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ABSTRAK

Biji buah kalangkala (Litsea angulata) adalah tanaman yang sering digunakan dalam pengobatan tradisional
Kalimantan dan telah dilaporkan mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Senyawa fenolik dan flavonoid merupakan
senyawa yang berperan dalam aktivitas antioksidan dalam tanaman, selain itu fenolik diketahui mampu melindungi sel beta
pankreas dan menjaga kadar insulin dalam tubuh. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui aktivitas antioksidan dan
antidiabetes dari fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol ekstrak etanol biji buah kalangkala. Metode yang digunakan dalam
penentuan aktivitas antioksidan adalah metode DPPH dengan pembanding vitamin C, sedangkan dalam uji aktivitas
antidiabetes dilakukan secara in vitro menggunakan metode aktivitas enzim o-glukosidase dengan pembanding akarbosa.
Hasil dari penelitian ini, aktivitas antioksidan fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol menghasilkan nilai ICs, msing-masing
52,05+1,33 ppm; 46,10+0,16 ppm; 32,84+1,51 ppm dan aktivitas o-glukosidase n-heksan 42,67+10,53 UL, etil asetat
59,91+4,35 U/L, dan metanol 6,84+12,86 U/L, berdasarkan hasil penelitian menunjukkan fraksi metanol memiliki aktivitas
antioksidan dan antidiabetes tebaik.

Kata kunci: antioksidan., antidiabetes., biji buah kalangkala.
ABSTRACT

Kalangkala seed (Litsea angulata) is a plant that is often used in traditional Kalimantan medicine and has
been reported to contain phenolic and flavonoid compounds. Phenolic compounds and flavonoids are compounds
that play a role in antioxidant activity in plants. Apart from that, phenolics are known to be able to protect
pancreatic beta cells and maintain insulin levels in the body. The aim of this research was to determine the
antioxidant and antidiabetic activity of the n-hexane, ethyl acetate and methanol fractions of the ethanol extract of
kalangkala fruit seeds. The method used to determine antioxidant activity is the DPPH method with vitamin C as
a comparison, while the antidiabetic activity test is carried out in vitro using the a-glucosidase enzyme activity
method with acarbose as a comparison. The results of this research, the antioxidant activity of the n-hexane, ethyl
acetate and methanol fractions produced ICs, values respectively 52.05+1.33 ppm; 46.10+0.16 ppm; 32.84+1.51
ppm and a-glucosidase activity of n-hexane 42.67+10.53 U/L, ethyl acetate 59.91+4.35 U/L, and methanol
6.84+12.86 U /L, based on research results, it shows that the methanol fraction has the best antioxidant and
antidiabetic activity.

Keywords : antioxidant., antidiabetic., kalangkala seed.

PENDAHULUAN cukup tinggi dari bagian biji buah ini. Penelitian

menyebutkan nilai ECs, pada ekstrak metanol biji buah

Indonesia merupakan negara megabiodiversity yang
memiliki kurang lebih 30.000 jenis tumbuhan dari total 40.000
jenis tumbuhan di dunia dan 940 diantaranya merupakan
tumbuhan berkhasiat". Salah satu tanaman yang berkhasiat adalah
kalangkala (Litsea angulata). Biji buah kalangkala di daerah
asalnya yaitu Kalimantan, dimanfaatkan oleh sebagian
masyarakat untuk pengobatan tradisional, beberapa
penelitian pun telah menyebutkan aktivitas antioksidan yang
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kalangkala adalah 17,3 mg/ml dan pada ekstrak air biji buah
kalangkala adalah 22,7 mg/ml. Aktivitas antioksidan
diperkirakan karena adanya kandungan fenolik dan
flavonoid yang ada pada biji buah kalangkala (Litsea
angulata)? Adanya aktivitas antioksidan pada tanaman dapat
dikaitkan dengan aktivitas antidiabetes. Antioksidan mampu
mengurangi stres oksidatif, sehingga dapat mencegah
diabetes dan komplikasi pada penderita diabetes. Tumbuhan
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yang mengandung fenol sebagai antioksidan mampu
melindungi sel beta pankreas dari efek toksik radikal bebas
yang dihasilkan selama hiperglikemia kronis, sehingga
kadar insulin tetap terjaga dan kadar gula darah
normal®. Beberapa  penelitian telah membuktikan
kemampuan biji buah kalangkala sebagai antioksidan yang
kuat, namun belum terdapat penelitian yang dilaporkan
mengenai aktivitas antidiabetes dari tanaman ini. Oleh
karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
aktivitas antioksidan dan antidiabetes dari fraksi n-heksan,
etil asetat dan metanol ekstrak etanol biji buah kalangkala.
Metode yang digunakan dalam penentuan aktivitas
antioksidan adalah metode DPPH dengan pembanding asam
askorbat (vitamin C), sedangkan dalam uji aktivitas
antidiabetes dilakukan secara in vitro menggunakan metode
aktivitas enzim o-glukosidase dengan pembanding akarbosa.
Kedua metode ini dianalisis menggunakan spektrofotometer
UV-Vis.

BAHAN DAN METODE
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
Erlenmeyer (Schott Duran), kaca arloji, botol vial, kuvet,
gelas ukur (lwaki), gelas beaker (lwaki), pipet tetes, mikro
pipet, neraca analitik (Ohause AX224/E), rotary evaporator
(Buchi rotavapor R-200), waterbath, lemari asam,
spektrofotometer UV-Vis.Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah biji buah kalangkala, vitamin C,
akarbosa, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), kertas saring,
etanol 96% (PT. Tobacco), metanol (p.a) (EMSURE®),
klorofom (p.a) (Merck), etil asetat (p.a) (Merck), n-heksan
(p.a) (Merck), butanol (Merck), kloroform, H,SO,, AICls,
FeCl, Dragendorf, Mg, HCI, aquades (Jaya Santosa),
DMSO, enzim a-glukosidase, KH,PO,, K,HPO,.

Ekstraksi

5 kg biji buah kalangkala dicuci bersih, dipotong, dan
dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40°C,
selanjutnya dihaluskan. Simplisia serbuk sebanyak 2,1 kg
diekstraksi dengan 6 L etanol 96% selama 24 jam, disaring
filtrat dan residu, selanjutnya residu diremeserasi 2 Kkali.
Filtrat diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu
60°C hingga diperoleh ekstrak kental®.

Skrining Fitokimia

Alkaloid: 0,5 g ekstrak dilarutkan 5 ml HCI 2N.
Larutan dibagi dalam 3 tabung. Tabung pertama sebagai
blanko, tabung ke-dua ditambahkan 3 tetes Dragendroff
(positif jika terdapat endapan jingga), dan tabung ketiga
ditambahkan 3 tetes pereaksi Mayer (positif jika terdapat
endapan putih hingga kekuningan)®. Flavonoid: 0,5 g
ekstrak ditambahkan 5 ml air, didihkan selama 5 menit lalu
disaring. Filtrat 2 ml ditambahkan 0,05 mg serbuk Mg dan 1
ml HCI pekat, hasil positif jika terbentuk larutan merah®.
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Saponin: 0,5 g ekstrak ditambahkan 5 ml air kemudian
dikocok kuat dalam tabung reaksi, hasil positif jika terdapat
busa®. Tanin: 0,5 g ekstrak ditambah dengan 1 ml larutan
Fe(l11) klorida 10%, hasil positif jika terbentuk larutan biru
kehitaman’. Steroid & Triterpenoid: 0,5 g ekstrak
ditambahkan 1 ml kloroform, lalu 1 ml asam asetat anhidrat.
Campuran selanjutnya ditambah 5 mL asam sulfat pekat,
hasil positif jika terbentuk larutan hijau kebiruan®.
Fraksinasi

Ekstrak kental 100 g dilarutkan 200 mL n-heksan,
kemudian diaduk dan didiamkan beberapa saat lalu
dipisahkan fase n-heksan dan fase tidak larut, proses ini
dilakukan sebanyak 4 kali. Ekstrak tidak larut n-heksan
kemudian dipartisi berturut-turut menggunakan etil asetat
dan metanol dengan cara yang sama, semua fraksi diuapkan
dengan rotavapor hingga dihasilkan fraksi kental®*°.
Uji Aktivitas Antioksidan

Sampel berupa fraksi biji kalangkala konsentrasi 20, 40,
60, 80, 100 ppm dan vitamin C sebagai pembanding dengan
konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 ppm, setiap sampel masing-masing
dipipet sebanyak 1 ml, ditambahkan 1 ml DPPH 0,1 mM,
sampel di vortex 1 menit kemudian diinkubasi ditempat
yang terlindung cahaya selama 30 menit pada suhu 37°C.
Sampel diuji dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang 517 nm dan dihitung aktivitas antioksidannya

berdasarkan % inhibisi serta 1Cgo™* .
% inhibisi = (absorbansiblanko—?bsorbansisampel) x 100
absorbansi blanko

Uji Aktivitas Antidiabetes

Aktivitas ~ penghambatan  o-glukosidase  diukur
menggunakan QuantiChrom a-Glucosidase Assay Kit
DAGD 100 (BioAssay System, Hayward, CA). Penyiapan
reagen dilakukan dengan mencampurkan 200 pL Assay
Buffer dan 8 pL substrat a-NPG (1,0 mM konsentrasi
akhir). Sampel berupa fraksi n-heksan, etil asetat, methanol
dan kontrol positif acarbose masing-masing 0,04 ¢
dilarutkan dalam 1 mL buffer fosfat 50 mM (pH 7.0).
Pengukuran sampel dilakukan dengan memasukkan 20 pL
aquades ke dalam 2 sumur 96-well plate, sumur pertama
ditambahkan 200 pL aquades dan sumur kedua 200 pL
kalibrator (volume masing-masing 220 pL). Kemudian 20
pL sampel dimasukkan kedalam sumur dan masing-masing
ditambahkan 200 pL reagen. Absorbansi dibaca pada
panjang gelombang 405 nm dimenit 0 dan 20*°. Aktivitas a-
glukosidase dihitung dengan rumus berikut

0D20 - 0DO0 250 (U/L
ODkalibrator — ODaquadesx /L
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Ket. OD20 dan ODO = sampel uji pada menit 20 dan 0;
ODkalibrator dan ODaquades = kalibrator dan aquades pada
menit 20

HASIL
Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi

Serbuk simplisia sebanyak 2,1 kg yang diekstraksi
menggunakan metode maserasi menghasilkan ekstrak yang
selanjutnya dilakukan fraksinasi untuk memisahkan senyawa
berdasarkan sifat kepolarannya, rendemen yang dihasilkan tertera

pada Tabel 1.
Tabel 1. Rendemen Ekstrak dan Fraksi Biji Buah Kalangkala
Sampel Rendemen
Ekstrak etanol 14,36%
Fraksi n-heksan 6,19%
Fraksi etil asetat 12,52%
Fraksi metanol 45, 35%
Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Biji Buah

Kalangkala

Komponen senyawa pada ekstrak etanol biji buah kalangkala
diidentifikasi secara kualitatif menggunakan uji tabung, hasil uji
ditunjukkan pada Tabel 2.
Tabel 2. Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Biji Buah Kalangkala

Jenis Uji Hasil Keterangan

Alkaloid +  Endapan jingga & putih kekuningan
Flavonoid + Larutan berwarna merah
Saponin + Busa yang stabil

Tanin & + Larutan hitam kehijauan
Polifenol

Steroid & + Larutan hijau kebiruan
Terpenoid

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Biji Buah Kalangkala

Fraksi pada biji buah kalangkala memiliki aktivitas
antioksidan yang ditunjukkan dengan nilai 1Cs, (Tabel 3), hasil
yang diperoleh menunjukkan kekuatan antioksidan yang sangat
kuat-kuat.

Tabel 3. Aktivitas Antioksidan Fraksi-fraksi Biji Buah
Kalangkala
Sampel I1Cs (ppm)+SD
Fraksi n-heksan 52,05+1,33
Fraksi etil asetat 46,10+0,16
Fraksi metanol 32,84+1,51
Vitamin C 9,93+0,03

Hasil Uji Aktivitas Antidiabetes Fraksi Biji Buah Kalangkala
Selain aktivitas antioksidan, fraksi biji buah kalangkala juga
menunjukkan aktivitas antidiabetes yang tertera pada Tabel 4.
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Tabel 4. Aktivitas Antidiabetes Fraksi-fraksi Biji Buah
Kalangkala
Aktivitas o-
Sampel glukosidase
(U/L)+SD
Fraksi n-heksan 42,67+10,53
Fraksi etil asetat 59,91+4,35
Fraksi metanol 6,84+12,86
Akarbosa 10,03+1,42
PEMBAHASAN

Ekstraksi biji kalangkala (Litsea angulata) dilakukan
dengan metode dingin yaitu maserasi, maserasi dipilih
karena prosesnya sederhana dan tidak menggunakan suhu
tinggi yang dapat merusak senyawa kimia®. Proses ekstraksi
dalam penelitian menggunakan etanol 96% karena lebih
selektif, tidak beracun, memiliki daya serap yang baik, serta
dapat menghambat pertumbuhan bakteri dan jamur =.

Ekstrak yang diperoleh dipekatkan kemudian dilakukan
fraksinasi, proses fraksinasi merupakan proses penarikan
senyawa menggunakan pelarut yang berbeda sifat
kepolarannya. Fraksinasi menggunakan n-heksana bertujuan
untuk mengekstrak lemak dan terpena yang bersifat non
polar, residu yang diperoleh difraksinasi dengan etil asetat
untuk mengisolasi senyawa semi polar, kemudian residu
yang diperoleh difraksinasi kembali dengan metanol untuk
mengisolasi senyawa polar *’.

Berdasarkan hasil yang diperoleh (Tabel 1), senyawa
polar yang terdapat pada biji buah kalangkala lebih dominan
dibandingkan senyawa non polar dan semi polar. Senyawa
yang tertarik pada fraksi non-polar seperti lemak, steroid,
terpenoid. Senyawa dengan sifat semipolar seperti flavonoid
aglikon, alkaloid, polifenol, sedangkan segmen polar seperti
glikosida flavonoid, saponin, tanin *.

Pada uji skrining fitokimia, ekstrak etanol biji buah
kalangkala positif mengandung senyawa metabolit sekunder
seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin & polifenol,
steroid & terpenoid, hasil ini menunjukkan bahwa maserasi
dengan etanol 96% dapat menyari lebih banyak senyawa
metabolit sekunder dibandingkan penggunaan etanol 70%
yang tidak positif steroid, dan pelarut metanol yang hanya
positif alkaloid dan tanin **°.

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan secara
kuantitatif menggunakan metode DPPH. Prinsip pengukuran
kuantitatif aktivitas antioksidan dengan metode DPPH
adalah perubahan intensitas warna ungu DPPH yang
sebanding dengan konsentrasi larutan DPPH. Radikal bebas
DPPH dengan elektron tidak berpasangan memberikan
warna ungu. Ketika elektron membentuk pasangan, warna
yang dihasilkan berubah menjadi kuning.
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Perubahan intensitas warna  disebabkan oleh
melemahnya radikal bebas yang dihasilkan oleh reaksi
molekul DPPH dengan atom hidrogen yang dilepaskan oleh
molekul senyawa uji kemudian membentuk senyawa
diphenyl picryl hydrazine yang membuat warna DPPH
berubah menjadi kuning .

Radikal DPPH vyang tersisa diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 515,70
nm untuk menentukan aktivitas antioksidan ?* sehingga
diketahui nilai aktivitas penangkap radikal bebas yang
dinyatakan sebagai nilai 1Cs, (konsentrasi hambat). Nilai
ICso didefinisikan sebagai konsentrasi senyawa uji yang
mampu mereduksi radikal bebas sebesar 50%. Semakin
rendah nilai 1Csp, maka aktivitas antioksidan zat tersebut
semakin besar %%, Nilai ICs, fraksi n-heksan, etil asetat dan
mnol dapat dilihat pada tabel 3.

Suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas antioksidan
sangat kuat apabila nilai 1Cso < 50 ppm, kuat apabila nilai
ICso 50-100 ppm, sedang apabila nilai 1Cs, 100-150 ppm,
lemah apabila nilai 1Csq 150-200 ppm, dan sangat lemah
apabila nilai 1Cs, > 200 ppm %, sehingga bisa dikatakan
fraksi etil asetat dan metanol memiliki aktivitas antioksidan
sangat kuat, hal ini dapat dipastikan bahwa senyawa polar
yang terdapat dalam biji buah kalangkala berperan penting
dalam aktivitas ini.

Pengukuran aktivitas a-glukosidase dilakukan untuk

mengukur aktivitas antidiabetes pada sampel, karena enzim
a-glukosidase berperan penting dalam metabolisme
karbohidrat, enzim ini  mengkatalisis pemecahan
oligosakarida kompleks pada permukaan sel usus Kkecil
menjadi monosakarida atau glukosa, yang kemudian diserap
ke dalam darah #. Pada penderita DM tipe 2, paling umum
disebabkan oleh ketidakpekaan sel B pankreas terhadap
insulin, yang menyebabkan resistensi insulin selanjutnya
mengakibatkan kadar glukosa meningkat dan menjadi tidak
terkendali #. Salah satu pendekatan terapeutik untuk
pengobatan DM tipe 2 adalah dengan menunda penyerapan
glukosa ke dalam darah, yaitu dengan menghambat aktivitas
enzim o-glukosidase. American Association of Clinical
Endocrinologists telah merekomendasikan a-glukosidase
inhibitor (AGIs) sebagai terapi lini pertama untuk diabetes
% sehingga pengukuran aktivitas a-glukosidase menjadi
salah satu parameter penting untuk mengetahui apakah
sampel memiliki aktivitas antdiabetes atau tidak.

Hasil uji aktivitas a-glukosidase fraksi-fraksi biji buah
kalangkala terdapat pada tabel 4. Fraksi metanol menjadi
fraksi dengan kemampuan aktivitas a-glukosidase terkuat
yang ditandai dengan aktivitas yang rendah (6,84 U/L). Jika
aktivitas enzim tinggi maka kemampuan enzim untuk
mendegradasi substrat semakin optimal sehingga produk
yang dihasilkan semakin bertambah, begitupula sebaliknya
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apabila aktivitas enzim rendah maka kemampuan enzim
semakin berkurang untuk menghasilkan produk *'.

Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan dan
antidiabetes, fraksi metanol menjadi fraksi paling baik
sehingga kemungkinan senyawa bioaktif yang ada pada biji
buah kalangkala dalam aktivitas ini adalah senyawa polar.

SIMPULAN

Biji buah kalangkala (Litsea angulata) secara empiris
digunakan sebagai obat tradisional, pada pengujian aktivitas in
vitro pada fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol memiliki
aktivitas antioksidan dan antidiabetes dengan fraksi terbaik adalah
fraksi methanol, hasil ini menunjukkan bahwa senyawa bioaktif
antioksidan dan antidiabetes pada biji buah kalangkala besar
kemungkinannya adalah senyawa yang bersifat polar.
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