah dilakukan
didapatkan bahwa isolat A tidak aktif
sementara isolat B mempunyai aktivitas
lemah dengan ICso 388 ppm. Senyawa yang
dapat memberikan aktivitas antidiabetes
yang tinggi ketika senyawa tersebut dapat
membentuk ikatan hidrogen yang kuat
dengan reseptor pada enzim a-glucosidase
(Dowarah et al, 2020). Senyawa isolat A dan
isolat B mempunyai ikatan hydrogen, namun
secara keseluruhan kedua senyawa tersebut
relatif nonpolar, sehingga kurang larut dalam
pelarut DMSO dan interaksi ikatan hidrogen
antara senyawa dan asam amino reseptor
pada enzim a-glucosidase lemah.

Peningkatan kepolaran suatu
senyawa akan menambah nilai bioaktivitas
inhibisi enzim a-glucosidase (Shakeel et al.,
2014). Isolat B relatif lebih polar
dibandingkan isolat A sehinga aktivitas isolat
B lebih tinggi terhadap isolat A. Pengukuran
inhibisi dengan enzim  a-glucosidase
ditunjukan pada Gambar 3 di bawah ini

15
a.—a. 10
‘O
3 5 ® Isolat A
= Isolat B
= 0 &é [ TITTTTI -5

0 50 100 150
-5

Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 3. Uji aktivitas anti enzim a-
glucosidase
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Simpulan dan Saran
Simpulan

Penelitian ini didapatkan dua isolat
dari batang Spathalobus ferrogenus yang
disarankan adalah  senyawa  gliserol
monostearat dan sigmasterol. Aktivitas
antidiabetes  diukur  dengan  inhibisi
penghambatan enzim a-glucosidase.
Senyawa gliserol monostearate tidak
memberikan aktivitas, sementara senyawa
sigmasterol memberikan aktivitas yang
lemah.

Saran

Untuk penelitian berikutnya
disarankan untuk memisalkan fraksi yang
lebih polar supaya didapatkan senyawa
dengan ikatan hidrogen yang banyak dan
polaritas yang cukup sehingga diperoleh
aktivitas yang lebih tinggi. Selain ity,
disarankan untuk menguji dengan metode in
vitro dengan tujuan bioassay antidiabetes.
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