BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Fitokimia Daun Thespesia populnea Soland (L.) ex. Correa
Menurut studi pustaka komponen aktif yang berpotensi sebagai anti
diabetes adalah senyawa metabolit sekunder. Uji Fitokimia senyawa metabolit
sekunder daun Thespesia populnea Soland (L.) ex. Correa segar adalah

sebagai berikut :

Tabel 3. Hasil Uji Fitokimia Daun Thespesia populnea (L.) Soland. Ex Correa Segar

Jenis Uji  Flavonoid Alkaloid Tanin Saponin  Steroid Terpenoid Fenolik

Hasil Uji + + + + - + +

Hasil uji fitokimia daun baru laut segar menunjukkan adanya
kandungan senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid, alkaloid, tannin,
saponin, terpenoid dan fenolat. Berdasarkan penelitian Patil, et a/ (2012) akar
dan bunga tanaman Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa memiliki
kandungan aktif flavonoid, terpenoid, tanin, saponin dan glikosida yang dapat
digunakan sebagai anti inflamasi, nosiseptik dan artritik. Ternyata senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam akar dan bunga sama dengan
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam daun Thespesia populnea

(L.) Soland ex. Correa.

4.2 Uji Bioassay Ekstrak Kasar Senyawa Aktif Thespesia populnea (L.)
Soland ex. Correa

Hasil bioassay ekstrak kasar daun Thespesia populnea (L.) Soland ex.

Correa disajikan pada gambar 8. Hasil pengukuran kadar glukosa darah

mencit jantan pada hari ke-1 untuk kelompok PO, P1, P2, P3 dan P4 tidak

berbeda nyata. Hal ini menunjukkan bahwa kondisi fisiologis mencit yang

digunakan tidak berbeda nyata.
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Gambar 12. Grafik pengaruh ekstrak kasar terhadap KGD mencit

Pada hari ke-5 terjadi peningkatan kadar glukosa darah pada kelompok
P1, P2, P3 dan P4 setelah semua mencit diberi aloksan 130 mg/kg BB yang
berbeda nyata dengan kelompok PO. Pemberian aloksan dapat meningkatkan
kadar glukosa darah mencit hingga mencapai rata-rata 226,6 mg/dL (lihat
lampiran ). Kadar glukosa darah > 126 mg/dL dikatakan hiperglikemik
setelah sebelumnya dipuasakan selama 8 jam.

Menurut Szkudelski (2001) Aloksan adalah suatu senyawa yang sering
digunakan untuk penelitian diabetes menggunakan hewan coba. Aloksan
dalam tubuh mengalami metabolisme reduksi oksidasi menghasilkan radikal
hidroksil yang sangat reaktif sehingga mengakibatkan kerusakan sel [
Langerhans. Efek ini mengakibatkan produksi insulin di dalam tubuh menurun
sehingga terjadilah kondisi hiperglikemik.

Pada hari ke-8 untuk kelompok P2, P3 dan P4 setelah pemberian
ekstrak kasar daun Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa dan
glibenklamid menunjukkan penurunan kadar glukosa darah, sedangkan pada
P1 terjadi peningkatan kadar glukosa darah. Pada hari ke-11 diukur kembali
kadar glukosa darah mencit jantan setelah diberikan perlakuan per oral. Hasil
pengukuran kadar glukosa darah antar perlakuan berbeda nyata. Hasil uji

statistik menyatakan bahwa untuk kelompok P4 yang diberikan glibenklamid
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terjadi penurunan kadar glukosa darah sangat bermakna dan tidak berbeda
nyata atau sama dengan kelompok PO (normal). Kelompok P3 dosis ekstrak 84
mg/kg BB ternyata tidak berbeda nyata dengan P4 dan terjadi penurunan kadar
glukosa darah lebih bermakna daripada P2 dosis ekstrak 56 mg/kg BB.
Sedangkan untuk kelompok P1 berbeda nyata mengalami kenaikan kadar
glukosa darah paling besar dibandingkan kelompok lain.

Glibenklamid menyebabkan hipoglikemia dengan cara menstimulasi
pelepasan insulin dari sel  pankreas, meningkatkan pelepasan insulin dari
pankreas dan dapat meningkatkan sensitivitas sel-sel sasaran perifer terhadap
kadar insulin.(Gilman, 2007). Penurunan kadar glukosa darah mencit dengan
menggunakan ekstrak Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa diduga
memiliki kemiripan mekanisme dengan glibenklamid karena keduanya
mengandung elektron yang bisa didonorkan pada radikal bebas.

Diabetes mellitus merupakan penyakit yang ditandai dengan keadaan
hiperglikemik akibat gangguan sekresi insulin dan disertai dengan gangguan
metabolisme glukosa, lemak dan protein. Kelainan metabolism menyebabkan
peningkatan konsentrasi radikal bebas dalam tubuh. Daun Thespesia populnea
(L.) Soland ex. Correa mengandung zat aktif utama berupa flavonoid yang
dapat berfungsi sebagai antioksidan. Menurut Salem (2009) Flavonoid
merupakan antioksidan yang dapat mencegah reaksi pembentukan rantai AGE

penyebab perubahan patologis pada keadaan hiperglikemik.

OH 0"
R® RH

OH v OH

Gambar 13. (A) Struktur Dasar Flavonoid (B) Peredaman Radikal Bebas oleh
Flavonoid (Yuhernita, 2011)
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Gambar 14. Pembentukan Kompleks logam pada flavonoid (Yuhernita, 2011)

Sifat antioksidan dari flavonoid berasal dari kemampuan untuk
mentransfer sebuah elektron ke senyawa radikal bebas dan juga membentuk
kompleks dengan logam. Mekanisme kerja flavonoid dalam melindungi tubuh
terhadap efek radikal bebas adalah dengan mengurai oksigen radikal,
melindungi sel dari peroksidasi lipid, memutuskan rantai reaksi radikal,
mengikat ion logam dari kompleks inert sehingga ion logam tersebut tidak
dapat berperan dalam proses konversi superoxide radicals dan hidrogen
peroksida menjadi radikal hidroksil, mengurangi peningkatan permeabilitas
vaskuler pada saat peradangan, memblokade jalur sorbitol, menginhibisi
aldose reduktase.

Senyawa alkaloid memiliki kemampuan untuk menghentikan reaksi
rantai radikal bebas secara efisien. Senyawa radikal turunan dari senyawa
amina ini memiliki tahap terminasi yang sangat lama. Menurut Abdelmoaty
(2010) Alkaloid dan tanin juga dapat menghambat absorpsi glukosa di usus.
Sehingga adanya flavonoid, alkaloid dan tannin memberikan efek yang

menguntungkan pada keadaan diabetes melitus.

0~ 00 =0

Gambar 15. Peredaman radikal bebas oleh alkaloid (Yuhernita, 2011)
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Dapat disimpulkan bahwa ekstrak kasar daun Thespesia populnea (L.)
Soland ex. Correa dengan dosis 84 mg/kg BB dapat menurunkan kadar
glukosa darah mencit yang tidak berbeda nyata atau sama dengan
glibenklamid 2,5 mg/kg BB. Artinya, ekstrak daun Thespesia populnea (L.)

Soland ex. Correa diharapkan dapat dijadikan sebagai anti diabetes.

4.3 Uji Biossay Fraksi Etanol, Etil Asetat, dan n-heksana dari Ekstrak Daun
Thespesia populnea (L.) Soland. Ex Correa Terhadap Mencit Jantan
Pemberian Fraksi terhadap mencit yang hiperglikemik bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian fraksi non polar, semi polar dan polar
terhadap kadar glukosa darah mencit hiperglikemik. Hasil fraksinasi ekstrak
daun Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa dapat dilihat pada gambar
berikut.

Fraksi n-heksana

Fraksi etil asetat

MRS —_  Fraksi etil asetat

— === Fraksi etanol

Gambar 17. Pemisahan Fraksi etil asetat dan fraksi etanol
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Setiap fraksi yang diperoleh kemudian dilakukan uji fitokimia duntuk
mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder pada masing-masing

fraksi. Hasil uji fitokimia masing-masing fraksi tersebut adalah sebagai

berikut :
Tabel 4. Uji Fitokimia Hasil Fraksinasi
Fraksi Etanol Fraksi n-Heksana Fraksi Etil Asetat
Flavonoid + - +++
Alkaloid + - +
Tanin + - ++
Saponin + - ++
Steroid - - -
Terpenoid - =+
Fenolik + - T+

Keterangan: (+) = uji positif; (++)= uji positif kuat; (+++) = uji positif sangat kuat

Dari tabel 4 dapat disimpulkan bahwa pada fraksi etanol daun
Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder yang sama dengan fraksi etil asetat daun Thespesia
populnea (L.) Soland ex. Correa yaitu flavonoid, alkaloid, tannin, saponin,
terpenoid dan fenolik. Kandungan senyawa metabolit sekunder pada fraksi etil
asetat lebih kuat dibandingkan fraksi etanol, Sedangkan fraksi n-heksana tidak
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder.

Septyaningsih (2010) menjelaskan bahwa senyawa metabolit sekunder
yang dapat larut dalam pelarut non polar yaitu steroid dan terpenoid. Dalam
penelitian ini terpenoid ditemukan di fraksi etil asetat dan fraksi etanol.
Diduga karena adanya ikatan hidrogen antara terpenoid yang memiliki gugus
hidroksil dengan etil asetat dan etanol mengakibatkan senyawa tersebut
tertarik oleh etil asetat dan etanol. Senyawa yang bersifat semi polar yaitu
senyawa golongan fenolik termasuk flavonoid, sedangkan senyawa bersifat
polar yaitu alkaloid, saponin, dan tannin. Fraksi etil asetat memiliki
kandungan alkaloid, saponin dan tannin yang bersifat polar. Hal ini diduga

karena adanya electron yang beresonansi pada cincin benzena mengakibatkan
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kepolaran senyawa tersebut berkurang sehingga lebih tertarik oleh etil asetat
yang bersifat semipolar. Selain itu, adanya ikatan hidrogen meningkatkan
interaksi senyawa tersebut pada etil asetat. Selanjutnya ketiga fraksi tersebut
dilakukan uji bioassay terhadap kadar glukosa darah mencit yang dikondisikan
hiperglikemik. Hasil pengaruh pemberian fraksi etanol, fraksi etil asetat dan

fraksi n-heksana disajikan pada gambar 18.
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Gambar 18. Grafik pengaruh pemberian fraksi terhadap KGD mencit

Pada grafik diatas dapat diketahui bahwa pemberian fraksi dengan
dosis yang sama diperoleh hasil yang menunjukkan fraksi etanol dan fraksi
etil asetat terjadi penurunan kadar glukosa darah, sedangkan fraksi n-heksana
mengalami kenaikan kadar glukosa darah. Fraksi etil asetat lebih
signifikan menurunkan kadar glukosa darah dibandingkan dengan fraksi
n-heksan dan fraksi etanol sesuai uji statistik (lihat lampiran 3). Hal ini
kemungkinan karena fraksi etil asetat memiliki kandungan flavonoid yang
lebih banyak dibandingkan dengan fraksi n-heksana dan fraksi etanol. Diduga
kandungan senyawa metabolit sekunder tersebut berperan dalam penurunan
kadar glukosa darah. Sedangkan pada fraksi n-heksana, produksi radikal bebas
semakin banyak namun tidak ada peredaman radikal bebas sehingga kadar
glukosa darah semakin meningkat. Untuk profil pemisahan fraksi aktif
digunakan fraksi etil asetat Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa yang
lebih signifikan menurunkan kadar glukosa darah dibandingkan fraksi etanol

dan fraksi etil asetat.
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4.4 Pemisahan Senyawa Kimia dengan KL T dan Kromatografi Kolom

Setelah proses fraksinasi dan diperoleh 3 fraksi yaitu fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat dan fraksi etanol. Fraksi etil asetat memberikan efek
penurunan kadar glukosa darah mencit yang paling signifikan. Sehingga tahap
selanjutnya untuk pemisahan senyawa digunakan hanya fraksi etil asetat saja.

Proses pemisahan ekstrak Baru Laut dilakukan dengan metode
kromatografi kolom. Sebelum pemisahan dilakukan terlebih dahulu analisis
dengan KL T dengan menggunakan eluen dengan kepolaran bertingkat yaitu n-
heksana : etil asetat dan etil asetat : etanol dengan perbandingan tertentu.
Kromatografi lapis tipis digunakan untuk mencari eluen untuk kromatografi
kolom. Dari hasil KLT dapat diketahui eluen yang memberikan pemisahan
yang baik. Pola kromatogram pada KLT menunjukkan pola pemisahan yang
terjadi pada kromatografi kolom.

Pemisahan komponen dengan KLT dipengaruhi oleh beberapa faktor,
antara lain suhu ruang, kejenuhan uap pereaksi, ketebalan fase diam, dan cara
penotolan. Kromatografi adsorbsi umumnya lebih mudah dilaksanakan karena
polaritas adsorbennya tetap, sehingga pemisahan dapat dilaksanakan dengan
memanipulasi polaritas pelarutnya (Adnan, 1997). Harga Rf dari setiap
komponen dapat dibaca setelah plat silica gel tersebut disemprot dengan
pereaksi penampak noda yaitu larutan nihidrin. Hasil pemisahan ekstrak
Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa dengan beberapa jenis eluen dan
penampak noda dibawah sinar UV 365 nm menunjukkan hasil yang bervariasi.
Profil KLT dari fraksi aktif daun Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa

ditampilkan dalam gambar berikut.
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Gambar 20. Profil KLT fraksi aktif menggunakan pelarut etil asetat : etanol

Pergerakan noda-noda yang ditandai dengan lingkaran sebagai jarak
noda-noda tersebut pada plat KLT. Profil KLT fraksi aktif Thespesia
populnea (L.) Soland ex. Correa menghasilkan noda terbanyak yaitu 6
komponen pada perbandingan eluen etil asetat : etanol (6 : 4) dengan nilai Rf
berturut-turut 0,22; 0,32 ; 0,54 ; 0,68; 0,71 dan 0,88. Harga Rf diketahui
dengan membandingkan jarak noda tersebut dengan jarak pelarutnya. Harga
Rf menunjukkan besarnya interaksi antara senyawa dengan silika gel. Silika
gel memiliki gugus -OH yang menyebabkan adanya interaksi membentuk
ikatan hidrogen dengan senyawa-senyawa yang sesuai. Semakin besar Rf
berarti pergerakan komponen noda semakin jauh yang menandakan tingkat
kepolarannya semakin rendah.

Menurut Sastrohamidjojo (2002) fasa diam akan menahan komponen

campuran sedangkan fasa gerak akan melarutkan zat komponen campuran.
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Komponen yang mudah tertahan pada fasa diam akan tertinggal. Sedangkan
komponen yang mudah larut dalam fasa gerak akan bergerak lebih cepat.
Molekul yang memiliki ikatan yang kuat dengan fasa diam akan cenderung
bergerak lebih lambat dibandingkan molekul yang berikatan lemah. Pada
penelitian ini fase diam yang digunakan adalah silika gel (polar), sehingga
silika gel akan mengikat lebih kuat komponen yang tingkat kepolarannya
paling tinggi.

Eluen yang digunakan dalam kromatografi kolom adalah etil
asetat : etanol dengan perbandingan 6 : 4 yang dapat memisahkan
komponen terbanyak dibandingkan eluen lain sesuai hasil pemisahan
pada KLT. Dari proses pemisahan menggunakan kromatografi kolom
diperoleh 6 fraksi. Hal ini sesuai dengan jumlah spot pada KLT. Enam
komponen yang terlihat pada profil KLT dapat diperkirakan tingkat
kepolarannya. Tingkat kepolaran senyawa dapat dilihat dari berbagai faktor
yaitu perbedaan keelektronegatifannya dan kemudahan senyawa tersebut
membentuk ikatan hidrogen. Perbedaan keeloktronegatifan senyawa
mengakibatkan perbedaan parsial atom-atom penyusun molekul sehingga
senyawa tersebut bersifat polar. Selain itu semakin kuat ikatan antar molekul
senyawa maka senyawa tersebut semakin polar. Ikatan hidrogen adalah ikatan
yang terhadi antara atom H dengan atom yang lebih elektronegatif yaitu atom
F, O dan N. Berdasarkan struktur dari masing-masing senyawa metabolit
sekunder diduga urutan tingkat kepolaran senyawa metabolit sekunder
berturut-turut adalah fenolik, saponin, tannin, alkaloid, flavonoid, dan

terpenoid dengan Rf berturut-turut 0,22; 0,32 ; 0,54 ; 0,68; 0,71 dan 0,88.
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat
diambil kesimpulan, yaitu:

a. Pengaruh ekstrak kasar daun Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa

dengan dosis 84 mg/kg BB memiliki potensi menurunkan kadar glukosa

darah mencit jantan yang dikondisikan hiperglikemik secara signifikan.

b. Pengaruh fraksi etil asetat daun Thespesia populnea (L.) Soland ex. Correa
dengan dosis 84 mg/kg BB memiliki potensi menurunkan kadar glukosa
darah mencit jantan yang dikondisikan hiperglikemik lebih signifikan

dibandingkan fraksi etanol dan fraksi n-heksana.

c. Profil kromatografi lapis tipis fraksi aktif tumbuhan Thespesia populnea
(L.) Soland ex. Correa menghasilkan 6 komponen dari eluen campuran
etil asetat dan etanol perbandingan 6 : 4 yang mempunyai Rf 0,22; 0,32 ;
0,54 ; 0,68; 0,71 dan 0,88 dengan tingkat kepolaran yang semakin kecil.
Dari hasil uji fitokimia, kemungkinan komponennya mengandung
senyawa berturut-turut fenolik diikuti saponin, tannin, alkaloid,

flavonoid, dan terpenoid.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka penulis
menyarankan:

a. Perlu penelitian lebih lanjut mengenai dosis optimal ekstrak Thespesia
populnea (L.) Soland ex. Correa dalam menurunkan kadar glukosa darah
yang lebih signifikan.

b. Untuk memperoleh struktur senyawa aktif yang tepat perlu diidentifikasi
lebih lanjut menggunakan Spektroskopi NMR, IR, dan Spektroskopi

Massa.
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