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RINGKASAN

Aktivitas Antiamilase  dan  Antioksidan Infusa Daun Jati  Belanda (Guazuma

ulmufolia Lam.): Khoirun Nisak; 162210101079; 2020; 93 halaman; Fakultas Farmasi,

Universitas Jember.

Tanaman Jati belanda (Guazuma ulmifolia) merupakan salah satu tanaman

berkhasiat obat di Indonesia yang masih digunakan sebagai obat tradisional. Daun Jati

belanda secara tradisional dapat digunakan sebagai pelangsing tubuh (antiobesitas). Pada

umumnya, masyarakat  membuat obat tradisional dalam bentuk rebusan dan infusa dengan

menggunakan pelarut air. Infusa daun Jati belanda dilaporkan mengandung senyawa

alkaloid, flavonoid, tanin dan triterpenoid (Sukandar dkk., 2009). Polifenol seperti

flavonoid dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan enzim α-amilase (Piparo dkk.,

2008) dan antioksidan (Heim dkk., 2002).

Senyawa polifenol dilaporkan dapat dimanfaatkan sebagai antiobesitas dan

antidiabetes (Saad dkk., 2017). Penghambatan terhadap enzim α-amilase dapat

digunakan sebagai agen antiobesitas dan antidiabetes melalui penghambatan

pemecahan polisakarida menjadi oligosakarida, sehingga akumulasi lemak

berlebih dan peningkatan glukosa plasma dalam tubuh dapat dicegah. Adanya

gugus hidroksil spesifik pada posisi C7 dan/ atau R4’ serta ikatan π terkonjugasi

pada polifenol seperti flavonoid dilaporkan mampu membentuk ikatan hidrogen

serta menstabilkan interaksi dengan residu katalitik enzim (Piparo dkk., 2008).

Flavonoid (inhibitor) akan berikatan dengan enzim α-amilase sehingga proses

pemacahan polisakaradika menjadi glukosa dapat dicegah. Selain itu, adanya

gugus hidroksil pada posisi C3’ dan C4’ dalam cincin B flavonoid dilaporkan

berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan karena dapat menyumbangkan

hidrogen ke radikal bebas membentuk radikal flavonoid yang stabil (Heim dkk.,

2002). Aktivitas antioksidan dilaporkan dapat mencegah terjadinya lipotoksisitas

lemak, dimana lipotoksisitas tersebut dapat menyebabkan terjadinya stres

oksidatif dan disfungsi reseptor insulin yang pada akhirnya menyebabkan

terjadinya hiperglikemia (Siddiqui, 2018).
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Sebagaimana yang telah disebutkan, infusa daun Jati belanda dilaporkan

mengandung polifenol seperti flavonoid (Sukandar dkk., 2009). Polifenol seperti

flavonoid pada infusa daun Jati belanda diduga memiliki aktivitas penghambatan

α-amilase dan antioksidan. Penelitian penghambatan enzim α-amilase

(antiamilase) dan antioksidan belum pernah dilakukan. Oleh sebab itu, pada

penelitian ini dilakukan uji aktivitas antiamilase dan antioksidan, serta penetapan

kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda in vitro.

Pada penelitian ini, sampel daun Jati belanda diekstraksi dengan menggunakan

metode infusa. Filtrat yang diperoleh kemudian dikeringkan dengan freeze-dry sehingga

diperoleh ekstrak kering infusa daun jati belanda. Rendemen yang diperoleh yaitu sebesar

8,957%. Ekstrak kering yang diperoleh kemudian dilakukan pengujian aktivitas

penghambatan enzim α-amilase, antioksidan, penetapan kadar fenol dan flavonoid total

infusa daun Jati belanda. Hasil penelitian aktivitas penghambatan enzim α-amilase pada

kontrol positif akarbose dan infusa memiliki nilai IC50 berturut-turut yaitu 3,609±0,383

μg/mL dan 261,030±6,829 μg/mL. Aktivitas antioksidan kontrol positif kuersetin dan

infusa memilikii nilai IC50 berturut-turut yaitu 1,945±0,021 μg/mL dan 6,853±0,504 μg/mL

dengan kategori yang sangat aktif. Kadar fenol dan flavonoid total infusa daun jati belanda

berturut-turut sebesar 40,773±2,504 mg GAE/g infusa dan 46,203±2,449 mg QE/g infusa.
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1

BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman Jati belanda (Guazuma ulmifolia) merupakan satu dari sekian

banyak tanaman berkhasiat obat yang masih banyak digunakan  oleh masyarakat

Indonesia sebagai obat tradisional. Secara tradisional daun Jati belanda digunakan

sebagai pelangsing tubuh (Suharmiati dan Maryani, 2003). Masyarakat pada

umumnya melakukan perebusan menggunakan pelarut air dengan

mempertimbangkan kepraktisan metode serta biaya yang rendah. Selain dalam

bentuk rebusan, obat tradisional juga dapat dibuat dalam bentuk lain dengan

prinsip yang sama dengan rebusan yaitu infusa. Pada infusa, penyarian dengan

pelarut air dilakukan dalam waktu 15 menit pada suhu 90 ºC (BPOM RI, 2012)

Selain secara tradisional dapat digunakan sebagai pelangsing tubuh, pada

penelitian terbaru yang dilakukan oleh Rachmi (2016) dilaporkan bahwa daun Jati

belanda memiliki aktivitas antidiabetes melalui penghambatan enzim α-

glukosidase. Penggunaan tradisional serta aktivitas farmakologis yang dihasilkan

tentu didukung oleh kandungan kimia yang ada pada tanaman Jati belanda. Daun

Jati belanda dilaporkan mengandung tanin, asam fenolat (asam klorogenat), dan

flavonoid (rutin, kuersetin, dan luteolin) (Morais dkk., 2016). Selain itu, pada

penelitian yang dilakukan oleh Sukandar dkk. (2009) dilaporkan bahwa ekstrak

air (infusa) daun Jati belanda mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, steroid dan

triterpenoid.

Senyawa polifenol dilaporkan berperan dalam mengatur metabolisme

karbohidrat dan lipid, menurunkan hiperglikemia, dislipidemia, dan resistensi

insulin, memperbaiki metabolisme jaringan adiposa serta menurunkan stres

oksidatif pada proses inflamasi, sehingga adanya golongan polifenol dalam

tanaman dapat dimanfaatkan sebagai antiobesitas dan antidiabetes (Saad dkk.,

2017). Penghambatan terhadap enzim α-amilase dapat digunakan sebagai agen

antiobesitas dan antidiabetes melalui pencegahan pemecahan polisakarida menjadi

oligosakarida sederhana, sehingga dapat menurunkan jumlah glukosa dan
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akumulusasi lemak berlebih didalam tubuh. Polifenol seperti flavonoid dilaporkan

memiliki aktivitas penghambatan terhadap enzim α-amilase (Piparo dkk., 2008),

dan antioksidan (Heim dkk., 2002). Flavonoid memiliki gugus hidroksil spesifik

pada posisi C7 dan/ atau R4’ serta ikatan π terkonjugasi sehingga dapat

membentuk ikatan hidrogen dan menstabilkan interaksi antara inhibitor

(flavonoid) dengan residu katalitik enzim. Selain itu, polifenol seperti asam

klorogenat juga dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan enzim α-amilase

melalui pembentukan  struktur kuinon atau lakton atau senyawa yang memiliki

struktur 4-oxo-pyrane, sehingga dapat menghambat reaksi hidrolisis α-1,4-

glikosida pada karbohidrat (Funke dan Melzig, 2005).

Flavonoid dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan karena memiliki

gugus hidroksil pada posisi C3’ dan C4’ dalam cincin B flavonoid yang dapat

menyumbangkan hidrogen ke radikal bebas membentuk radikal flavonoid yang

stabil. Selain itu, adanya ikatan rangkap C2-C3 yang terhubung dengan gugus

karbonil pada posisi C4 dilaporkan berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan

(Heim dkk., 2002). Aktivitas antioksidan dapat berperan sebagai antidiabetes

melalui pencegahan lipotoksisitas sehingga dapat menghambatan terjadinya stres

oksidatif pada retikulum endoplasma dan mitokondria (Siddiqui, 2018). Jika stres

oksidatif tersebut tidak dihambat, akibatnya pada jaringan adiposa dan non-

adiposa mengalami disfungsi reseptor insuin dan terjadi resistensi insulin yang

menyebabkan terjadinya diabetes melitus yang ditandai dengan hiperglikemia

(Siddiqui, 2018). Dengan adanya kandungan polifenol seperti flavonoid pada

daun Jati belanda, maka Jati belanda diduga memiliki aktivitas penghambatan

terhadap enzim α-amilase (antiamilase) dan antioksidan.

Sebagaimana yang telah disebutkan, infusa daun Jati belanda dilaporkan

mengandung polifenol seperti flavonoid (Sukandar dkk., 2009). Senyawa

flavonoid diduga dapat menghambat aktivitas α-amilase dan aktivitas antioksidan.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Santos dkk. (2018) menunjukkan bahwa

ekstrak air daun jati belanda dengan menggunakan metode ekstraksi berupa

pemanasan pada suhu 80 ºC selama 15 menit dengan pelarut air memiliki aktivitas

antioksidan yang sangat aktif dengan nilai IC50 sebesar 39,9±8,8 μg/mL. Namun
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belum pernah dilakukan penelitian mengenai aktivitas penghambatan enzim α-

amilase (antiamilase) dan antioksidan infusa daun Jati belanda. Oleh sebab itu,

pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas antiamilase dan antioksidan serta

penetapan kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda in vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah infusa daun jati belanda memiliki aktivitas antiamilase dan

antioksidan?

2. Berapa kandungan fenol dan flavonoid total infusa daun jati belanda?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui aktivitas antiamilase dan antioksidan infusa daun jati belanda.

2. Mengetahui kandungan fenol dan flavonoid total infusa daun jati belanda.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi pengembangan alternatif pengobatan antiobesitas dan

antidiabetes dari bahan alam dengan mekanisme penghambatan antiamilase.

2. Memberikan informasi tambahan pengembangan alternatif pengobatan

antidiabetes dari bahan alam melalui mekanisme penghambatan reaksi radikal

bebas (antioksidan).

3. Menjadi dasar pengembangan terapi pengobatan alami pada tanaman lain yang

juga berpotensi memiliki aktivitas antiamilase dan antioksidan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Jati Belanda

2.1.1    Klasifikasi Tanaman Jati Belanda

Berdasarkan USDA (2011), klasifikasi tanaman jati belanda adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Malvales

Famili : Malvaceae

Genus : Guazuma

Spesies : Guazuma ulmifolia Lam.

Sinonim : Guazuma tomentosa Kunth

2.1.2    Morfologi Jati Belanda

Jati belanda merupakan pohon dengan tinggi 10 m sampai 20 m. Berdaun

tunggal berwarna hijau, bentuk daun bulat telur sampai lanset dengan panjang

helai daun 4 cm sampai 22,5 cm dan lebar daun 2 cm sampai 10 cm. Tepi daun

bergerigi, ujung runcing, dan mempunyai pertulangan menyirip. Panjang tangkai

daun 5 mm sampai 25 mm. Pangkal daun Jati belanda berlekuk, dengan

permukaan daun kasar. Jati belanda mempunyai daun penumpu berbentuk lanset

dengan panjang 3 cm sampai 6 cm. Morfologi daun Jati belanda dapat dilihat pada

Gambar 2.1. Perbungaan jati belanda berupa mayang dengan panjang 2 cm

sampai 4 cm, dan biasanya tumbuh di bagian ketiak daun. Panjang gagang bunga

kurang lebih 5 mm; kelopak bunga kurang lebih 3 mm; dan mahkota bunga

berwarna kuning dengan panjang 3 mm sampai 4 mm. Tabung benang sari

berbentuk mangkuk dan bakal buah berambut dengan panjang buah 2 cm sampai

3,5 cm. Buah Jati belanda yang telah masak berwarna hitam (DepKes RI, 1978).

Jati belanda mempunyai akar tunggang berwarna putih kecoklatan (BPOM RI,

2008).
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Gambar 2.1 Morfologi daun Jati belanda (Sumber: BPOM RI, 2008)

2.1.3    Kandungan dan Manfaat Jati Belanda

Tanaman Jati belanda merupakan salah satu tanaman berkhasiat obat yang

masih banyak digunakan masyarakat Indonesia sebagai obat tradisional. Rebusan

daun jati belanda dapat digunakan untuk menurunkan berat badan (pelangsing).

Biji tanaman ini dapat digunakan untuk menghentikan diare dan sebagai

karminatif (Suharmiati dan Maryani, 2003).

Jati belanda memiliki aktivitas farmakologi sebagai antidiabetes (Rachmi,

2016), antikolesterol (Batubara dkk., 2017), antioksidan, antikolinesterase (Morais

dkk., 2016). Kandungan senyawa  kimia yang ada pada ekstrak etanol daun jati

belanda adalah tanin, asam fenolat (asam klorogenat) dan flavonoid (rutin,

kuersetin, dan luteolin). Senyawa yang berkontribusi terhadap aktivitas

antioksidan adalah asam klorogenat, kuersetin dan senyawa fenolik lainnya seperti

rutin dan kuersitrin (Morais dkk., 2016). Persentase kandungan senyawa kimia

dalam ekstrak etanol daun Jati belanda dapat dilihat pada Tabel 2.1. Penelitian

yang dilakukan oleh Rachmadani (2001) menunjukkan bahwa serbuk kering daun

Jati belanda mengandung senyawa steroid dan tanin. Sukandar dkk. (2009)

melaporkan bahwa ekstrak air daun Jati belanda dapat menghambat peningkatan

kadar kolesterol total dan LDL pada tikus jantan dengan dosis 50 mg/kg BB.

Kandungan dalam ekstrak air tersebut adalah alkaloid, flavonoid, tanin dan

steroid/ triterpenoid.
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Tabel 2.1 Kandungan senyawa flavonoid dan asam fenolat daun Jati belanda

Senyawa Kandungan (%)

Katekin 0,98
Asam klorogenat 2,53
Rutin 1,00
Kuersitrin 0,81
Kuersetin 2,15
Luteolin 0,46

Sumber: Morais dkk., 2016

2.2 Tinjauan  Fenol dan Flavonoid

2.2.1    Fenol

Senyawa fenolik merupakan senyawa yang memiliki cincin aromatik

dengan satu atau lebih gugus hidroksil terikat pada atom karbonnya. Senyawa

fenolik yang memiliki banyak gugus fenol disebut sebagai senyawa polifenol.

Gugus hidroksil pada senyawa tersebut mampu mendonorkan atom hidrogen

sehingga berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan dan penangkapan radikal

bebas (Tursiman dkk., 2012). Mekanisme antiradikal polifenol dapat dijelaskan

pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Mekanisme penangkapan radikal bebas oleh polifenol (Sumber: Kumar dan
Pandey, 2013)

Senyawa polifenol dilaporkan berperan dalam mengatur metabolisme karbohidrat

dan lipid; menurunkan hiperglikemia, dislipidemia, dan resistensi insulin;

memperbaiki metabolisme jaringan adiposa; dan menurunkan stres oksidatif pada

proses inflamasi. Selain itu, senyawa polifenol juga dapat mengurangi

perkembangan komplikasi diabetes jangka panjang termasuk penyakit

kardiovaskular, neuropati, nefropati, dan retinopati (Saad dkk., 2017).

Kadar fenol total dapat ditentukan dengan menggunakan metode Folin-

Ciocalteu. Prinsip dasar metode ini adalah reaksi oksidasi reduksi kolorimetrik.
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Senyawa fenolik akan bereaksi dengan oksidator fosfomolibdat dalam kondisi

alkalis menghasilkan senyawa fenolat dan kompleks molibdenum-tungsten

berwarna biru (Adawiah dkk., 2015). Semakin banyak kandungan senyawa

fenolik dalam sampel uji maka intensitas warna biru yang terbentuk akan semakin

tinggi (Tursiman dkk., 2012). Reaksi reagen folin-cioucalteu dengan senyawa

fenol membentuk kompleks molibdenum-tungsten dapat dilihat pada Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Reaksi reagen folin-cioucalteu dengan senyawa fenol (Sumber: Singleton dan

Rossi, 1965)

2.2.2    Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa fenol yang tersususn

oleh 15 atom karbon dengan konfigurasi C6-C3-C6 (Kumar dan Pandey, 2013).

Flavonoid dapat melindungi tubuh dari penyakit kardiovaskuler dan berbagai

penyakit kronis lainnya, memperbaiki fungsi endotel pembuluh darah,

mengurangi kepekaan LDL terhadap pengaruh radikal bebas, dapat bersifat

hipolipidemik, antiinflamasi dan antioksidan yang baik (Na’im, 2016). Saad dkk.

2015 melaporkan bahwa kandungan flavonoid pada teh hijau memiliki aktivitas

antiobesitas dengan mekanisme menurunkan penyerapan lipid dan protein di usus

sehingga mengurangi asupan kalori, dan mengaktifkan AMPK (Adenosine

Monophosphate Activated Protein Kinse) dalam otot rangka, jaringan adiposa dan

hati. Senyawa isoflavon pada kacang kedelai seperti genistein dan daidzein yang

terdapat pada famili fabaceae bermanfaat dalam mencegah oksidasi dari partikel

lipid dan mampu menurunkan resiko terjadinya aterosklerosis (Adawiah dkk.,

2015).

Penetapan kadar flavonoid dalam suatu tanaman dapat dilakukan dengan

menggunakan reagen aluminium klorida (AlCl3). Senyawa flavonoid akan

bereaksi dengan reagen aluminium klorida membentuk kompleks senyawa quino
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yang berwarna kuning (Zhu dkk., 2009). Mekanisme uji kandungan flavonoid

total dapat dilihat pada Gambar 2.4.

Gambar 2.4 Mekanisme reaksi uji kandungan flavonoid total (Sumber: Zhu dkk., 2009)

2.3 Tinjauan Enzim α-Amilase

2.3.1    Enzim α-amilase

α-amilase (α-1,4-glukan-4-glukanohidrolase) merupakan salah satu produk

sekretori utama kelenjar ludah dan pankreas (5–6%) yang berperan dalam proses

hidrolisis pati dan glikogen. α-amilase merupakan famili endoamilase yang

mengkatalisis hidrolisis pati menjadi oligosakarida pendek melalui pemecahan

ikatan glikosidik α-D-(1-4). Produk akhir dari reaksi α-amilase adalah

oligosakarida dengan panjang bervariasi, dengan α-konfigurasi dan α-limit deksrin

terdiri dari campuran maltose, maltotriosa, dan cabang oligosakarida (6-8 unit

glukosa) (Sales dkk., 2012). Penghambatan terhadap enzim α-amilase dapat

menunda dan memperlama waktu cerna karbohidrat, menyebabkan penurunan laju

absorbsi glukosa dan mencegah peningkatan kadar plasma glukosa postprandial
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(Saad dkk., 2017). Berdasarkan hasil studi klinis pada manusia menunjukkan

bahwa penghambatan α-amilase pada gandum dan kacang putih secara signifikan

menurunkan puncak glukosa postprandial pada subjek sehat dan diabetes tipe 2

(Piparo dkk., 2008).

2.3.2    Pengujian Aktivitas Antiamilase
Pengujian aktivitas penghambatan enzim α-amilase pada penelitian ini

dilakukan dapat dilakukan dengan melakukan pengukuran gula pereduksi yang

terbentuk akibat hidrolisis pati oleh enzim α-amilase dengan mengunakan reagen

DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat). Pati akan dihidrolisis oleh  enzim α-amilase

dengan melakukan pemutusan ikatan α-D-(1-4) glikosidik menjadi gula pereduksi

oligosakarida yang lebih pendek. DNS akan bereaksi dengan gula pereduksi

membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat berwarna orange gelap dengan panjang

gelombang 540 nm (Khairunnisa, 2017). Mekanisme reaksi DNS dengan gula

pereduksi dapat dilihat pada Gambar 2.5. Semakin banyak asam 3-amino-5-

nitrosalisilat yang terbentuk maka aktivitas gula pereduksinya semakin tinggi

(Nihayah, 2018).

Gambar 2.5 Reaksi DNS dengan gula pereduksi (Sumber: Nihayah, 2018)

2.3.3    Hubungan Polifenol dan Flavonoid dengan Aktivitas α-amilase

Beberapa senyawa flavonoid mempunyai aktivitas penghambatan  α-

amilase yang poten, seperti luteolin, mirisetin, dan kuersetin. Potensi

penghambatan tersebut berhubungan dengan jumlah gugus hidroksil yang ada

pada cincin B dari struktur flavonoid (Piparo dkk., 2008). Pada penelitian yang

dilakukan oleh Piparo dkk. (2008) dilaporkan bahwa senyawa yang mempunyai

aktivitas penghambatan α-amilase adalah flavonol (kuersetin, kuersetagetin,

mirisetin, fisetin) dan flavon (luteolin, eupafolin, dan skutellarein). Sedangkan

flavanol, flavanon dan isoflavon mempunyai aktivitas penghambatan yang rendah.

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


11

Maksimum penghambatan  α-amilase dari senyawa diatas dapat dilihat pada Tabel

2.2.

Tabel 2.2 Nilai IC50 dan persentase penghambatan α-amilase dari flavonoid

Famili IC50 (µM) Penghambatan
maksimum (%)

Akarbose 0.996 ± 0.011 99.2 ± 0.5
Kuersetagetin flavonol 10.2 ± 2.2 97.6 ± 2.4
Fisetin flavonol 19.6 ± 6.4 85.6 ±7.3
Kuersetin flavonol 21.4 ± 4.3 82.1 ± 4.6
Myrisetin flavonol 30.2 ± 2.9 79.0 ± 7.5
Kaempferol flavonol Tidak terdeteksi 34.5
Isorhamnetin flavonol Tidak terdeteksi 35.4
Rhamnetin flavonol Tidak terdeteksi 8.1
Skutellarein flavon 9.64 ± 0.30 98.4 ± 1.6
Luteolin flavon 18.4 ± 3.9 88.8 ± 7.2
Eupafolin flavon 48.0 ± 14.8 99.4 ± 0.6
Genkwanin flavon Tidak terdeteksi 17.5
Diosmetin flavon Tidak terdeteksi 19.2
Akasetin flavon Tidak terdeteksi 14.1
Katekin flavanol Tidak terdeteksi 13.1
Epikatekin flavanol Tidak terdeteksi 10.3
Hesperetin flavanon Tidak terdeteksi 39.8
Naringenin flavanon Tidak terdeteksi 26.8
Genistein isoflavon Tidak terdeteksi 25.1
Daidzein isoflavon Tidak terdeteksi 23.3

Sumber: Piparo dkk., 2008

Aktivitas penghambatan flavonoid terhadap enzim α-amilase bergantung

pada pembentukan  ikatan hidrogen antara gugus OH pada R7 dan/ atau R4’ pada

ligan flavonoid dengan rantai samping Asp197 dan Glu233, dan kemungkinan

terbentuknya sistem π terkonjugasi antara cincin AC atau B dengan Trp59 (Piparo

dkk., 2008). Piparo dkk. (2008) menyebutkan bahwa efek penghambatan enzim α-

amilase flavon dan flavonol bergantung pada ikatan hidrogen antara gugus

hidroksi pada flavonoid dan residu katalitik, dan pembentukan sistem π

terkonjugasi pada flavonoid yang mampu menstabilkan interaksi dengan sisi aktif.

Sistem π terkonjugasi dibentuk melalui cincin A dan C dengan gugus karbonil

pada posisi C4 dan ikatan rangkap C2, C3, dan gugus hidroksil spesifik yang

muncul pada cincin A posisi C5 dan C7 dan C3’ dan C4’ pada cincin B.
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2.4 Tinjauan Oksidan  dan Antioksidan

2.4.1 Oksidan

Oksidan merupakan bahan kimia elektrofil yang sangat reaktif  dan dapat

memindahkan elektron dari molekul lain serta menghasilkan oksidasi dari

molekul tersebut. Menurut ilmu kimia, oksidan adalah senyawa penerima elektron

(electron aceptor) yang dapat menarik elektron (Mukono, 2011). Contoh dari

oksidan adalah superoksida, hidrogen peroksida, radikal peroksil, dan radikal

hidroksil (Haryoto dan Priyanto, 2018). Radikal bebas adalah atom atau molekul

yang memiliki atom tidak berpasangan. Radikal  bebas merupakan suatu oksidan,

tetapi tidak semua oksidan adalah radikal bebas. Dalam keadaan normal, sistem

pertahanan tubuh yang baik dapat meredam oksidan dengan memproduksi

antioksidan yang memadai. Jika keseimbangan antara oksidan dan antioksidan

terganggu, maka akan terjadi stres oksidatif (Mukono., 2011). Radikal bebas

mempunyai sifat reaktivitas yang tinggi berupa kecenderungan untuk menarik

elektron dan kemampuan mengubah suatu molekul menjadi radikal bebas baru

sehingga terjadi reaksi rantai, dan reaksi akan berhenti jika radikal bebas diredam

dengan antioksidan (Yuslianti, 2018).

2.4.2    Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa pemberi elektron atau reduktan dengan berat

molekul kecil, yang dapat menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat radikal

bebas dan molekul yang reaktif (Winarsi, 2007). Antioksidan dapat dihasilkan

dari dalam tubuh (endogen) dan luar tubuh (eksogen). Antioksidan endogen

merupakan sitem pertahanan utama terhadap kondisi stres oksidatif yang bekerja

dengan cara mencegah terbentuknya senyawa radikal bebas baru. Contoh dari

antioksidan endogen yaitu superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation

peroksidase. Sedangkan antioksidan eksogen dapat berupa vitamin C, E, A dan β-

karoten, asam urat, bilirubin, albumin, dan flavonoid yang berasal dari sayuran,

buah-buahan, biji-bijian, dan kacang-kacangan (Haryoto dan Priyanto, 2018;

Winarsi., 2007). Secara umum antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi pertama

antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen dan fungsi kedua yaitu
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memperlambat laju autooksidasi dengan mengubah radikal lipid ke bentuk lebih

stabil (Na’im, 2016).

2.4.3   Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) merupakan metode uji

aktivitas antioksidan yang mudah dilakukan, cepat dan sederhana serta dapat

digunakan untuk sampel padat atau cair (Dontha, 2016). DPPH merupakan radikal

bebas stabil akibat adanya delokalisasi elektron pada molekul secara keseluruhan,

sehingga tidak terbentuk molekul dimer (Molyneux, 2004). Delokalisasi elektron

tersebut menyebabkan DPPH berwarna ungu dengan absorbansi maksimum pada

panjang gelombang 520 nm (Molyneux, 2004). Blois (1958) juga menyebutkan

bahwa DPPH memiliki absorbansi maksimum pada panjang gelombang 517 nm.

DPPH harus disimpan dalam wadah terbuat dari gelas yang dilapisi dengan

aluminium foil. Pada kondisi dan keadaan yang telah ditentukan, aktivitas radikal

bebas larutan DPPH dapat menurun sekitar 2-4% per minggu (Blois, 1958).

Ketika larutan DPPH dicampur dengan suatu zat yang dapat menyumbangkan

atom hidrogen, akan terjadi reaksi reduksi ditandai dengan perubahan warna ungu

larutan DPPH menjadi DPPH-H berwarna kuning (Molyneux, 2004). Reaksi

radikal DPPH dengan antioksidan dapat dilihat pada Gambar 2.6.

Gambar 2.6 Mekanisme reaksi radikal DPPH dengan antioksidan (Sumber: Molyneux,
2004)

Pada penelitian ini digunakan perbandingan larutan sampel dengan DPPH

sebesar 1:1. Hal tersebut merujuk pada penelitian yang dilakukan oleh Tristantini

dkk. (2016). Selain menggunakan perbandingan tersebut, pada beberapa

2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl

Antioksidan

2,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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penelitian juga digunakan perbandingan larutan sampel dengan DPPH yang

berbeda seperti menggunakan perbandingan 1:2 (Shah dkk., 2015), 1:10 (Alam

dkk., 2012), 1:4 (Malangngi dkk., 2012), dan 1:7 (Handayani dkk., 2014).

2.4.4 Hubungan Polifenol dan Flavonoid dengan Aktivitas Antioksidan

Pada penelitian yang dilakukan Lin dkk. (2014) dengan menggunakan

metode DPPH menunjukkan bahwa flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang

kuat. Aktivitas antioksidan meningkat ketika posisi C3’, C4’ dalam cincin B

flavonoid digantikan oleh gugus hidroksil. Gugus hidroksil pada cincin B mampu

menyumbangkan hidrogen dan sebuah elektron ke radikal hidroksil, peroksil, dan

peroksinitrit, membentuk radikal flavonoid yang relatif stabil. Struktur

heterosiklik flavonoid yang memiliki gugus hidroksil pada posisi C3 berkontribusi

terhadap aktivitas antioksidan. Selain itu, planaritas suatu senyawa juga

berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan karena memungkinkan terjadinya

konjugasi, dislokasi kation, dan meningkatkan stabilitas fenoksil radikal flavonoid

(Heim dkk., 2002). Heim dkk. (2002) juga menyebutkan bahwa senyawa

flavonoid dengan ikatan rangkap pada C2-C3 yang terhubung dengan C4-gugus

karbonil menunjukkan nilai IC50 yang rendah. Hal tersebut mengindikasikan

bahwa senyawa flavonoid tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang kuat.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Catherine dkk. (1995) dilaporkan

bahwa struktur o-dihidroksi pada cincin B, memberikan stabilitas lebih tinggi

pada radikal dan berpartisipasi dalam delokalisasi elektron.

2.5 Tinjauan Obesitas dan Diabetes Melitus

2.5.1    Pengertian Obesitas dan Diabetes Melitus

Obesitas didefinisikan sebagai kondisi akumulasi lemak berlebihan dalam

jaringan adiposa yang bisa menyebabkan terjadinya gangguan kesehatan.

Overweight dan obesitas adalah faktor risiko utama pengembangan resistensi

insulin dan diabetes melitus tipe 2. Pada individu yang obesitas, jumlah asam

lemak, gliserol, hormon, sitokin, molekul pro-inflamasi, dan zat lain yang terlibat

dalam pengembangan resistensi insulin akan mengalami peningkatan (Saad dkk.,
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2017). Resistensi insulin bersamaan dengan disfungsi sel β mengarah  pada

pengembangan diabetes melitus (Masi dan Oroh, 2018).

Diabetes merupakan penyakit gangguan metabolik akibat pankreas tidak

mampu memproduksi insulin dengan cukup atau tubuh tidak dapat menggunakan

insulin yang diproduksi secara efektif (KemenKes RI, 2019). Terdapat 3 jenis

diabetes melitus yang diketahui yaitu diabetes melitus tipe 1, tipe 2 dan diabetes

gestasional (Saad dkk., 2017). Diabetes melitus tipe 1 ditandai dengan kurangnya

produksi insulin. Diabetes melitus tipe 2 disebabkan oleh penggunaan insulin

yang kurang efektif pada tubuh (KemenKes RI, 2014).  Pada diabetes melitus tipe

2 sering dianggap sebagai penyakit yang berhubungan dengan obesitas. Semakin

tinggi nilai BMI maka risiko diabetes tipe 2 meningkat (Saad dkk., 2017).

Diabetes gestasional merupakan gangguan metabolisme berupa peningkatan kadar

glukosa (hiperglikemia) yang terjadi pada masa kehamilan (KemenKes RI, 2014).

Kondisi ini terjadi sekitar 2-10% dari semua masa kehamilan dan dapat

menghilang setelah melahirkan. Setelah melahirkan, sekitar 5-10% dari wanita

dengan diabetes gestasional ditemukan memiliki diabetes melitus tipe 2 (Saad

dkk., 2017).

2.5.2    Patofisiologi terjadinya Obesitas dan Diabetes Melitus

Penyimpanan lemak berlebih dapat menyebabkan terjadinya obesitas dan

meningkatkan  pelepasan kadar asam lemak bebas  (FFA) dari lipolisis. Pelepasan

FFA kemudian menginduksi lipotoksisitas, seperti lipid dan metabolit lainnya

menyebabkan terjadinya stres oksidatif pada retikulum endoplasma dan

mitokondria. Hal tersebut mengakibatkan jaringan adiposa dan non-adiposa

mengalami disfungsi reseptor insulin dan terjadi resistensi insulin yang

menyebabkan hiperglikemia dengan kompensasi glukoneogenesis di hati.

Resistensi insulin adalah faktor yang menyebabkan terjadinya diabetes tipe 2.

FFA mengurangi stimulasi insulin pada otot, dan menyebabkan terjadinya

hiperglikemia. Lipotoksisitas dari FFA yang berlebih juga menurunkan sekresi

insulin pada sel β pankreas. Kelebihan adiposit melepaskan inflamatory

adipokines (TNF-α, IL-6, komplemen C3, leptin dan MIF (Macrofage Migration

Inhibitory Factor)) dan asam lemak bebas (FFA). Adipokin viseral juga
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berkontribusi terhadap kerusakan inflamatory adipokines yang menyebabkab

terjadinya disfungsi sel β pankreas, sehingga menurunkan sintesis dan sekresi

insulin (Siddiqui, 2018). Hubungan antara obesitas dan diabetes melitus dapat

diamati pada Gambar 2.7.

Gambar 2.7 Hubungan antara obesitas dan diabetes melitus (Sumber: Siddiqui,
2018)

2.5.3    α-amilase dan Obesitas

Karbohidrat merupakan sumber energi utama di dalam tubuh. α-amilase

dan α-glukosidase merupakan enzim yang bertanggung jawab terhadap proses

digesti karbohidrat. Dengan adanya enzim α-amilase, karbohidrat akan dicerna

menjadi oligosakarida, kemudian oligosakarida tersebut dicerna lebih lanjut

menjadi monosakarida (glukosa) dengan bantuan enzim α-glukosidase

(Hanhineva dkk., 2010). Melalui proses glikolisis, glukosa akan dirubah menjadi

ATP dan digunakan sebagai sumber energi di dalam tubuh (Wahjuni, 2013).

Peningkatan konsentrasi glukosa dalam darah menyebabkan terjadinya

sekresi insulin dari sel β langerhans di pankreas, insulin memediasi uptake

glukosa dalam jaringan perifer termasuk otot, jaringan adiposa dan ginjal, serta

menghambat lipolisis dalam jaringan adiposa. Gangguan metabolisme glukosa

sering dikaitkan dengan peningkatan massa lemak, terutama di area perut

(Hanhineva dkk., 2010).

2.5.4    Obesitas dan Stres Oksidatif

Obesitas ditandai dengan produksi adipokin yang irregular sehingga

menginduksi terjadinya stres oksidatif. Sensitivitas CRP (C-Reactive Protein) dan

resistensi insulin

hipersekresi insulin

disfungsi sel beta

diabetes melits tipe 2

Obesitas (asam lemak bebas)
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biomarker lain dari kerusakan oksidatif lebih tinggi pada individu yang

mengalami obesitas. Hal ini berkorelasi langsung dengan BMI (Body Mass Index)

dan persentase lemak pada tubuh, oksidasi LDL, dan level TG. Biomarker stres

oksidatif, seperti MDA (malondialdehid) dan F-2 isoprostanes (F2-IsoPs),

merupakan produk peroksidasi asam lemak tak jenuh. BMI secara signifikan

berhubungan dengan konsentrasi F2-IsoPs. Biomarker stres oksidatif lainnya

seperti 8-iso Prostaglandin F2α (8-iso PGFα) berhubungan dengan terjadinya

obesitas dan resistensi insulin (Sanchez dkk., 2011).

2.5.5    Mekanisme Pembentukan Radikal Bebas pada Obesitas

a. Jaringan Adiposa

Peningkatan stres oksidatif pada obesitas terjadi karena adanya jaringan

adiposa yang berlebihan. Adiposit dan preadiposit merupakan sumber

proinflamasi sitokin, seperti TNF-α, IL-1, dan IL-6. Sitokin adalah stimulator

potensial untuk memproduksi oksigen dan nitrogen reaktif oleh makrofag dan

monosit. Oleh karena itu, peningkatan konsentrasi sitokin bertanggung jawab

terhadap peningkatan stres oksidatif. TNF-α dapat menghambat aktivitas CRP dan

menyebabkan peningkatkan interaksi elektron dengan oksigen untuk

menghasilkan anion superoksida. Jaringan adiposa memiliki kapasitas sekretori

angiotensin II, yang mampu merangsang aktivitas NADPH (Nicotinamide

Adenine Dinucleotide Phosphate) oksidase. NADPH oksidase merupakan rute

utama produksi ROS dalam adiposit (Sanchez dkk., 2011).

b. Oksisadi Asam Lemak

Oksidasi mitokondrial dan peroxisomal dari asam lemak mampu

menghasilkan radikal bebas di hati.  Stres oksidatif dapat menyebabkan perubahan

DNA mitokondria pada fosforilasi oksidatif, menyebabkan kelainan struktural dan

penipisan adenosine triphosphate (ATP). Abnormalitas  mitokondria juga

memungkinkan produksi berlebih dari ROS (Sanchez dkk., 2011).

c. Akumulasi Kerusakan Selular

Akumulasi lemak yang berlebih dapat menyebabkan terjadinya kerusakan

sel karena efek tekanan dari sel-sel lemak. Kerusakan sel menyebabkan produksi

sitokin meningkat seperti TNF-α. TNF-α mampu menghasilkan ROS dalam
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jaringan sehingga dapat meningkatkan level peroksidasi lipid (Sanchez dkk.,

2011).

2.5.6    Obesitas dan Kapasitas Antioksidan

Ketika obesitas terjadi dalam jangka waktu yang lama, aktivitas sumber

antioksidan dalam tubuh seperti enzim superoksida dismutase (SOD), glutathione

peroxidase (GPx), dan katalase (CAT) akan berkurang. Aktivitas superoksida

dismutase dan glutathione peroxidase pada individu dengan obesitas secara

signifikan lebih rendah dibandingkan dengan orang sehat. Pada penelitian yang

dilakukan oleh Capel dkk., (1984) menunjukkan bahwa konsentrasi vitamin A

lebih rendah pada tikus dengan obesitas jika dibandingkan dengan tikus yang

tidak obesitas. Selain vitamin A, kadar antioksidan serum, seperti vitamin E,

vitamin C, dan β-karoten, serta glutathione, mengalami penurunan pada obesitas

(Sanchez dkk., 2011).

2.5.7  Hubungan Polifenol dengan Metabolisme Karbohidrat dan Homeostasis

Glukosa

Hubungan polifenol dengan metabolisme karbohidrat dan homeostasis

glukosa di dalam tubuh dapat dilihat pada gambar 2.8.

Gambar 2.8 Hubungan polifenol dengan metabolisme karbohidrat dan homeostasis
glukosa (Hanhineva dkk., 2010)

Menghambat pencernaan dan absorbsi

Melindungi sel-β dari glukotoksisitas

Menekan pelepasan glukosa
dari penyimpanan di hati

Mengubah uptake glukosa
di jaringan perifer
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Beberapa macam polifenol dapat menghambat pemecahan karbohidrat

menjadi glukosa melalui aktivitas α-amilase dan α-glukosidase. Polifenol tersebut

adalah flavonoid (antosianin, katekin, flavanon, flavonol, flavon, dan isoflavon),

asam fenolat dan tanin (proantosianidin dan ellagitanin) (Hanhineva dkk., 2010).

Hasil pemecahan karbohidrat menjadi glukosa dengan bantuan enzim α-

amilase dan α-glukosidase akan diabsorbsi di usus. Proses absorbsi glukosa di

usus dapat terjadi karena adanya transportasi aktif dari natrium, transporter

SGLT1 dan GLUT2. Pada sisi luminal membran usus, ion Na+ berikatan dengan

SGLT1 menghasilkan perubahan konformasi yang dapat mengikat glukosa.

Glukosa akan dilepaskan dari enterosit melalui GLUT2 agar memasuki sirkulasi

darah. Senyawa yang dapat menghambat pembentukan ikatan antara glukosa

dengan Na+ dan transporter SGLT1 adalah asam klorogenat, ferulat, kuersetin,

monoglukosida, katekin, dan naringenin. Sedangkan senyawa yang dapat

menghambat pelepasan glukosa melalui GLUT2 adalah kuersetin, mirisetin,

apigenin dan katekin (Hanhineva dkk., 2010).

Konsentrasi glukosa darah yang tinggi dalam sirkulasi darah merespon sel-

β pankreas untuk meningkatan sekresi insulin, proliferasi sel-β dan pembentukan

sel baru dari sel progenitor. Pelepasan  insulin dari sel-β terjadi ketika glukosa di

lepaskan dalam sirkulasi darah melalui transporter GLTU2. Insulin dapat

merangsang pengambilan glukosa pada otot rangka dan jaringan adiposa, serta

menurunkan pelepasan glukosa hepatik dengan  meningkatkan penyimpanan

glukosa sebagai glikogen di hati. Polifenol yang berperan dalam fungsi pankreas

dan sekresi insulin adalah isoflavonoid, genistein, dan daidzein (Hanhineva dkk.,

2010).

2.6 Tinjaun Infusa

Infusa (infus) adalah sediaan cair yang dibuat dengan mengekstraksi

simplisia nabati dengan pelarut air pada suhu 90ºC selama 15 menit. Pembuatan

infusa biasanya digunakan untuk membuat sediaan herbal dari bahan lunak seperti

bunga dan daun. Kecuali dinyatakan lain dan tidak mengandung bahan berkhasiat
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keras, maka infusa dapat dibuat dengan menggunakan 10% simplisia (BPOM RI,

2012).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah true experimental laboratories.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antiamilase, aktivitas

antioksidan dengan metode DPPH dan kadar fenol dan flavonoid total pada

infusa daun Jati belanda.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2019 hingga selesai.

Laboratorium yang digunakan adalah Laboratorium Fitokimia dan Laboratorium

Kimia Analisis Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember.

3.3 Variabel Penelitian

Adapun variabel dalam penelitian ini terdiri dari variabel bebas, terikat

dan terkendali sebagai berikut:

3.3.1    Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah beberapa serial konsentrasi

infusa daun Jati belanda.

3.3.2    Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antiamilase, aktivitas

antioksidan, dan kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda.

3.3.3    Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah cara ekstraksi, waktu

ekstraksi, preparasi sampel pengujian aktivitas antiamilase, aktivitas antioksidan,

dan penetapan kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda.
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian

3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer

UV-Vis (Hitachi U-1800), sentrifus, mikropipet (Socorex), ultrasonik

(Elmasonic), 96 well-plates (Nest Biotech), mikroplate  reader (Dialab) , corong

buchner, freeze dryer, timbangan analitik, hot plate, pH meter (Eutech

instrument), kuvet, stopwatch, kertas saring dan alat-alat gelas.

3.4.2    Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi simplisia daun Jati

belanda (Guazuma ulmifolia), metanol pa, akuades, natrium hidrogen fosfat

(Na2HPO4), natrium dihidrogen fosfat (Na2H2PO4), natrium hidroksida (NaOH),

asam galat (Sigma-Aldrich), DNS/3,5-dinitrosalisilat (Sigma-Aldrich), DPPH/1,1-

difenil-2-pikrilhidrazil (Sigma-Aldrich), reagen Folin-Ciocalteu, kalium natrium

tartrat, natrium karbonat, natrium nitrit (Merk), aluminium (III) klorida (Merk),

kuersetin, etanol (Merk), porcine pancreatic alpha amylase (Sigma-Aldrich), pati

(Merck KgaA) dan akarbosa (Sigma-Aldrich).

3.5 Rancangan Penelitian

3.5.1    Definisi Operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Daun Jati belanda yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari kawasan

Taman Nasional Meru Betiri, Jember. Sampel tanaman tersebut dikumpulkan

dan dilakukan determinasi oleh Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI)

Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi, Jawa Timur.

b. Daun jati belanda dikumpulkan pada bulan November 2017. Bagian daun Jati

belanda yang diambil adalah daun tua, dimulai dari posisi ke-5 atau 6 dari

ujung ranting pohon dewasa.

c. Enzim yang digunakan dalam penelitian ini adalah enzim α-amilase.

d. Infusa yang digunakan dalam penelitian ini berupa hasil infusa daun Jati

belanda dalam bentuk yang telah dikeringkan.
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e. Aktivitas antiamilase dan antioksidan dinyatakan dalam bentuk IC50. Nilai IC50

menunjukkan aktivitas penghambatan suatu senyawa sebesar 50% terhadap

fungsi biologis atau biokimia tertentu.

3.5.2    Rancangan Percobaan

Penelitian dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu:

a. Pengeringan sampel daun Jati belanda menjadi simplisia dan dihaluskan

menjadi serbuk simplisia.

b. Pembuatan infusa daun Jati belanda.

c. Pengujian aktivitas antiamilase dan antioksidan infusa daun Jati belanda.

d. Penetapan kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda.

3.5.3    Alur Penelitian

Skema alur prosedur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1    Determinasi Tanaman Jati Belanda

Sampel daun tanaman Jati belanda yang telah didapatkan dilakukan

determinasi di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Balai Konservasi

Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi, Jawa Timur. Tujuan dilakukannya

determinasi adalah untuk mengetahui identitas tanaman jati belanda berdasarkan

taksonominya.

3.6.2    Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Jati Belanda

Sampel daun Jati belanda yang diperoleh dari kawasan Taman Nasional

Meru Betiri, Desa Curahnongko, Jember, Jawa Timur dikeringkan dalam ruangan

tanpa terkena sinar matahari secara langsung pada suhu ruang hingga diperoleh

bentuk simplisia kering. Simplisia kering dipotong kecil-kecil dan kemudian

dihaluskan dengan blender. Simplisia kemudian diayak untuk mendapatkan

ukuran serbuk yang seragam.
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Gambar 3.1 Diagram alur penelitian

Sampel daun jati belanda

Serbuk simplisia daun jati belanda

- Sortasi basah
- Pencucian dan pengeringan
- Sortasi kering
- Pengecilan ukuran  partikel

- Ekstraksi simplisia dengan
pelarut air pada suhu 90ºC selama
15 menit.

- Dikeringkan dengan freeze-dryer

Ekstrak kering

Uji Aktivitas
Antiamilase

Uji Aktivitas
Antioksidan

Penetapan
kadar fenol

total

Penetapan
kadar

flavonoid total

Data

Kesimpulan

Analisis

Determinasi
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3.6.3    Pembuatan Infusa Daun Jati Belanda

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode infusa. Serbuk daun Jati

belanda sebanyak 10 gram dimasukkan ke dalam panci infus. Ditambahkan

pelarut air hingga 100 ml dan dipanaskan pada suhu 90ºC selama 15 menit.

Setelah itu difiltrasi dengan menggunakan kain flanel hingga dihasilkan filtrat.

Filtrat kemudian di keringkan dengan freeze-dryer hingga didapatkan ekstrak

kering. Ekstrak yang diperoleh dihitung persen rendemennya menggunakan rumus

sebagai berikut:

Rendemen ekstrak (%) = 100%
Ekstrak kering kemudian dimasukkan ke dalam vial dan disimpan dalam lemari

pendingin.

3.6.4    Pengujian Aktivitas Antiamilase

Pengujian aktivitas antiamilase mengacu pada penelitian yang dilakukan

oleh Khairunnisa (2017) yang telah dimodifikasi:

a. Pembuatan larutan dan reagen

Larutan dan reagen yang diperlukan dalam pengujian aktivitas antiamilase

meliputi:

1) Larutan NaOH

Larutan dibuat dengan melarutkan 2 g NaOH dalam labu ukur 25 mL

menggunakan  akuabides hingga tepat tanda.

2) Larutan reagen DNS

Reagen DNS dibuat dengan membuat larutan 1 yang berisi 30 g kalium

natrium tartrat yang dilarutkan dalam 20 mL NaOH 2M. Kemudian dibuat

larutan 2 yang berisi 1,095 g DNS (3,5-dinitrosalisilat) dilarutkan dalam 50 mL

akuabides. Kedua larutan tersebut kemudian diultrasonik untuk membantu

menghomogenkan, kemudian dicampur dan ditambahkan akuabides hingga

volume campuran mencapai 100 mL. Campuran larutan tersebut kemudian

disaring menggunakan kertas saring.
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3) Larutan dapar fosfat pH 6,9

Dapar fosfat dibuat dengan mencampurkan 1,1998 g NaH2PO4 dalam 100

mL akuabides dan 1,4196 g Na2HPO4 dalam 100 mL akuabides. Larutan

tersebut kemudian disesuaikan pHnya menjadi 6,9 dan disaring menggunakan

kertas saring.

4) Pembuatan enzim α-amilase

Preparasi pembuatan enzim α-amilase dilakukan dengan menimbang

enzim sebanyak 20 mg kemudian dilarutkan dengan dapar fosfat pH 6,9 dalam

labu ukur 10 mL hingga tepat tanda. Larutan enzim tersebut kemudian

disimpan dalam lemari pendingin agar tetap stabil.

5) Substrat pati 0,5%

Substrat dibuat dengan melarutkan 0,05 g pati dengan dapar fosfat pH 6,9

dalam labu ukur 10 mL hingga tepat tanda dan dipanaskan diatas hot plate

untuk mempercepat kelarutan pati.

6) Pembuatan larutan kontrol positif akarbosa

Larutan dibuat dengan melarutkan 5 mg akarbosa dengan dapar fosfat pH

6,9 dalam labu ukur 10 mL hingga tepat tanda dan didapatkan konsentrasi

akarbosa sebesar 500 g/mL. Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga

didapatkan seri konsentrasi akarbosa sebesar 12,5; 25; 50; 100; dan 150

g/mL.

7) Pembuatan larutan uji infusa daun Jati belanda

Larutan uji dibuat dengan melarutkan 100 mg sampel infusa dalam 1 mL

DMSO kemudian divorteks dan disentrifugasi untuk mempercepat kelarutan

sehingga didapatkan konsentrasi infusa sebesar 100.000 g/ml. Selanjutnya

dilakukan pengenceran hingga didapatkan seri konsentrasi infusa sebesar

1.000; 2.000; 4.000; 6.000; 8.000; dan 10.000 g/mL dalam dapar fosfat pH

6,9.

b. Pengujian aktivitas antiamilase infusa daun jati belanda

Pengujian aktivitas antiamilase dilakukan terhadap larutan sampel (infusa

daun Jati belanda), kontrol positif (akarbosa), dan kontrol negatif (tanpa

inhibitor). Masing-masing 100 L larutan tersebut ditambahkan 30 L larutan
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enzim dan diinkubasi pada suhu 25ºC selama 15 menit Sebanyak 250 µL substrat

kemudian ditambahkan dan diinkubasi kembali pada suhu dan waktu yang sama.

Selanjutnya reaksi enzimatis dihentikan dengan pemanasan selama 1 menit.

Larutan tersebut kemudian diambil cuplikan sebanyak 160 L, ditambahkan 80

L reagen DNS dan selanjutnya dipanaskan di atas hot plate selama 5 menit.

Ditunggu hingga dingin dan kemudian ditambahkan 720 L akuabides. Preparasi

larutan uji tersebut dapat dilihat pada Tabel 3.1. Setelah dilakukan preparasi uji,

sebanyak 100 L dari masing-masing larutan tersebut ditambah dengan 100 L

akuabides dan dimasukkan ke dalam 96 well-plates kemudian diukur

absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm dengan menggunakan microplate

reader.

Tabel 3.1 Preparasi larutan uji

Larutan Kontrol
Positif

Blanko
kontrol
Positif

Sampel
uji

Blanko
sampel

uji

Kontrol
Negatif

Blanko
kontrol
Negatif

Akarbose
(l)

100 100 - - - -

Ekstrak (l) - - 100 100 - -
Enzim (l) 30 - 30 - 30 -
Dapar (l) - 30 - 30 100 130

Substrat (l) 250 250 250 250 250 250
Aliquot (l) 160 160 160 160 160 160

DNS (l) 80 80 80 80 80 80
Akuabides

(l)
720 720 720 720 720 720

c. Perhitungan

Data absorbansi yang telah diperoleh pada masing-masing konsentrasi

kemudian dihitung inhibisinya terhadap enzim α-amilase menggunakan

Persamaan 3.1.

Inhibisi (%) = × 100%..................(Persamaan 3.1)

Nilai inhibisi α-amilase digunakan sebagai sumbu y dan konsentrasi sampel

sebagai sumbu x untuk membuat persamaan regresi. Persamaan regresi y = bx + a
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digunakan untuk menentukan nilai IC50 seperti pada Persamaan 3.2 dengan

memasukkan nilai y = 50 pada persamaan regresi tersebut.

IC50 = .........................................................................................(Persamaan 3.2)

3.6.5    Pengujian Aktivitas Antioksidan Infusa Daun Jati Belanda

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan

spektrofotometer UV-Vis yang didasarkan pada peredaman DPPH oleh infusa

daun jati belanda. Pengujian aktivitas antioksidan ini dilakukan dengan beberapa

tahapan yaitu pembuatan larutan DPPH, penentuan panjang gelombang

maksimum, penentuan waktu inkubasi, pembuatan larutan kontrol positif

(kuersetin), pembuatan larutan infusa, pengujian aktivitas antioksidan, dan

perhitungan.

a. Pembuatan  larutan DPPH

Sebanyak 5 mg DPPH dilarutkan dalam 100 mL metanol pa sehingga

diperoleh konsentrasi larutan DPPH sebesar 50 g/mL. Larutan ini kemudian

disimpan dalam botol gelap.

b. Penentuan panjang gelombang maksimum

Sebanyak 0,5 mL larutan DPPH dengan konsentrasi 50 g/mL

ditambahkan dengan 0,5 mL metanol, kemudian dihomogenkan dan diinkubasi

selama 15 menit ditempat gelap. Campuran larutan tersebut kemudian diukur

absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400-

600 nm.

c. Penentuan waktu inkubasi

Sebanyak 0,5 mL larutan DPPH ditambahkan 0,5 mL larutan uji (kuersetin

maupun infusa daun Jati belanda). Campuran larutan tersebut kemudian diukur

pada panjang gelombang maksimun yang telah ditentukan dengan interval waktu

5 menit sampai diperoleh absorbansi yang stabil.

d. Pembuatan  larutan  kontrol positif kuersetin

Kuersetin sebanyak 5 mg dilarutkan dalam 50 mL metanol pa sehingga

diperoleh konsentrasi larutan kuersetin sebesar 100 g/mL. Larutan tersebut
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kemudian diencerkan hingga didapatkan seri konsentrasi kuersetin sebesar 2; 4; 6;

8; dan 10 g/mL.

e. Pembuatan larutan infusa

Sampel infusa sebanyak 25 mg dilarutkan dalam 25 mL metanol pa

sehingga diperoleh konsentrasi larutan sampel sebesar 1000 g/mL. Larutan

tersebut kemudian diencerkan hingga didapatkan seri konsentrasi sampel infusa

sebesar 5; 10; 15; 20; dan 25 g/mL.

f. Penentuan aktivitas antioksidan

Diambil 0,5 mL larutan uji pada masing-masing konsentrasi kemudian

ditambahkan DPPH 50 g/mL sebanyak 0,5 mL. Campuran larutan tersebut

didiamkan pada tempat gelap sesuai waktu inkubasinya dan diukur absorbansinya

pada panjang gelombang maksimum.

g. Perhitungan

Data absorbansi yang diperoleh pada masing-masing konsentrasi

kemudian dihitung peredamannya terhadap DPPH menggunakan Persamaan 3.3.

Peredaman DPPH (%) = × 100% ........... (Persamaan 3.3)

Nilai peredaman DPPH digunakan sebagai sumbu y dan konsentrasi sampel

sebagai sumbu x untuk membuat persamaan regresi. Persamaan regresi y = bx + a

digunakan untuk menentukan nilai IC50 seperti pada Persamaan 3.4 dengan

memasukkan nilai y = 50 pada persamaan regresi tersebut.

IC50 = .........................................................................................(Persamaan 3.4)

3.6.6    Penetapan Kadar Fenol dan Flavonoid Total

a. Penetapan Kadar Fenol Total

Penetapan kadar fenol total dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu

pembuatan seri konsentrasi standar, pembuatan larutan infusa, dan penetapan

kadar. Kadar fenol total infusa daun jati belanda ditentukan dengan menggunakan

metode Folin-Ciocalteu. Standar yang digunakan dalam penetapan kadar senyawa

fenol total adalah asam galat. Standar dibuat dengan menimbang 10 mg asam

galat dan dilarutkan dalam 10 mL metanol hingga didapatkan konsentrasi asam
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galat 1000 μg/mL. Sampel infusa daun Jati belanda dibuat dengan menimbang 25

mg ekstrak kering dan dilarutkan dalam 25 mL metanol.

Penetapan kadar fenol total dilakukan dengan mengambil cuplikan larutan

infusa daun Jati belanda atau standar asam galat sebanyak 50 L (31,89; 63,78;

127,56; 191,35; dan 255,13 g/mL) dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

Sebanyak 1,25 mL reagen Folin-Ciocalteu yang sudah diencerkan 1/10 kali

ditambahkan ke dalam tabung reaksi dan diinkubasi selama 6 menit. Larutan

inkubasi kemudian ditambahkan 1,25 mL Na2CO3 7% dan diinkubasi selama 60

menit kemudian dipindahkan ke dalam kuvet untuk diukur absorbansinya pada

panjang gelombang 725 nm.

Absorbansi yang didapatkan dari larutan standar asam galat dibuat

persamaan regresi dengan konsentrasi asam galat (dalam kuvet). Persamaan

regresi yang terbentuk digunakan untuk mencari kadar fenol total infusa daun Jati

belanda dengan memasukkan absorbansi (sebagai y) dalam persamaan regresi.

Konsentrasi yang didapatkan diubah dan dinyatakan sebagai kadar fenol total

setara asam galat dalam ekstrak atau dalam mg gallic acid equivalent (GAE)/

gram ekstrak.

b. Penetapan Kadar Flavonoid

Penetapan kadar flavonoid dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu

pembuatan seri konsentrasi standar, pembuatan larutan infusa, dan pengujian

kadar. Penetapan kadar flavonoid total infusa daun jati belanda dilakukan dengan

metode kolorimetri AlCl3 dengan  kuersetin sebagai standar. Standar dibuat

dengan menimbang 5 mg kuersetin dan dilarutkan dalam 10 mL metanol sehingga

didapatkan konsentrasi kuersetin sebesar 500 μg/mL. Sampel infusa daun jati

belanda dibuat dengan menimbang 25 mg sampel dan dilarutkan dalam 25 mL

metanol.

Penetapan kadar flavonoid total dilakukan dengan mengambil cuplikan

larutan infusa daun Jati belanda atau standar kuersetin sebanyak 150 L (34,65;

69,3; 138,6; 277,2; 420; dan 500 g/mL) untuk dimasukkan ke dalam kuvet 1,5

mL, kemudian ditambahkan akuabides sebanyak 400 L. Setelah itu ditambahkan

30 µL NaNO2 5% dan 30 µL AlCl3 10% kemudian diinkubasi selama 6 menit.
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Sebanyak 200 L NaOH 1N dan 240 L akuabides ditambahkan ke dalam kuvet

dan dihomogenkan kemudian absorbansinya diukur pada panjang gelombang 415

nm.

Absorbansi yang didapatkan dari larutan standar kuersetin kemudian

dibuat persamaan regresi dengan konsentrasi kuersetin (dalam kuvet). Persamaan

regresi yang terbentuk digunakan untuk mencari kadar flavonoid infusa dengan

memasukkan absorbansi (sebagai y) dalam persamaan regresi. Konsentrasi yang

didapatkan diubah dan dinyatakan sebagai kadar flavonoid setara kuersetin dalam

ekstrak atau dalam mg quercetin equivalent (QE)/ gram ekstrak.

3.7 Analisis Data

Dalam penelitian ini dilakukan analisis nilai IC50 yang menunjukkan

aktivitas antiamilase dan antioksidan, serta dihitung kadar fenol dan flavonoid

total infusa daun Jati belanda.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Infusa daun Jati belanda memiliki aktivitas penghambatan enzim α-amilase

(antiamilase) dan aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 berturut-turut

sebesar 261,030±6,829 μg/mL dan 6,853±0,504 μg/mL.

2. Kadar fenol dan flavonoid total infusa daun Jati belanda yaitu sebesar

40,773±2,504 mg GAE/g infusa dan 46,203±2,449 mg QE/g infusa.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian ini, diketahui bahwa infusa daun Jati belanda

memiliki aktivitas antiamilase dan antioksidan. Oleh karena itu perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut mengenai identifikasi senyawa yang berkontribusi dalam

aktivitas penghambatan enzim α-amilase (antiamilase) dan antioksidan pada

infusa daun Jati belanda.
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LAMPIRAN

Lampiran 4.1 Hasil Determinasi Guazuma ulmifolia
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Lampiran 4.2 Data Rendemen Infusa Daun Jati Belanda

Sampel Berat simplisia
(gram)

Berat ekstrak kering
(gram)

10,0400 0,9483
Daun jati belanda 10,0028 0,8713

10,0034 0,8717

Berat simplisia =
, , , = 10,0154 g

Berat ekstrak kering =
, , , = 0,8971 g

Rendemen ekstrak kering = 100%
=
, , 100%

= 8,9572 %
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Lampiran 4.3 Pembuatan Dapar Fosfat, Reagen DNS, dan Enzim α-amilase

1. Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 6,9

a. Perhitungan NaH2PO4 0,1M

M =

massa =

massa =
, ,

massa = 1,1998 g

Penimbangan: 1,1998 g NaH2PO4 dalam 100 mL akuabides

b. Perhitungan Na2HPO4

M =

massa =

massa =
, ,

massa = 1,4196 g

Penimbangan: 1,4196 g Na2HPO4 dalam 100 mL akuabides

2. Pembuatan Reagen DNS

a. Pembuatan Larutan NaOH 2M

M =

massa =

massa =

massa = 2 g

Penimbangan: 2 g NaOH dalam 25 mL akuabides

b. Kalium natrium tartrat ditimbang sebanyak 30 g dalam 20 mL NaOH 2M,

kemudian ditimbang DNS 1,095 g dalam 50 mL akuabides. Kedua larutan

tersebut dicampur dan ditambahkan akuabides hingga 100 mL.

3. Pembuatan Larutan Enzim 0,6 U/mL

1 mg enzim α-amilase setara dengan 10 unit (U)

Penimbangan: 20 mg enzim dilarutkan dalam dapar fosfat ad 10 mL

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


47

Konsentrasi larutan enzim α-amilase = 10
= 20 U/mL

Jika konsentrasi enzim yang diinginkan 0,6 U/mL: =
,

x = 30

Jadi 0,6 U setara dengan 30 µL

4. Pembuatan Substrat Pati 0,5%,
=

x = 0,05 g

Penimbangan: 0,05 g pati dalam 10 mL dapar fosfat
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Lampiran 4.4 Penentuan Panjang Gelombang 3,5-dinitrosalisilat

Berdasarkan hasil optimasi dari Khairunisa (2017)

a. Grafik

Data Mode : ABS

Scan Range : 700,0-400,0 nm

Slit Width : 4 nm

Speed (nm/min) : 800 nm/min

Lamp Change Wavelength : 340,0 nm

b. Data Absorbansi

Panjang
gelombang (nm)

Absorbansi Panjang
gelombang (nm)

Absorbansi

400 0,024 555 0,575
405 0,034 560 0,496
410 0,034 565 0,422
415 0,034 570 0,358
420 0,034 575 0,301
425 0,024 580 0.256
430 0,045 585 0,217
435 0,036 590 0,192
440 0,039 595 0,168
445 0,035 600 0,150
450 0,047 605 0,133
455 0,047 610 0,119
460 0,041 615 0,108
465 0,041 620 0,097
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470 0,047 625 0,089
475 0,039 630 0,082
480 0,036 635 0,075
485 0,033 640 0,070
490 0,045 645 0,065
495 0,043 650 0,061
500 0.041 655 0,056
505 0,056 660 0,053
510 0,091 665 0,049
515 0,195 670 0,047
520 0,358 675 0,044
525 0,528 680 0,043
530 0,667 685 0,039
535 0,740 690 0,038
540 0,760 695 0,038
545 0,720 700 0,038
550 0,656

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


50

Lampiran 4.5 Perhitungan Larutan Uji Aktivitas Antiamilase

1. Infusa Daun Jati Belanda

Larutan induk :
, = 101.100 μg/mL

Seri konsentrasi:


, 101.100 μg/mL = 10.110 μg/mL


, 10.110 μg/mL = 8.088 μg/mL


, 8.088 μg/mL = 6.066 μg/mL


, 6.066 μg/mL = 4.044 μg/mL


, 4.044 μg/mL = 2.022 μg/mL


, 2.022 μg/mL = 1.011 μg/mL

2. Akarbosa

Larutan induk :
,

x
.

= 510 μg/mL

Seri konsentrasi:

 . x 510 μg/mL = 12,75 μg/mL

 . 510 μg/mL = 25,5 μg/mL
 . 510 μg/mL = 51 μg/mL
 . 510 μg/mL = 102 μg/mL
 . 510 μg/mL = 153 μg/mL
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Lampiran 4.6 Data Absorbansi % Penghambatan α-amilase dan Persamaan
Regresi

1. Infusa Daun Jati Belanda

 Replikasi 1

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi dalam
microplate reader

(g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansi

kontrol

∆
Absorbansi

sampel

%
Penghambatan

α-amilase

IC50

(μg/mL)

2001.78 87.797

0,496

0,394 20,618
4003.56 175.595 0,286 42,377

6066 266.053 0,220 55,675 254,050
8088 354.737 0,197 60,309
10110 443.422 0,100 79,852

Persamaan regresi y = 0,1531x + 11,105 dengan nilai R2 = 0,9606

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 0,1531x + 11,105

x =
( , ),

x = 254,050 μg/mL

IC50 = 254,050μg/mL

 Replikasi 2

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi dalam
microplate reader

(g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansi

kontrol

∆
Absorbansi

sampel

%
Penghambatan

α-amilase

IC50

(μg/mL)

2001.78 87.797

0,496

0,422 14,976
4003.56 175.595 0,316 36,333

6066 266.053 0,208 58,093 267,697
8088 354.737 0,193 61,115
10110 443.422 0,111 77,636

Persamaan regresi y = 0,1686x + 4,8663 dengan nilai R2 = 0,9526

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 0,1686x + 4,8663

x =
( , ),
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x = 267,697 μg/mL

IC50 = 267,697μg/mL

 Replikasi 3

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi dalam
microplate reader

(g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansi

kontrol

∆
Absorbansi
akarbosa

%
Penghambatan

α-amilase

IC50

(μg/mL)

2001.78 87.797

0,496

0,405 18,402
4003.56 175.595 0,297 40,161

6066 266.053 0,224 54,869 261,342
8088 354.737 0,179 63,936
10110 443.422 0,120 75,823

Persamaan regresi y = 0,1557x + 9,309 dengan nilai R2 = 0,9711 digunakan

untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan cara

mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 0,15574x + 9,309

x =
( , ),

x = 261,342μg/mL

IC50 = 261,342 μg/mL

 Nilai Rata-rata IC50 dan SD

IC50 (μg/mL)
Replikasi Rata-rata±SD
254,050
267,697
261,342

261,030±6,829
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 Regresi Linier IC50 Infusa Daun Jati Belanda

y = 0,1531x + 11,105
R² = 0,9606
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2. Akarbosa

 Replikasi 1

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi
dalam microplate
reader (g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansi

kontrol

∆
Absorbansi
akarbosa

Inhibisi
α-amilase

(%)

IC50

(μg/mL)

12,75 0,559

0,775

0,692 10,671
25,50 1,119 0,574 25,904
51,00 2,237 0,426 45,009 3,988
102,0 4,474 0,320 58,692
153,0 6,711 0,249 67,857

Persamaan regresi y = 8,6489x + 15,507 dengan nilai R2 = 0,8863

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 8,6489x + 15,507

x =
( , ),

x = 3,988 μg/mL

IC50 = 3,988 μg/mL

 Replikasi 2

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi
dalam microplate
reader (g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansi

kontrol

∆
Absorbansi
akarbosa

Inhibisi
α-amilase

(%)

IC50

(μg/mL)

12,75 0,559

0,775

0,671 13,382
25,50 1,119 0,572 26,162
51,00 2,237 0,413 46,687 3,617
102,0 4,474 0,300 61,274
153,0 6,711 0,198 74,441

Persamaan regresi y = 9,4012x + 15,997 dengan nilai R2 = 0,9247

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 9,4012x + 15,997

x =
( , ),

x = 3,617 μg/mL
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IC50 = 3,617 μg/mL

 Replikasi 3

Konsentrasi
(g/mL)

Konsentrasi
dalam microplate
reader (g/mL)

Rata-rata ∆
absorbansik

kontrol

∆
Absorbansi
akarbosa

Inhibisi
α-amilase

(%)

IC50

(μg/mL)

12,75 0,559

0,775

0,560 27,711
25,50 1,119 0,559 27,840
51,00 2,237 0,405 47,719 3,223
102,0 4,474 0,293 62,177
153,0 6,711 0,184 76,248

Persamaan regresi y = 8,1992x + 23,577 dengan nilai R2 = 0,963 digunakan

untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan cara

mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 8,1992x + 23,577

x =
( , ),

x = 3,233 μg/mL

 Nilai Rata-rata IC50 dan SD

IC50 (μg/mL)
Replikasi Rata-rata±SD

3,988
3,617
3,223

3,609±0,383
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 Regresi Linier IC50 Akarbosa

y = 9,4012x + 15,997
R² = 0,9247
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Lampiran 4.7 Pembuatan Larutan DPPH

Konsentrasi DPPH yang dibuat = 50 μg/mL (0,127 mM)

Mr DPPH (C18H12N5O6) = 394,33 (Molyneux, 2004)

Penimbangan:

5 mg DPPH dilarutkan dalam 100 mL metanol = x
.

= 50 μg/mL
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Lampiran 4.8 Penentuan Panjang Gelombang DPPH dan Waktu Optimum

Sampel dapat Bereaksi Sempurna dengan DPPH

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

1. Grafik

2. Data absorbansi

Panjang gelombang
(nm)

Absorbansi Panjang gelombang
(nm)

Absorbansi

401 0,191 501 0,565
402 0,191 502 0,570
403 0,191 503 0,576
404 0,191 504 0,581
405 0,191 505 0,631
406 0,191 506 0,635
407 0,191 507 0,639
408 0,191 508 0,643
409 0,191 509 0,646
410 0,192 510 0,649
411 0,192 511 0,650
412 0,193 512 0,650
413 0,194 513 0,651
414 0,194 514 0,652
415 0,195 515 0,653
416 0,196 516 0,654
417 0,197 517 0,655
418 0,197 518 0,654
419 0,198 519 0,652
420 0,199 520 0,650
421 0,200 521 0,647
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422 0,201 522 0,644
423 0,202 523 0,639
424 0,204 524 0,633
425 0,205 525 0,628
426 0,206 526 0,623
427 0,207 527 0,618
428 0,209 528 0,611
429 0,210 529 0,605
430 0,212 530 0,597
431 0,214 531 0,590
432 0,215 532 0,583
433 0,217 533 0,575
434 0,219 534 0,567
435 0,221 535 0,559
436 0,223 536 0,550
437 0,225 537 0,542
438 0,226 538 0,533
439 0,228 539 0,525
440 0,230 540 0,516
441 0,232 541 0,507
442 0,235 542 0,498
443 0,237 543 0,489
444 0,240 544 0,481
445 0,242 545 0,473
446 0,245 546 0,466
447 0,248 547 0,460
448 0,251 548 0,453
449 0,254 549 0,445
450 0,257 550 0,438
451 0,260 551 0,432
452 0,264 552 0,426
453 0,269 553 0,421
454 0,273 554 0,416
455 0,277 555 0,412
456 0,282 556 0,409
457 0,286 557 0,406
458 0,291 558 0,403
459 0,296 559 0,400
460 0,300 560 0,397
461 0,305 561 0,394
462 0,310 562 0,392
463 0,316 563 0,389
464 0,321 564 0,387
465 0,327 565 0,386
466 0,332 566 0,384
467 0,338 567 0,383
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468 0,344 568 0,382
469 0,350 569 0,381
470 0,356 570 0,380
471 0,362 571 0,380
472 0,369 572 0,380
473 0,375 573 0,380
474 0,382 574 0,381
475 0,389 575 0,380
476 0,395 576 0,379
477 0,402 577 0,379
478 0,408 578 0,378
479 0,415 579 0,376
480 0,421 580 0,373
481 0,428 581 0,370
482 0,435 582 0,366
483 0,443 583 0,359
484 0,450 584 0,351
485 0,457 585 0,344
486 0,464 586 0,337
487 0,471 587 0,330
488 0,478 588 0,323
489 0,485 589 0,316
490 0,492 590 0,309
491 0,500 591 0,302
492 0,507 592 0,296
493 0,514 593 0,290
494 0,522 594 0,284
495 0,529 595 0,280
496 0,536 596 0,276
497 0,542 597 0,273
498 0,548 598 0,271
499 0,554 599 0,273
500 0,560 600 0,290
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b. Penentuan waktu optimum sampel dapat bereaksi sempurna dengan DPPH

Menit ke-
Absorbansi

Kuersetin
(15,3 μg/mL)

Infusa daun jati belanda
(1,06 μg/mL)

5 0,515 0,367
10 0,517 0,371
15 0,52 0,373
20 0,52 0,373
25 0,524 0,376
30 0,529 0,382
35 0,536 0,389
40 0,541 0,394
45 0,548 0,397
50 0,552 0,401
55 0,558 0,405
60 0,553 0,409
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Lampiran 4.9 Perhitungan Larutan Uji Aktivitas Antioksidan

1. Infusa Daun Jati Belanda

Larutan induk :
,

x
.

= 1020 μg/mL

Seri konsentrasi:

 x 1020μg/mL    = 5,1 μg/mL

 1020 μg/mL = 10,2 μg/mL
 1020 μg/mL = 15,3 μg/mL
 1020 μg/mL = 20,4 μg/mL
 1020 μg/mL = 25,5 μg/mL

2. Kuersetin

Larutan induk :
,

x
.

= 106 μg/mL

Seri konsentrasi:


, x 106 μg/mL = 0,265 μg/mL

 106 μg/mL = 0,53 μg/mL
 106 μg/mL = 1,06 μg/mL
 106 μg/mL = 2,12 μg/mL
 106 μg/mL = 4,24 μg/mL
 106 μg/mL = 6,36 μg/mL
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Lampiran 4.10 Data Absorbansi Peredaman DPPH dan Persamaan Regresi

1. Infusa Daun Jati Belanda

 Replikasi 1

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

5,100
10,200
15,300
20,400
25,500

2,550
5,100
7,650
10,200
12,750

0,618

0,525
0,374
0,262
0,193
0,137

15,05
39,48
57,61
68,77
77,83

7,362

Persamaan regresi y = 6,0727x + 5,2913 dengan nilai R2 = 0,9585

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 6,0727x + 5,2913

x =
( , ),

x = 7,362 μg/mL

IC50 = 7,362 μg/mL

 Replikasi 2

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

5,100
10,200
15,300
20,400
25,500

2,550
5,100
7,650
10,200
12,750

0,618

0,522
0,371
0,239
0,149
0,093

15,53
39,97
61,33
75,89
84,95

6,843

Persamaan regresi y = 6,8532x + 3,1068 dengan nilai R2 = 0,9678

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 6,8532x + 3,1068

x =
( , ),
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x = 6,843 μg/mL

IC50 = 6,843 μg/mL

 Replikasi 3

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

5,100
10,200
15,300
20,400
25,500

2,550
5,100
7,650
10,200
12,750

0,618

0,522
0,306
0,224
0,138
0,096

15,53
50,49
63,75
77,67
84,47

6,355

Persamaan regresi y = 6,4725x + 8,8673 dengan nilai R2 = 0,9143

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 6,4725x + 8,8673

x =
( , ),

x = 6,355 μg/mL

IC50 = 6,355 μg/mL

 Rata-rata Nilai IC50 dan SD

IC50 (μg/mL)
Replikasi Rata-rata±SD

7,362
6,843
6,355

6,853±0,504
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 Regresi Linier IC50 Infusa Daun Jati Belanda

y = 6,0727x + 5,2913
R² = 0,9585
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2. Kuersetin

 Replikasi 1

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

0,265
0,53
1,06
2,12
4,24
6,36

0,133
0,265
0,530
1,060
2,120
3,180

0,618

0,572
0,523
0,513
0,430
0,298
0,120

7,44
15,37
16,99
30,42
51,78
80,58

1,922

Persamaan regresi y = 22,631x + 5,2792 dengan nilai R2 = 0,9823

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 22,631x + 5,2792

x =
( , ),

x = 1,922 μg/mL

IC50 = 1,922 μg/mL

 Replikasi 2

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

0,265
0,53
1,06
2,12
4,24
6,36

0,133
0,265
0,530
1,060
2,120
3,180

0,618

0,573
0,530
0,516
0,435
0,304
0,121

7,28
14,24
16,50
29,61
50,81
80,42

1,947

Persamaan regresi y = 22,721x + 4,6111 dengan nilai R2 = 0,9839

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 22,721x + 4,6111
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x =
( , ),

x = 1,947 μg/mL

IC50 = 1,947 μg/mL

 Replikasi 3

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Abs
K(-)

Abs
sampel

%
Peredaman

DPPH

IC50

(μg/mL)

0,265
0,53
1,06
2,12
4,24
6,36

0,133
0,265
0,530
1,060
2,120
3,180

0,618

0,574
0,537
0,517
0,437
0,307
0,123

7,12
13,11
16,34
29,29
50,32
80,10

1,964

Persamaan regresi y = 22,743x + 4,0746 dengan nilai R2 = 0,9382

digunakan untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung nilai x dengan

cara mensubstitusikan y  = 50 ke dalam persamaan regresi tersebut..

Perhitungan IC50 (dimana y = 50):

50 = 22,743x + 4,0746

x =
( , ),

x = 1,964 μg/mL

IC50 = 1,964 μg/mL

 Rata-rata Nilai IC50 dan SD

IC50 (μg/mL)
Replikasi Rata-rata±SD
1,922
1,947
1,964

1,945±0,021
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 Regresi Linier IC50 Infusa Kuersetin

y = 22,941x + 5,9005
R² = 0,9934
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y = 23,012x + 5,1946
R² = 0,9936
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Replikasi 2

y = 23,058x + 4,7068
R² = 0,9946
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Lampiran 4.11 Perhitungan Bahan Penetapan Kadar Fenol Total Infusa

Daun Jati Belanda

1. Pembuatan Reagen

 Folin-Ciocalteu (1:10)

1 mL reagen Folin-Ciocalteu dilarutkan dalam 10 mL akuades.

 Larutan Na2CO3 7,5%100% = 7,5%

x =
, %

= 3,75 g

Na2CO3 yang ditimbang adalah 3,75 g

2. Pembuatan Standar Asam Galat

Larutan induk yang dibuat adalah 100 μg/mL1000 mL/L = 1000 μg/mL

Penimbangan asam galat = 10,7 mg

Larutan induk =
, 1000 mL/L = 1070 μg/mL

Sebanyak 10,7 mg asam galat dilarutkan dalam 10 mL metanol hingga

didapatkan konsentrasi 1070 μg/mL.

Pengenceran larutan induk:


,

x 1070 μg/mL = 34,089 μg/mL


,

x 1070 μg/mL = 68,372 μg/mL


,

x 1070 μg/mL = 136,744 μg/mL


,

x 1070 μg/mL = 204,617 μg/mL


,

x 1070 μg/mL = 272,989 μg/mL

3. Pembuatan Larutan Uji Infusa Daun Jati Belanda1000 mL/L = 1000 μg/mL

Sebanyak 25 mg ekstrak kering infusa daun jati belanda dilarutkan dalam

25 mL metanol hingga didapatkan konsentrasi 1000 μg/mL.
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Lampiran 4.12 Perhitungan Kadar Fenol Total Infusa Daun Jati Belanda

1. Asam Galat

 Replikasi 1

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,089 0,67 0,146
68,372 1,34 0,238
136,744 2,68 0.502
204,617 4,01 0,677
272,989 5,35 0,975

 Replikasi 2

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,089 0,67 0,142
68,372 1,34 0,226
136,744 2,68 0.48
204,617 4,01 0,635
272,989 5,35 0,965

 Replikasi 3

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,089 0,67 0,141
68,372 1,34 0,228
136,744 2,68 0.49
204,617 4,01 0,664
272,989 5,35 0,961

 Rata-rata Nilai Absorbansi dan SD

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Rata-rata absorbansi±SD

34,089 0,67 0,143±0,003
68,372 1,34 0,231±0,006
136,744 2,68 0.491±0,011
204,617 4,01 0,659±0,022
272,989 5,35 0,967±0,007
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 Regresi Linier Rata-rata Nilai Absorbansi vs Konsentrasi Asam Galat

2. Infusa Daun Jati Belanda

 Hasil Penetapan Kadar Fenol Total

Konsentrasi
(μg/mL)

Absorbansi Kadar
(mg GAE/g infusa)

Rata-rata kadar ±SD
(mg GAE/g infusa)

0,153 41,754
1000 0,156 42,637 46,203±2,504

0,140 37,926

y = 0,1732x + 0,0112
R² = 0,9916
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Lampiran 4.13 Contoh Perhitungan Penetapan Kadar Fenol Total Infusa

Daun Jati Belanda

Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh yaitu: y = 0,1732x + 0,0112 (R2 =

0,9916). Berdasarkan persamaan yang didapatkan, dapat diketahui nilai x atau

kandungan fenol total larutan infusa daun jati belanda ekivalen kuersetin dengan

memasukkan nilai absorbansi sampel infusa daun jati belanda ke y.

Konsentrasi
(μg/mL)

Absorbansi

1000 0,153

Berikut contoh perhitungannya:

y = 0,1732x + 0,0112

0,153 = 0,1732x + 0,0112

0,1732x = 0,153 - 0,0112

x = 0,819 μg GAE/mL

Kadar Fenol =

=
, ,

= 41,754 mg GAE/ g infusa

y = 0,1732x + 0,0112
R² = 0,9916
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Lampiran 4.14 Perhitungan Bahan Penetapan Kadar Flavonoid Total Infusa

Daun Jati Belanda

1. Pembuatan Larutan AlCl3 10%

Larutan dibuat dengan menimbang AlCl3 sebanyak 2,5 g dilarutkan dengan

metanol dalam labu ukur 25 mL hingga tepat tanda.

2. Pembuatan Laruan NaNO2 5%

Larutan dibuat dengan menimbang NaNO2 sebanyak 500 mg dilarutkan dengan

akuades dalam labu ukur 10 mL hingga tepat tanda.

3. Pembuatan Larutan Standar Kuersetin

Larutan induk yang dibuat adalah 500 μg/mL1000 mL/L = 500 μg/mL

Penimbangan kuersetin = 5,0 mg

Larutan induk = 1000 mL/L = 500 μg/mL

Sebanyak 5,0 mg kuersetin dilarutkan dalam 10 mL metanol hingga didapatkan

konsentrasi 500 μg/mL.

Pengenceran larutan induk:


,

x 500 μg/mL = 34,65 μg/mL


,

x 500 μg/mL = 69,3 μg/mL


,

x 500 μg/mL = 138,6 μg/mL


,

x 500 μg/mL = 277,2 μg/mL


,

x 500 μg/mL = 420 μg/mL

4. Pembuatan Larutan Uji Infusa Daun Jati Belanda1000 mL/L = 1000 μg/mL

Sebanyak 25 mg ekstrak kering infusa daun jati belanda dilarutkan dalam 25

mL metanol hingga didapatkan konsentrasi 1000 μg/mL.
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Lampiran 4.15 Perhitungan Kadar Flavonoid Total Infusa Daun Jati

Belanda

1. Kuersetin

 Replikasi 1

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,65 4,95 0,178
69,3 9,9 0,194
138,6 19,8 0.439
277,2 39,6 0,673
420 60 0,948
500 71,43 1,107

 Replikasi 2

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,65 4,95 0,181
69,3 9,9 0,205
138,6 19,8 0.357
277,2 39,6 0,674
420 60 0,967
500 71,43 1,129

 Replikasi 3

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Absorbansi
sampel

34,65 4,95 0,161
69,3 9,9 0,221
138,6 19,8 0.378
277,2 39,6 0,673
420 60 0,882
500 71,43 1,058

 Rata-rata Nilai Absorbansi dan SD

Konsentrasi
(μg/mL)

Konsentrasi dalam
kuvet (μg/mL)

Rata-rata absorbansi±SD

34,65 4,95 0,173±0,011
69,3 9,9 0,207±0,014
138,6 19,8 0.391±0,043
277,2 39,6 0,673±0,001
420 60 0,932±0,045
500 71,43 1,098±0,036
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 Regresi Linier Rata-rata Nilai Absorbansi vs Konsentrasi Kuersetin

2. Infusa Daun Jati Belanda

 Hasil Penetapan Kadar Flavonoid Total

Konsentrasi
(μg/mL)

Absorbansi Kadar
(mg QE/g infusa)

Rata-rata kadar ±SD
(mg QE/g infusa)

0,184 43,390
1000 0,192 47,362 46,203±2,449

0,184 47,856

y = 0,0141x + 0,0966
R² = 0,9978

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

1,200

0 20 40 60 80

A
bs

or
ba

ns
i

Konsentrasi (µg/mL)

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


76

Lampiran 4.16 Contoh Perhitungan Penetapan Kadar Flavonoid Total

Infusa Daun Jati Belanda

Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh yaitu: y = 0,0141x + 0,0966 (R2

= 0,9978). Berdasarkan persamaan yang didapatkan, dapat diketahui nilai x atau

kandungan flavonoid total larutan infusa daun jati belanda ekivalen kuersetin

dengan memasukkan nilai absorbansi sampel infusa daun jati belanda ke y.

Konsentrasi
sampel (μg/mL)

Absorbansi

1000 0,184

Berikut contoh perhitungannya:

y = 0,0141x + 0,0966

0,184 = 0,0141x + 0,0966

0,0141x = 0,184 - 0,0966

x = 6,199 μg QE/mL

Kadar Flavonoid =

=
, ,

= 43,390 mg QE/ g infusa

y = 0,0141x + 0,0966
R² = 0,9978
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