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Abstract

Background: Karamunting (Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk.) is a potential herbal plant that can be found in
Kalimantan, Indonesia. This plant is widely used because of its benefits for health. Several studies show its ability as
anti-inflammatory, anti-bacterial, anti-fungal, and anti-diabetic.

Objective: This study aimed to evaluate the chemical content, antioxidant and anti-diabetic activity of the infusion of
karamunting leaves.

Methods: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LCMS) was used for the phytochemical analysis of
karamunting leaf infusion. Total phenolic content was calculated using Folin Ciocalteu's reagent. Antioxidant activity
test using DPPH free radicals. An anti-diabetic activity test was performed using hyperglycemic-induced zebrafish.
Results: There were 14 active compounds detected. There are three main fragments, namely Tectoridin, Engeletin,
and Rhamnetin-3-O rhamnoside, in the infusion of karamunting leaves. The total phenolic content of the infusion of
karamunting leaves was 288+5.94 ug GAE/g. The antioxidant activity of karamunting leaf infusion was more potent
than that of BHT (IC50 infusion 0.794+0.33 pg/mL, BHT 13.5+2.5 pg/mL). Karamunting leaf infusion of 4% had a
hypoglycemic effect equivalent to metformin compared to 1% and 2% infusion.

Conclusions: The main bioactive compounds in the infusion of karamunting leaves are Tectoridin, Engeletin, and
Rhamnetin-3-O rhamnoside. The antioxidant activity of karamunting leaf infusion is powerful. Karamunting leaf
infusion has the potential as an antihyperglycemic agent.
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Abstrak
Latar belakang: Karamunting (Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk.) merupakan tanaman herbal potensial yang
ditemukan di daerah Kalimantan, Indonesia. Tanaman ini banyak dimanfaatkan oleh masyarakat luas karena dipercaya
berkhasiat bagi kesehatan. Beberapa penelitian menunjukkan kemampuannya sebagai antiinflamasi, anti-bakteri, anti-
fungi dan antidiabetik.
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi kandungan kimia, aktivitas antioksidan dan anti-diabetes dari
infusa daun karamunting.
Metode: Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) digunakan untuk analisa fitokimia infusa daun
karamunting. Kadar total fenolik dihitung dengan menggunakan reagen Folin Ciocalteu’s. Uji aktivitas antioksidan
menggunakan radikal bebas DPPH. Uji aktivitas antidiabetes dilakukan menggunakan ikan zebra yang diinduksi
hiperglikemik.
Hasil: Terdapat 14 senyawa aktif terdeteksi. Ada tiga fragmen utama yaitu Tectoridin, Engeletin, dan Rhamnetin-3-O
rhamnosida dalam infusa daun karamunting. Kadar fenolik total infusa daun karamunting adalah 288+5,94 ug GAE/g.
Aktivitas antioksidan infusa daun karamunting lebih kuat dibanding BHT (ICso infusa 0,79+0,33 pg/mL, BHT 13,5%2,5
pg/mL). Infusa daun karamunting 4% memiliki efek hipoglikemia yang setara dengan metformin dibandingkan dengan
infusa 1% dan 2%.
Kesimpulan: Senyawa bioaktif utama dalam infusa daun karamunting adalah Tectoridin, Engeletin, dan Rhamnetin-
3-O rhamnosida. Aktivitas antioksidan infusa daun karamunting sangat kuat. Infusa daun karamunting mempunyai
potensi sebagai bahan antihiperglikemia.
Kata Kunci: Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk., karamunting, antidiabetes, ikan zebra
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PENDAHULUAN

Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk. atau
dikenal sebagai karamunting merupakan tanaman herbal
potensial yang banyak ditemukan di Kalimantan.
Karamunting merupakan tumbuhan berbunga yang
termasuk dalam famili Myrtaceae, asli Asia Selatan dan
Tenggara®. Karamunting merupakan bahan alam yang
bermanfaat bagi kesehatan seperti serat pangan, asam
lemak esensial, protein, asam amino, karbohidrat, lipid,
vitamin, dan mineral, serta senyawa fenolik?3.

Penelitian sebelumnya pada tanaman ini telah
menunjukkan aktivitas antibakteri, antifungi*®, aktivitas
antioksidan®, aktivitas antiinflamasi dan anti-ulkus’®,
antidiabetik'®. Konstituen kimia buah karamunting telah
dilaporkan termasuk triterpen, steroid, dan senyawa
fenolik®. Senyawa fenolik telah dilaporkan bahwa
memiliki potensi terapi dalam mengurangi komplikasi
diabetes®?.

Meskipun karamunting telah dilaporkan baru-
baru ini mengenai aktivitas biologisnya dari berbagai
ekstrak senyawa organik, akan tetapi studi lebih lanjut
tentang aktivitas biologis dari ekstrak polar masih
terbatas. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengevaluasi kandungan senyawa aktif,
aktivitas antioksidan dan anti-diabetes dari infusa daun

karamunting.

METODE

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun
karamunting (R. tomentosa (Aiton) Hassk.) suku
Myrtaceae yang diperoleh dari hutan Palangkaraya dan
telah diidentifikasi oleh Herbarium Bogoriense”,
Direktorat Pengelolaan Koleksi llmiah BRIN Cibinong.
Larutan glukosa 2%, larutan metformin 10 umol dan
aqua destilata. Analisa senyawa bioaktif dilakukan
menggunakan LC-MS (Waters). Kadar antioksidan dan
kandungan total fenolik diukur menggunakan
spektrofotometer Biochrome Libra S22 (United
Kingdom). Pengukuran kadar glukosa darah pada ikan

zebra menggunakan Easy Touch.

Preparasi Infusa

Infusa daun karamunting yang digunakan dalam uji
aktivitas antioksidan dan anti-diabetes adalah 1%, 2%,
dan 4%. Sebanyak 10 gram, 20 gram dan 40 gram bubuk
daun karamunting ditimbang, kemudian ditambahkan
1000 mL aqua bidestilata. Campuran tersebut

dipanaskan pada suhu 90°Cselama 15 menit, disaring,

dan ditambahkan aqua sampai volume 1000 mL.

Kadar Fenolik Total
Reagen Folin-Ciocalteau’s  digunakan  untuk
menentukan kadar fenolik total. Standar yang digunakan

adalah asam galat. Sebanyak 0,5 mL sampel

ditambahkan ke dalam 2,5 mL reagen Folin-
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Ciocalteu’s 10%. Kedua larutan dipastikan bercampur
secara homogen dan diinkubasi selama 10 menit.
Setelah itu, 2,5 mL Na,COsz 75 g/L ditambahkan ke
dalam campuran tersebut. Campuran tersebut diinkubasi
kembali selama dua jam pada suhu ruang. Absorbansi
dari hasil campuran warna itu diukur pada panjang
gelombang 765 nm. Kadar total fenolik dihitung sebagai
ekuivalen asam galat (GAE) berdasarkan kurva
kalibrasi larutan standar asam galat yang diekspresikan

GAE/g massa kering*L.

Analisa Fitokimia Infusa Daun Karamunting
Dengan Liquid Chromatography Mass Spectrometry
(LCMS)

LCMS/MS-QTOF  (Waters)  digunakan  untuk
menganalisis senyawa bioaktif dalam infusa daun
karamunting. Mode operasi yang digunakan adalah TOF
MSE vyang dilengkapi dengan sumber lonisasi
Elektrospray ESI (mode ion positif dan negatif). Kolom
yang digunakan adalah C18. Fase gerak yang digunakan
dalam analisa ini adalah asam format 0,1% dalam
asetonitril dan asam format 0,1% dalam aquabidest
dengan total laju aliran 0,6 mL/menit. Sebelum
diinjeksikan, sampel sebanyak 0,5 gram dilarutkan
dalam 10 mL metanol kemudian dihomogenkan.
Campuran itu kemudian disaring menggunakan filter
membran GHP/PTFE 0,22 pm. Sampel yang
diinjeksikan sebanyak 10 pL. Software UNIFI
digunakan untuk mendeteksi senyawa bioaktif sampel
dengan cara mencocokkan hasil pembacaan sampel

dengan spektrum massa di library UNIFI.

Uji Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan dilakukan dengan melakukan
pengukuran kemampuan infusa karamunting dalam
meredam radikal bebas DPPH. Sebanyak 500 pL infusa
pada konsentrasi yang berbeda direaksikan dengan 1500
pL larutan DPPH 150 pM dalam metanol absolut.
Campuran di inkubasi dalam ruang gelap selama 30
menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 517
nm menggunakan spektrofotometer (Biochrome Libra
S22). Kemampuan pemadaman radikal DPPH dihitung
menggunakan rumus berikut ini, dimana H dan Ho
merupakan densitas optikal dari pelarut dengan dan

tanpa sampel*?.

(1-H)
Ho

Aktivitas pemadaman DPPH (%) = x 100%

Uji Aktivitas Anti-Diabetes
A Preparasi Ikan Zebra

Ikan zebra (Danio rerio) dewasa (3-5 cm)
diaklimatisasi selama 14 hari pada pengaturan suhu air
28+2°C. lkan sejumlah 15 ekor dimasukkan kedalam
akuarium berukuran 5 liter dengan siklus14 jam terang
dan 10 jam gelap. Makanan diberikan 3 Kali sehari
dengan Tetramine flakes yang mengandung 48%
protein, 8% lemak, 2% serat (TetraMin™) serta
diberikan larva udang segar'?.

Ikan zebra dibagi menjadi 5 kelompok.
Masing-masing kelompok terdiri atas 15 ekor ikan
dengan pengelompokkan sebagai berikut:

a. Kelompok 1 (kontrol negatif) adalah ikan zebra yang

hanya menggunakan NaCl fisiologis
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b.Kelompok 2 (kontrol positif) adalah ikan
hiperglikemik yang dimasukkan kedalam larutan
metformin 10 pmol.

c. Kelompok 3 adalah ikan hiperglikemik yang diberi
infusa daun karamunting dosis 1%

d. Kelompok 4 adalah ikan hiperglikemik yang diberi
infusa daun karamunting dosis 2%

e. Kelompok 5 adalah ikan hiperglikemik yang diberi

infusa daun karamunting dosis 4%

B. Uji Aktivitas Anti-Diabetes Pada lkan
Zebra Hiperglikemik

Sebanyak 15 ekor ikan zebra yang akan diinduksi

hiperglikemik dimasukkan kedalam akuarium volume 5
liter yang berisi larutan glukosa 2% (111mMol) selama
14 hari pada suhu kamar. Larutan glukosa diganti
seminggu tiga kali untuk mencegah pertumbuhan
mikroorganisme yang tidak diinginkan?s.
Kelompok kontrol menggunakan larutan NaCl
fisiologis, tidak menggunakan larutan glukosa. Wash
out dilakukan selama 7 hari dengan cara memasukkan
ikan kedalam akuarium yang berisi air normal tanpa
glukosa®4,

Ikan zebra yang telah diinduksi dengan larutan
glukosa dan di wash out, kemudian dimasukkan
kedalam larutan metformin 10 uM (kontrol positif) atau
larutan infusa karamunting. Sampel darah dikumpulkan
setelah 4 hari perendaman larutan metformin atau
larutan infusa karamunting.

Kadar glukosa darah diukur setelah 14 hari perendaman

dengan larutan glukosa 2% dan wash out selama7 hari.
Pengukuran kadar glukosa darah ikan zebra dilakukan
setelah ikan zebra dipuasakan selama 12 jam, kemudian
dimasukkan ke dalam air normal selama 15 menit untuk
mencegah kontaminasi. Prosedur anestesi menggunakan

metode induksi hipotermia®.

HASIL DAN DISKUSI
LC-MS mendeteksi tujuh puncak pada ESI

positif dan tujuh puncak pada ESI negatif. Dari keempat
belas senyawa tersebut, terdapat tiga fragmen utama
senyawa bioaktif, yaitu Tectoridin, Engeletin, dan
Rhamnetin-3-O rhamnosida (Tabel 1). Ketiga senyawa
tersebut merupakan senyawa dari golongan flavonoid.
Flavonoid merupakan sekelompok zat fenolik yang
terhidroksilasi dan dikenal sebagai peredam radikal
bebas yang kuat.

Tectoridin adalah isoflavon, sejenis flavonoid.
Ini adalah 7-glukosida dari tectorigenin dan dapat
diisolasi  dari bunga Pueraria thunbergiana
(Leguminosae). Tectoridin adalah prodrugs yang dapat
diubah menjadi agen aktif oleh bakteri usus manusia'’
menghasilkan tectorigenin. Tectorigenin melindungi sel
V79-4 dari kerusakan akibat H,O,, tectorigenin
mengurangi pembentukan sel apoptosis, meningkatkan
aktivitas enzim antioksidan seluler seperti superoksida
dismutase, katalase, glutation peroksidase, dan juga

meningkatkan kadar proteinnya®®.
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Tabel 1. Analisa fitokimia infusa karamunting dengan LC-MS

No Identifikasi senyawa lonization RT MZ Rumus Respons
Mode molekul

1 Tectoridin + 10.13 286 CxH2011 26104
301

2 Naringenin4’-O + 8.17 163 C21H22010 4897
glucopyranoside 325
457

3 Adenosine + 1.61 136 C1oH13N504 4141
268
314

4 Apigenin-7-0-a-L + 10.68 113 Ca9H32015 2250
rhamnose(14)-6"-O 286
acetyl-B-D-glucoside 301

5 Safflomin C + 6.86 133 C30H30014 1774
163
415

6 Quercetagetin + 8.22 181 Ci15H100s 1592
307
319

7 Luteolin + 9.46 287 CisH1006 1247
393
409

8 Engeletin - 8.14 161 C21H22010 78573
323
433

9 Rhamnetin-3-O - 10.10 283 CaoH22011 15479
rhamnoside 299
461

10  Ellagic acid - 8.19 300 C14HOs 6004
431
463

11 Neocomplanoside - 10.07 283 C24H24012 5002
461
592

12 Odoratin-7-O--D - 11.70 161 C22H2409 4640
glucoside 431

13 Neoisoliquiritin - 9.30 179 C21H2209 3008
417
433

14 Kaempferol-3- - 8.18 161 C21H20012 2623
glucuronide 300
433
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Engeletin  merupakan senyawa flavonoid.
Engeletin dilaporkan dapat memperbaiki Osteo Arthritis
in vitro dan in vivo. Ini dapat dipromosikan sebagai obat
terapi potensial untuk Osteo Arthritis'®. Engeletin
melindungi  terhadap  cedera  iskemia/reperfusi
serebral®®. Engeletin  memperbaiki fibrosis paru?,
Engeletin  merupakan agen antiinflamasi  yang
potensial?.

Rhamnetin-3-O-rhamnoside merupakan
bagian dari kelompok Rhamnetin, suatu O-methylated
flavonol. Rhamnetin merupakan kandidat yang baik
untuk memperbaiki karsinoma hepatoseluler®, efek
sitoprotektif?*, Rhamnetin mampu secara signifikan
menghambat proliferasi sel dan menginduksi aktivitas
caspase-3/9 %,

Infusa karamunting memiliki kadar fenolik
yang tinggi yaitu 288+5,94 ug GAE/g. Hasil ini berbeda
dengan kadar fenolik pada fraksi air yaitu 99 mgGAE/qg,
sedangkan kadar fenolik ekstrak etanol 94,1
mgGAE/g?. Variasi hasil ini disebabkan oleh perbedaan
jenis pelarut yang digunakan. Infusa daun karamunting
mampu meredam radikal bebas DPPH, kemampuannya
sangat kuat jika dibandingkan dengan BHT. Aktivitas
antioksidan infusa daun karamunting lebih Kkuat
dibanding BHT (ICso infusa 0,79+0,33 pg/mL, BHT
13,5+2,5 pug/mL) (Tabel 2).

Stres oksidatif memainkan peranan penting
dalam perkembangan berbagai penyakit, seperti kanker,
penyakit neurodegeneratif, penyakit kardiovaskular, dan

juga diabetes mellitus?’?®, Pada kondisi diabetes

mellitus, stres oksidatif dapat menurunkan sekresi dan
kerja insulin?’. Telah dilaporkan bahwa antioksidan
merupakan senyawa yang sangat membantu untuk
memperbaiki kondisi stres oksidatif pada diabetes
mellitus, misalnya flavonoid?®.

Tabel 2. Kadar total fenolik dan aktivitas
antioksidan infusa daun karamunting

Infusa daun Konsentrasi
karamunting

Kadar fenolik total

188+5.94 g GAE/g

Aktivitas 7,9+0,33 pg/mL
antioksidan (I1Cso)
BHT 13,5+2,5 ug/mL

Penelitian ini menggunakan hewan model
zebrafish jantan (Danio rerio) karena kemiripan
patofisiologi diabetes mellitus pada ikan zebra®®3, Ikan
zebra dapat dibuat hiperglikemik dengan cara
memasukkannya kedalam larutan glukosa. Molekul-
molekul disekitarnya akan diserap dengan cara osmosa.
Pemberian glukosa pada ikan zebra untuk menyebabkan
terjadinya resistensi insulin dan mempercepat keadaan
hiperglikemik pada ikan zebra®?.lkan zebra yang
direndam dengan larutan glukosa 111 mMol selama 14
hari akan meningkatkan glukosa darah 156,8 +15,98
mg/dL. Larutan metformin 10 pM dapat menurunkan
kadar glukosa darah sebesar 102,7 + 27,15 mg/dl.
Pengujian larutan infusa karamunting 1%, 2%, dan 4%
terhadap ikan zebra hiperglikemik memperlihatkan
penurunan kadar glukosa darah sebesar 62,2 + 19,82
mg/dl; 68,1 + 24,99 mg/dl; 98,4 + 11,65 mg/dl. Infusa
daun karamunting dengan konsentrasi (1%, 2%, dan
4%) maupun dengan metformin (kontrol positif)

menghasilkan penurunan kadar gula darah yang
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bermakna dibandingkan dengan kontrol negatif (ikan
zebra tanpa penambahan perlakuan setelah diinduksi
glukosa 2%).
Tidak terdapat perbedaan bermakna rara-rata kadar gula
darah antara kelompok metformin dengan kelompok
infusa 4%, sehingga data ini menunjukkan bahwa infusa
4% memiliki efek hipoglikemia yang setara dengan
metformin, sedangkan rata-rata kadar gula darah antara
metformin dengan infusa 1%dan 2% terdapat perbedaan
yang bermakna, sehingga efek hipoglikemia infusa 1%
dan 2% lebih rendah jika dibandingkan dengan efek
hipoglikemia yang dimiliki oleh metformin.

Penggunaan metformin merupakan obat pilihan
untuk diabetes tipe 2 pada manusia, sehingga digunakan
sebagai kontrol positif. Metformin meningkatkan
aktivitas  reseptor insulin  dan  meningkatkan
pengambilan glukosa melalui perpindahan glucose
transporters, seperti GLUT-1 dan GLUT 4 kedalam
membran plasma, pada insang (GLUT 1-3, 6, 8, 10-13)
dan intestin (GLUT 5 dan 9)%,

Fraksi air daun Rhodomyrtus tomentosa

(Aiton) Hassk. oral dengan dosis 10, 20 dan 40 mg/
kgBB mampu menurunkan kadar glukosa darah mencit
diabetes yang diinduksi aloksan.3* Fraksi air daun
karamunting (Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk.
efektif menurunkan kadar glukosa darah 2 jam post
prandial dan meningkatkan kadar insulin tikus putih
jantan model diabetes dengan dosis 280mg/KgBB yang

merupakan dosis yang paling efektif3,

Dari hasil yang didapatkan maka infusa daun
karamunting merupakan kandidat yang digunakan
sebagai terapi dalam penyakit yang melibatkan stres
oksidatif, seperti halnya pada diabetes mellitus.
Flavonoid yang terkandung didalamnya dapat
digunakan untuk memperbaiki patogenesis diabetes dan
komplikasinya melalui regulasi metabolisme glukosa,

aktivitas enzim hati, dan profil lipid3s.

SIMPULAN

Infusa daun karamunting mempunyai tiga senyawa
bioaktif dominan vyaitu Tectoridin, Engeletin, dan
Rhamnetin-3-O rhamnosida. Aktivitas antioksidan
infusa daun karamunting sangat kuat, dapat
dibandingkan dengan BHT. Karamunting merupakan

kandidat obat herbal untuk antidiabetes.
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