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Keywords: yang lebih aman dan terjangkau berbasis bahan alam. Artikel
Antidiabetik, Uji In ini menyajikan kajian pustaka sistematis mengenai metode uji
vitro, Uji In vivo, aktivitas antidiabetik secara in vitro dan in vivo terhadap
Ekstrak Tanaman ekstrak tanaman Syzygium polyanthum (daun salam) dan
Obat, Syzygium Carica papaya (daun pepaya). Metode kajian dilakukan
polyanthum, Carica melalui telaah literatur dari jurnal ilmiah terindeks dan
papaya dokumen relevan lainnya. Uji in vitro mencakup

penghambatan enzim a-glukosidase dan a-amilase sebagai
indikator awal aktivitas hipoglikemik, sedangkan uji in vivo
menggunakan model hewan yang diinduksi streptozotosin
atau aloksan untuk mengevaluasi parameter biologis secara
sistemik. Hasil telaah menunjukkan bahwa kedua tanaman
mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, dan
alkaloid yang berkontribusi terhadap penurunan kadar
glukosa darah, peningkatan ekspresi protein IRS-1/Akt, serta
perbaikan profil lipid. Sinergisme antarsenyawa dalam
ekstrak turut memperkuat efek farmakologis. Kesimpulannya,
integrasi pendekatan in vitro dan in vivo penting untuk
memperoleh validasi ilmiah yang komprehensif dalam
pengembangan fitofarmaka antidiabetik berbasis tanaman
lokal.

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolik kronis yang ditandai dengan
meningkatnya kadar glukosa darah akibat gangguan sekresi insulin, resistensi insulin, atau
kombinasi keduanya. DM tidak hanya menimbulkan komplikasi jangka panjang seperti
penyakit kardiovaskular, nefropati, dan retinopati, tetapi juga memberikan beban ekonomi
yang signifikan secara global(Azizah et al. 2022). International Diabetes Federation (IDF)
pada tahun 2019 mencatat terdapat 463 juta penderita DM di dunia dan diperkirakan
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meningka't menjadi 578 juta pada tahun 2030. Di Indonesia, prevalensi DM berdasarkan
Riskesdas 2018 tercatat sebesar 2% pada usia di atas 15 tahun, dengan prevalensi tertinggi
pada kelompok usia 55-64 tahun sebesar 6,3%.

Keterbatasan terapi konvensional DM seperti efek samping gastrointestinal, resistensi
terhadap obat, serta biaya tinggi mendorong pencarian alternatif terapi yang lebih aman dan
terjangkau, salah satunya melalui pemanfaatan tanaman obat tradisional. Indonesia dikenal
sebagai negara megabiodiversitas dengan potensi besar dalam pengembangan fitofarmaka
berbasis bahan alam. Salah satu tanaman yang telah lama digunakan secara empiris sebagai
antidiabetik adalah Syzygium polyanthum (daun salam). Studi oleh Widyawati et al,
(2021)(Widyawati et al. 2015) menunjukkan bahwa ekstrak metanolik daun salam secara
signifikan menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes yang diinduksi
streptozotosin. Selain itu, juga melaporkan penurunan signifikan kadar produk akhir glikasi
lanjutan (AGEs) setelah pemberian ekstrak daun salam pada tikus diabetes yang diinduksi
aloksan.

Tanaman lain yang juga menunjukkan potensi antidiabetik adalah Carica papaya
(pepaya). Ekstrak daun pepaya mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, saponin, tanin,
alkaloid, dan triterpenoid yang telah terbukti memberikan efek hipoglikemik dalam berbagai
model uji(Roy et al. 2022). Dalam penelitian in vivo, menemukan bahwa ekstrak etanol daun
C. papaya dapat memperbaiki ekspresi protein jalur sinyal insulin IRS-1/Akt pada otot
rangka tikus diabetes tipe 2 yang diinduksi diet tinggi lemak dan streptozotosin.

Penilaian aktivitas antidiabetik dari tanaman obat umumnya dilakukan melalui dua
pendekatan utama, yaitu metode in vitro dan in vivo . Metode in vitro biasanya melibatkan
penghambatan enzim pencernaan karbohidrat seperti a-glukosidase dan «a-
amilase(Widyawati et al. 2015). Metode ini relatif cepat, murah, dan efisien sebagai skrining
awal senyawa bioaktif. Namun, keterbatasannya terletak pada minimnya representasi
kondisi biologis kompleks dalam tubuh makhluk hidup (Juarez-Rojop et al. 2012).

Sebaliknya, metode in vivo memungkinkan pengamatan terhadap efek biologis dari
ekstrak atau senyawa aktif dalam sistem organisme utuh, termasuk parameter klinis seperti
kadar glukosa darah, profil lipid, AGEs, serta ekspresi protein sinyal insulin . Dalam
praktiknya, model hewan yang sering digunakan untuk pengujian ini adalah tikus yang
diinduksi streptozotosin atau aloksan, dengan dosis ekstrak bervariasi tergantung jenis
tanaman dan metode ekstraksinya(Wahjuni, Mayun Laksmiwati, and Manuaba 2018)

Berbagai faktor dapat mempengaruhi efektivitas dan validitas pengujian, antara lain:
jenis dan konsentrasi pelarut ekstraksi (misalnya etanol atau metanol), kandungan fitokimia
dalam ekstrak, dosis pemberian, serta waktu dan frekuensi pengujian (Ogunlakin et al. 2023).
Penelitian Widyawati et al. (2022)(Widyawati et al. 2022) menunjukkan bahwa squalene
sebagai salah satu senyawa aktif dalam S. polyanthum memiliki aktivitas hipoglikemik,
namun efeknya lebih rendah dibandingkan dengan ekstrak kasar, menunjukkan
kemungkinan adanya sinergisme antar senyawa.

Urgensi pembahasan topik ini sangat besar mengingat peningkatan prevalensi DM dan
terbatasnya terapi yang benar-benar efektif tanpa efek samping serius. Oleh karena itu,
kajian sistematis dan menyeluruh mengenai metode uji in vitro dan in vivo terhadap ekstrak
tanaman alam, khususnya S. polyanthum dan C. papaya, menjadi penting sebagai dasar
pengembangan obat herbal terstandar maupun fitofarmaka di masa depan.
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LANDASAN TEORI
Metode Uji Aktivitas Antidiabetik

Metode pengujian aktivitas antidiabetik dibedakan menjadi dua pendekatan utama,
yaitu metode in vitro dan in vivo. Uji in vitro banyak digunakan untuk menilai
kemampuan senyawa dalam menghambat enzim yang berperan dalam metabolisme
glukosa, seperti a-glukosidase dan a-amilase . Uji ini bersifat cepat, efisien, dan
ekonomis dalam proses skrining awal. Sementara itu, uji in vivo dilakukan pada hewan
coba (biasanya tikus) untuk menilai respons biologis secara sistemik setelah
perlakuan dengan senyawa uji . Model diabetes yang umum digunakan adalah induksi
streptozotosin atau aloksan untuk meniru kondisi hiperglikemia pada
manusia(Wahjuni, Mayun Laksmiwati, and Manuaba 2018).

1. Faktor - Faktor yang Mempengaruhi Efektivitas Uji
Efektivitas metode uji sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain jenis dan
konsentrasi pelarut dalam proses ekstraksi (misalnya etanol, metanol, atau air), dosis
ekstrak yang digunakan, serta kandungan senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, atau
saponin dalam tanaman tersebut . Interaksi sinergistik antar senyawa aktif juga
mempengaruhi potensi antidiabetik ekstrak secara keseluruhan. Misalnya, squalene
sebagai komponen aktif tunggal dari S. polyanthum menunjukkan efek hipoglikemik
yang lebih rendah dibandingkan ekstrak utuh(Widyawati et al. 2022).

2. Parameter Standar Evaluasi Aktivitas Antidiabetik
Parameter evaluasi pada metode in vitro meliputi nilai ICso terhadap enzim
penghambat, aktivitas antioksidan, dan penghambatan penyerapan glukosa .
Sementara itu, parameter in vivo meliputi kadar glukosa darah puasa, kadar glukosa
darah postprandial, kadar insulin serum, ekspresi protein jalur sinyal insulin (seperti
IRS-1 dan Akt), kadar AGEs, serta profil lipid (Widyawati et al. 2022; Roy et al. 2022).
Pemilihan parameter harus disesuaikan dengan mekanisme kerja senyawa dan desain
penelitian yang digunakan.

3. Prinsip Fitokimia dan Aktivitas Biologis Tanaman Obat
Senyawa aktif seperti flavonoid, alkaloid, dan tanin pada tanaman obat diketahui
dapat bekerja melalui berbagai mekanisme seperti peningkatan sekresi insulin,
regenerasi sel 3 pankreas, penghambatan absorpsi glukosa di usus, serta peningkatan
sensitivitas insulin . Oleh karena itu, identifikasi dan karakterisasi senyawa bioaktif
sangat penting dalam menentukan efektivitas ekstrak antidiabetik(Miranda-Osorio et
al. 2016).

4. Keseimbangan Pendekatan In vitro dan In vivo
Pendekatan in vitro dan in vivo bukanlah metode yang saling eksklusif, melainkan
saling melengkapi. Uji in vitro dapat digunakan sebagai skrining awal efikasi ekstrak
atau senyawa bioaktif, sedangkan uji in vivo diperlukan untuk validasi efek biologis
secara sistemik dan mekanisme Kkerjanya. Kombinasi kedua pendekatan ini
meningkatkan akurasi dalam evaluasi aktivitas antidiabetik bahan alam.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan dengan menggunakan pendekatan kajian pustaka
(literature review) sebagai metode utama untuk mengevaluasi potensi antidiabetik tanaman
Syzygium polyanthum (daun salam) dan Carica papaya (daun pepaya). Pendekatan ini dipilih
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karena memungkinkan analisis menyeluruh terhadap mekanisme kerja, senyawa bioaktif,
serta efektivitas ekstrak tanaman berdasarkan berbagai metode uji in vitro dan in vivo yang
telah dilaporkan dalam literatur ilmiah.

Sumber data diperoleh dari jurnal-jurnal ilmiah terindeks Scopus dan SINTA, laporan
penelitian, dokumen kebijakan kesehatan nasional maupun internasional (misalnya WHO,
IDF), serta disertasi/tesis terkait yang telah diterbitkan. Kriteria inklusi mencakup studi yang
secara eksplisit mengevaluasi aktivitas antidiabetik dari ekstrak daun salam atau daun
pepaya, baik secara in vitro (misalnya penghambatan a-amilase dan a-glukosidase) maupun
in vivo (misalnya pada tikus diabetes yang diinduksi streptozotosin atau aloksan).

Analisis literatur dilakukan terhadap berbagai aspek, meliputi: jenis pelarut dan
metode ekstraksi, kandungan senyawa aktif (seperti flavonoid, saponin, tanin, dan alkaloid),
parameter uji (seperti kadar glukosa darah, AGEs, profil lipid, dan ekspresi protein jalur
insulin), serta dosis dan durasi pemberian. Studi-studi tersebut juga dikaji dari sisi validitas
biologis model hewan uji, signifikansi hasil, serta potensi sinergisme senyawa dalam ekstrak
kasar.

Selain itu, kajian ini juga mengevaluasi kelebihan dan keterbatasan masing-masing
pendekatan (in vitro dan in vivo), serta menelaah faktor-faktor yang memengaruhi efektivitas
dan konsistensi hasil, seperti variabilitas biologis, metode induksi diabetes, dan stabilitas
fitokimia ekstrak. Dengan merangkum dan mensintesis data dari berbagai sumber, penelitian
ini diharapkan dapat memberikan gambaran komprehensif mengenai prospek
pengembangan fitofarmaka antidiabetik berbasis tanaman lokal Indonesia yang terstandar.

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Metode Uji Aktivitas Antidiabetik
Invitro
a. Uji inhibisi a-glukosidase

Metode umum untuk menguji aktivitas inhibisi a-glukosidase menggunakan substrat
sintetis seperti p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG). Enzim a-glukosidase
(biasanya dari Saccharomyces cerevisiae) dicampur dengan berbagai konsentrasi
sampel uji dalam buffer fosfat (pH sekitar 6,8-6,9), lalu ditambahkan pNPG sebagai
substrat. Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 37°C selama 10-30 menit,
kemudian reaksi dihentikan dengan larutan natrium karbonat (Na,COs). Aktivitas
enzim diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 405 nm, berdasarkan
intensitas warna kuning paranitrofenol yang terbentuk. Nilai ICs, (konsentrasi yang
menghambat 50% aktivitas enzim) ditentukan dari grafik log konsentrasi vs. persen
inhibisi(Kazeem, Adamson, and Ogunwande 2013).

Kelebihan metode ini antara lain kecepatan, efisiensi biaya, dan kemudahan
skalabilitas: aktivitas enzim cepat terdeteksi secara kolorimetrik, dan format 96-well
memungkinkan skrining banyak sampel sekaligus . Namun, terdapat beberapa
keterbatasan: interferensi warna dari ekstrak tanaman dapat menyebabkan artefak
pada absorbansi, sehingga diperlukan blank kontrol yang akurat untuk koreksi. Selain
itu, metode ini hanya menilai interaksi langsung dengan enzim, sehingga tidak
mencerminkan respons metabolisme atau farmakokinetik dalam tubuh
(bioavailabilitas dan efek sistemik) sehingga hasilnya bersifat indikatif awal dan belum
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bisa langsung menggantikan uji in vivo(Szliszka et al. 2009).
Aktivitas penghambatan a-glucosidase diuji secara in vitro menggunakan metode
spektrofotometri berbasis microplate reader. Sebanyak 30 pL sampel, 36 pL buffer
fosfat pH 6,8, dan 17 uL substrat pNPG (5 mM) dicampur, lalu diinkubasi 5 menit pada
37°C. Ditambahkan 17 pL enzim a-glucosidase, diinkubasi lagi 15 menit, kemudian
reaksi dihentikan dengan 100 pL Na,CO3 (267 mM). Absorbansi diukur pada 405 nm.
Persentase inhibisi dihitung dan nilai ICso diperoleh dari kurva regresi konsentrasi
terhadap inhibisi(Triadisti, Elya, Hanafi, Hashim, et al. 2025; Triadisti, Sauriasari, and
Elya 2017).

b. Uji inhibisi a-amilase
Uji inhibisi a-amilase umumnya memakai enzim a-amilase pankreas babi (EC 3.2.1.1)
yang dilarutkan dalam buffer fosfat (biasanya pH 6,9-7,2). Metode klasik menggunakan
teknik dinitrosalicylic acid (DNS): sampel uji dan enzim diinkubasi pada suhu sekitar
25-37 °C selama 10 menit, lalu ditambahkan larutan pati (1-10 g/L atau 1% w/v).
Setelah fase reaksi selama 10-30 menit, reaksi dihentikan dengan larutan DNS dan
dipanaskan (5-10 menit dalam water bath), kemudian diukur absorbansi pada panjang
gelombang 540 nm. Penurunan warna merah-oranye dibanding kontrol menunjukkan
penghambatan enzim, dan nilai ICso, dihitung dari persentase inhibisi terhadap
konsentrasi sampel (Adefegha and Oboh 2012).
Metode ini memiliki banyak keunggulan, seperti kesederhanaan prosedur, biaya
rendah, dan kemampuan untuk skrining banyak sampel menggunakan format 96-well
plate, memungkinkan analisis cepat ICso . Namun, terdapat beberapa keterbatasan:
pertama, substansi berwarna dalam ekstrak dapat mengganggu pembacaan
absorbansi; blanko kontrol diperlukan untuk koreksi . Kedua, metode ini menilai
interaksi langsung senyawa enzim secara in vitro, tapi tidak mencerminkan faktor
biologis kompleks seperti metabolisme, penyerapan, atau toksisitas sistemik dalam
tubuh sehingga hasilnya hanya bersifat indikatif awal sebelum diverifikasi lebih lanjut
menggunakan model in vivo (Adefegha and Oboh 2012).

¢. Uji Inhibisi Enzim Dipeptidyl Peptidase-IV
Kit skrining inhibitor DPP-4 dari Elabscience digunakan untuk menilai aktivitas
penghambatan enzim DPP-4 oleh sampel uji menggunakan metode fluoresensi.
Sebanyak 10 pL sampel yang telah dilarutkan dalam DMSO pada berbagai konsentrasi
ditambahkan ke dalam microwell plate 96-sumur, kemudian ditambah dengan 30 pL
buffer uji yang telah diencerkan, 10 uL enzim DPP-4 rekombinan dari tikus yang telah
diencerkan, serta 50 pL substrat fluorogenik Gly-Pro-aminomethyl-coumarin (AMC)
yang juga telah diencerkan. Untuk kontrol negatif dan positif, pelarut dan standar
sitagliptin digunakan sebagai pengganti sampel. Setelah itu, microwell plate dikocok
perlahan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Fluoresensi dari gugus AMC
bebas yang terbentuk akibat reaksi kemudian diukur menggunakan microplate reader
dengan panjang gelombang eksitasi 350-360 nm dan emisi 450-465 nm(Palupi et al.
2025).
Pada penelitian Uncaria sclerophylla, uji dilakukan dengan substrat Gly-Pro-p-
nitroanilida (GPPN), yang akan dipotong oleh enzim DPP-4 menghasilkan senyawa p-
nitroanilin berwarna kuning yang dapat dideteksi pada panjang gelombang 405 nm.
Sampel diuji dalam mikropelat 96 sumur, dimulai dengan penambahan 35 pL larutan
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sampel atau kontrol, diikuti dengan 15 pL larutan enzim DPP-4 (0,1 U/mL), kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit untuk memungkinkan interaksi antara
inhibitor dan enzim. Setelah itu, substrat GPPN 1,25 mM sebanyak 50 pL ditambahkan
dan inkubasi dilanjutkan selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 25
puL asam asetat glasial 30%, lalu absorbansi dibaca pada 405 nm menggunakan
microplate reader. Persentase inhibisi dihitung berdasarkan selisih absorbansi antara
kontrol dan sampel, dan nilai ICso ditentukan melalui persamaan regresi linier dari
hubungan konsentrasi terhadap persen inhibisi(Triadisti, Elya, Hanafi, and Hashim
2025).

Sementara itu, pada penelitian Peronema canescens, pengujian aktivitas DPP-4
dilakukan menggunakan kit komersial dari Cayman Chemical dengan substrat Gly-Pro-
7-Amido-4-methylcoumarin (GP-AMC), yang menghasilkan senyawa fluorescent
amido-4-methylcoumarin (AMC) jika dipotong oleh DPP-4. Uji dilakukan dalam
mikropelat dengan penambahan larutan sampel atau kontrol ke dalam sumur, lalu
ditambahkan enzim DPP-4 sesuai protokol kit dan diinkubasi pada suhu kamar.
Selanjutnya, substrat GP-AMC ditambahkan dan campuran diinkubasi lebih lanjut,
sehingga reaksi enzim menghasilkan sinyal fluoresensi. Intensitas fluoresensi
kemudian diukur pada panjang gelombang eksitasi 350-360 nm dan emisi 450-465
nm menggunakan microplate reader. Penurunan intensitas fluoresensi dibandingkan
dengan kontrol dihitung sebagai persen inhibisi. Nilai ini mencerminkan kemampuan
fraksi atau ekstrak dalam menghambat aktivitas enzim DPP-4 secara in vitro(Elya et al.
2024).

In vivo
a. Model Diabetes Induksi Streptozotosin

Model diabetes STZ adalah salah satu pendekatan in vivo yang paling umum digunakan
untuk meniru kondisi hiperglikemia pada hewan coba. STZ merupakan senyawa
nitrosourea yang menyerupai glukosa dan masuk ke dalam sel B pankreas via
transporter GLUT2. Di dalam sel, STZ menyebabkan alkilasi DNA yang memicu deplesi
NAD™ dan ATP, serta menghasilkan radikal bebas dan molekul seperti nitric oxide yang
akhirnya merusak DNA (3-sel mengakibatkan kematian sel dan penurunan produksi
insulin. Dosis induksi bervariasi tergantung spesies dan rute pemberian, misalnya tikus
dewasa sering diberikan STZ dosis tunggal ~50-75 mg/kg secara intraperitoneal atau
intravena menimbulkan hiperglikemia kuat dalam 2-4 hari . Selain itu, protokol dosis
rendah berulang (multiple low-dose STZ, MLD-STZ) bisa digunakan untuk meniru
proses auto-imun pada diabetes tipe 1 secara lebih bertahap(Yarmolinskaya et al.
2019).

Kelebihan model STZ antara lain biaya relatif rendah dibandingkan model genetik,
mudah dilakukan, dan cepat menghasilkan hiperglikemia yang menyerupai diabetes
manusia baik tipe 1 maupun tipe 2 tergantung dosis dan metode protokol. Respons
sistemik terhadap hormon insulin dan efek jangka panjang seperti komplikasi diabetes
juga bisa diamati. Namun, terdapat kekurangan penting: STZ bersifat karsinogenik,
berpotensi menyebabkan tumor seperti insulinoma atau tumor ginjal/hepar selama
studi jangka panjang . Selain itu, variasi sensitivitas berdasarkan spesies, jenis kelamin,
strain, usia, dan rute pemberian memperumit reproduktibilitas hasil . Mortalitas hewan
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juga dapat meningkat akibat hipoglikemia akut atau toksisitas non-spesifik organ
(ginjal/hepar), sehingga protokol yang cermat dan manajemen pendukung (seperti
diet, hidrasi, dan insulin suplemen) menjadi krusial(Yarmolinskaya et al. 2019).

b. Model Diabetes Induksi Aloksan
Model diabetes dengan aloksan umumnya dilakukan pada tikus atau mencit dengan
intraperitoneal (IP) injeksi aloksan monohidrat segar dalam saline, pada dosis sekitar
100-200 mg/kg (umumnya 150 mg/kg) setelah hewan selesai puasa (~12-24 jam).
Aloksan bekerja melalui akumulasi selektif dalam sel  pankreas via GLUTZ, lalu
mengalami siklus reduksi-oksidasi yang menghasilkan radikal bebas seperti
superoksida, hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil, yang merusak DNA dan protein
sulfihidril (-SH) pada [-sel. Reaksi ini menyebabkan nekrosis sel [, sehingga
menurunkan produksi insulin. Biasanya setelah 72 jam, kadar glukosa darah puasa
hewan diukur; nilai 2200-250 mg/dL menunjukkan suksesnya induksi diabetes(Kim
2024).
Kelebihan model ini termasuk kecepatan induksi (18-72 jam), biaya relatif rendah
(aloksan ~70x lebih murah daripada STZ) dan cukup mudah dilakukan dengan
protokol standar di laboratorium. Model ini cocok untuk studi senyawa antidiabetik
atau mekanisme oksidatif, serta percobaan skrining cepat. Namun, kekurangannya
cukup signifikan: kematian hewan tinggi (30-60 %), terutama pada dosis tinggi atau
kecepatan injeksi cepat. Selain itu, glukosa darah bisa mengalami fluktuasi atau spontan
pulih (autoreversi) karena regenerasi 3-sel jika dosis tidak tepat. Aloksan juga bersifat
toksik untuk ginjal dan hati dan larutannya tidak stabil harus dibuat segar dan segera
disuntikkan untuk menghindari penurunan efek diabetogenik(Misra and Aiman 2012).

c. Model Diabetes Induksi Dithizone
Pertama dibuat kondisi sel Paneth pada tikus berusia 14-16 hari terganggu dengan
menggunakan dua metode: injeksi dithizone (bahan kimia) atau injeksi toksin difteri
(pada tikus transgenik yang sensitif terhadap toksin tersebut). Setelah 6 jam, ukur
aliran darah di usus dengan menyuntikkan pewarna Dylight 488 ke jantung tikus dan
kemudian amati penyebarannya di usus menggunakan mikroskop khusus. Selain itu,
untuk memastikan bahwa perubahan aliran darah bukan karena kerusakan struktural,
maka lakukan pemeriksaan kondisi pembuluh darah usus dengan mewarnainya
menggunakan penanda CD31 (PECAM-1). Terakhir, untuk memahami mekanisme di
balik perubahan aliran darah, lakukan pengukuran ekspresi gen-gen yang terlibat
dalam produksi nitric oxide (nNOS, iNOS, dan eNOS) menggunakan teknik qRT-
PCR(Berger et al. 2019).

2. Faktor - Faktor yang Mempengaruhi Efektivitas Uji

a. Jenis Pelarut
Pemilihan pelarut sangat krusial karena memengaruhi efisiensi ekstraksi senyawa
bioaktif. Pada daun pepaya, pelarut seperti metanol, etanol, dan air (dalam konsentrasi
berbeda seperti 70 % atau 96 %) banyak dipakai; misalnya, metode maserasi dengan
96 % etanol secara luas digunakan karena efektif mengisolasi flavonoid dan senyawa
fenolik tanpa merusak struktur molekul, meski air cenderung memberikan yield
ekstrak lebih tinggi dibanding etanol dan metanol. Sementara itu pada daun salam,
ekstraksi dengan 70 %-96 % etanol menggunakan metode ultrasonik terbukti efektif
mengonsentrasikan senyawa seperti flavonoid, tanin, dan polifenol yang berperan
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dalam aktivitas antidiabetik, misalnya sebagai inhibitor a-glukosidase(Alwie et al.
2021).

b. Konsentrasi Pelarut Dalam Proses Ekstraksi
Perbedaan konsentrasi pelarut, terutama campuran air dan organik seperti etanol atau
metanol, sangat mempengaruhi efisiensi ekstraksi senyawa bioaktif: kadar air yang
tepat meningkatkan polaritas pelarut, sehingga lebih efektif melarutkan fenolik dan
flavonoid daripada pelarut absolut. Misalnya, optimalnya campuran sekitar 50-75 %
etanol mampu mengekstrak polifenol tertentu secara lebih baik daripada etanol murni
atau air saja. Contoh pada daun pepaya (Carica papaya), konsentrasi 70 % etanol
terbukti ideal untuk mengekstrak flavonoid tanpa merusak struktur senyawa, sesuai
rekomendasi studi ekstraksi yang menyatakan 70 % etanol optimal pada kisaran suhu
30-50°C selama 10-48 jam. Sementara pada daun salam (Syzygium polyanthum),
meskipun etanol 96 % menghasilkan aktivitas antioksidan paling tinggi, 70 % etanol
memberikan kadar flavonoid total yang lebih besar, menunjukkan peran besar
kandungan air dalam pelarut dalam menarik flavonoid.

c. Dosis Ekstrak Yang Digunakan
Pada uji in vivo, dosis ekstrak daun pepaya dan daun salam yang digunakan bervariasi
untuk mengevaluasi efek hipoglikemik: pada tikus diabetes-induksi streptozotocin,
ekstrak metanol daun salam diberikan dalam dosis 250, 500, dan 1.000 mg/kg BB
selama enam hari, dan kelima dosis ini secara signifikan menurunkan kadar glukosa
puasa secara dosis-responsif, dengan dosis tertinggi memberikan efek paling kuat.
Sementara itu, pada model aloksan, ekstrak etanol daun salam diberikan sebesar 250,
500, dan 750 mg/kg BB, dimana dosis 750 mg/kg menunjukkan penurunan glukosa
hampir setara dengan glibenklamid. Untuk daun pepaya, ekstrak air diberikan melalui
minum dalam konsentrasi setara 0,75-1,5 g/100 mL, selama empat minggu, dan dosis
tersebut berhasil menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes. Dosis-dosis
tersebut menunjukkan rentang efektivitas uji in vivo antara 250-1.000 mg/kg BB (atau
setara dengan ekstrak per liter air), menegaskan pentingnya pemilihan dosis yang tepat
untuk mencapai aktivitas antidiabetik pada hewan coba(Di et al. 2023).

d. Kandungan Senyawa Aktif Dalam Tanaman
Daun pepaya (Carica papaya) dan daun salam (Syzygium polyanthum) kaya akan
berbagai senyawa aktif yang mendukung aktivitas antidiabetik mereka. Pada daun
pepaya, fitokimia menunjukkan kehadiran alkaloid (seperti karpain, karpasain),
flavonoid spesifik (kuersetin, kaempferol, mirisetin) dengan total kira-kira 26,5 mg/g
ekstrak, tanin, saponin, dan steroid/triterpenoid, yang berperan sebagai antioksidan,
stimulator sekresi insulin, dan penghambat enzim glukosa. Sementara itu daun salam
mengandung flavonoid, tanin (0,036 % pada daun muda - meski rendah), alkaloid,
saponin, polifenol, serta minyak atsiri (sitral, eugenol), dengan kadar flavonoid total
sekitar 60 mg QE/g dan fenolik total hingga 333-718 mg GAE/g ekstrak, semuanya
mendukung efek antioksidan dan potensi antidiabetik(Amin, Rahmawati, and Ananda
2025).

e. Interaksi Sinergistik Antar Senyawa Aktif
Studi pada ekstrak daun salam menunjukkan bahwa kombinasi senyawa seperti
flavonoid, tanin, dan polifenol bekerja secara sinergistik untuk meningkatkan efek
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antidiabetik, misalnya memperkuat penghambatan enzim «-glukosidase dan
meningkatkan aktivitas antioksidan dibanding ekstrak tunggal. Khususnya, kombinasi
ekstrak daun salam dan sambiloto (Andrographis paniculata) meningkatkan ekspresi
GLUT4 dan PPAR-gamma pada otot dan hati tikus hiperglikemik, yang lebih unggul
dibanding ekstrak tunggal. Hal ini mengindikasikan bahwa interaksi sinergistik antar
berbagai komponen bioaktif memfasilitasi efek antihiperglikemik yang lebih kuat
secara sistemik, dibanding jika senyawa tersebut bekerja sendiri.
3. Parameter Standar Evaluasi Aktivitas Antidiabetik

In vitro:

a. Nilai IC5o Terhadap Enzim Penghambat
Nilai IC5o mencerminkan potensi suatu senyawa atau ekstrak dalam menghambat
enzim misalnya a-glukosidase diukur sebagai konsentrasi yang mampu menurunkan
aktivitas enzim sebesar 50 %. Penelitian pada Bauhinia pulla menunjukkan nilai ICsg
quercetin sebesar 5,41 pg/mL, lebih kuat dibanding acarbose, serta ICso quercitrin
49,69 ug/mL semuanya ditentukan dengan menggunakan senyawa substrat dari
p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside dan pengukuran absorbansi pada 405 nm dalam
format 96-well plate(Dej-Adisai et al. 2021).

b. Aktivitas Antioksidan
Aktivitas antioksidan dievaluasi melalui kemampuan ekstrak menetralkan radikal
bebas. Studi pada Aristolochia longa menggunakan metode DPPH dan ABTS
menunjukkan aktivitas tinggi pada fraksi air (ICso DPPH = 125,40 * 2,40 pg/mL; ICso
ABTS =65,23 £ 2,49 ng/mL), dan fraksi etil asetat kuat menghambat a-glukosidase
(IC50=1,112 + 0,026 mg/mL), mengindikasikan korelasi antara kandungan fenolik dan
antioksidan(Omari et al. 2019).

c. Penghambatan Penyerapan Glukosa
Penghambatan penyerapan glukosa diukur melalui peningkatan glucose uptake atau
pemblokiran enzim pencerna karbohidrat. Sebagai contoh, penelitian in vitro pada sel
L-6 (otot) menunjukkan bahwa ekstrak etanol Matelea denticulata meningkatkan
penyerapan glukosa sekitar 2,26-lipat lipat dibandingkan kontrol, mendekati
efektivitas metformin menandakan ekstrak tersebut mampu menstimulasi transfer
glukosa ke dalam sel(Omari et al. 2019).

In vivo:

a. Kadar Glukosa Darah Puasa
Kadar glukosa darah puasa merupakan parameter utama untuk menilai kondisi
hiperglikemia basal dan fungsi metabolisme glukosa dalam tubuh. Pada model hewan
diabetes, peningkatan kadar glukosa puasa mengindikasikan disfungsi sel 8 pankreas
atau resistensi insulin. Penurunan kadar ini setelah pemberian senyawa atau ekstrak
menunjukkan adanya efek antidiabetik, baik melalui stimulasi sekresi insulin,
regenerasi sel (3, atau peningkatan sensitivitas insulin. Parameter ini biasanya diukur
setelah hewan dipuasakan selama 8-12 jam(Taye et al. 2020).

b. Kadar Glukosa Darah Postprandial
Glukosa darah postprandial mengukur lonjakan glukosa dua jam setelah pemberian
makanan atau beban glukosa, mencerminkan kemampuan tubuh dalam mengatur
lonjakan tersebut. Parameter ini penting untuk mengevaluasi efektivitas senyawa
dalam menekan hiperglikemia setelah makan, baik melalui penghambatan enzim
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pencernaan karbohidrat seperti a-amilase dan a-glukosidase, maupun dengan
meningkatkan penyerapan glukosa oleh jaringan. Penurunan signifikan kadar glukosa
postprandial menunjukkan keberhasilan intervensi antidiabetik dalam mengendalikan
glukosa pasca makan(Taye et al. 2020)

c. Kadar Insulin Serum
Pengukuran kadar insulin serum berguna untuk mengevaluasi seberapa besar hormon
insulin disekresikan dalam kondisi tertentu. Dalam konteks diabetes, terutama tipe 2,
kadar insulin bisa tinggi (kompensasi resistensi) atau rendah (disfungsi pankreas). Uji
ini membantu mengklarifikasi apakah senyawa uji bekerja dengan meningkatkan
sekresi insulin atau memperbaiki sensitivitas jaringan terhadap insulin. Biasanya,
kadar insulin diukur dengan metode ELISA dari serum darah hewan coba )(Taye et al.
2020).

d. Ekspresi Protein Jalur Sinyal Insulin (IRS-1 dan Akt)
IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1) dan Akt (Protein Kinase B) merupakan komponen
utama dalam jalur transduksi sinyal insulin. Aktivasi IRS-1 dan fosforilasi Akt
memungkinkan translokasi GLUT4 ke membran sel, yang esensial dalam penyerapan
glukosa oleh otot dan jaringan lemak. Ekspresi protein ini sering diukur menggunakan
teknik western blot, dan peningkatannya menunjukkan pemulihan sensitivitas insulin.
Disfungsi pada jalur ini merupakan indikator resistensi insulin pada diabetes tipe
2(Taye et al. 2020).

e. Kadar AGEs (Advanced Glycation End Products)
AGEs adalah produk akhir dari glikasi non-enzimatik antara gula dan protein/lipid yang
terakumulasi dalam kondisi hiperglikemia kronis. Kadar AGEs tinggi berkontribusi
pada komplikasi diabetes, termasuk nefropati, neuropati, dan stres oksidatif. Senyawa
antidiabetik yang efektif sering menunjukkan kemampuan menurunkan kadar AGEs
atau menghambat pembentukannya. Parameter ini diukur melalui ELISA atau
spektrofotometri menggunakan penanda spesifik AGE(Taye et al. 2020).

f. Profil Lipid
Profil lipid meliputi pengukuran kadar trigliserida, kolesterol total, LDL, dan HDL, serta
asam lemak bebas (FFA). Diabetes sering disertai dislipidemia, yang memperparah
risiko kardiovaskular. Oleh karena itu, senyawa antidiabetik yang baik juga mampu
memperbaiki profil lipid dengan menurunkan trigliserida dan LDL serta meningkatkan
HDL. Evaluasi parameter ini memperlihatkan efek metabolik sistemik dari pengobatan
atau ekstrak alami yang diuji(Taye et al. 2020).

4. Prinsip Fitokimia dan Aktivitas Biologis Tanaman Obat

Fitokimia tanaman obat mendasari aktivitas biologis melalui keberadaan berbagai

senyawa sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, polifenol, dan terpenoid

yang bekerja secara individual atau sinergis dalam menekan enzim metabolisme glukosa,

menstimulasi sekresi insulin, serta memberikan efek antioksidan dan antiinflamasi;

senyawa-senyawa tersebut juga mampu menghambat penyerapan glukosa usus dan

meningkatkan sensitivitas insulin melalui jalur sinyal molekuler. Misalnya, pada daun

pepaya ditemukan alkaloid seperti karpaina yang menunjukkan aktivitas antioksidan,

anti-inflamasi, dan vasodilatasi serta flavonoid (kuersetin, kaempferol) dan tanin yang

berperan dalam penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase dan memperbaiki
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profil lipid pada hewan diabetes. Sedangkan daun salam memiliki kandungan flavonoid,
tanin, saponin, polifenol, dan minyak atsiri (termasuk delphinidin, myricitrin, dan EGCG),
dengan aktivitas antidiabetik yang terbukti melalui penghambatan «-glukosidase,
peningkatan glucose uptake jaringan otot, serta efek antioksidan kuat.
5. Keseimbangan Pendekatan In vitro dan In vivo

Pendekatan in vitro dan in vivo bukanlah metode yang terpisah, melainkan saling
melengkapi dalam penelitian antidiabetik: uji in vitro menyediakan skrining awal yang
cepat dan ekonomis untuk mengidentifikasi potensi senyawa atau ekstrak dalam
menghambat enzim seperti a-amilase dan a-glukosidase, serta kemampuan antioksidan
atau stimulasi penyerapan glukosa yang penting. Namun, uji in vitro tidak dapat
memperlihatkan efek sistemik, farmakokinetik, toksisitas, atau interaksi molekuler
kompleks dalam tubuh; oleh karena itu, diperlukan uji in vivo pada hewan coba untuk
memvalidasi efektivitas antidiabetik dalam lingkungan biologis nyata, termasuk
kemampuan menurunkan glukosa darah, merangsang sekresi insulin, regenerasi sel 3
pankreas, dan ekspresi jalur sinyal insulin seperti GLUT-4 atau Akt seperti yang terlihat
misalnya pada ekstrak FEuphorbia neriifolia yang menunjukkan regenerasi pulau
Langerhans dan peningkatan GLUT-4 pada tikus streptozotocin-induksi. Kombinasi kedua
pendekatan ini memberikan landasan evaluasi yang lebih akurat dan valid, memperkaya
pemahaman mekanistik dan meningkatkan kehandalan data sebelum pengembangan ke
fase klinis, sebagaimana diuraikan oleh

KESIMPULAN

Berdasarkan kajian pustaka yang dilakukan, pemanfaatan ekstrak tanaman alam
seperti daun pepaya (Carica papaya) dan daun salam (Syzygium polyanthum) menunjukkan
potensi signifikan sebagai agen antidiabetik. Kedua tanaman tersebut mengandung berbagai
senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, dan polifenol yang terbukti
mampu menurunkan kadar glukosa darah, memperbaiki profil lipid, dan meningkatkan
aktivitas jalur sinyal insulin dalam model hewan diabetes. Aktivitas ini terjadi melalui
berbagai mekanisme, seperti penghambatan enzim pencernaan karbohidrat (a«-amilase dan
a-glukosidase), peningkatan sekresi insulin, serta aktivitas antioksidan dan antiinflamasi.
Interaksi sinergistik antar senyawa juga memperkuat efek hipoglikemik secara sistemik,
menjadikan ekstrak kasar lebih efektif dibanding senyawa tunggal.

Metode pengujian dilakukan dengan pendekatan in vitro dan in vivo, yang keduanya
memiliki kelebihan dan keterbatasan masing-masing. Uji in vitro digunakan untuk skrining
awal karena bersifat cepat, ekonomis, dan dapat mengidentifikasi aktivitas penghambatan
enzim dan antioksidan, namun tidak mencerminkan respons biologis kompleks. Sebaliknya,
uji in vivo memberikan informasi sistemik yang lebih menyeluruh melalui pengukuran kadar
glukosa darah puasa dan postprandial, insulin serum, ekspresi protein insulin seperti IRS-1
dan Akt, kadar AGEs, serta profil lipid. Oleh karena itu, penggunaan kedua pendekatan ini
secara terpadu dapat meningkatkan validitas ilmiah dalam evaluasi aktivitas antidiabetik
bahan alam.

Kesimpulannya, pengembangan fitofarmaka antidiabetik berbasis tanaman lokal
Indonesia perlu didasarkan pada kajian yang komprehensif terhadap metode uji, kandungan
fitokimia, dosis, dan parameter biologis yang sesuai. Hasil kajian ini menegaskan pentingnya
standarisasi ekstrak, pemilihan model hewan yang tepat, serta desain penelitian yang
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mempertimbangkan aspek farmakodinamik dan farmakokinetik. Dengan landasan ilmiah
yang kuat dan metodologi yang terstandar, ekstrak daun salam dan daun pepaya berpotensi
besar untuk dikembangkan sebagai terapi alternatif atau pelengkap dalam pengelolaan
diabetes melitus.
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