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Abstrak

Pengobatan farmakologis untuk diabetes didasarkan pada peningkatan ketersediaan insulin dan
perbaikan sensitivitas insulin. Saat ini, terapi berbasis glukagon-like peptide 1 (GLP-1)
bertujuan untuk mengendalikan glukosa melalui penghambatan enzim DPP-4. Api-api
(Avicennia marina) merupakan mangrove yang banyak terdapat di Indonesia, namun
pemanfaatannya sebagai obat oleh masyarakat masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak maupun fraksi buah
api-api dan menentukan aktivitas penghambatannya terhadap enzim dipeptidyl peptidase-4
(DPP-4). Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi dalam etanol 96%, dilanjutkan fraksinasi
dengan metode cair-cair untuk mendapatkan fraksi n-heksan, etil asetat, dan air. Skrining
fitokimia dilakukan dengan uji warna dan kromatografi lapis tipis (KLT). Aktivitas
penghambatan enzim DPP-IV dilakukan menggunakan metode fluoresensi dengan substrat
fluorogenik Gly-Pro-aminomethyl-coumarin (AMC). Rendemen hasil ekstraksi buah api-api
(Avicennia marina) sebesar 48,06% sedangkan fraksinasi dari ekstrak menghasilkan fraksi air
dengan rendemen terbesar (31,54%). Hasil skrining fitokimia dan KLT memperlihatkan ekstrak
etanol dan fraksi etil asetat buah api-api mengandung flavonoid, triterpenoid/steroid, tanin, dan
saponin. Fraksi air terdeteksi mengandung flavonoid, tanin, dan terpenoid, sedangkan fraksi n-
heksan hanya mengandung flavonoid dan triterpenoid. Aktivitas penghambatan DPP-4 fraksi
n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dalam nilai ICso berturut-turut yaitu 5,19; 1,36; dan
2,51 mg/mL. Fraksi etil asetat buah api-api putih memiliki aktivitas penghambatan DPP-4
terbaik, sehingga dapat menjadi sumber antidiabetik alami.

Kata kunci: Avicennia marina; Diabetes melitus; Inhibitor DPP-4; Metabolit sekunder;
Skrining fitokimia

Abstract

The goal of pharmacological treatment for diabetes is to improve insulin sensitivity and
increase insulin availability. By blocking the DPP-4 enzyme, glucagon-like peptide 1 (GLP-1)-
based therapy currently seeks to regulate blood sugar. Although white mangrove (Avicennia
marina) is a common mangrove plant in Indonesia, people still use it sparingly, especially for
medicinal purposes. This study aims to identify the secondary metabolite content in the white
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mangrove fruit extracts and fractions and determine their dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)
inhibitory activity. Extraction was performed by maceration in 96% ethanol, followed by
fractionation using the liquid-liquid method to obtain n-hexane, ethyl acetate, and water
fractions. Phytochemical screening was conducted using color tests and thin-layer
chromatography (TLC). The DPP-IV enzyme inhibition activity was performed using the
fluorescence method with the fluorogenic substrate Gly-Pro-aminomethyl-coumarin (AMC).
The yield of the extraction of white mangrove fruit (Avicennia marina) was 48.06%, while the
fractionation of the extract produced an aqueous fraction with the highest yield (31.54%). The
results of phytochemical screening and TLC show that the ethanol extract and ethyl acetate
fraction of the white mangrove fruit contain flavonoids, triterpenoids/steroids, tannins, and
saponins. The aqueous fraction was detected to contain flavonoids, tannins, and terpenoids,
while the n-hexane fraction only contained flavonoids and triterpenoids. The DPP-4 inhibition
activity of the n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and water fraction with IC50 values of
5.19; 1.36; and 2.51 mg/mlL, respectively. The ethyl acetate fraction of the white mangrove fruit
has the best DPP-4 inhibitory activity, making it a potential source of natural antidiabetic
agents.

Keywords: Avicennia marina; Diabetes mellitus; DPP-4 inhibitors; Phytochemical screening;
Secondary metabolites

1. PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolisme kronis yang ditandai dengan
hiperglikemia karena produksi insulin yang tidak mencukupi atau resistensi insulin (Yan et al.,
2021). Penanganan DM harus dilakukan secara maksimal mengingat penyakit ini memiliki
komplikasi yang serius apabila tidak ditangani dengan baik. Komplikasi seperti neuropati,
nefropati, retinopati, penyakit kardiovaskuler, stroke, sindrom kaki diabetik bahkan kematian
bisa saja terjadi jika kadar gula darah tidak terkontrol. Oleh karena itu menemukan pengobatan
yang tepat dapat membantu mengatasi masalah ini.

Saat ini sudah banyak obat antidiabetes sintetik yang beredar di pasaran dimana
penggunaan obat anti diabetes bertujuan untuk mengendalikan kadar gula darah dan mencegah
komplikasi penyakit ini. Namun, sebagian besar obat-obatan tersebut memiliki efek samping
yang mungkin muncul akibat penggunaan jangka panjang antara lain masalah pencernaan,
hipoglikemia, serta dampak ke organ-organ vital seperti hati, dan ginjal. Efek samping
membuat kepatuhan penderita diabetes terhadap pengobatannya menjadi terganggu (Adiputra,
2023). Oleh karena itu, penelitian tentang pengobatan alternatif DM dari sumber alami,
terutama tanaman, telah meningkat pesat dalam beberapa tahun terakhir.

Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) merupakan salah satu target terapi baru dalam
penatalaksanaan DM tipe 2. Enzim DPP-4 berperan dengan cepat menonaktitkan hormon
incretin; glucagon like peptide-1 (GLP-1) dan glukosa dependen insulinotropic polypeptide
(GIP) yang berfungsi sebagai stimulator prandial penting sekresi insulin dan pengatur glukosa
darah (Deacon, 2020). Penghambatan terhadap DPP-4 meningkatkan kontrol glikemik pada
pasien DM tipe 2. Keunggulan dari obat kelompok penghambat DPP-4 antara lain memiliki
profil keamanan yang baik, ditandai risiko rendah terjadinya hipoglikemia, serta efektivitas
dalam menurunkan kadar hemoglobin glikosilasi (HbAlc), termasuk pada pasien dengan
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gangguan ginjal kronis (Marin-Penalver et al., 2016). Namun, harga yang relatif tinggi
membatasi penggunaannya sehingga seringkali tidak menjadi pilihan utama dalam terapi.
Sebagai alternatif, diperlukan pencarian kandidat golongan penghambat DPP-4 yang berasal
dari sumber alam sangat potensial untuk dikembangkan.

Salah satu bahan alam yang berpotensi untuk digunakan dan dikembangkan sebagai obat
adalah tanaman api-api putih (4vicennia marina). Secara empiris, masyarakat menggunakan
daun dan buah A. marina untuk mengobati beberapa jenis penyakit seperti hepatitis, cacar, dan
rematik. Penelusuran terhadap senyawa bioaktif A. marina telah dilakukan beberapa peneliti
dan diketahui bahwa terdapat polifenol, flavonoid, steroid, terpenoid, alkaloid, glikosida
jantung, saponin, tanin, dan antrakuinon dalam daun serta buah (Vasanthakumar et al., 2019;
Fernandes & Noor’an, 2019; Rozirwan et al., 2022). Senyawa-senyawa bioaktif tersebut
dianggap bertanggung jawab atas aktivitas farmakologi seperti antibakteri, antijamur, antivirus,
antiplasmodial, antitumor, antiulkus, antioksidan, dan antikanker (Sohaib et al., 2022; Yassien
etal.,2021; Andriani et al., 2021).

Ekstrak etanol daun A. marina juga telah terbukti sebagai agen antidiabetes pada model
mencit diabetes yang diinduksi oleh streptozotocin (Okla et.al, 2019). Aktivitas antidiabetes ini
dikaitkan dengan mekanismenya sebagai antioksidan (Singh, 2021). Kandungan senyawa
bioaktif dalam buah A. marina yang memiliki kemiripan dengan daun, memungkinkan juga
adanya potensi antidiabetes. Aktivitas antidiabetes fraksi buah api-api (Avicennia marina)
melalui penghambatan DPP-4 sejauh ini belum diketahui dan secara in vitro ditetapkan melalui
penelitian ini.

2. BAHAN DAN METODE
2.1. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah api-api putih, etanol 96%, n-
heksan, etil asetat, aquadest, asam sulfanilat (Merck, Jerman), HCl (Merck, Jerman), NaNO2
(Merck, Jerman), NaOH (Univar, USA), asam asetat, H2SO4 (Merck, Jerman), serbuk Mg
(Merck, Jerman), amil alkohol, reagen mayer, reagen dragendorff, reagen buchardat, FeCl3
(Merck, Jerman), NaCl 10%, Gelatin 1%, HCl 2N, asam asetat anhidrat (Univar, USA),
metanol, lempeng silica gel 60 F2s4, asam formiat (Merck, Jerman), toluene (Merck, Jerman),
kloroform (Merck, Jerman), asam asetat glacial (Merck, Jerman), anisaldehid asam sulfat, kit
DPP-4 screening assay (Elabscience®), DMSO (Merck, Jerman).

2.2. Metode
2.2.1. Pengambilan dan pengolahan sampel

Sampel penelitian berupa buah tanaman api-api putih (Avicennia marina) yang
diambil dari daerah Kaliwungu, Kabupaten Kendal. Tumbuhan terlebih dahulu dilakukan
determinasi di Laboratorium Biologi Sekolah Tinggi Ilmu Farmasi Yayasan Pharmasi
Semarang. Sampel berupa buah api-api putih (Avicennia marina) dikeringkan kemudian
dihaluskan.
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2.2.2. Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan metode remaserasi. Serbuk buah api-api putih sebanyak 500
gram direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 (b/v) selama 3 x 24 jam, dengan
penggantian pelarut setiap 24 jam. Filtrat hasil maserasi dikumpulkan, disaring, kemudian
divapkan menggunakan rotary evaporator dilanjutkan dengan waterbath hingga diperoleh
ekstrak dengan konsistensi yang sesuai (ekstrak kental).

2.2.3. Fraksinasi

Fraksinasi ekstrak dilakukan dengan metode cair-cair bertingkat menggunakan pelarut
dengan kepolaran berbeda, yaitu n-heksana, etil asetat, dan air. Sebanyak 10 gram ekstrak
etanol ditambahkan dengan aquadest 50 ml dengan perbandingan 1:5 (b/v), diaduk kemudian
ditambahkan dengan pelarut n-heksana (1:1, b/v), dikocok perlahan menggunakan corong pisah
hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan air dan lapisan n-heksan. Selanjutnya lapisan n-
heksan dipisahkan untuk dipekatkan sehingga diperoleh fraksi n-heksana (FNH). Fase air
kemudian difraksinasi dengan etil asetat (1:1, b/v) dan dikocok perlahan menggunakan corong
pisah. Setelah terjadi pemisahan lapisan etil asetat dipisahkan dan dipekatkan sehingga
diperoleh fraksi etil asetat (FEA) sedangkan lapisan air dikentalkan dengan waterbath sehingga
diperoleh fraksi air (FA).

2.2.4. Penapisan fitokimia
Penapisan fitokimia dilakukan dengan uji warna dan KLT untuk metabolit sekunder
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan triterpenoid/steroid.

2.2.4.1. Uji flavonoid

Ekstrak atau fraksi teruji sebanyak 1 mL ditambahkan 3 mL etanol 70%, dan dikocok,
selanjutnya dipanaskan dalam penangas air dan disaring. Filtrat hasil penyaringan ditambahkan
serbuk Mg sebanyak 0,1 gram serta 2 tetes HCI pekat dan amil alkohol. Uji positif flavonoid
ditandai dengan adanya warna merah, kuning hingga jingga pada lapisan amil alkohol
(Supomo et.al., 2019)

2.2.4.2. Uji alkaloid

Ekstrak atau fraksi sebanyak 0,5 gram ditambahkan 1 ml asam klorida 2 N dan 9 ml air
suling, kemudian dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit. Sampel didinginkan dan
disaring dan filtratnya digunakan untuk pengujian alkaloida. Selanjutnya, ke dalam 3 tabung
reaksi masing-masing dimasukkan 0,5 ml filtrat. Pada setiap tabung ditambahkan dua tetes
pereaksi meliputi pereaksi mayer, dragendorff, dan bouchardat. Hasil positif senyawa alkaloid
pada pereaksi mayer adalah terbentuknya endapan putih hingga kekuningan. Pada pereaksi
dragendorf, senyawa alkaloid positif dengan terbentuknya endapan merah bata. Sementara itu,
untuk uji dengan peraksi bauchardat positif ditandai terbentuknya endapan coklat (Fernandes
dan Noor’an, 2019).
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2.2.4.3. Uji tanin
Ekstrak atau fraksi teruji ditimbang sebanyak 0,5 gram, larutkan dalam aquadest hingga

tidak berwarna, selanjutnya ambil filtrat sebanyak 2 mL dan ditetesi pereaksi FeCls sebanyak
1-2 tetes. Hasil positif ditandai dengan warna hijau, biru dan hitam (Widiawati dan Asih, 2024).

2.2.4.4. Uji saponin

Ekstrak dan fraksi buah api-api putih ditambahkan 10 mL air panas kemudian didinginkan
dan dikocok hingga muncul buih. Larutan didiamkan selama 2 menit, kemudian diteteskan HCI
2 N. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya buih stabil selama 10 menit (Fernandes dan
Noor’an, 2019).

2.2.4.5. Uji triterpenoid/ steroid
Ekstrak dan fraksi buah api-api putih ditambahkan dengan asam asetat anhidrid sebanyak

10 tetes dan H>SO4 pekat sebanyak 2 tetes. Larutan dikocok perlahan dan dibiarkan selama
beberapa menit. Jika menghasilkan warna hijau dan biru maka mengandung steroid, sedangkan
jika menghasilkan warna merah dan ungu maka mengandung triterpenoid (Fernandes dan
Noor’an, 2019).

2.2.4.6. Uji kromatografi lapis tipis
Pengujian KLT meggunakan fase diam Silika G60 F2s4. Plat KL T dibuat dengan panjang

10 cm dan lebar 3 cm. Ekstrak dan fraksi buah api-api putih dilarutkan dengan pelarutnya
ditotolkan pada plat, dielusi dengan fase gerak yang disesuaikan senyawa teruji.

2.2.5. Uji aktivitas penghambatan enzim Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)

Kit skrining inhibitor DPP-4 (Elabscience) digunakan untuk mengevaluasi aktivitas
penghambatan DPP-4 dari sampel uji berdasarkan metode uji fluoresensi. Sampel (10 pL)
dengan konsentrasi berbeda dalam DMSO masing-masing dipipet ke dalam 96-microwell plate
diikuti dengan penambahan buffer uji yang diencerkan (30 pL), larutan enzim DPP-4
rekombinan tikus yang diencerkan (10 pL), dan substrat fluorogenic Gly-Pro-aminomethyl-
coumarin (AMC) yang diencerkan (50 pL). Pada sumur kontrol negatif dan positif, sampel
masing-masing diganti dengan pelarut dan standar sitagliptin. Microwell plate dikocok dan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. Setelah inkubasi, fluoresensi gugus AMC bebas
yang dihasilkan dari reaksi diamati pada rentang panjang gelombang eksitasi 350-360 nm dan
rentang panjang gelombang emisi 450—-465 nm menggunakan microplate reader. Persentase
penghambatan dihitung menggunakan Persamaan 1.

Persentase inhibisi (%) = [(ODkontror — ODsampet)/ (ODgontror)] X 100

Persamaan 1. Rumus perhitungan persentase penghambatan enzim inhibitor Dipeptidyl
peptidase-4 (DPP-4). Keterangan: ODxontrol adalah absorbansi kontrol negatif dan ODsampel
adalah absorbansi sampel.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Determinasi tanaman

Hasil determinasi yang dilakukan di Laboratorium Biologi Sekolah Tinggi [lmu Farmasi
Yayasan Pharmasi Semarang menunjukkan bahwa tanaman yang akan digunakan adalah benar
Api-api (Avicennia marina) berdasarkan surat keterangan identifikasi No O051/EL-
AFM/VIIL/2024.

3.2. Ekstraksi dan fraksinasi buah api-api

Proses ekstraksi buah api-api dilakukan melalui metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 96%. Etanol dipilih sebagai pelarut dengan pertimbangan keamanan karena tidak
berpotensi toksik (Azis et al, 2014). Metode maserasi dipilih dengan pertimbangan untuk
menghindari kerusakan terutama untuk senyawa-senyawa yang thermolabile khususnya
senyawa golongan flavonoid yang dalam hal ini diduga memiliki potensi dalam aktivitas
antidiabetes. Pengulangan maserasi juga dilakukan untuk memaksimalkan penarikan senyawa
bioaktif dari serbuk simplisia. Maserat yang diperoleh dilakukan penguapan pelarut secara
vakum menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental.

Ekstrak kental buah api-api difraksinasi dengan metode cair-cair. Fraksinasi bertujuan
untuk memisahkan senyawa berdasarkan tingkat kepolaran yang berbeda. Pelarut yang
digunakan adalah n-heksan (non polar), etil asetat (semi polar), dan air (polar). Persentase
rendamen ekstrak dan fraksi yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 1. Berdasarkan hasil
rendemen fraksi, kemungkinan senyawa bioaktif yang terkandung dalam buah api-api putih
cenderung bersifat polar. Hal ini disimpulkan dari besarnya rendemen untuk fraksi air. Namun
penelitian oleh Fernandes & Noor’an (2019) justru menemukan hasil berbeda, dimana senyawa
bioaktif dengan persentase terbesar dalam pemeriksaan kuantitatif menggunakan GC-MS
adalah y-sitosterol. Senyawa y-sitosterol merupakan fitosterol dengan sifat semi polar yang
berdasar studi in silico sangat berpotensi sebagai antidiabetes (Balamurugan et al., 2015).

Tabel 1. Rendemen ekstrak dan fraksi buah api-api (Avicennia marina)

Sampel Rendemen (%)
Ekstrak etanol 48,06
Fraksi n-Heksan 0,55
Fraksi etil asetat 10,71
Fraksi air 31,54

3.3. Skrining fitokimia ekstrak dan fraksi buah api-api

Skrining fitokimia ekstrak etanol dan fraksi 4. marina dilakukan melalui uji warna dan
dikonfirmasi dengan melakukan kromatografi lapis tipis (KLT). Pengujian meliputi uji
keberadaan flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan terpenoid atau steroid.

3.3.1. Uji warna
Skrining fitokimia dengan uji warna sebagai pengetahuan awal secara kualitatif mengenai
kandungan senyawa bioaktif pada buah api-api putih. Hasil menunjukkan bahwa ekstrak dan
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fraksi etil asetat mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin dan terpenoid (Tabel 2). Fraksi
air terdeteksi mengandung flavonoid, tanin, dan terpenoid, sedangkan untuk fraksi n-heksan
hanya terdapat flavonoid dan triterpenoid.

Penelitian terdahulu, menunjukkan hasil yang berbeda dengan tidak terdeteksinya tannin
dan saponin pada ekstrak etanol buah api-api putih yang diperoleh dari Hutan Penelitian dan
Pendidikan Muara Kaeli. Hal itu kemungkinan karena perbedaan tempat tumbuh. Selain itu,
hasil ekstraksi senyawa fitokimia juga dapat dipengaruhi oleh faktor yang bersumber dari sampel
maupun dari proses ekstraksi. Bagian tanaman, asal tanaman, ukuran partikel, cara pengeringan dan
kadar air merupakan beberapa faktor dari sampel. Faktor ekstraksi meliputi jenis pelarut, cara
ekstraksi, komposisi pelarut, suhu dan durasi ekstraksi (Shaikh & Patil, 2020).

Hasil rendemen dari fraksinasi menggunakan n-heksana paling kecil karena jika dilihat
dari tingkat kepolaran termasuk pelarut non polar. Oleh karena itu n-heksan hanya mengekstrak
senyawa dengan kepolaran yang rendah. Secara umum, flavonoid lebih larut dalam pelarut
polar, tetapi beberapa flavonoid glikosida seperti isoflavon, flavanon, flavon, dan flavonol
memiliki afinitas terhadap pelarut non-polar (Rodriguez et al., 2020). Terpenoid dapat
terekstrak dengan pelarut non-polar atau polar (Mierza et al., 2023) dan ini terbukti bahwa baik
pada fraksi n-heksan, etil asetat maupun fraksi air terdeteksi keberadaan terpenoid.

Tabel 2. Hasil uji kualitatif warna ekstrak dan fraksi buah api-api (Avicennia marina).
Keterangan: (+) terdeteksi senyawa dan (-) tidak terdeteksi senyawa.

Kandungan Senyawa Ekstrak Etanol 96%  Fraksi n-Heksan Fraksi Etil Asetat  Fraksi Air

Flavonoid ) () () ()
Alkaloid ) ) ) )
Tanin (+) ) ) )
Saponin G ) () )
Terpenoid (Ga) (6] (G ()

3.3.2. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Pengujian KLT dilakukan untuk mengonfirmasi hasil uji warna dengan pemisahan
senyawa berdasarkan perbedaan kepolaran. Metode KLT merupakan metode pemisahan
senyawa dengan menggunakan 2 fase berbeda yaitu fase diam dan fase gerak. Silika gel G60
F2s4 adalah fase diam yang digunakan sedangkan fase gerak merupakan campuran dari 2 atau
lebih larutan dengan tingkat kepolaran berbeda. Fase gerak berbeda disesuaikan dengan
senyawa yang sedang dipisahkan.

Pada pengujian keberadaan flavonoid, hasil pengamatan memperlihatkan adanya noda
berwarna kuning kehijauan setelah diuapi dengan ammonia. Uap ammonia yang bereaksi
dengan gugus hidroksi fenolik pada flavonoid akan membentuk garam dan senyawa kinoid
yang berwarna kuning kehijauan. Noda tersebut merupakan tanda positif untuk keberadaan
flavonoid. Noda kuning kehijauan terlihat pada ekstrak maupun ketiga fraksi (Gambar 1).
Flavonoid merupakan golongan fenol dengan sifat kepolaran yang bervariasi mulai dari polar
(glikosida flavonoid), semi polar (aglikon flavonoid), dan non polar (isoflavon). Sifat kepolaran
itulah yang menjelaskan terdeteksinya flavonoid baik pada ekstrak maupun ketiga fraksi.
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Gambar 1. Profil KLT ekstrak dan fraksi buah api-api putih pada fase diam silika gel GF2s4
dan fase gerak etil asetat : asam formiat : air (8:1:1). Keterangan: sinar tampak (A), sinar UV
254 nm (B), UV 366 nm (C), sinar tampak dengan uap ammonia (D), ekstrak etanol 96% (1),
Fraksi n-heksan (2), Fraksi etil asetat (3), Fraksi air (4).

Uji KLT untuk senyawa alkaloid dilakukan dengan fase gerak etil asetat, metanol, dan air
dengan perbandingan 9:2:2 dan penampakan noda setelah disemprot dengan pereaksi
dragendorf. Pengamatan lempeng di bawah lampu UV 254 maupun 366 nm tidak
memperlihatkan keberadaan alkaloid (tidak berfluoresensi biru). Hasil KLT ini menegaskan
hasil uji warna (dengan pereaksi dragendorff, meyer, maupun bouchardat) yaitu bahwa pada
ekstrak dan fraksi buah api-api tidak terkandung alkaloid.

Gambar 2. Profil KLT ekstrak dan fraksi buah api-api putih pada fase diam silika gel GF2s4
dan fase gerak metanol dan etil asetat (7:3). Keterangan: sinar tampak (A), sinar UV 254 nm
(B), UV 366 nm (C), sinar tampak setelah disemprot FeCI3 (D), Ekstrak etanol 96% (1), Fraksi
n-heksan (2), Fraksi etil asetat (3), Fraksi air (4).

Kandungan tanin dalam ekstrak dan fraksi buah api-api putih ditegaskan keberadaannya
dengan fase gerak metanol dan etil asetat (7:3). Setelah proses elusi serta penyemprotan dengan
penampak bercak FeCls terdapat noda bercak berwarna hitam pada sinar tampak seperti terlihat
pada Gambar 2. Ion Fe** dari FeCls akan bereaksi dengan tanin membentuk kompleks kalium
trisianoferik Feri (III) yang berwarna hijau-hitam (Putria ef al., 2022). Hasil menunjukkan
bahwa ekstrak etanol dan ketiga fraksi mengandung tanin. Gugus OH pada tanin membuat tanin
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bersifat polar yang memungkinkan tanin dapat larut dalam pelarut polar (air) maupun semi
polar (etil asetat). Tanin juga dimungkinkan larut pada pelarut non polar sebagai senyawa tanin
terhidrolisis (Iriany et al., 2021), sehingga pada hasil KLT fraksi n-heksan terdeteksi adanya
senyawa ini.

Uji KLT untuk senyawa saponin dalam ekstrak dan fraksi dilakukan menggunakan fase
gerak kloroform: asam asetat glasial: metanol: air (64:32:12:8). Penyemprotan dengan
penampak bercak anisaldehid-asam sulfat memunculkan noda bercak berwarna biru keunguan
pada sinar tampak. Anisaldehid mendestruksi gugus fungsional tertentu pada struktur saponin
yang ditandai dengan bercak warna biru keunguan (Dewi et al., 2018). Saponin adalah suatu
glikosida yang memiliki dua tipe struktur kimia dasar dari suatu aglikon (sapogenin). Secara
umum saponin akan larut dalam pelarut polar maupun semi polar, dan dalam bentuk
terhidrolisis (aglikon) akan terlarut dalam pelarut non polar. Hasil KLT menunjukkan bahwa
saponin terdeteksi pada fraksi n-heksan dan fraksi etil asetat (Gambar 3).
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Gambar 3. Profil KLT ekstrak dan fraksi buah api-api putih pada fase diam silika gel GF2s4
dan fase gerak kloroform : asam asetat glacial : methanol : air (64:32:12:8). Keterangan: sinar
tampak (A), sinar UV 254 nm (B), UV 366 nm (C), sinar tampak setelah disemprot anisaldehid-
asam sulfat (D). Ekstrak etanol 96% (1), Fraksi n-heksan (2), Fraksi etil asetat (3), Fraksi air

4.

Modifikasi fase gerak untuk pengembangan ekstrak pada pengujian triterpenoid/ steroid
telah dilakukan dan diperoleh kombinasi n-heksan : etil asetat (7:3) sebagai fase gerak yang
paling optimal dalam memisahkan senyawa. Noda warna biru jika diamati di bawah sinar UV
366, dan berwarna merah ungu-ungu (pada sinar tampak) setelah disemprot pereaksi
anisaldehid menandakan hasil positif untuk triterpenoid/ steroid (Khairani & Indriani, 2024).
Noda warna ungu merupakan hasil reaksi kondensasi atau oksidasi antara anisaldehid dengan
gugus fungsional terpenoid (Hasil positif mengandung terpenoid ditunjukkan pada ekstrak dan
ketiga fraksi seperti dapat dilihat pada Gambar 4. Ini mempertegas hasil uji warna yang juga
memperlihatkan adanya kandungan senyawa triterpenoid/steroid. Terpenoid merupakan unit
isoprene (CsHg) yang cenderung bersifat non polar maupun semi polar. Namun, beberapa
terpenoid juga bersifat polar ketika terikat gula sebagai glikosida (Jiang et al., 2016). Hal-hal
tersebut yang menjelaskan terdeteksinya terpenoid pada ekstrak dan fraksi buah api-api.
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Api-api (Avicennia marina), sebagai salah satu spesies dari genus Avicennia, telah banyak
didokumentasikan mengandung berbagai metabolit unik dari beragam kelas kimia. Metabolit-
metabolit ini diduga berperan dalam aktivitas farmakologisnya. Golongan flavonoid dan
terpenoid merupakan senyawa yang paling sering ditemukan dalam tanaman dari genus
Avicennia (Thatoi et al.,2016). Pemeriksaan menggunakan GC-MS memperlihatkan bahwa
persentase y-sitosterol, ditemukan paling besar pada ekstrak etanol buah api-api putih
(Fernandez & Noor’an, 2019). Studi docking (in silico) menunjukkan bahwa y-sitosterol
menjadi kandidat potensial untuk dikembangkan menjadi agen hipolipidemik yang efektif.
Selain itu, review terkait aktivitas senyawa bioaktif tanaman telah mencatat bahwa
triterpenoid/steroid juga terbukti berpotensi sebagai antihiperglikemia melalui studi in vitro
maupun in silico (Shaikh, 2021), salah satunya melalui mekanisme penghambatan enzim
Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4).
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Gambar 4. Profil KLT ekstrak dan fraksi buah api-api putih pada fase diam silika gel GF2s4
dan fase gerak n-heksan : etil asetat (7:3). Keterangan: sinar tampak (A), sinar UV 254 nm (B),
UV 366 nm (C), sinar tampak setelah disemprot anisaldehid-asam sulfat (D). Ekstrak etanol
96% (1), Fraksi n-heksan (2), Fraksi etil asetat (3), Fraksi air (4).

3.2.3. Uji aktivitas penghambatan enzim DPP-4

Efek penghambatan enzim DPP-4 oleh masing-masing fraksi buah api-api dianalisis
berdasarkan nilai ICso, dengan sitagliptin sebagai kontrol positif. Hasil pengujian ditampilkan
pada Tabel 3. Fraksi etil asetat menunjukkan kekuatan penghambatan tertinggi terhadap enzim
DPP-4, sedangkan potensi penghambatan terendah dapat diamati pada fraksi n-heksana.
Berdasarkan nilai ICso, fraksi etil asetat menunjukkan aktivitas penghambatan tertinggi
terhadap enzim DPP-4, diikuti oleh fraksi air, dan yang terendah adalah fraksi n-heksan. Hasil
skrining fitokimia dalam fraksi etil asetat menunjukkan keberadaan flavonoid, steroid, tanin,
dan saponin. Senyawa-senyawa bioaktif tersebut diduga bertanggungjawab memberikan
aktivitas penghambatan DPP-4.

Hasil dalam penelitian ini sesuai dengan penelitian yang telah ada bahwa senyawa semi
polar memiliki potensi lebih besar dalam aktivitas penghambatan DPP4 (Quek et al., 2021;
Purnomo, 2015). Senyawa-senyawa steroid dalam tanaman (fitosterol) seperti stigmasterol, 3
maupun y-sitosterol adalah golongan senyawa yang lebih banyak terekstraksi dalam pelarut
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semi polar. Berdasar studi in silico diketahui fitosterol dapat mengikat protein target DPP4.
Aktivitas penghambatan DPP-4 fitosterol dinyatakan kuat karena mempunyai energi bebas
pengikatan rendah, meskipun sejauh ini secara in vitro pendapat tersebut tidak terbukti (Gupta
et al.,2020).

Tabel 3. Aktivitas penghambatan DPP-4 fraksi-fraksi buah api-api (4. Marina) .

Sampel teruji ICs0 (mg/mL)
Fraksi n-heksan 5,19
Fraksi etil asetat 1,36
Fraksi air 2,51
Sitagliptin 0,07

Golongan senyawa lain yang juga dianggap bertanggungjawab memberikan aktivitas
penghambatan DPP-4 adalah flavonoid (Yaribeygi et al., 2018). Sebagai golongan senyawa
yang cukup besar dalam tanaman, terdapat bermacam flavonoid dengan tingkat kepolaran yang
berbeda-beda. Jenis pelarut semi polar memungkinkan banyak senyawa flavonoid akan
terekstraksi di dalamnya. Aktivitas penghambatan flavonoid terhadap enzim DPP-4 melalui
mekanisme pengikatan secara langsung terhadap situs aktif enzim, menghambat pembelahan
inkretin (GLP-1) sehingga mengakibatkan peningkatan sekresi insulin dan menurunkan kadar
glukosa darah (Fan et al., 2013; Pan et al., 2022).

Penelitian ini telah mengeksplorasi potensi antidiabetik melalui penghambatan aktivitas
DPP-4 fraksi-fraksi dari ekstrak etanol buah api-api. Penghambatan aktivitas DPP-4 akan
meningkatkan waktu paruh hormon incretin, yang berkontribusi terhadap pengendalian kadar
glukosa dalam darah untuk DM tipe 2 dengan merangsang pelepasan insulin, penghambatan
glukagon, proliferasi sel , menurunkan laju pengosongan lambung, dan menginduksi rasa
kenyang. DPP-4 terlibat dalam inaktivasi GLP-1 sebagai peptida insulinotropik yang kuat
(Rameshrad, 2020). Penghambatan aktivitas DPP-4 dapat menjadi metode yang efektif untuk
pengobatan DM tipe 2 dengan meningkatkan sekresi insulin. Namun pengujian terhadap
ekstrak dan fraksi buah api-api ini masih sebatas in vitro, sehingga perlu dilakukan pengujian
in vivo. Hal itu terkait dengan adanya pengaruh farmakodinamika dan farmakokinetika suatu
senyawa bioaktif di dalam tubuh terhadap efek farmakologi yang dihasilkan. Penelitian lanjutan
diperlukan untuk menguji efektivitas fraksi etil asetat dari buah api-api putih sebagai agen
antidiabetik melalui uji in vivo.

4. KESIMPULAN

Ekstraksi buah api-api (A4vicennia marina) menggunakan pelarut etanol 96%
menghasilkan rendemen sebesar 48,06% dan fraksinasi terhadap ekstrak menunjukkan
rendemen tertinggi pada fraksi air sebesar 31,54%. Uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak
etanol dan fraksi etil asetat buah api-api mengandung flavonoid, triterpenoid/steroid, tanin, dan
saponin. Fraksi air teridentifikasi mengandung flavonoid, tanin, dan terpenoid, sementara fraksi
n-heksan hanya terdapat flavonoid dan triterpenoid. Di antara ketiga fraksi, fraksi etil asetat
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menunjukkan aktivitas penghambatan DPP-4 tertinggi dengan nilai ICso sebesar 1,36 mg/mL
sehingga berpotensi dikembangkan sebagai kandidat penghambat inhibitor DPP-4 alami untuk

terapi diabetes melitus tipe 2.
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