FAnlodil

Uji Aktivitas Antioksi dan Rebusan Daun Dewa ((fynura
Pseudochina) dan Perannya Sebagai Inhibitor
Advanced Glyeation Erd Products (Ages)

Akibat Reaksi Glikosilasi

Antioxidant Activity of Daun Dewa Leaf Boiled (Gynura
Pseudochina) and lts Role as Inhibitor of Advanced Glycation
end Products (AGES) by Glycosilafion

Eko Suhartono®, Bambang Setiawan®s,
Edyson®** Nur Yulig Sari****

* Bagian Kineia Kedokreran

as Ealompok Studi Rodikal Bebas dan Peraonfosran Fehar Alam

=42 Bogian Blokimia

weee Mobreiswa PS5 Pendidibon Dokier

FE. Driiversitas Eombang Manghurat Barfarbars, Ealtmontan Selaian

Abstract

The research of an antioxidant activity of Daun Dewa leaf boiled (Gynura
pseudoching) and the role as inhibitor of advanced ghrcation end products
(AGEs) formuation in vitro had been dome. Aims of this research are fo measure
an antioxidant activity by Daun Dewa leaf boiled and the role as inhibitor of
AGEs formation. The methods, to measwred an antioxidant activity by Dawun
Dewa leaf boiled is reacted with 2,4-dinitrophenylhydrazin (DNPH] and ana-
Iyzed with spectrophotometry methods with 1=390 nm, Meanwhile, AGEs com-
pounds is measure every 48 hours during 20 days of research and analyzed
with speetrophotometry methods with [=340 nm Content of dicarbory! com-
pounds is measured with DNPH methods that developed by [ichida and modi-
fied by Sadikin, The result, showed that an antioxidant activity of Daun Dewa
leaf boiled at 25% conceniration is 00,34 = 372 % On the other hand, is
able to block rate of AGEs formation.
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felah dilakukan penelitian aktifitas antioksidan rebusan daun tanaman Daum
. dan perannya sebagai penghambat pernbentukan AGEs. Penelitian ini
puan mencntiukan aktifitas antioksidan rebusan daun tanaman Daun Dewa dan
1 sebagal penghambat pembentukan AGEs. Untok penentuan aktivitas

B nwa AGEs diukur setiap 48 jam selama 20 hari dengan menggunakan
itrofotometri pada | = 340 nm. Kadar senyawa dikarbonil ditentukan dengan
".1. nda DNPH vang dikembanzkan Uchida dan dimadifikasi olsh Sadikin.
i penelitian menunjukkan bahwa aktifitas antioksidan rebusan daun tanaman
m Dewa konsentras 25% adalah 66,34 + 3,72%. Selan itu, doun Dewa juga
wt menghambat pembentukan AGEs.

= kunci : antioksidan, rebusan, daun tanaman Daun Deswa, AGEs
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Pendahnluamn

Tanaman daun dewa (Gynura psewdoching) merupakan salah satn jenis
tanaman asli Indonesia, yang dapat digunakan sebagai obat.'* Tanaman ini
dimanfaatkan untuk mengobari hipertensi, tidak datang haid, tumor, kanker, dan dia-
betes mellitus.

Tanaman daun dewa ditemukan pertama kali di Papua. Tenaman inl mengandung
bahan kimia aktif, antars lam sapoain. flavonoid, alkaloid, tannin, dan minyak atsid ™
Diisamping itu, tanaman daun dewa juga mengandung isoperoksidase, yang dapat
berperan schagai antioksidan enzimarik.”

Antioksidan adalah senyawa kimia yang dapat menghambat atau mencegah
reaksi oksidasi. Berbagai macam reaksi oksidasi, salah samnya adalah reaksi
elikosilasi atan reaksi Maillard, Reaksi glikosilasi adalah reaksi nonenzimatik antara
gugus aming protein dengan gugus aldehid dari glukosa, yung selanjutnya akan
menghasilkan senyawa dikarbonil dan Advanced Glveation End Products [AGES).

Advanced Glyeation End Products (AGEs) merupakan senyawa hasil reaksi
Maillard yang bersifat ireversibel. Reaksi ini dicirikan dengan terjadinya pencokelatan
nonenzimatik antara gula pereduksi dan asam amino bebas yang reaktif dan pro-
mﬂ

Di bidang kedokteran, reaksi pembentukan AGEs diduga turut mendasan
kemplikasi pada dizbetes melituz, Pada diabetes melitus, reaksi diawali dengan
keadaan hiperglikemia, vang selanjutnya akan meningkutkan pembentukan basa
Sehiff antara pugns aldehid glukosa dengan residu lisin, arginin, dan histidm. Reaksi
yang bekerja secara non enzimatik tersebut, setelah 24-48 jam, akan terjadi penataan
ulang pada basa Schiff menjadi bentuk yang lebih stabil. Produk yang lebih stabil it
disebut produk Amadori dan melalui scrangkaian reaksi lanjutan akan membentuk
AGEs.*”

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa, akumulasi AGEs di berbagai jaringan
dapat meningkatkan stress oksidatif." Hasil penelitian Ueno," juga mengunghapkan
bahwa akummulasi AGEs akibat diabetes, secara umum mempercepal terjadinya
aterosklerosis, nefropati, neuropati, retinopati, serta katarak.

Penelitian Voziyan'* mengunghkapkan bahwa reaksi glikosilasi yang membentuk
AGEs sccara in vitro, dapat dihambat oleh piridoksamin dengan cars meredam
senvawa karbonil dan pengikatan ion logam bidentat. Selain pirideksamin, beberapa
tanaman obat juga dapat menghambat pembentukan senyawa dikarboail hasil reaksi
glikosilasi. >3 Akan tetapi, penelitian yang berkaitan dengan hal terscbut belum
banyak dilakuken. Oleh karena iy, pada penelitian ini ingin dikaji aktivitas antioksidan
rebusan daun dewa dan perannya dalam menghambat pembeniukan AGEs. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan penefitian selanjuinya, terutama yang
berkaitan dengan pemanfaatan obat tradisional.
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ihan dan Cara Penelitian

Penelitian ini dilakukan di lab. KimiaBiokimia Fakultas Kedokieran Universitas
mbung Mangkurat Banjarbaru pada bulan April-Tuni 2004, Tanaman daon dewa
i digunakan pada penclitien ini diambil pada bulan April 2004, yang diperoleh
& Tanaman Obat Keluarga di Loktabat Banjarbaru, Kalimantan Selatan. Bahan
mia yang digunakan meliputi glukosa 500 mg/L, buffer fosfat pH 7.4, BSA 30%,
_' fest, MaOH, etanol T0% dan 10%, 2 4-dimitrofenilhidrazin (DNPH), HCI 2.5
azam trikloroasetat (TCA) 20 % dan 10%, asam asetat 10 %, urea 3 M, serta
OH 0.4 N, derivat vitamin E merk Evion dalam buffer fosfat pH =7 .4 (digunakan
mgai larutan standar), Fe-EDTA, H O, 10 mmol/tr, dan eranol-etil asetat.
selurunhan bahan kimia vang digunakan merupakan bahan pure analis (p.a)

- Alat vang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat gelas (Pyrex®), pH meter
Cyvberscan®™), sentrifuge (Centurion™), stopwatch (Hanhart™), vortex (VM-300%),
mbator (Heto®), neraca analitik (Gibertini® e425-b), mikropipet (Transferpette®),

spektrofotometer (Biosystems® BTS-305).

Tsiapan sampel

Sampe] daun anaman daun dewa dibuat berdasarkan kehiasaan vang dilakukan
=1 masyarakat di Kalimantan Selatan. Caranya, daun tanaman daun dewa sebanyak
Jembar (+ 25 gram) dircbus dengan 200 ml air. Perebusan dibentikan, ketika
dume air menjadi 100 ml, Konsentrasi rebusan ini adalah 25%.

Potensi Antioksidan

" Rebusan tanaman daun dewa 235% sebanyak 0,01 ml dan BSA 30% dimasukkan

dalam tabung reaksi yang sudah bensi reagen reaksi Fenton. Radikal bebas yang
Erbentuk dari reaksi tersebut kemmudian bereaksi dengan bovine serum albumin
35A), schingga terbentuk senyawa dikarbonil. Gugus karbonil yang terbentuk
Ersehut kemudian direaksikan dengan senyawa 2.4-dinitrofenilhidrazin (DNPH).
Baakei tersebut akan menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna, yang
eriipakan hasil kondensasi antara DNF dengan senvawa karboml tersebut. Senvawa
Erwama fersebut absorbansinya divkur dengan spekirofotometer pada & = 300
“ Perhitungan aknivitas antioksidan ditentukan dengan persamaan

o GAK-ad)

ACA Y] mxl[ﬂ?‘.
Keterangan:
AOA = Aktivitas antioksidan (%)
AK = Absorbansi kontrol (K, — K}
AM = Absorbansi sampel (A, - A)
A AU = Absorbansi derivat vitamin E (E -E))
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Pengukuran absorbansi senyawa AGEs dan kadar senyawa dikarbonil.

Untuk mengukur absorbansi AGEs dan kadar senyawa dikarbonil, terfebih dahula
disiapkan 3 larutan. Larutan tersebut terdiri atas larutan A (kootrol), yang berisi
BSA 30%-+buffer fosfat pH 7. Larutan B herisi BS AR F+glukosa 500 mM, lanatan
C berisi BSA30%+glukosa 500 mM+rebusan tanaman daun dewa 25%. Ketiga
macam larutan tersebut, kemudian disimpan di dalam oven pada subu 37°C.

Absorbansi senyawa AGEs diukur setiap 45 jam selama 20 hari, Caranya dengan
mengambil sehanyak 0.5 mi larutan dari masing-masing laratan uji, kemudian diukur
serapannya pada & = 340 nm. Kadar senyawa dikarbonil ditentukan dengan metoda
[INPH yang dikembangkan oleh Uchida'® dan dimodifikasi oleh Sadikin®

Haszil dan Pembahasan

Ratn-rata hasil wji aktivitas antioksidan rebusan daon tanaman dann dewi sehesar
66.34+3,725%. Hasil pengujian secara lenghap disajikan pada tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas Antioksidan Rebusan Dagn Tanaman Daun Dewa

o | Abeorhans | Absochans)
| | A | | o
1 0,0030 0.0174 00055 | 6352
2 (,0023 0,0162 0,0035 70,58
3 00034 0,0171 0,0040 64,92
‘ReraratSD 6634372

Feterangan: AAQ = a.ktivl':-l‘:'ilﬁ antioksidan

Aktivitas antioksidan ini menunjukkan kemampean rebusan daun tanaman daun
dewa menangkap radikal hidroksil yang dihasilkan dan reaksi Fenton. Redikal hidroksil
hasil resksi Fenton tersebut, merupakan hasil reduksi Fe'* menjadi Fe', yang

selanjutnya bereaksi dengan H O, hingga terbentuk radikal hidrokesil.
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mmbar 1. Laju pembeniukan AGEs berdasarkan nilai absorbansinya. Laju
pembentukan AGEs larutan B, yakni larutan yang berisi

BSA3+glukosa 500 mM (- —) lebih begar daripada larutan A
(- --)danlarutan C, yaitu larotan yang berisi BSA30%-+glukosa 500
mM-+rebusan daun tanaman daun dewa 25% (-}

Aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh rebusan daun tanaman daun d-ewa.,
experan dalam menghambat laju pembentokan AGEs. Hasil penelitian ini
B an adanya perbedaan laju pembentukan AGEs tanpa pemberian rebusan
mmandauadewabe:rlangmngmpxc:pat Akan tetapi, setelah pemberian
mzan daun tanaman daun dewa temyata pembentukan AGEs dapat dibambat
dini dapat dilihat pada gambar 1.
- Hasil penelitian ini juga memperlihatkan bahwa laju pembentukan senyawa
sirbonil fanpa dan dengan pemberian rebusan daun tanaman davn dewa. Hal ini
Spat dilihat pada gambar 2.
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Sambar 3. Mekanisme pembentukan AGEs dan senyawa dikarbon]

- Tahap kedua terjadi sesudah berlangsung beberapa hari, yakni terjadinya
S=cangkaian perubahun melalui proses jalur oksidatif, non-oksidatif, MEUUN penatasn
=ing, Pada jalur oksidatif terhentuk senyaws N-karboksimetilisin (CML) dan
pentosidin, Pada jaler jalur non-oksidatif dihasilkan senyawa piralin dan proses
sesiataan ulang akan dihasilkan 3-deoksiglukoson (3-DG). Selanjutnya, tahap ketiza
skan menghasilkan senyawa yang sangat tidak stabil dan reaktif. Senyawa intermediet
peny terbentuk pada tahap kedua akan bereaksi secara polimerisasi dengan struktur
moiein membentuk senyawa AGEs.?
Berdasarkan gambar 3, senyawa dikarbonil merupakan senyawa infermediet
ang menyokong pembeniukan AGEs. Dengan kata Iain, peningkatan senyawa
sarbonil akan ditkuti oleh pembennikan AGEs. Dengan demikian, uniuk menghambar
ju pembentukan senyawa dikarbonil dan AGEs diperlukan senyawa yang bersifat
Ehagai antioksidan. Senyawa i salah satumya terdapat pada daun tanaman daun

a.

Rebusan daun tanaman daun dewa dapat menghambat laju pembentuban AGEs

1 setyawa dikarbonil diduga karena kandungan kimia vang dimiliki va, yakuif
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vonoid dan enzim isoperoksidase. Flavonoid merupakan senyawa kimia yang laret
air yang dapat diternukan dalam sayuran dan buah-buahan.™

Flavonoid adalah senyawa organik bahan alam dan merupalkan senyawa polifenol
{genyawa fenolik yang mempuonyai lebih dan satu gugus hidroksil). Flavonoid dapat
mereduksi radikal bebas, antara lain radikal superosida, alkoksil, peroksil, dan
hidroksil". Flavonoid bekerja sebagai antioksidan dengan beberapa cara, yakni (a)
pengelatan ion logam (meval ionic chelating) (b) peredaman radikal bebas {free
radicals seavenging) dengan cara menyumbangkan atom hidrogennya. ™ Ada dua
gugus fungsi utama pada flavonoid yang menentuban potensi peredarman radikal
bebas, yakni (a) gugus katckol (o-hidroksi) pada cincin B, yang mempunysi sifat
donor elektron dan merupakan target radikal bebas (b) fkatan ranghap C.C, yang
berkonyngasi dengan gugus 4-okso pada cincin heterosiklik {cincin C).™

Selain diperankan oleh flavonaid, sifat antioksidan perasan daun tanaman daun
dewa diduza juga diperankan oleh enzim isoperoksidase. Enzim isoperoksidase
merupakan enzim yang mengkatalisis senyawa-senyawa peroksida, misalnya asam
peroksida dan lipid peroksida. Senyawa-senyawi peroksida tersebut bersifat neaktif
dan merupakan oksidan yang dapat menarik elekron dar atom atau molekul
tetanzganya. Adanya enzim isoperoksidase tersebut, senyawa-scnyawa peroksida
akan dikatalisis menjadi molekul yang kurang reaktif atau bahkan tidak reaktif,

Penelitian ini sesuai dengan penelitian Price. ™ Pada penclitian tersebut terangkap
bahwa pembentukan AGEs dapat dihambat oleh piridoksamin dan derivatnya.
Penghambat tersebut melalui chelaring logam dan scaverger dikarbonil,

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa aktivitas antioksidan rebusan
daun tanaman daun dewa (Gynura psendochina) konsentrasi 23% adalah
66,34+3,72%. Selain im, rehusan daun tanaman daun dewa dapat menghambat
pembentukan Advanced Gilycation End Products (AGEs)
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