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ABSTRAK

Annona muricata atau durian belanda adalah sejenis tumbuhan yang berada daripada famili Annonaceae, sering digunakan
sebagai ubat tradisi untuk merawat pelbagai penyakit termasuk kanser, artritis dan malaria. Tumbuhan herba ini mengandungi
sebatian bioaktif yang berpolar dan tidak berpolar. Penggunaan pelarut yang sesuai amat penting untuk mengekstrak
sebatian bioaktif yang diinginkan dan juga mempengaruhi bioaktiviti ekstrak tersebut. Oleh itu, penyelidikan ini dijalankan
untuk menentukan kesan pengekstrakan menggunakan pelarut berbeza polariti iaitu 70% metanol, etil asetat dan n-heksana
terhadap aktiviti antioksidan, anti-lipase serta perencatan a-glukosidase ekstrak 4. muricata. Selain itu, sebatian bioaktif
yang menyumbang kepada bioaktiviti yang dikaji dikenal pasti menggunakan kromatografi cecair-spektrometer jisim
(LC-MS). Dalam kajian ini, penentuan jumlah kandungan fenolik dalam ekstrak daun A. muricata dilakukan. Aktiviti
antioksidan ekstrak daun A. muricata dinilai dengan ujian penyingkiran radikal bebas 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
manakala aktiviti antihiperglisemik dan aktiviti anti-lipase dikaji dengan ujian perencatan a-glukosidase dan ujian
perencatan lipase pankreas. Sampel yang diekstrak dengan etil asetat menunjukkan nilai IC,; terendah secara signifikan
(p<0.05) pada aktiviti antioksidan (35.31 £ 2.74 pg/mL), aktiviti anti-hiperglisemik (32.11 &+ 4.62 pg/mL) serta anti-lipase
(215.92 + 13.25 ng/mL) berbanding dengan ekstrak 70% metanol dan n-heksana. Sampel tersebut juga menunjukkan
kandungan fenolik yang tinggi iaitu sebanyak 46.40 + 1.95 mg GAE/g ekstrak. Korelasi negatif antara TPC dengan nilai
IC,, DPPH dan anti-hiperglisemik menunjukkan sebatian fenolik bertanggungjawab terhadap aktiviti antioksidan dan anti-
hiperglisemik. Sebanyak 13 sebatian bioaktif termasuk kaemferol, kuersetin-3-O-glikosida dan kuersetin telah dikenal pasti
melalui analisis LC-MS. Berdasarkan kepada kajian, etil asetat adalah pelarut yang paling baik untuk melarutkan sebatian
aktif pada daun A. muricata berbanding dengan 70% metanol dan n-heksana. Hasil kajian juga menunjukkan keupayaan
daun A. muricata untuk dibangunkan sebagai makanan fungsian atau ubat-ubatan bagi mencegah atau mengubati diabetes
dan mengawal obesiti.

Kata kunci: Annona muricata; anti-lipase; fenolik; makanan fungsian

ABSTRACT

Annona muricata or Soursop is a plant that belongs to the family Annonaceae and used as traditional medicine to treat
many diseases such as cancer, arthritis, and malaria. Medicinal plants contain bioactive compounds in polar and non-polar
form. The use of suitable solvent in extraction is important to extract the desired bioactive compounds and it also influences
the biological activities of the extract. Therefore, this study is carried out to determine the effect of solvent polarity (70%
methanol, ethyl acetate and n-hexane) on antioxidant, anti-hyperglycaemic and anti-obesity activities. Besides, the bioactive
compounds that contribute to the biological activities are identified using liquid chromatography - mass spectrometer (LC-
MS). The phenolic content of A. muricata leave extracts is determined in this study using total phenolic content (TPC). The
antioxidant activity is determined by DPPH free radical scavenging assay while the anti-hyperglycaemic and anti-lipase
activities were conducted by a-glucosidase and pancreatic lipase inhibition assays, respectively. Samples extracted with
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ethyl acetate showed the significantly lowest IC,  for antioxidant activity (35.31 & 2.74 pg/mL), anti-hyperglycaemic
activity (32.11 +4.62 pg/mL) and anti-lipase assay (215.92 + 13.25 pg/mL). The same extract also exhibited high phenolic
content (46.40 = 1.95 mg GAE/g extracts). The negative correlation between TPC and DPPH and anti-hyperglycaemic
activity showed that the phenolic compounds may be responsible for the antioxidant and anti-hyperglycaemic activities. In
total, 13 bioactive compounds including kaemferol, quercetin-3-O-glucoside and quercetin were identified using LC-MS.
This study showed that ethyl acetate is the best solvent to dissolve the active compounds in 4. muricata leave extracts. This
study also showed that 4. muricata leave has the potential to become functional food or natural medicine to prevent or cure

diabetes and used in the management of obesity.

Keywords: Annona muricata; anti-lipase; functional food; phenolic

PENGENALAN

Famili Annonaceae merangkumi lebih daripada 2000
spesies tumbuhan yang berasal daripada 119 genus.
Famili ini adalah famili terbesar dalam Magnoliales
(Padmanabhan & Paliyath 2016). Genus Annona adalah
genus kedua terbesar dalam famili Annonaceae selepas
Guatteria, mengandungi lebih kurang 120 spesies (Khong,
Mujibuddin & Boonpisuttinant 2019). 4. muricata juga
dikenali sebagai durian belanda, merupakan spesies yang
paling penting dalam genus Annona (Moghadamtousi et al.
2015). A. muricata merupakan pokok buah tropika yang
ditanam secara meluas di kawasan tropika dan subtropika
seperti Hindia Barat, Amerika Selatan dan Utara, kawasan
tanah rendah di Afrika, Kepulauan Pasifik dan Asia
Tenggara (Yajid et al. 2018). Semua bahagian daripada
pokok A. muricata telah digunakan sebagai ubat semula jadi
seperti kulit kayu, daun, akar, biji dan pulpa (Adewole &
Caxton-Martins 2006). Daun A. muricata telah digunakan
sebagai ubat tradisi dalam memerangi hiperglisemia,
keradangan dan berfungsi sebagai ubat bagi kekejangan
otot. Daun A. muricata juga seringkali dikaitkan sebagai
pembunuh kanser dan ia digunakan sebagai ubat tradisi
dalam rawatan kanser (Yajid et al. 2018). Selain itu, daun
A. muricata yang kaya dengan asitogenin memiliki sifat
anti-proliferatif dan bersifat sitotoksik terhadap sel kanser
prostat tanpa memusnahkan sel normal (Asare et al. 2014).
Daun A. muricata dipercayai boleh merawat sistitis, sakit
kepala dan insomnia (Yajid et al. 2018). Daun A. muricata
yang direbus mempunyai kesan parasitisid, antireumatik
dan antineuralgik manakala daun yang dimasak boleh
digunakan untuk melawan reumatisme dan abses (Sousa et
al. 2010).

Analisis fitokimia yang dijalankan dalam kajian
Usunomena dan Paulinus (2015) menunjukkan daun
A. muricata mengandungi flavonoid (9.67%), saponin
(3.50%), alkaloid (1.20%) dan tanin (0.18%). Manakala
dalam kajian Uchegbu et al. (2017), keputusan kajian
melaporkan kehadiran sebatian bioaktif iaitu alkaloid
(1.66%), flavonoid (1.15%), tanin (0.75%), fenol (0.14%)
dan saponin (2.15%). Kehadiran sebatian bioaktif tersebut
bertanggungjawab terhadap aktiviti pemerangkapan
radikal bebas dalam daun A. muricata, seterusnya

menyumbang kepada peningkatan aktiviti antioksidan.
Sebatian fitokimia dalam ekstrak daun A. muricata seperti
alkaloid dan asitogenin juga telah menunjukkan aktiviti
farmakologi seperti antimikrob, antiprotozoa, antioksidan,
insektisid, larvisid, hepatopelindung dan hipoglisemik.
Selain itu, kajian Arroyo et al. (2009) telah menunjukkan
kawalan glisemik yang baik pada pesakit diabetes jenis 2
yang mengambil glibenclamide bersama dengan ekstrak
daun A. muricata berbanding dengan pesakit yang hanya
mengambil glibenclamide.

Pengekstrakan menggunakan pelarut merupakan
kaedah yang sering digunakan dalam pemencilan sebatian
semula jadi daripada tumbuh-tumbuhan (Zhang, Lin & Ye
2018). Pemilihan pelarut untuk pengekstrakan bergantung
pada jenis tumbuhan, bahagian tumbuhan yang akan
diekstrak, sifat sebatian bioaktif dan kebolehdapatan
pelarut. Pelarut polar seperti etanol, metanol, aseton,
etil asetat dan air sering digunakan dalam pengekstrakan
sebatian bioaktif daripada tumbuh-tumbuhan (Truong et
al. 2019). Pelarut yang digunakan dalam pengekstrakan
akan mempengaruhi hasil pengekstrakan dan kandungan
sebatian bioaktif serta bioaktiviti ekstrak (Ngo et al. 2017).

Oleh itu, penyelidikan ini dijalankan untuk mengkaji
penggunaan pelarut yang paling sesuai untuk menghasilkan
ekstrak daun A. muricata yang mempunyai kandungan
fenolik yang tinggi, aktiviti antioksidan, anti-hiperglisemik
dan anti-kegemukan yang paling baik untuk dijadikan
makanan fungsian atau bahan nutraseutikal yang berkesan
dalam membantu mencegah obesiti serta penyakit seperti
diabetes. Sebatian bioaktif yang menyumbang kepada
aktiviti antioksidan, aktiviti perencatan a-glukosidase dan
lipase pankreas akan dikenal pasti melalui kromatografi
cecair — spektrometer jisim (LC-MS).

BAHAN DAN KAEDAH

BAHAN KIMIA DAN REAGEN
Bahan kimia yang digunakan dalam kajian ini adalah
metanol, reagen Folin-Ciocalteu, n-heksana, etil asetat,
7.5% natrium karbonat, 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), larutan stok porsin pankreatik lipase (PPL),
kalium fosfat (pH7.2 dan pH6.0), orlistat, p-nitrofenil-



a-D-glukofiranoside (pNG), fosfat penimbal, larutan
a-glukosidase, glisin, 10% metanol dengan 0.1% asid
formik dan 70% metanol dengan 0.1% asid formik. Semua
bahan kimia yang digunakan adalah bergred analatikal
daripada Sigma-Aldrich, USA.

PENYEDIAAN DAN PENGERINGAN SAMPEL

Daun A. muricata telah diperoleh dari Taman Paku Pakis
pada bulan September 2021 di Universiti Kebangsaan
Malaysia, Bangi, Selangor. Daun A. muricata telah
dibersihkan  sebelum  dikeringkan dengan kaedah
pengeringan ketuhar (Memmert 500, USA) pada suhu 40
°C sehingga mencapai berat malar selama 72 jam. Daun
kering kemudian dikisar menjadi serbuk dengan pengisar
elektrik (Waring, USA) dan diayak menggunakan saiz 60
mesh bagi mendapatkan saiz zarah yang sama. Sampel
serbuk kering kemudian disimpan dalam peti sejuk beku

pada suhu -20 °C (Wan Nasir et al. 2021).

PENGEKSTRAKAN SAMPEL

Pengestrakan sampel dilakukan berdasarkan kaedah
Rahman et al. (2017). Serbuk daun 4. muricata diekstrak
dengan tiga jenis pelarut yang berbeza. Sebanyak 10 g
serbuk telah direndam dalam 250 mL pelarut berbeza
iaitu 70% metanol, etil asetat dan n-heksana selama 24
jam dengan menggunakan penggoncang orbital pada
kelajuan 100 rpm dan seterusnya disonikasi selama 1 jam
untuk menghasilkan ekstrak kasar. Campuran tersebut
kemudian diempar dengan pengempar (ROTINA 380,
USA) pada kelajuan 130 x g selama 30 minit untuk
mengasingkan supernatan dan mendakan. Supernatan
dikumpul dan kemudian disejatkan dengan penyejat
berputar, Laborota 4000 efficient (Heidolph, Jerman)
pada suhu 40 °C. Pengeringan sejuk beku (NFD-S1 Freeze
Dryer Standard Chamber Table Top) digunakan selama 24
jam untuk menyingkirkan sisa air daripada sampel. Hasil
pengekstrakan tersebut disimpan dalam botol gelap pada
suhu -20 °C sebelum analisis yang seterusnya. Bacaan
peratusan hasil ekstrak bagi setiap sampel dihitung dengan

menggunakan formula berikut:

9% hasil ekstrak = (Berat ekstrak/Berat sampel kering) x 100

PENENTUAN KANDUNGAN FENOL (TPC)

Jumlah kandungan fenol bagi ekstrak daun A. muricata
telah ditentukan berdasarkan kaedah Li et al. (2022).
Sebanyak 5 mL reagen 0.2 N Folin-Ciocalteu, 1 mg ekstrak
A. muricata yang telah dilarutkan dalam 1 mL pelarut
dan 4 mL 7.5% natrium karbonat telah dicampurkan dan
dibiarkan pada suhu bilik selama 2 jam dalam keadaan
gelap. Kompleks berwarna biru telah dihasilkan dan dibaca
pada 765 nm dengan menggunakan Epoch™ Microplate
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Spectrophotometer;, Bio Tek® Instruments, USA. Lengkung
piawai diperoleh dengan menggunakan asid galik (0 — 80
ppm) dan persamaan: y=0.0113x + 0.0625, R% 0.9929.
Jumlah kandungan fenol telah dinyatakan sebagai mg
kesetaraan asid galik per gram ekstrak (mg GAE/g ekstrak).
Kandungan fenol dapat dikira dengan menggunakan
formula berikut:

TPC (mg GAE/mg ekstrak) = Cx V/M

dengan C ialah kepekatan asid galik daripada graf (mg/
mL); V ialah isi padu larutan ekstrak (mL); dan M ialah

berat ekstrak (mg).

PENYINGKIRAN RADIKAL BEBAS 2,2-DIFENIL-2-
PIKRILHIDRAZIL (DPPH)

Aktiviti penyingkiran radikal bebas bagi ekstrak daun A.
muricata ditentukan berdasarkan kaedah oleh Mokhtar et
al. (2021) dan Wan Nasir et al. (2021). Aktiviti antioksidan
dinyatakan sebagai IC,, (kepekatan A. mutica yang
diperlukan untuk menyingkirkan 50% radikal bebas).
Sebanyak 40 pL ekstrak yang telah dilarutkan dicampur
dengan 180 pL DPPH. Campuran tersebut dibiarkan
untuk bertindak balas pada suhu bilik di tempat yang
gelap selama 30 minit. Bacaan penyerapan sampel diukur
pada 517 nm dengan menggunakan Epoch™ Microplate
Spectrophotometer, Bio Tek® Instruments, USA. Asid
askorbik digunakan sebagai kawalan positif dalam kajian
ini. Bacaan pengosong dibandingkan dengan peratusan
aktiviti penyingkiran radikal sampel atau kawalan dan
pengiraan dibuat berdasarkan pengukuran nilai IC, . Nilai
IC,, ditentukan berdasarkan kepekatan A. muricata yang
diperlukan untuk merencatkan 50% radikal bebas.

Aktiviti penyingkiran radikal bebas (%) = (A kosong-A
sampel)/(A kosong)x100 dengan A ialah daya serapan pada
517 nm.

UJIAN PERENCATAN o-GLUKOSIDASE

Kaedah perencatan o-glukosidase dijalankan berdasarkan
Ain Ibrahim et al. (2023). Aktiviti perencatan dinyatakan
sebagai IC, (kepekatan A. mutica yang diperlukan untuk
merencatkan 50% aktiviti enzim a-glukosidase). Sebanyak
10 mM larutan p-nitrofenil-a-D-glukofiranoside (pNG)
disediakan dalam 50 mM fosfat penimbal (pH 6.5).
Sebanyak 10 pL sampel ekstrak yang telah dilarutkan,
100 pL daripada 30 mM larutan fosfat penimbal dan 15
pL larutan o-glukosidase (3 U/mL) dipra-inkubasi dalam
mikroplat 96 telaga pada suhu 25 °C (sepatutnya seperti
ini) selama 5 minit. Seterusnya, 75 pL daripada larutan
tersebut dimasukkan ke dalam mikroplat dan diinkubasi
selama 15 minit pada 25 °C. Sebanyak 50 pL 2 M glisin
(pH 10) ditambah untuk menghentikan tindak balas
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enzim. Sampel kosong kemudian disediakan dengan
kaedah yang sama seperti sampel uji kaji, tetapi larutan
enzim dan substrat yang digunakan dalam penyediaan
sampel kosong digantikan dengan 50 pL 30 mM larutan
penimbal fosfat manakala glisin pula digantikan dengan
50 pL air suling. Bacaan penyerapan diukur pada 405 nm
menggunakan Epoch™ Microplate Spectrophotometer,
Bio Tek® Instruments, USA. Kuersetin yang digunakan
sebagai kawalan positif. Peratusan perencatan dihitung
menggunakan formula berikut:

AAp—DAg
Ay

% perencatan = x 100

dengan AAn ialah perbezaan antara kawalan negatif
(dengan enzim) dengan sampel kosong (tanpa enzim);
AAs ialah perbezaan penyerapan antara sampel (dengan
enzim) dengan sampel kosong (tanpa enzim).

PERENCATAN LIPASE PANKREAS

Aktiviti perencatan lipase pankreas dijalankan dengan
menggunakan p-nitrofenil butirat (p-NPB) sebagai substrat
dan lipase pankreas porsin (PPL, jenis II). Kaedah yang
digunakan adalah berdasarkan kaedah oleh Arshad et
al. (2024). Aktiviti perencatan dinyatakan sebagai IC
(kepekatan A. mutica yang diperlukan untuk merencatkan
50% aktiviti enzim lipase pankreas). Larutan stok porsin
pankreatik lipase (PPL) (I mg/mL) disediakan dalam
larutan kalium fosfat 0.1 mM (pH 6.0) dan larutan tersebut
disimpan pada suhu -20 °C. Bagi menentukan aktiviti
perencatan lipase, sebanyak 100 pL ekstrak daun A.
muricata yang telah dilarutkan dan Orlistat sebagai kawalan
positif diinkubasi dengan PPL selama 1 jam dalam larutan
penimbal kalium fosfat (0.1 mM, pH 7.2, 0.1% Tween 80)
pada suhu 30 °C sebelum menilai aktiviti PPL. Tindak balas
dimulakan dengan menambahkan 50 pL p-NPB (10 mM)
sebagai substrat. Setelah inkubasi pada suhu 30 °C selama
5 minit, jumlah p-nitrofenol yang dihasilkan dalam tindak
balas diukur pada 405 nm menggunakan Spektrofotometer
UV Epoch™ Microplate Spectrophotometer, Bio Tek®
Instruments, USA. Aktiviti kawalan negatif juga diperiksa
dengan perencat dan tanpa perencat. Orlistat digunakan
sebagai kawalan positif dalam kajian ini. Aktiviti perencatan
dihitung dengan menggunakan formula berikut:

Aktiviti perencatan (%) = 100 — [(%) x 100)]

dengan A ialah aktiviti tanpa perencat; a ialah kawalan
negatif tanpa perencat; B ialah aktiviti dengan perencat;b
ialah kawalan negatif dengan perencat.

DMSO akan digantikan sebagai kawalan negatif dan
aktivitinya juga telah diperiksa.

ANALISIS KROMATOGRAFI CECAIR — SPEKTROMETER
JISIM (LC-MS)

Analisis LC-MS telah dijalankan berdasarkan kaedah Kasim
et al. (2022) menggunakan pam Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000 Series RS bersama kolum kompatmen
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series TCC-
3000RS dan autosampler Thermo Fisher Scientific Ultimate
3000 Series WPS-3000RS yang dikawal oleh Chromeleon
7.2 Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA dan
Dionex Softron GMbH Part of Thermo Fisher Scientific,
Germany). Pemisahan dijalankan melalui ACQUITY
UPLC® BEH dengan kolum C18 (2.1 mm X 100 mm;
saiz zarah, 1.7 um) (Waters, Milford, MA, USA) dilengkapi
dengan Van Guard BEH pre-kolum C18 (2.1 mm X 5 mm;
saiz zarah, 1.7 m) (Waters, Milford, MA, USA) pada suhu 40
°C. Fasa bergerak A adalah 0.1% asid formik dengan 0.1%
air dan fasa bergerak B adalah 0.1% asid formik dengan
0.1% metanol. Sebanyak 5 mg sampel daun A. muricata
yang diekstrak dengan etil asetat dicampurkan dengan 1
mL metanol dan seterusnya ditapis melalui penapis PTFE
(saiz liang 0.22 pm). Analisis bermula dengan larutan B
mengikuti urutan seperti 10% larutan, 10% - 80% (0 — 3
minit), 80% - 100% (3 — 12 minit), 100% (12 — 16 minit).
Resolusi ditetapkan pada 70,000 pada imbasan penuh dan
35,000 pada imbasan MS/MS dengan julat imbasan 100 —
1500 m/z. Lima puncak paling tinggi telah dipilih untuk
pemecahan tenaga ternormal berperingkat 15, 30 dan 35 V
dalam kedua-dua mod pengionan. Sebatian bioaktif ekstrak
daun A. muricata dikenal pasti melalui perbandingan
antara data yang diperoleh serta rujukan daripada kajian

kepustakaan yang terdahulu.

ANALISIS STATISTIK

Perisian Minitab versi 17.0 digunakan untuk analisis data
dan semua analisis dijalankan sebanyak 3 kali replikasi
(n=3). Semua data yang diperoleh dianalisis melalui Ujian
Analisis Varians (ANOVA) dan Ujian Tukey untuk menguji
sebarang perbezaan antara sampel pada aras signifikan
95% (p<0.05). Ujian Korelasi Pearson dijalankan untuk
menentukan korelasi antara jumlah kandungan dengan
aktiviti antioksidan, anti-hiperglisemik serta anti-lipase
ekstrak daun 4. muricata.

HASIL DAN PERBINCANGAN

KESAN PENGGUNAAN PELARUT YANG BERBEZA
POLARITI TERHADAP HASIL EKSTRAK DAUN 4. muricata
Hasil ekstrak bagi ekstrak daun A. muricata adalah daripada
893 + 0.90 % hingga 19.30 + 3.84 %. Hasil ekstrak
dengan penggunaan pelarut yang berbeza disusun seperti
berikut: 70% metanol > etil asetat > n-heksana. Jadual 1
menunjukkan hasil ekstrak bagi daun 4. muricata dengan
penggunaan pelarut yang berbeza polariti. Berdasarkan



jadual tersebut, hasil ekstrak pelarut 70% metanol adalah
lebih tinggi secara signifikan (p<0.05) iaitu 19.30 + 3.84%
berbanding dengan ekstrak etil asetat (9.40 + 1.51%) dan
n-heksana (8.93 £+ 0.90%).

Menurut Truong etal. (2019), metanol, etanol, aseton dan
air adalah pelarut yang biasa digunakan untuk mengekstrak
sebatian bioaktif daripada tumbuh-tumbuhan. Hasil ekstrak
bukan sahaja dipengaruhi oleh teknik pengekstrakan malah
pelarut yang digunakan. Hasil kajian ini menunjukkan
pelarut 70% metanol mempunyai hasil ekstrak yang
paling tinggi berbanding dengan pelarut yang lain. Hasil
kajian ini disokong oleh kajian Kim et al. (2011) yang
menggunakan campuran air dan alkohol sebagai pelarut
dapat menghasilkan hasil ekstrak yang maksimum. Hal
ini mungkin disebabkan oleh campuran air dan alkohol
berupaya melarutkan molekul polar dan molekul tak polar
serta berjaya mengekstrak makromolekul yang besar
seperti asid organik, protein dan karbohidrat (Gonfa,
Teketle & Kiros 2020). Selain itu, kajian yang dilakukan
oleh Li et al. (2022) juga menunjukkan peratus pemulihan
ekstrak rizom langkinang bagi campuran etanol dan air
adalah lebih tinggi secara signifikan (p<0.05) berbanding
sampel yang diekstrak dengan menggunakan satu jenis
pelarut iaitu etanol atau air sahaja.

KESAN PENGGUNAAN PELARUT YANG BERBEZA
POLARITI TERHADAP JUMLAH KANDUNGAN FENOLIK
(TPC)

Rajah 1 menunjukkan kandungan fenolik bagi ekstrak
daun 4. muricata dengan pelarut yang berbeza kepolaran.
Jumlah kandungan fenolik bagi ekstrak daun A. muricata
adalah dalam lingkungan daripada 16.53 + 0.42 mg
GAE/g ckstrak hingga 53.91 + 6.49 mg GAE/g ckstrak.
Hasil kajian ini menunjukkan bahawa sampel daun yang
diekstrak dengan 70% metanol dan etil asetat mempunyai
jumlah kandungan fenolik yang lebih tinggi (p<0.05)
iaitu 53.91 + 6.49 mg GAE/g ekstrak dan 46.40 + 1.95
mg GAE/g manakala sampel daun yang diekstrak dengan
pelarut n-heksana menunjukkan jumlah kandungan fenolik
yang paling rendah (p<0.05) iaitu 16.53 + 0.42 mg GAE/g
ekstrak. Walaupun ekstrak 70% metanol menunjukkan
nilai TPC yang lebih tinggi daripada ekstrak etil asetat,
perbezaan tersebut adalah tidak signifikan (p>0.05). Hasil
kajian ini membuktikan bahawa penggunaan pelarut 70%
metanol adalah pelarut yang terbaik dalam pengekstrakan
sebatian fenolik daripada sampel daun A. muricata. Hasil
ini dapat disokong oleh kajian Fathallah et al. (2014) yang
menunjukkan bahawa sampel daun Terminalia belerica
Roxb. yang diekstrak dengan 70% metanol mempunyai
kandungan fenolik yang lebih tinggi berbanding dengan
sampel yang diekstrak dengan dietil eter, etil asetat,
diklorometana dan butanol. Hasil kajian ini turut disokong
oleh kajian Hassali et al. (2022) dan Ling et al. (2020) yang
menunjukkan ekstrak metanol mempunyai kandungan
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fenolik tertinggi, diikuti oleh ekstrak etil asetat dan ekstrak
n-heksana.

Melalui kajian yang dijalankan oleh Cho et al. (2020),
sampel yang diekstrak dengan pelarut metanol menunjukkan
kandungan fenolik dan aktiviti antioksidan yang tinggi
berbanding dengan pelarut etanol. lanya disokong dengan
kajian oleh Ye et al. (2015) yang juga menunjukkan metanol
adalah pelarut yang sering digunakan dalam mengekstrak
sebatian fenol daripada tumbuh-tumbuhan secara berkesan.
Hal ini kerana metanol dapat mengurangkan degenerasi
sebatian fenol dalam ekstrak tumbuhan dan dapat mengawal
pengoksidaan dalam sebatian fenolik.

KESAN KAEDAH PENGERINGAN DAN NISBAH PELARUT
YANG BERBEZA TERHADAP AKTIVITI PENYINGKIRAN
RADIKAL BEBAS (DPPH), AKTIVITI PERENCATAN
o-GLUKOSIDASE DAN LIPASE PANKREAS

Jadual 2 menunjukkan nilai IC, aktiviti penyingkiran
radikal bebas DPPH, aktiviti perencatan o-glukosidase
dan aktiviti perencatan lipase pankreas ekstrak daun A.
muricata dengan penggunaan pelarut yang berbeza polariti.
Nilai IC, bagi aktiviti penyingkiran radikal bebas DPPH
ekstrak daun A4. muricata dengan penggunaan pelarut
yang berbeza adalah daripada 35.31 + 2.74 ng/mL hingga
1622.10 + 23.10 pg/mL. Asid askorbik dalam kajian ini
mempunyai nilai IC, sebanyak 11.33 & 1.04 pg/mL. Nilai
IC,, untuk aktiviti penyingkiran radikal bebas bagi sampel
yang diekstrak dengan pelarut yang berbeza disusun seperti
berikut: n-heksana > 70% metanol > etil asetat.

Sampel daun A. muricata yang diekstrak dengan
pelarut etil asetat menunjukkan nilai IC,  yang paling
rendah (35.31 + 2.74 ng/mL) secara signifikan (p<0.05)
diikuti dengan sampel yang diekstrak dengan 70% metanol
(345.60 £+ 4.40 ug/mL) dan n-heksana (1622.10 + 23.10
pg/mL). Hasil kajian ini disokong oleh kajian Wakeel
et al. (2019) yang menunjukkan sampel daun, akar dan
bunga Isatis tinctoria yang diekstrak dengan etil asetat
mempunyai nilai IC_ yang lebih rendah berbanding dengan
sampel yang diekstrak dengan metanol dan n-heksana.
Kajian ini juga menunjukkan sampel dengan nilai IC, yang
rendah mempunyai aktiviti antioksidan yang lebih tinggi.
Selain itu, ekstrak etil asetat juga adalah tidak berbeza
secara signifikan (p>0.05) berbanding asid askorbik. Ini
menunjukkan bahawa ekstrak tersebut adalah sangat baik
dalam aktiviti penyingkiran radikal bebas setanding dengan
kawalan positif yang digunakan.

Jumlah kandungan fenolik yang tinggi dalam sampel
dapat menyumbang kepada aktiviti antioksidan yang tinggi
(Fathallah et al. 2014; Huyut, Beydemir & Giilgin 2017).
Namun begitu, keputusan dalam kajian ini bercanggah
dengan kenyataan ini kerana kandungan fenol yang tinggi
dalam sampel yang diekstrak dengan 70% metanol tidak
menyumbang kepada aktiviti antioksidan yang tinggi. Hal
ini mungkin disebabkan oleh sebahagian besar kandungan
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JADUAL 1. Hasil ekstrak bagi daun 4. muricata dengan penggunaan pelarut yang berbeza polariti

Pelarut Hasil ekstrak (%)
70% metanol 19.30 + 3.84
Etil asetat 9.40+1.51°
n-heksana 8.93 £0.90°

a-b Min (n=3) dengan abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan yang signifikan (p<0.05)

TPC (mg GAE/g ekstrak)

70% metano

b

Etil Asetat n-Heksana

Pelarut

** Min (n=3) dengan abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan yang signifikan (p<0.05)

RAJAH 1. Jumlah kandungan fenolik ekstrak daun 4. muricata dengan penggunaan pelarut yang berbeza polariti

sebatian bukan fenolik yang wujud dalam ekstrak campuran
metanol dan air seperti karbohidrat, asid amino, nukleotida
serta polisakarida. Penambahan air sebagai pelarut juga
meningkatkan hidrolisis lalu menyebabkan berlaku
pengoksidaan di dalam sampel tersebut (Osorio-Tobon
2020). Hasil keputusan kajian ini menunjukkan bahawa
sampel daun yang diekstrak dengan etil asetat mempunyai
potensi untuk dijadikan sebagai sumber antioksidan semula
jadi kerana sampel ekstrak etil asetat menunjukkan aktiviti
antioksidan yang tertinggi dengan nilai IC_ yang paling
rendah.

Enzim a-glukosidase memainkan peranan dalam
penukaran karbohidrat kepada glukosa yang akan
diserap oleh usus kecil dan menyebabkan peningkatan
paras glukosa dalam darah. Oleh itu, perencatan enzim
a-glukosidase dapat mengurangkan kadar penyerapan
glukosa di usus kecil dan mengawal paras glukosa darah.
Jadual 2 menunjukkan nilai IC, perencatan o.-glukosidase
ekstrak daun A. muricata dengan penggunaan pelarut yang
berbeza kepolaran. Nilai IC,  bagi sampel daun A. muricata
yang diekstrak dengan pelarut yang berbeza adalah
daripada 32.11 £4.62 pg/mL hingga 650.00 £ 56.80 pg/mL.
Kuersetin dalam kajian ini mempunyai nilai IC,| sebanyak
46.06 = 1.89 pg/mL. Nilai IC, untuk aktiviti perencatan
a-glukosidase bagi sampel yang diekstrak dengan pelarut
yang berbeza disusun seperti berikut: n-heksana > 70%
metanol > etil asetat.

Sampel daun A4. muricata yang diekstrak dengan
pelarut etil asetat menunjukkan nilai IC,  yang paling rendah
(32.11 £4.62 pg/mL) (p<0.05) diikuti dengan sampel yang
diekstrak dengan 70% metanol (171.40 + 27.20 pg/mL)
dan n-heksana (650.00 £ 56.80 pg/mL). Selain itu, ekstrak
etil asetat juga adalah tidak berbeza secara signifikan
(p>0.05) berbanding kuersetin. Ini menunjukkan bahawa
ekstrak tersebut adalah sangat baik dalam merencat aktiviti
enzim o-glukosidase setanding dengan kawalan positif
(kuersetin) yang digunakan. Hasil keputusan kajian ini
menunjukkan pelarut etil asetat adalah pelarut yang paling
sesuai untuk menghasilkan aktiviti anti-hiperglisemik
yang baik berbanding 70% metanol dan n-heksana. Oleh
itu, ekstrak daun A. muricata dengan pelarut etil asetat
mempunyai potensi untuk digunakan sebagai perencat
enzim o-glukosidase semula jadi dan dapat mengawal
paras gula dalam darah.

Hasil kajian ini disokong oleh kajian Abdel-Hady,
Eman dan Morsi (2019) yang menunjukkan penggunaan
pelarut etil asetat dapat menghasilkan sampel ekstrak
Commiphora myrrha dengan nilai IC,  yang rendah dan
menyumbang kepada aktiviti perencatan o-glukosidase
yang baik. Kajian Magaji, Sacan dan Yanardag (2020) juga
menunjukkan sampel Moringa oleifera yang diekstrak
dengan etil asetat mempunyai nilai IC yang lebih
rendah berbanding dengan sampel yang diekstrak dengan
n-heksana dan metanol. Berdasarkan kajian Qorina et al.



(2019), sebatian bioaktif seperti flavonoid, steroid, alkaloid
dan glikosida telah dikenal pasti dalam sampel daun A.
muricata yang diekstrak dengan etil asetat. Kehadiran
rutin yang berasal daripada flavonoid menunjukkan aktiviti
anti-hiperglisemik dengan mengurangkan penyerapan
karbohidrat di usus kecil dan komplikasi diabetes (Ghorbani
2017). Hasil kajian ini menunjukkan bahawa penggunaan
pelarut dengan kepolaran yang berbeza mempengaruhi
aktiviti anti-hiperglisemik ekstrak daun A. muricata.

Enzim lipase pankreas memainkan peranan dalam
penyerapan lemak dengan memangkinkan hidrolisis
trigliserida. Oleh itu, perencatan enzim lipase pankreas
dapat mengurangkan keupayaan enzim untuk menguraikan
lemak dan mengawal kuantiti lemak yang masuk ke darah.
Jadual 2 menunjukkan nilai IC, perencatan lipase pankreas
bagi ekstrak daun A. muricata dengan menggunakan
pelarut yang berbeza kepolaran. Nilai IC bagi sampel daun
A. muricata yang diekstrak dengan pelarut yang berbeza
adalah daripada 215.92 + 13.25 pg/mL hingga 816.70 +
27.70 pg/mL. Orlistat dalam kajian ini mempunyai nilai
IC, sebanyak 28.16 + 4.44 ug/mL. Nilai IC_ untuk aktiviti
perencatan lipase pankreas bagi sampel yang diekstrak
dengan pelarut yang berbeza disusun seperti berikut: 70%
metanol > n-heksana > etil asetat.

Sampel daun A. muricata yang diekstrak dengan
pelarut etil asetat menunjukkan nilai IC,  yang paling
rendah (215.92 + 13.25 ug/mL) (p<0.05) diikuti dengan
sampel yang dickstrak dengan n-heksana (284.42 =+
13.92 pg/mL) dan 70% metanol (816.70 + 27.70 ug/mL).
Keputusan ini menunjukkan bahawa etil asetat adalah
pelarut yang paling sesuai untuk menghasilkan aktiviti
anti-lipase yang baik berbanding dengan 70% metanol
dan n-heksana. Oleh itu, ekstrak daun 4. muricata dengan
pelarut etil asetat mempunyai potensi untuk digunakan
sebagai perencat enzim lipase pankreas semula jadi dan
dapat mengawal kuantiti lemak yang masuk ke dalam
badan dengan mengurangkan penyerapan lemak daripada
makanan.

Hasil kajian ini dapat disokong oleh kajian Justino
et al. (2018) yang telah menunjukkan sampel yang
diekstrak dengan etil asetat mempunyai nilai IC,  yang
paling rendah berbanding dengan butanol dan air. Kajian
Abdel-Hady, Eman dan Morsi (2019) juga menunjukkan
sampel yang diekstrak dengan etil asetat mempunyai
aktiviti perencatan lipase pankreas yang baik berbanding
dengan sampel yang diekstrak dengan metanol. Kajian
ini juga melaporkan bahawa kehadiran sebatian polifenol
berkemungkinan bertanggungjawab terhadap aktiviti
anti-lipase. Berdasarkan kajian Ugochi, Oluwasanmi dan
Adesayo (2019), sebatian bioaktif seperti saponin, steroid,
alkaloid, glikosida dan terpenoid telah dikenal pasti dalam
sampel daun A. muricata yang diekstrak dengan etil asetat.
Kehadiran kuersetin dan kaemferol yang berasal daripada
flavonoid telah menunjukkan kesan anti-obesiti dengan
menghalang pengaktifan protein kinase B (AKT) (Boadi &
Lo 2018) dan merencatkan aktiviti enzim lipase pankreas.
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Hasil kajian ini menunjukkan bahawa penggunaan pelarut
dengan polariti yang berbeza mempengaruhi aktiviti anti-

lipase ekstrak daun A. muricata.

KORELASI ANTARA JUMLAH KANDUNGAN FENOLIK
DENGAN AKTIVITI ANTIOKSIDAN, ANTI-HIPERGLISEMIK
SERTA ANTI-LIPASE DALAM PENGGUNAAN PELARUT
YANG BERBEZA POLARITI

Jadual 3 menunjukkan korelasi antara TPC dengan DPPH,
perencatan o-glukosidase dan lipase pankreas bagi
setiap pelarut yang digunakan dalam kajian ini. Bagi
pelarut 70% metanol, korelasi negatif yang signifikan
telah ditunjukkan antara TPC dengan DPPH (r=-0.959,
p<0.001) dan perencatan o-glukosidase (r=-0.923,
p<0.01) manakala korelasi positif yang signifikan telah
ditunjukkan antara TPC dengan perencatan lipase pankreas
(r=0.850, p<0.05). Bagi pelarut etil asetat, korelasi negatif
yang signifikan juga ditunjukkan antara TPC dengan DPPH
(r=-0.986, p<0.001) dan perencatan a-glukosidase (r=-
0.981, p<0.001) manakala korelasi positif yang signifikan
telah ditunjukkan antara TPC dengan perencatan lipase
pankreas (r=0.869, p<0.01). Bagi pelarut n-heksana,
korelasi negatif yang signifikan telah ditunjukkan antara
TPC dengan DPPH (r=-0.926, p<0.01) dan perencatan
o-glukosidase (r=-0.893, p<0.05) manakala korelasi
positif yang signifikan telah ditunjukkan antara TPC
dengan perencatan lipase pankreas (r=0.768, p<0.05).
Korelasi negatif yang wujud antara TPC dengan DPPH
dan perencatan o-glukosidase adalah disebabkan oleh
nilai IC,, yang diguna dalam kajian. Nilai IC,, yang
rendah menyumbang kepada aktiviti penyingkiran radikal
bebas yang baik. Keputusan ini menunjukkan kandungan
fenolik yang tinggi menyumbangkan aktiviti antioksidan
dan anti-hiperglisemik ekstrak daun 4. muricata.

SEBATIAN BIOAKTIF EKSTRAK DAUN 4. muricata

Kandungan sebatian bioaktif ekstrak daun A. muricata
telah ditentukan dengan menggunakan kromatograficecair
- spektrometer jisim (LC-MS). Jadual 4 menunjukkan
kandungan sebatian bioaktif daun A. muricata yang
diekstrak dengan pelarut etil asetat daripada analisis LC-
MS. Sebanyak 13 sebatian bioaktif dalam ekstrak daun
A. muricata telah dikenal pasti melalui kaedah LC-MS
dengan mod pengionan positif dan negatif. Keputusan ini
menunjukkan corak fragmentasi lebih cenderung untuk
dihasilkan dengan mod pengionan negatif.

Sebatian  kuersetin-3-O-glikosida, kuersetin dan
kaemferol adalah sebatian bioaktif yang berasal daripada
kelas flavonoid telah dikenal pasti dalam ekstrak daun
A. muricata. Flavonoid adalah sebatian polifenol yang
mempunyai dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh
tiga atom karbon sehingga membentuk cincin heterosiklik
yang mengandungi atom oksigen (Wang et al. 2018).
Kajian Oliveira et al. (2017) dan Yang et al. (2015) telah
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mengenal pasti sebatian polifenol seperti kuersetin-3-O-
glikosida, kuersetin, rutin dan kaemferol dalam daun A.
muricata. Aktiviti penyingkiran radikal bebas yang baik
dan keupayaan bertindak sebagai penderma elektron
telah mendorong sebatian tersebut berfungsi sebagai
antioksidan yang baik (Justino et al. 2018). Bukan itu
sahaja, kajian Li et al. (2009) dan McDougall dan Stewart
(2005) menunjukkan sebatian fenol seperti rutin dan
kuersetin dapat dijadikan sebagai perencat a-glukosidase
kerana keupayaannya untuk membentuk ikatan dengan
protein. Oleh itu, sebatian yang dikenal pasti pada ekstrak
daun A. muricata ini menyumbang kepada aktiviti
antioksidan dan aktiviti perencatan a-glukosidase yang
dapat mengawal paras glukosa dalam darah.

Sebatian asid 3-O-Caffeoylquinic dan asid galik
adalah sebatian bioaktif yang berasal daripada kelas
asid fenol. Asid fenol adalah sebatian fenol utama dalam
tumbuh-tumbuhan yang mengandungi cincin fenol dan
kumpulan berfungsi karboksil (Kumar & Goel 2019).
Hasil keputusan ini dapat disokong oleh kajian Carmona
et al. (2020) dan Du et al. (2021) yang menunjukkan
kehadiran sebatian asid 3-O-Caffeoylquinic dan asid

galik dalam ekstrak A. muricata. Berdasarkan kajian
Oboh et al. (2015), asid 3-O-Caffeoylquinic atau dikenali
sebagai asid klorogenik dapat menyekat hiperglisemia
paskaprandial dengan merencat enzim o-glukosidase.
Pengambilan makanan yang kaya dengan asid klorogenik
dapat meningkatkan keupayaan untuk merencat enzim
a-glukosidase. Berdasarkan kajian Biba et al. (2014),
asid galik telah dilaporkan sebagai sebatian fenol yang
bertanggungjawab terhadap kapasiti antioksidan dalam A.
muricata.

Sebatian anomuricine dan anomurine yang berasal
daripada kelas alkaloid telah dikenal pasti. Hasil
keputusan kajian ini disokong oleh kajian Sulaiman et
al. (2012) yang menunjukkan kehadiran anomuricine
dan anomurine dalam daun A. muricata. Alkaloid
adalah sebatian kimia semula jadi yang mengandungi
atom nitrogen dan sering digunakanuntuk merawat
pelbagai penyakit dalam manusia dan haiwan (Hellal et
al. 2021). Alkaloid daripada tumbuh-tumbuhan memiliki
pelbagai aktiviti biologi yang bermanfaat kepada manusia
seperti antikanser, antiradang, antidiabetik dan aktiviti
antioksidan (Tran, Pham & Le 2020).

JADUAL2. Nilai IC, aktiviti penyingkiran radikal bebas DPPH, aktiviti perencatan o.-glukosidase
dan aktiviti perencatan lipase pankreas ekstrak daun 4. muricata dengan penggunaan pelarut yang
berbeza polariti

Pelarut

IC,, (ug/mL)

DPPH

a-glukosidase Lipase pankreas

70% metanol

345.60 + 4.40°

171.40 £27.20° 816.70 £ 27.70°

Etil asetat 3531 +£2.74¢ 32.11 £4.62° 215.92 £13.25¢
n-heksana 1622.10 +=23.10° 650.00 £ 56.80° 284.42 +13.92°
Asid askorbik 11.33 £1.04¢ D D
Kuersetin D 46.06 = 1.89¢ TD
Orlistat D D 28.16 + 4.444

Nilai menunjukkan min + sisihan piawaian. Min (n=3) dengan abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan yang signifikan
(p<0.05) dengan menggunakan minitab versi 17.0. *%: menunjukkan perbandingan antara pelarut

yang berbeza. TD = Tidak dikesan

JADUAL 3. Korelasi antara jumlah kandungan fenolik dengan aktiviti antioksidan, anti-hiperglisemik
dan anti-lipase dalam pelarut yang berbeza polariti

Pelarut TPC
DPPH a-glukosidase Lipase pankreas
70% metanol -0.959%** -0.923%* 0.850*
Etil asetat -0.986%** -0.981*%** 0.869%*
n-heksana -0.926** -0.893* 0.768%*

*Signifikan pada p<0 .05, **Signifikan pada p<0.01, ***Signifikan pada p<0.001
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KESIMPULAN

Kajian ini menunjukkan bahawa pelarut yang berbeza
kepolaran memainkan peranan penting terhadap kandungan
fenol, aktiviti antioksidan, anti-hiperglisemik dan anti-
obesiti pada ekstrak daun, terutamanya daripada ekstrak
etil asetat Korelasi Pearson menunjukkan kandungan
fenolik bertanggungjawab terhadap aktiviti antioksidan
dan anti-hiperglisemik ekstrak daun A. muricata. Sebatian
bioaktif yang berasal daripada kelas flavonoid, asid fenol
dan alkaloid seperti kaemferol, kuersetin, kuersetin-3-O-
glikosida, anomurine telah dikenal pasti dalam ekstrak
daun 4. muricata.
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