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RINGKASAN

Uji Aktivitas Antidiabetes Ekstrak Daun Kepel (Stelechocarpus burahol)
Secara In vitro Menggunakan Metode Inhibisi Enzim a-Amilase: Monika Tri
Wulandari;162210101077; 2020; 74 Halaman; Fakultas Farmasi, Universitas
Jember.

Diabetes melitus merupakan suatu gangguan metabolisme yang ditandai
dengan hiperglikemia, disebabkan oleh abnormalitas metabolisme karbohidrat,
lipid, dan protein dalam tubuh. Kondis ini disebabkan adanya gangguan pada
insulin seperti menurunnya produksi insulin dan berkurangnya sensitivitas insulin.
Perkembangan DM tipe 2 dapat diketahui melaui hiperglikemia postprandial yakni
kadar glukosa darah setelah makan. Kontrol hiperglikemia postprandial dapat
dilakukan dengan menghambat enzim a-amilase dan a-glukosidase. Kedua enzim
tersebut berperan dalam metabolisme karbohidrat, sehingga dengan menghambat
kerja dua enzim tersebut mampu membatasi kadar glukosa darah dengan
mengurangi pencernaan karbohidrat kompleks dan absorpsinya, sehingga berguna
dalam manajemen terapi DM tipe 2. Indonesia merupakan negara tropis dengan
keanekaragaman hayati yang berpotensi sebagai salah satu agen antidiabetes. Salah
satunya adalah tanaman kepel (Stelechocarpus burahol). Daun kepel kaya akan
kandungan fenol, dimanafenol sendiri memiliki aktivitas sebagai agen antidiabetes
dengan menghambat pada pencernaan pati. Sehingga tujuan pada penelitian ini
adalah mengetahui aktivitas penghambatan enzim a-amilase oleh esktrak daun
kepel, serta penetapan kadar fenol total dimana fenol diduga sebagai salah satu
metabolit aktif pada daun kepel yang mampu menghambat enzim o-amilase.

Jenis  penelitian ini  adalah experimental laboratories, dengan
membandingkan aktivitas penghambatan enzim a-amilase dari kontrol positif
(akarbose), kontrol negatif, dan ekstrak daun kepel. Tahap pertama yaitu ekstraksi
kayu secang dengan metode remaserasi, selanjutnya dilakukan penetapan kadar
fenol total pada ekstrak daun kepel, setelah itu dilanjutkan dengan uji aktivitas
penghambatan ekstrak terhadap enzim o-amilase menggunakan metode
spektrofotometri. Metode yang digunakan adalah dengan penentuan total gula
reduks yang terbentuk dengan penambahan reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNYS),
kemudian dianalisis dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 nm.
Masing-masing sampel akan dilakukan 3 kali replikasi. Semakin kecil absorbans,
maka penghambatannya semakin besar, menandakan semakin baik potensinya
sebagai inhibitor enzim a-amilase. Parameter penghambatan enzim o-amilase
ditetapkan menggunakan nilai 1Csp (Inhibitory Concentration), nilai [Cso
didefinisikan sebagai konsentrasi ekstrak, yang mengandung inhibitor a-amilase
yang menghambat 50% aktivitas a-amilase dalam kondisi pengujian.

Pada hasil penelitian menunjukkan jika nilai |Cso akarbose sebesar 41,429
+ 0,428 png/mL, sedangkan nilai 1Csp ekstrak daun kepel sebesar 439,975 + 2,613
png/mL. Aktivitas yang terdapat pada ekstrak daun kepel diduga disebabkan karena

viii


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

adanya senyawa fenol, dimana pada penetapan kandungan fenol total didapatkan
kandungan fenol tptal sebesar 210,279 + 0,672 mg GAE/g sampel .

Data 1Cso kemudian dianalisis dengan Uji T-test tidak berpasangan untuk
mengetahui perbedaan |Csp antara akarbose dan ekstrak daun kepel, didapatkan
nilai p<0,001 yang menunjukkan perbedaan signifikan antara akarbose dan ekstrak
daun kepel dalam aktivitasnya menghambat enzim o-amilase. Berdasarkan nilai
ICso yang didapatkan menunjukkan bahwa akarbose adalah inhibitor enzim a-
amilase yang sangat kuat, sedangkan potensi ekstrak daun kepel tergolong sangat
lemah. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas penghambatan enzim o-amilase dari
daun kepel 1ebih lemah dibandingkan kontrol positif akarbose
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) merupakan suatu gangguan metabolisme yang
ditandai dengan hiperglikemia, disebabkan oleh abnormalitas metabolisme
karbohidrat, lipid dan protein dalam tubuh. Kondis ini disebabkan adanya
gangguan pada insulin seperti menurunnya produksi insulin dan berkurangnya
sensitivitas insulin (Hall, 2016). Secara umum DM diklasifikasikan dalam empat
tipe, yakni DM tipe 1, DM tipe 2, DM gestasional dan DM spesifik lainnya. DM
tipe 1 merupakan DM yang disebabkan kerusakan pada sel B-pankreas akibat
autoimun sehingga tubuh kekurangan hormon insulin. DM tipe 2 disebabkan oleh
defisens produks insulin oleh pankreas secara progresif dan menurunnya
sensitivitas reseptor terhadap insulin. DM tipe gestasional merupakan DM yang
dialami oleh wanita hamil pada trimester kedua atau ketiga. DM tipe lain
disebabkan adanya kelainan genetik, hormon insulin, infeksi, endokrinopati dan
penggunaan obat-obatan yang dapat menurunkan kerja dan sekresi hormon insulin
(ADA, 2019).

Jumlah penderita DM cenderung mengalami peningkatan setiap tahunnya.
Menurut International Diabetes Federation (IDF) pada tahun 2019 jumlah
penderita DM di seluruh dunia pada usia 20-79 tahun berjumlah 463 juta jiwa
Jumlah ini diperkirakan akan mengalami peningkatan menjadi 578 juta jiwa pada
tahun 2030 dan 700 juta jiwa padatahun 2045. Berdasarkan data statistik IDF tahun
2019 Indonesiamenempati peringkat ke tujuh dalam jumlah penderita DM di dunia
setelah China, India, Amerika Serikat, Pakistan, Brazil, dan Meksiko dengan 10,7
jutajiwa (IDF, 2019). Menurut hasil Riskesdas pada tahun 2018 prevalens DM di
Indonesia terus mengalami peningkatan, pada tahun 2018 jumlah penduduk
Indonesiadiatas 15 tahun yang menderita DM sebesar 8,5%. Nilai ini menunjukkan
terjadinya peningkatan sebesar 1,6% dibandingkan tahun 2013 yakni sebesar 6,9%
(Kementrian Kesehatan RI, 2018)
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Peningkatan prevalenss DM membutuhkan penanganan yang cepat dan
efektif. Terapi DM yang diberikan secara umum digunakan untuk menghilangkan
ggaa hiperglikemia yang muncul dan menurunkan faktor resiko yang mungkin
terjadi pada penderita DM. Terdapat dua jenis terapi yang dapat diberikan pada
penderita DM, yakni terapi farmakologi dan terapi non farmakologi. Terapi non
farmakologi yang dapat dilakukan adalah modifikasi gaya hidup seperti diet dan
olahraga secara teratur (ADA, 2019). Terapi farmakologi DM menurut
Kementerian Kesehatan RI (2018) dapat dilakukan menggunakan obat antidiabetes
(OAD) dan insulin maupun kombinasi dari keduanya. Pengobatan pada penderita
DM cenderung membutuhkan waktu yang lama baik untuk memperbaiki gejala,
mengurangi resiko komplikasi mikrovaskuler dan makrovaskuler, mengurangi
angka kematian, meningkatkan kualitas hidup maupun menjaga agar kadar glukosa
darah dan HbA 1 berada dalam rentang normal (DiPiro, 2015). Pemakaian OAD
jangka panjang dilaporkan dapat menyebabkan kemungkinan terjadinya efek
samping pada pasien seperti mual pada penggunaan metformin (18,25%) dan
glimepirid (13,33%), serta hipoglikemia pada penggunaan glibenklamid (15,79%)
(Putra dkk, 2017).

Perkembangan DM tipe 2 dapat diketahui melalui hiperglikemia
postprandial yakni kadar glukosa setelah makan. Salah satu strategi yang dapat
dilakukan adalah dengan mengontrol hiperglikemia postprandial (Baron, 1998).
Mengontrol hiperglikemia postprandial dapat dilakukan dengan menghambat
enzim o- amilase dan a-glukosidase (Muchid dkk, 2005). Enzim a-amilase dan a-
glukosidase merupakan enzim yang berperan dalam metabolisme karbohidrat.
Enzim o-amilase berperan dalam mendegradasi karbohidrat kompleks menjadi
lebih sederhana yaitu oligosakarida dan disakarida yang akhirnya akan diubah
menjadi karbohidrat lebih sederhana lagi yaitu monosakarida oleh enzim a-
glukosidase. Monosakarida yang terbebas akan diabsorpsi dalam lumen usus dan
menyebabkan hiperglikemia postprandial. Oleh karena itu penghambatan pada
kedua enzim tersebut mampu membatasi kadar glukosa darah dengan mengurangi
pencernaan karbohidrat kompleks dan absorpsinya, sehingga berguna dalam
manajemen terapi pada DM tipe 2 (Lebovitz, 1997).
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Salah satu OAD yang bekerja sebagai inhibitor o-glukosidase adalah
akarbose dan miglitol (DiPiro, 2008). Golongan obat ini berperan dalam
menghambat enzim o-glukosidase di dinding usus halus dan mampu menghambat
enzim a-amilase pankreas yang bekerjamenghidrolisis polisakaridadi dalam lumen
usus halus. Penghambatan kerja enzim tersebut efektif dalam mengurangi
pencernaan karbohidrat kompleks dan absorpsinya, sehingga dapat memperlambat
absorpsi glukosa ke dalam darah dan mengurangi hiperglikemia postprandia pada
penderita DM (Muchid dkk, 2005). Terdapat perbedaan antara akarbose dan
miglitol pada absorpsinya, sehingga menjadi salah satu alasan pemilihan akarbose
dibandingkan miglitol (Gardner & Shoback, 2011). Namun penggunaan akarbose
dalam jangka panjang pada pengobatan DM dapat menimbulkan efek samping pada
saluran cerna seperti perut kembung (flatulence), diare, distensi abdomen dan
keroncongan (borborygmus) (Balfour dkk., 1993; Walker & Whittlesea, 2012).

Indonesia merupakan negara tropis dengan keanekaragaman hayati yang
berpotensi sebagai salah satu agen antidiabetes. Salah satu tanaman yang dapat
dimanfaatkan sebagai tanaman obat adalah kepel (Stelechocarpus burahol). Pada
daun kepel kaya akan kandungan fenol dimana diduga memiliki aktivitas sebagai
antidiabetes melalui penghambatan pada pencernaan pati (karbohidrat) (Asgar,
2013). Proses tersebut akan menurunkan jumlah glukosa dan menunda penyerapan
glukosa dalam tubuh. Penundaan penyerapan glukosa akan menekan kondis
hiperglikemia (Funke & Melzig, 2005).

Ekstrak etanol daun kepel dosis 200mg/kg BB mampu menurunkan kadar
glukosa darah 53,45% sebanding dengan penggunaan glibenklamid pada mencit
diabetes yang diinduksi aloksan (Jeany, 2018). Penelitian secara in vitro dengan
metode DPPH menunjukkan jika kandungan fenol dan flavonoid pada daun kepel
memiliki aktivitas sebagal antioksidan dan memiliki nilai 1Cso 18,089 pg/mL
(Rosalina, 2014). Penelitian mengenai aktivitas antidiabetes melalui penghambatan
terhadap enzim a-amilase dari ekstrak daun kepel (Stelechocarpus burahol) belum
dilakukan sebelumnya. Oleh sebab itu pada penelitian ini akan dilakukan penentuan
aktivitas ekstrak daun kepel (Stelechocarpus burahol) sebagai antidiabetes melalui

penghambatan o-amilase secara in vitro. Pada penelitian ini juga dilakukan
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penetapan kadar fenol padaekstrak daun kepel karena aktivitas antidiabetes melalui
penghambatan terhadap enzim a-amilase diduga karena adanya senyawa tersebut.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, maka permasalahan yang timbul adalah :
1. Bagamana aktivitas penghambatan (ICso) ekstrak daun kepel
(Stelechocarpus burahol) terhadap enzim a-amilase?
2. Bagaimanakah perbandingan aktivitas penghambatan terhadap enzim a-
amilase dari ekstrak daun kepel (Selechocarpus burahol) dengan

akarbose?

1.3 Tujuan Pendlitian
Tujuan pendlitian ini sebagai berikut.
1. Menentukan ICso ekstrak daun kepel (Stelechocarpus burahol) dalam
menghambat enzim a-amilase secarain vitro
2. Menentukan perbandingan aktivitas penghambatan ekstrak daun kepel
(Selechocarpus burahol) dibandingkan dengan akarbose

1.4 Manfaat Pendlitian
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut

1. Memberikan informasi mengenai aktivitas penghambatan enzim o-amilase
ekstrak daun kepel (Stelechocar pus burahol) secarain vitro.

2. Ekstrak daun kepel (Stelechocarpus burahol) dapat dimanfaatkan sebagai
aternatif pengobatan antidiabetes alami sehingga diharapkan mampu
meningkatkan nilai ekonomis dari tanaman tersebut

3. Dapat menjadi landasan atau sumber rujukan untuk penelitian lebih lanjut
terkait dengan penyakit diabetes dan tanaman kepel (Stelechocarpus
burahol)
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

21 DiabetesMdlitus
2.1.1 Definisi dan Patofisiologis Diabetes Melitus

Diabetes melitus (DM) merupakan kondisi kronis yang diakibatkan
kekurangan insulin baik secara absolut maupun relatif, gangguan sekresi insulin
maupun gangguan kinerjadari insulin. Secaraklinis DM terjadi intolerans glukosa
yang dapat menyebabkan hiperglikemia serta perubahan pada metabolisme lipid
dan protein (Koda-Kimble, 2013).

2.1.2 Klasifikasi Diabetes Mdlitus
Menurut ADA 2019, DM diklasifikasikan menjadi 4 tipe yaitu:

a. Diabetes Mélitustipe 1

DM tipe 1 terjadi karena adanya kerusakan pada sel B-pankreas yang
disebabkan oleh reaks autoimun. Reaksi ini terjadi karena adanya faktor pencetus
seperti infeksi virus atau toksin seperti rubela, cytomegalovirus, herpes dan lain-
lain sertaindividu yang rentan secara genetik. Infeksi tersebut dapat menyebabkan
inflamasi pada sel B-pankreas sehingga sel tidak dapat memproduksi insulin secara
absolut. Pada DM tipe 1 kadar glukosa darah akan meningkat ketika massa sel f3-
pankreas mengalami kerusakan 80%-90% (Koda-Kimble, 2013)
b. Diabetes Melitustipe 2

Hiperglikemia pada DM tipe 2 ditandai dengan kurangnya sensitivitas insulin
sebagal akibat dari resistensi insulin, menurunnya sekresi insulin serta adanya
kerusakan sel B-pankreas (Olokoba, 2012). Menurunnya sensitivitas insulin
mengakibatkan terganggunyatransportasi glukosa baik ke sel hati, sel otot maupun
sel-sel lemak. Selain itu penurunan sensitivitas insulin menyebabkan terjadinya
gangguan metabolisme karbohidrat sehingga terjadi peningkatan glukosa (Hall,
2016). Ketika terjadi resistens insulin, maka insulin tidak dapat bekerja secara
optimal pada sel target sehingga memaksa pankreas untuk melakukan kompensasi

dengan meningkatkan produksi insulin. Ketika produksi insulin oleh sel -pankreas
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tidak adekuat untuk mengkompensasi peningkatan resistens insulin, maka akan
terjadi hiperglikemiakronik (Decroli dkk, 2019).

Pada DM tipe 2 berhubungan dengan peningkatan berat badan dan obesitas,
selain itu bertambahnya usia dapat menyebabkan terjadinya resistensi insulin.
Terapi utama pada DM tipe 2 menggunakan OAD (DiPiro, 2015). Penderita DM
tipe 2 membutuhkan terapi insulin apabilamenggunakan OAD atau terapi lain tidak
mampu mencapai target terapi yakni HbA1c < 6,5% pada pasien tanpa penyakit
serius lainnya dan resiko hipoglikemik rendah (AACE, 2019). Jumlah penderita
DM tipe 2 mencapa 90-95% dari keseluruhan penderita diabetes (ADA, 2019)

c. Diabetes melitus gestasional

DM gestasional atau Gestational Diabetes Mellitus (GDM) merupakan
peningkatan glukosa darah selama kehamilan yang terjadi padatrimester kedua dan
ketiga kehamilan. DM gestasional merupakan gangguan sementara pada saat
kehamilan dan akan kembali normal setelah kehamilan. Wanita hamil dengan
kondisi hiperglikemia beresiko mengalami DM tipe 2 dalam jangka waktu 5-10
tahun mendatang. Bayi yang lahir dengan ibu DM gestasional cenderung beresiko
tinggi untuk mengalami obesitas dan DM tipe 2 (ADA, 2019).

d. Diabetes melitustipelain

DM tipe lain disebabkan oleh penyebab lain selain padatipe 1, tipe 2 dan
GDM. Misalnya terjadi defek genetik fungsi sel B-pankreas dan kerja insulin,
penyakit pada kelenjar eksokrin pankreas (seperti fibrosis sistik dan pankredtitis),
gangguan pada endokrin (adanya ekskresi berlebih hormon yang merupakan
antagonisinsulin) dan obat-obatan atau zat kimiayang menginduksi terjadinya DM
(seperti glukokortikoid, terapi HIV/AIDS atau pasca transplantasi organ), infeksi
infeks (rubella, Coxsackie B serta virus seperti cytomegalovirus dan adenovirus)
(Baynest dkk, 2015; Tripathi 2019).

2.1.3 Gegaadan Komplikas Diabetes Melitus
DM dapat muncul dengan berbagi gejala khas yakni poliuria (sering buang
air kecil), polidipsi (sering meras haus), polifagi (mudah meras lapar), pandangan

kabur, penurunan berat badan, kesemutan atau mati rasa di tangan maupun kaki,
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mudah terinfeks jamur pada daerah genital apabila terjadi luka maka proses
penyembuhannya cenderung lama. Manifestas klinis yang paling parah yakni
ketoasidosis atau keadaan hiperosmolar non-ketonik yang dapat menyebabkan
dehidrasi, koma bahkan dapat berujung pada kematian. Gejala-gejala yang timbul
pada setiap pasien dapat dijadikan sebagai acuan dalam menegakkan diagnosis
(IDF, 2017).

Komplikass DM dapat dibagi menjadi dua, yakni komplikasi akut dan
komplikasi kronis. Komplikasi akut yang terjadi dapat berujung kematian pada
pasien DM. Komplikasi akut yang banyak terjadi yakni hipoglikemia, ketoasidosis
metabolik karena kadar glukosa sangat tinggi, kondisi hiperglikemia hiperosmolar,
koma, kejang, dan infeksi. Komplikasi kronis dapat terbagi menjadi komplikasi
makrovaskular dan komplikasi mikrovaskular. Komplikasi makrovaskular meliputi
gangguan pada kardiovaskular dan serebrovaskular. Komplikasi mikrovaskular
yang sering terjadi nefropati, neuropati, dan retinopati (Forbes dkk, 2013).

2.1.4 Diagnosis Diabetes Melitus

Tes diagnostik pada DM yang direkomendasikan adalah kadar glukosa
plasma puasa, glukosa plasma dua jam setelah makan setelah tes toleransi glukosa
ora (TTGO), kadar HbA 1c dan glukosadarah acak apabilaterdapat tandadan gejala
DM. Individu dengan kadar glukosa plasma puasa > 126 mg/dl (7,0 mmol/L),
glukosa plasma dua jam setelah makan > 200 mg/dl (11,1 mmol/L), HbA1c > 6,5%
(48 mmol/mol) atau glukosa darah acak > 200 mg/dl (11,1 mmol/L), dengan adanya
tanda maupun gegaa DM, maka dianggap memiliki DM. Diagnosa dapat
ditegakkan apabila minimal uji pada salah satu kriteria diulang sebanyak dua kali
atau uji dilakukan dengan dua kriteria memiliki nilai diatas ambang batas normal
kadar glukosa atau HbA 1 yang ditetapkan (ADA, 2019).

2.1.5 Tinjauan Tentang Terapi Diabetes Melitus
Penatalaksanaan terapi pada DM memiliki tujuan untuk menghilangkan
gegjaa, meningkatkan kualitas hidup pasien, mengurangi adanya resiko komplikasi

akut maupun kronis sertamenurunkan morbiditas dan mortalitas dari DM. Terdapat
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tigakomponen utama dalam terapi DM, yakni diet nutrisi, penggunaan obat-obatan
(insulin dan OAD) dan olahraga.
a. Terapi Non-Farmakologi
1) Diet

Diet nutris atau pengaturan pola makan memiliki peran penting dalam
pengobatan DM. Diet yang dianjurkan yakni makanan dengan komposisi seimbang
antara karbohidrat protein dan lemak (DiPiro, 2015). Diet dengan penurunan 5%
berat badan mampu menurunkan kadar HbA1c sebanyak 0,6%, setiap kilogram
penurunan berat badan berhubungan dengan 3-4 bulan tambahan waktu harapan
hidup. Pilihan jenis makanan juga diperhatikan, dianjurkan mengkonsumsi
makanan yang berserat. Hal ini diharapkan penyerapan lemak akan dihambat
sehingga dapat menurunkan resiko masukan kalori berlebih (Muchid dkk, 2005).
2) Olahraga

Olahraga atau aktivitas fisk turut mendukung terhadap keberhasilan terapi
secara non-farmakologi. Olahraga secara teratur mampu menurunkan dan menjaga
kadar glukosa darah tetap normal. Olahraga yang dianjurkan yakni kurang lebih
150 menit/minggu dengan intensitas sedang (50-70% denyut jantung maksimal),
tiga hari dalam seminggu dengan tidak lebih dari dua hari antara tiap aktivitas.
Latihan aerobik dapat meningkatkan sensitivitas dari insulin, sedikit mampu
meningkatkan kontrol glikemik, mengurangi resiko terjadinya penyakit
kardiovaskular dan berkontribusi dalam penurunan berat badan (DiPiro, 2015).
b. Terapi Farmakologi

Terapi farmakologi dapat dilakukan dengan menggunakan OAD dan insulin.
Terapi insulin dapat diklasifikasikan berdasarkan lama kerjanya menjadi 5
golongan, yakni :

1) Rapid-acting insulin (insulin aspart, insulin lispro, insulin glulisin, inhaled

insulin)

2) Short-acting insulin

3) Intermediate-acting insulin (nph)

4) Long acting insulin (insulin glargine, insulin detemir, insulin degludec)

5) Premixed insulin
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Terdapat sembilan golongan OAD yang disetujui untuk digunakan pada pasien

DM, yakni:
1) Biguanida

Golongan obat ini dibagi menjadi tiga jenis yakni fenformin, buformin dan
metformin. Metformin merupakan satu-satunya dari golongan ini yang masih
digunakan sebagai obat hiperglikemik oral. Mekanisme dari metformin yaitu
menghambat glukoneogenesis dan meningkatkan penggunaan glukosa di jaringan.
Obat ini akan bekerja secara efektif apabilaterdapat insulin endogen. Efek samping
dari obat ini adalah mual, muntah, diare, nyeri perut, anoreksia, penurunan
penyerapan vitamin Bio, eritema, pruritus, urtikaria dan hepatitis, rasa logam,
asidosis laktat (IONI, 2015).
2) Sulfonilurea

Sulfonilurea mampu menurunkan kadar glukosa darah dengan
meningkatkan sekresi insulin dari sel p-pankreas, menyebabkan saluran kalium
sensitif ATP akan tertutup dan terjadi depolarisass membran. Saluran kalsium
terbuka dan memungkinkan kalsium untuk masuk ke dalam sel. Meningkatnya
kalsium intraseluler menyebabkan translokasi granula sekretori ke permukaan sel
dan eksositosis granula insulin (Tripathi 2019). Golongan sulfonilurea terdiri dari
generasi pertama (klorpropamida, tolazamida tolbutamid dan asetoheksamid) yang
cenderung memiliki potensi lebih rendah dibandingkan dengan generasi kedua
(gluburida, glipizida, glikazida, glimepirida, dan glikuidon). Efek samping yang
umum terjadi pada penggunaan obat golongan ini adalah ataksia, depres,
hipoestesi, insomnia, nyeri paresthesia, kantuk, sakit kepala, diaforesis, pruritus,
hipoglikemik, diare, perut kembung, dan muntah (Ganesan & sultan 2019).
3) Meglitinida

Meglitinida mampu meningkatkan sintesis dan sekresi dari insulin dengan
cara berikatan di sis benzamido pada reseptor sulfonilurea, sehingga akan
menghambat kanal kalium sensitif Adenosine triphosphate (ATP), ha ini
mengakibatkan terbukanya kanal kalium dan terjadi peningkatan kalsium
intraseluler (Tripathi 2019). Contoh dari golongan ini adalah nateglinide dan
repaglinide (Pamela dkk, 2019). Efek samping yang mungkin terjadi setelah
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penggunaan repaglinide adalah gangguan pada saluran cerna, sedangkan
penggunaan nateglinide dapat menyebabkan infeks pada saluran nafas bagian atas
(Muchid dkk, 2005).

4) Tiazolidindion (TZD)

Contoh dari golongan TZD adalah rosiglitazon, pioglitazon dan troglitazon,
dimana penggunaan troglitazon telah ditarik dari pasaran. TZD bekerja dengan
berikatan pada reseptor peroxisome proliferator activator receptor-y (PPAR-y) di
otot, jaringan lemak dan hati untuk menurunkan resistensi insulin (Krentz 2005).
Efek samping dari TZD adalah edema, hipoglikemia, gagal jantung, sakit kepala,
patah tulang, mialgia, sinusitis, dan faringitis (Ganesan & sultan 2019).

5) Inhibitor Dipeptidyl Peptidase (DPP-4)

Gliptin merupakan obat yang termasuk dalam inhibitor DPP-4, termasuk di
dalamnya adalah sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, linagliptin dan alogliptin.
Inhibitor DPP-4 menghambat perjalanan glukosa darah setelah makan.
Penghambatan terhadap enzim DPP-4 dapat memperpanjang waktu paruh
glucagone like peptide-1 (GLP-1) dan gastric inhibitory polypeptide (GIP). Kedua
hormon tersebut merupakan hormon inkretin yang mampu meningkatkan sekresi
insulin, menghambat glukagon dan memperlambat proses pengosongan lambung
(Tripathi 2019). Efek samping dari obat ini yaitu mual dan muntah yang biasa
muncul pada awa pengobatan. Gangguan fungsi kekebalan dan infeksi saluran
pernapasan pernah dilaporkan terjadi pada beberapa pengguna obat ini. Obat
golongan ini dikontraindikasikan pada pasien yang memiliki riwayat penyakit
pankreatitis, penyakit ginjal dan penyakit hati berat (Ahmed dkk., 2012)

6) Inhibitor Sodium-Glucose Cotransporters 2 (SGLT2)

Inhibitor SGLT2 telah disetujui oleh Food and Drug Administration (FDA)
yakni canagliflozin, dapagliflozin, dan empagliflozin. Proses reabsorpsi glukosa
dari urin dalam tubulus proksimal difasilitasi oleh SGLT, dengan menghambat
SGLT2 maka proses reabsorps glukosa di tubulus proksimal akan menurun dan
kadar glukosa plasma berkurang sehingga terjadi glukosuria (DiPiro, 2015). Efek
samping yang mungkin timbul dari obat ini adalah dislipidemia, peningkatan
produksi urin, disuria, influenza, patah tulang dan gangguan ginja (Ganesan &
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Sultan, 2019).
7) Agonis dopamin

Bromokriptin mesilat merupakan agonis dopamin yang penggunaannya
telah disetujui oleh FDA untuk pengobatan pada DM tipe 2. Rendahnya kadar
dopamin pada hipotalanus akan mengurangi aktivitas simpatik. Efek ini
meningkatkan sensitivitas insulin di hati dan menurunkan output dari glukosa
hepatik (DiPiro, 2015). Efek samping yang umum terjadi adal ah hipotensi, pusing,
pingsan, mual, mengantuk, sakit kepala, dan esksaserbasi gangguan psikotik (Koda-
Kimble, 2013).
8) Bile Acid Sequestrants

Kolesevelam merupakan salah satu obat golongan Bile Acid Sequestrants
yang telah disetujui penggunaannya oleh FDA. Obat ini digunakan sebagai terapi
tambahan dan meningkatkan kontrol dari glukosa pada pasien DM tipe 2. Obat ini
ditemukan efektif dalam menurunkan kadar kolesterol darah LDL (low density
lipoprotein), mengurangi morbiditas dan mortalitas penyakit kardiovaskular namun
memiliki efek yeng minim dalam penurunan kadar glukosa (Ahmed dkk., 2012).
Efek samping dari penggunaan obat ini adalah gangguan pada saluran cerna,
gangguan pada neuromuskular rangka, sertafaringitis (Lecy dkk, 2009).
9) Inhibitor a-glukosidase

Inhibitor a-glukosidase memiliki mekanisme menghambat absorbsi dari
glukosa pada umumnya digunakan untuk mengendalikan hiperglikemia
postprandial. Inhibitor o-glukosidase secara kompetitif menghambat enzim
maltase, isomaltase, sukrase dan glukoamilase di usus halus serta memperlambat
pemecahan sukrosa dan karbohidrat kompleks. Hal ini mengakibatkan penundaan
pada absorpsi karbohidrat sehingga memberikan waktu bagi pankreas untuk
mengeluarkan insulin yang digunakan dalam regulasi glukosa Inhibitor a-
glukosidase juga menghambat enzim o-amilase, inhibisi kedua enzim ini efektif
mampu mengurangi pencernaan dan absorpsi karbohidrat, sehingga mampu
mengurangi peningkatan kadar glukosa postprandial pada penderita DM (Muchid
dkk, 2005). Efek samping yang banyak terjadi akibat pemakaian dari obat ini adalah
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diare, nyeri perut, lebih banyak flatus dan peningkatan transaminase (Lecy dkk,
2009).

2.2  Digesti dan Absorpsi Karbohidrat

Pati merupakan polimer dari glukosa yang dihubungkan dengan Cl oksigen,
dikenal dengan ikatan glikosida. Pada akhir rantai polimer terdapat aldehida, yang
dikenal sebagai ujung pereduksi (Maarel dkk, 2002). Pada pati terdapat dua polimer
glukosa yaitu amilosa dan amilokpektin. Amilosa (15-25% dari pati) merupakan
polimer linear yang terdiri dari 6000 unit glukosa dengan ikatan glikosidik a-(1,4),
sedangkan amilopektin (75-85% dari pati) terdiri dari a-(1,4) pendek yang terikat
dengan rantai linear dari 10-60 unit glukosa dan a-(1,6), terikat dengan rantai
samping yang terdiri dari 15-45 unit glukosa. Amilosa terbentuk dari granul yang
terikat pada pati sintase yang dapat memperpanjang malto-oligosakarida. Pati
sintase yang dapat larut bertanggung jawab untuk sintesis unit rantai amilopektin.
(Souza & Magalhaes, 2010).

A.Struktur amilosa
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Gambar 2.1 Duajenis polimer glukosa yang terdapat dalam pati : (A) amilosa dan (B)
amilopektin (Souza & Magalhaes, 2010)

Proses pencernaan pati dimulai di dalam rongga mulut melalui sekresi a-
amilase saliva (ptyalin) yang menghidrolisisikatan o-1,4 dari pati atau amilum dan

mengubahnya menjadi maltosa. Amilase pankreas atau amilopsin di usus halus
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yang mencerna 60% pati. Enzim laktase pada epitel usus akan mendegradasi
maltosa menjadi karbohidrat 6 karbon. Laktosa akan didegradasi menjadi glukosa
dan galaktosa, sukrase didegradasi sukrosa dan fruktosa (Mac dkk, 2009). Maltrase
akan didegradasi menjadi dua molekul glukosa (Dasthy dkk, 2013).

Glukosa merupakan produk utama dari pati dan disakarida, memiliki sifat
sangat hidrofilik sehingga tidak dapat melewati membran biologis tanpa bantuan.
Glukosadiabsorpsi dan bergerak antar jaringan menggunakan transporter, terutama
terdiri dari glucose transporter (GLUT) dan sodium glucose cotransporter (SGLT)
(Scheepers, 2004). GLUT2 merupakan transporter fasilitatif yang bertanggung
jawab pada proses penyerapan glukosadi usus. Setelah glukosadiabsorbsi ke dalam
darah melalui usus, glukosa akan masuk ke sel sel B GLUT2. Selanjutnya proses
fosforilasi glukosa akan merangsang sekresi dari insulin. Insulin yang mencapai sel
otot dan adiposa menyebabkan relokasi GLUT4 ke membran sel dan memfasilitas
pengambilan glukosa ke dalam jaringan (Williamson, 2013).
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Gambar 2.2 Mekanisme absorps glukosa pada kondisi normal (A) dan kondisi DM (B)
(Wiliamsom, 2013).


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

14

Pada individu dengan kondisi DM, pankreas tidak menghasilkan cukup
insulin, sehingga insulin yang ada tidak cukup efektif digunakan oleh tubuh. Pada
kondisi tersebut proses uptake glukosa oleh sel target berkurang sehingga glukosa
pada darah akan meningkat (Moini 2019). Pada kondisi DM banyak enzim dan
transporter yang lebih responsif terhadap uptake glukosa di usus, sehingga terjadi
peningkatan regulasi (Gambar 2.2 B). Protein SGLT1 mengalami peningkatan
hingga empat kali lipat pada duodenum DM tipe 2, MRNA enzim sukrase dan
laktase akan meningkat dua hinggatiga kali lipat, mMRNA pada GLUT2 juga akan
mengalami peningkatan hingga tiga kali lipat. Enzim o-amilase mengalami
peningkatan pada kondisi DM. Peningkatan regulasi enzim dan transporter akan
berkontribusi pada kondisi gangguan toleransi glukosa, sehingga menyebabkan
eksaserbasi kontrol glukosa yang buruk pada DM (Aydin, 2007).

2.3 Enzim a-Amilase

a-Amilase (o-1,4-glukan-4-glukanohidrolase) merupakan produk utama
yang di sekresi oleh pankreas (5-6%) dan saliva, berperan dalam proses pencernaan
pati dan glikogen. a-Amilase merupakan salah satu enzim pemecah karbohidrat
yang tergolong dalam cal sium metalloenzymes karenadilengkapi dengan logam Ca
yang berguna sebagai stabilisator, katalisator serta aktifator dari sisi alosterik enzim
(Sales dkk, 2012). a-Amilase berperan awal dalam proses pemecahan polisakarida
pada ikatan o-1,4 glikosida menjadi senyawa yang lebih sederhana yakni
oligosakarida. Oligosakarida yang terbentuk akan dipecah oleh enzim lainnya (o-
glukosidase) pada ikatan a-1,6-glikosida menjadi monosakarida (glukosa) untuk
selanjutnya dapat diabsorbsi dengan bantuan transporter glukosa (Sim dkk., 2010).
Berdasarkan hal tersebut maka enzim o-amilase berperan dalam menentukan
pencernaan dan absorps glukosa dalam darah, khususnya pada pasien DM
(Williamson, 2013). a-Amilase merupakan endo-acting enzim yang artinya
memutus ikatan secara acak padapati dari dalam, bukan pada ujung terminal. Hasl|
dari pemutusan ikatan adalah maltotriosa, maltosa dan amilosa sedangkan glukosa

dan limit dextrin yang dihasilkan dari amilopektin (Ompusunggu dkk., 2013)
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Enzim a-Amilase tersusun oleh protein yang memiliki struktur tigadimensi
yang dapat mengikat substrat oleh aksi spesifik dari kelompok katalitik, yang
mampu menyebabkan kerusakan ikatan glikosidik. Enzim a-amilase pada manusia
tersusun dari 512 asam amino satu rantai oligosakarida dengan berat molekul 57,6
kDa. Protein dalam enzim terdiri dari tigadomain yakni A, B, dan C (Gambar 2.3).
Domain A ditandai dengan warna merah merupakan domain terbesar dengan barel
khas yang berbentuk super struktur (/a)). Domain B ditandai dengan adanyawarna
kuning, yang berada diantara domain A dan C dan menempel pada domain A
dengan ikatan disulfida. Domain C ditandai dengan warna biru yang memiliki
struktur lembaran f, terhubung ke domain A oleh rantai polipeptida sederhana. Sisi
aktif enzim ditandai dengan warnahijau rantai panjang yang terletak di bagian akhir
gugus karboksil domain A dan B. Situs pengikatan substrat terdiri atas 5 subsitus
dengan situs katalitik di subsitus 3. Terdapat ion kalsium yang ditandai dengan bola
warna biru dan ion klorida yang ditandai dengan bola warna kuning. lon kalsium
pada enzim ini berperan sebagal stabilisator dan activator allosteric (Souza &
Magal haes, 2010).

Gambar 2.3 Struktur a-amilase Domain A ditunjukkan dengan warna merah, domain B
warna kuning, dan domain C warna biru. Di pusat katalitik, ion kalsium
ditampilkan dengan bentuk bola biru dan ion klorida dengan bentuk bola
kuning. Struktur hijau terikat ke situs aktif dan ke permukaan situs pengikatan
(Souza & Magalhaes, 2010).

Enzim o-amilase mengkatalisis proses hidrolisis pati melalui mekanisme
perpindahan ganda. Mekanisme tersebut melibatkan pembentukan dan hidrolisis

ikatan kovalen enzim B glycosyl inter mediate dengan menggunakan situs aktif asam
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karboksilat (Rydberg dkk, 2002). Aspl97, Glu233, dan Asp300 digunakan sebagai
residu katalitik. Aspl197 digunakan sebagai nukleofil yang menyerang substrat pada
pusat anomer gula, sehingga membentuk ikatan kovalen reaks intermediet. Pada
tahap ini reduks ujung substrat akan memotong kerangka gula. Tahap kedua
molekul air menyerang pusat anomerik dan memutusikatan kovalen antara Asp197
dan substrat, mengikat gugus hidroksil ke pusat anomer. Kedua tahap tersebut
Glu233 dan Asp300 secara individu atau kolektif bertindak sebagai katalis asam
atau basa (Sales dkk, 2012).

2.4 Inhibitor Enzim a-Amilase

Inhibitor enzim merupakan suatu senyawa atau zat yang dapat menghalangi
aktivitas kerja enzim tersebut. Inhibitor enzim dapat dibedakan berdasarkan sifat
kestabilan penghambatan menjadi duajenis yakni inhibitor reversible dan inhibitor
irreversible (Sumardjo, 2009). Inhibitor irreversible merupakan inhibitor yang
berikatan secara kovalen atau non kovaen stabil dengan situs aktif dari enzim,
mampu menyebabkan kerusakan pada beberapa gugusfungsi di sisi katalitik enzim.
Inhibitor reversible merupakan inhibitor yang bekerja dengan mengikat sisi aktif
enzim dan dapat dipisahkan kembali dari ikatannya, padainhibitor ini reaks kimia
yang terjadi secara dua arah atau bolak-balik. Pada inhibitor reversible dapat
diklasifikasikan menjadi inhibis kompetitif, nonkompetitif atau unkompetitif
(Sharma, 2012).

Pendekatan terapetik pada pengobatan DM tipe 2 salah satunya dengan
menurunkan glukosa darah postprandial, yakni dengan menghambat absorpsi
glukosa melalui penghambatan pada enzim penghidrolisis karbohidrat. Adanya
penghambatan terhadap enzim penghidrolisis karbohidrat yaitu a-amilase dan o-
glukosidase akan berdampak pada penurunan dan penundaan dari absorpsi glukosa
di dalam tubuh (Ishnava & Motisariya, 2018). Enzim a-amilase dapat dihambat
oleh obat golongan inhibitor a-glukosidase (Muchid dkk, 2005). Terdapat dua
golongan inhibitor a-glukosidase yang telah disetujui oleh FDA yaitu akarbose dan
miglitol (DiPiro, 2015).
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2.5 Akarbose

Akarbose sdah satu OAD yang memiliki sasaran pada pencegahan
hiperglikemia postprandial. Akarbose diindikasikan untuk menurunkan kadar
glukosa darah pada pasien DM tipe 2 dengan kadar HbA 1 mendekati target, kadar
glukosa plasma puasa mendekati normal namun memiliki kadar glukosa
postprandial tinggi (Lecy dkk, 2009; DiPiro, 2015). Akarbose secara kompetitif
dan reversible akan menghambat a-glukosidase, terutama glukoamilase dan
sukrase di usus halus sehingga proses pencernaan kompleks karbohidrat akan
ditunda, proses penyergpan glukosa yang terhambat akan menurunkan
hiperglikemia postprandial (Tripathi, 2019). Akarbose mampu mengurangi
konsentrasi glukosa postprandial 40-50 mg/dL (Manaf, 2010). Efek samping
penggunaan akarbose adalah gangguan pada gastrointestinal, diare, lebih banyak
flatus, rasa kurang nyaman pada perut dan peningkatan transamin (Lecy dkk, 2009).
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Gambar 2.4 Struktur Kimia Akarbose (Sales dkk, 2012).

Akarbose memiliki struktur yang mirip dengan oligosakarida. Senyawa ini
dihasilkan dari proses fermentasi bakteri Actinoplanes utahensis (Tripathy dkk,
2012). Nitrogen antar molekul pada akarbose akan menempati sisi aktif dari enzim
a-glukosidase dengan kekuatan afinitas yang lebih dari substrat normal. Selama
akarbose terikat dengan enzim, maka proses pencernaan karbohidrat akan
terhambat. Mekanisme penghambatan ini disebabkan adanya cincin sikloheksana
tak jenuh dan ikatan glikosidik nitrogen yang meniru keadaan transisi untuk
pemutusan enzimatik glikosidik (Sales dkk, 2012).

Salah satu alasan pemilihan akarbose sebagai kontrol positif didasarkan
pada penelitian terdahulu yang telah banyak menggunakan akarbose sebagai
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kontrol positif dalam pengujian aktivitas enzim o-amilase. Penggunaan kontrol
positif dalam suatu pengujian dilakukan sebagai pembuktian dari kebenaran metode
yang digunakan, dan sebagai pembanding, melihat potensi kekuatan dari sampel
uji. Mekanisme akarbose sebagai penghambat enzim a-amilase dengan bertindak
sebagal analog pada keadaan transisi untuk hidrolisis, sehingga ikatan glikosidik
dalam pati akan dihambat. Didasarkan pada persamaan reaksi dan persamaan pada
struktur sisi aktif dari karbohidrat dan enzim, maka diharapkan salah satu unit dari
akarbose yakni acarviosine dapat menghambat a-amilase dengan mengikat dua
subsitus D-glukosa pada kedua sisi gugus katalitik (Yoon & Robyt, 2003).

2.6  Uji Penghambatan Enzim a-Amilase

Proses uji penghambatan enzim a-Amilase secara in vitro dilakukan
berdasarkan penurunan gula reduksi hasil dari reaks hidrolisis pati terlarut oleh
enzim a-amilase dengan adanya senyawainhibitor. Pati yang terlarut nantinya akan
dihidrolisis oleh enzim a-amilase menjadi gula reduksi oligosakarida pendek
melalui pemutusan ikatan a-D-(1-4) glikosida. Akhir reaks hidrolisis a-Amilase
menghasilkan produk campuran oligosakarida, seperti maltosa, maltotriosa, dan
oligosakarida bercabang dengan 6-8 unit glukosa yang mengandung baik ikatan o-
1,4 maupun o-1,6 (Sales dkk, 2012).

Tiga metode uji penghambatan a-amilase yang umum digunakan adalah
metode dinitrosalicylic acid (DNSA) (Miller dkk, 1959), starch iodine colour assay
(Xiao dkk 2006), dan modified starch iodine protocol (Hossan 2009). Prinsip
metode ini didasarkan pada pangukuran konsentrasi produk, yakni gula reduks
dengan reagen asam dinitrosalisilat (DNS), sedangkan untuk tiga metode lainnya
didasarkan pada pengukuran konsentrasi residu substrat dengan iodin (Fuwa, 1954).

Metode DNS dilakukan dengan menambahkan sampel, dapar fosfat, larutan
a-amilase, dan larutan pati (Nugraha dkk, 2018). Reaks hidrolisis a-amilase
dihentikan dengan pemanasan sehingga terjadi perubahan dari konfigurasi dari o-
amilase dan menyebabkan aktivitasnya akan hilang. Setelah proses penghentian
reaks maka konsentrasi produk dari reaksi hidrolisis ditentukan dengan reagen
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pewarna DNS. Reagen yang digunakan adal ah larutan yang dibentuk oleh senyawa
2-hidroksi-3,5-asam dinitrobenzoat, bertindak sebagai oksidan, garam Rochelle
(potasium sodium tartrat) yang mencegah disolusi oksigen dalam reagen dan
natrium hidroksida menyediakan media yang dibutuhkan untuk reaksi redoks yang
terjadi (Garriga dkk, 2017).

Metode DNS merupakan teknik kolorimetri, yang terdiri dari reaks redoks
antara 3,5-asam dinitrosalisilat dan gula reduksi pada sampel. Kekuatan dari
reduks gula berasal dari gugus karbonilnya, yang dapat dioksidasi menjadi gugus
karboksil oleh zat pengoksidasi ringan, sedangkan DNS (warna kuning) akan
direduksi menjadi asam 3-amino-5-nitrosalislat (warna merah) yang dapat diukur
dengan spektrofotometer pada panjang gel ombang maksimum 540 nm (Miller dkk,
1959). Reaksi reduksi oleh DNS oleh salah satu gulareduksi yaitu glukosa:

3 Glucose + 3,5-dinitrosalicylate + 3 OH™ A% 3 Gluconate + 3-amino-5-
nitrosalicylate + 2 HO

CHO (o] coo™!
H————3——OH OH H——}—OH
HO————H OH HO———H
0,
H OH H—1 OH
Bright
H————OH gh
yellow-colored H——+——OH
5 solution
CH,0H CH,0H

Gambar 2.5 Tahapan reaks reduksi DNS (Timerman, 2012).

Senyawa inhibitor tertentu mampu menghambat aktivitas enzim o-amilase
yang menyebabkan substrat tidak dapat bereaksi dengan enzim, sehingga produk
berupa gula pereduks tidak terbentuk. Gula pereduksi yang tidak terbentuk
menyebabkan intensitas warna yang terbentuk akan menurun, sehingga absorbansi
pada panjang gelombang maksimum akan menurun. Semakin kecil absorbansi
maka persen penghambatannya akan semakin besar, dan semakin baik potensinya
sebagai inhibitor a-amilase (Nugraha dkk, 2018). Akarbose digunakan sebagai

kontrol positif pada uji penghambatan enzim a-amilase ini.
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Nilai 1Cso (Inhibitory Concentration) digunakan sebagai parameter
penghambatan enzim a-amilase. Nilai dari 1Cso merupakan konsentrasi ekstrak
yang mengandung inhibitor a-amilase yang mampu menghambat 50% aktivitas dari
a-amilase dalam kondisi pengujian. Nilai 1Csp dapat dihitung menggunakan
persamaan regresi linier dengan konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % inhibisi
sebagal sumbu y. Persamaan regresi linier yang didapatkan yakni y=bx+a (Neubig
dkk., 2003).

Nilai 1Csodapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

50—a
ICs0 =
50 b

keterangan: a= intercept
b=slope
Persentase penghambatan dihitung dengan menggunakan rumus (Nugraha dkk,
2018) :

Absorbansi kontrol negatif- Absorbansi sampel

x 100

Penghambatan (%) =

Absorbansi kontrol negatif

2.7 Tinjauan Tentang Tanaman Kepel
2.7.1 Klasifikas Tanaman Kepel
Berdasarkan ITIS (2019), klasifikas tanaman kepel adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridiplantae
Infrakingdom : Streptophyta
Superdivis  : Embryophyta

Divis : Tracheophyta
Subdivis . Spermatophyta
Kelas : Magnosiopsida
Superordo : Magnolianae
Ordo : Magnoliales
Famili : Annonaceae

Genus . Stelechocarpus
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Spesies : Selechocarpus burahol.

2.7.2 Deskripsi dan Morfologi Tanaman Kepel

Tanaman kepel tersebar di daerah Asia Tenggara, mulai dari Malaysia
hingga kepulauan Salomon dan dapat tumbuh pada daerah tropis dan subtropis.
Tanaman kepel dapat tumbuh pada habitat hutan sekunder dataran rendah pada
tanah liat yang basah, dan mampu tumbuh pada ketinggain 600 mdpl. Kepel akan
tumbuh dengan baik pada kondisi tanah yang subur, memiliki drainase yang baik
dengan pH 5,8-6,7 (Solikin, 2010).

Kepel merupakan salah satu jenis tanaman buah-buahan, di Indonesia kepel
memiliki beberapa nama lain seperti kecindul, cindul (Jawa), simpol, burahol
(Indonesia) dan turalak (Sunda) (Hidayat, 2015). Tanaman kepel merupakan salah
satu jenis tanaman buah yang telah ditetepakan menjadi salah satu tanaman yang
menjadi ciri khas Daerah Istimewa Y ogyakarta (Haryjanto, 2012).

Ciri umum dari tanaman kepel yakni memiliki tinggi mencapai 20 m dan
berdiameter 40 cm, batang tegak, bulat, berkayu, berwarna coklat hingga
kehitaman, percabangan monopodial. Daun tunggal berbentuk elips hingga bulat
telur dengan panjang 12-27 cm dan lebar 4-6 cm. Pangka dan ujung daun
cenderung meruncing halus, pertulangan bawah menonjol, mengkilap serta
berwarna hijau. Tanaman kepel memiliki bunga majemuk berbentuk tandan yang
tersebar di sekitar batang dan cabang, memiliki benang sari dan putik yang halus
berwarnakuning, tangkai bunga berbentuk silindris dengan panjang 4 cm, mahkota
bunga lonjong berwarna kuning. Buah dari tanaman kepel buni, bulat, kulit kasar,
berwarna coklat dan berdiameter 5-6 cm, tumbuh bergerombol 1-13 buah. Biji dari
buah kepel halus berbentuk ginjal dengan panjang hingga 3 cm dan berwarna hitam
mengkilap. Akar tunggang berwarna putih kecoklatan (Hidayat, 2015).

2.7.3 Kandungan dan Manfaat Kepel
Tanaman kepel (Stelechocar pus burahol) merupakan tanaman dari keluarga
Annonaceae yang memiliki potensi untuk dikembangkan menjadi kandidat bahan

obat dan kosmetik (Kusmiyati, 2005). Bagian dari tanaman kepel yang dapat
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dimanfaatkan adalah daun, kulit batang dan buah (Heyne, 1987). Kandungan yang
dapat ditemukan pada ekstrak etanol buah kepel adalah senyawa fenol seperti
flavonoid, saponin dan tanin (Isradji dkk, 2014), sedangkan pada daunnya kepel
mengandung senyawa terpenoid dan fenol flavonoid (Ramadhan dkk., 2015).

Berdasarkan penelitian Ramadhan dkk (2015), daun dewasa tanaman kepel
memiliki kadar flavonoid paling tinggi dibandingkan dengan daun sedang maupun
daun muda. Kadungan flavonoid total dalam ekstrak etanol 70% yakni 9,3;9,9; dan
10,1 % (b/b) (Diniatik, 2015). Kandungan flavonoid pada daun kepel memiliki
aktivitas sebagai antioksidan. Pada penelitian yang dilakukan oleh Rosalina (2014)
aktivitas antioksidan DPPH ekstrak daun kepel dan daun jambu biji memiliki
korelasi positif dengan kadar fenol pada masing-masing ekstrak, dimana nilai 1Cso
ekstrak kepel yakni 18,089 pg/mL (Rosaling, 2014). Aktivitas antioksidan dari
senyawa fenol dan flavonoid yang dimiliki oleh kepel disebabkan adanya gugus
hidroksi pada struktur molekulnya (PERKI, 2017).

Daun kepel memiliki beberapa kandungan senyawa kimia yang bermanfaat
bagi perkembangan pengobatan dari bahan alam. Dosis 50-400 mg/kg BB ekstrak
etanol daun kepel mampu digunakan sebagai antihiperurisemia dengan efek dan
potensi yang sama dengan Allupurinol (Purwatiningsih & Hakim, 2010). Pada
penelitian toksisitas akut dari ekstrak etanol daun kepel pada tikus menunjukkan
bahwa dengan dosis 5000 mg/kg BB belum bersifat toksik (Purwatingsh &
Nurlaila, 2016). Ekstrak etanol daun kepel dosis 200 mg/kg BB memiliki
persentase penurunan kadar glukosa darah sebesar 53,45% sebanding dengan
penggunaan glibenklamid pada mencit yang diinduksi aloksan (Jeany, 2018).

2.8  Tinjauan Fenol
28.1 Fenal

Fenol adalah golongan senyawa yang khas dengan adanya gugus hidroksil
(OH) yang terikat pada cincin aromatik. Senyawa ini mayoritas berada di alam
berbentuk polimer seperti proantosianin dan asam fenolat (Saan dkk, 2017).
Senyawa fenol memiliki berbagai aktivitas, salah satunya dalam penghambatan
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enzim o-amilase dan juga sebagai antioksidan (Moein dkk., 2017). Senyawa fenol
seperti asam klorogenat dan asam kafeat memiliki aktivitas penghambatan o-
amilase dengan membentuk struktur kuinon maupun lakton atau senyawa yang
memiliki struktur 4-oxo-pyrane, sehingga mampu menghambat reaksi hidrolisis a-
1,4-glikosida pada pati atau karbohidrat. Senyawa fenol dapat digunakan dalam
pengobatan DM tipe 2, hal ini didasarkan pada pengujian secara in vitro, in vivo
maupun uji klinis pada manusia, konsumsi polifenol turunan tumbuhan dan diet
kaya akan polifenol mampu meregulasi kabohidrat dan metabolisme lipid,
menurunkan kondisi hiperglikemia, resistensi insulin dan stres oksidatif (Saad dkk,
2017).

2.8.2 Penetapan Kandungan Fenol Total

Penetapan kadar fenol total dilakukan menggunakan standar asam galat.
Asam galat merupakan senyawa golongan fenolat yang paling sederhana, mayoritas
digunakan dalam penetapan kadar fenol total. Reagen yang digunakan pada
penetapan kadar fenol total adalah Folin-Ciocalteu. Reagen tersebut mengandung
senyawa fosfomolibdat dan fosfotungstat yang menghasilkan reaksi reduks dan
oksidas dengan asam galat atau sampel uji yang diduga mengandung senyawa
fenol dan membentuk senyawa kuinon dan kompleks molybdenum berwarna biru
dan dapat diidentifikasi dengan panjang gelombang 725 nm. Intensitas warna biru
yang diperoleh akan sebanding dengan besar absorbans dan menunjukkan
kandungan fenol total dalam sampel (Singleton & Rossi, 1965). Reaks reduksi dan
oksidasi hanya dapat berlangsung pada suasana basa, oleh karena itu pada proses
penetapan kadar dilakukan penambahan Na:COs (Ismail & Runtuwene, 2012).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

Jenis Pendlitian
Jenis penelitian yag digunakan adalah Experimental Laboratories untuk

mengetahui aktivitas penghambatan terhadap enzim a-amilase oleh ekstrak etanol
daun kepel (Stelechocar pus burahol) sebagai salah satu agen antidiabetes.

3.2

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi

Universitas Jember dimulai pada bulan September 2019 hingga bulan April 2020.

3.3

311

3.12

3.13

34

Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagal berikut :
Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini adalah konsentrasi
ekstrak daun kepel (Stelechocarpus burahol)

Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah aktivitas antidiabetes melaui
inhibisi a-amilase dengan parameter nilai 1Cso

Variabel Terkendai

Variabel terkendali yang digunakan pada penelitian ini kadar fenol total dan

prosedur penelitian aktivitas antidiabetes melelalui inhibisi enzim a-amilase

Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini yaitu :

a. Aktivitas penghambatan enzim a-amilase ditunjukkan dengan parameter |Cso

yang merupakan konsentrasi efektif ekstrak daun kepel (Selechocarpus

burahol) untuk menghambat 50% enzim a-amilase.
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b. Aktivitas penghambatan dikatakan sangat kuat jikamemiliki nilai 1Cso kurang
dari 50 pl/ml, kuat untuk |Cso 50-100 pil/ml, sedang untuk | Csg 101-150 pl/ml,
dan lemah jika 151-200 pl/ml; (Putri & Hidgjati, 2015).

3.5 Bahan dan Alat Penelitian
3.5.1 Bahan Pendlitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian kali ini adalah daun kepel
(Selechocarpus burahol) (laboratorium herbal Materia Medica Batu), enzim o-
amilase (dari porcine, Sigma-Aldrich), akarbose (Sigma-Aldrich), akuabides, 3,5-
dinitrosalisilat acid (Sigma-Aldrich), sodium potassium tartrate (Sigma-Aldrich),
potato starch (Sigma-Aldrich), natrium hidroksida (NaOH), Sodium dihidrogen
fosfat (NaH2PQOa), dan sodium hidrogen fosfat (NazHPO.), etanol 70%, asam galat,
Folin-Ciocalteu.
3.5.2 Alat pendlitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer
(Labomed, Inc UV D-2950), mikropipet (Socorex), tip, kuvet, aat-alat gelas, oven,

neraca analitik (Ohaus), pH meter (Denver Instrument), dan water bath.

3.6  Prosedur Pendlitian
3.6.1 Pembuatan Ekstrak Daun Kepel (Stelechocarpus burahol)

Daun kepel dibersihkan dari pengotor dengan cara dicuci menggunakan air
mengalir dan diangin-anginkan. Daun kepel selanjutnya dikeringkan pada udara
terbuka tanpa terkena sinar matahari. Simplisia daun ditimbang dan dilakukan
proses penggilingan dan pengayakan. Sgiumlah 300 gram serbuk daun kepel
dimaserasi selama 2x24 jam menggunakan etanol 70% sejumlah 1,5 liter. Ampas
yang diperoleh dilakukan remaseras menggunakan etanol 70% sebanyak 1,2 liter.
Hasil maserat dan endapan dipisahkan dengan hati-hati. Hasil maserat yang
didapatkan diuapkan dengan rotavapor pada suhu 50° C hingga didapatkan ekstrak

kental yang selanjutnya dilakukan penghilangan sisa pelarut menggunakan oven
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suhu 40°%. Ekstrak kental yang didapatkan disimpan dalam wadah tertutup (Jeany,
2018).
3.6.2 Penetapan Kadar Fenol Total

Penetapan kadar fenol total pada ekstrak kental daun kepel (Stelechocarpus
burahol) mengacu pada prosedur yang dilakukan oleh Ridlo (2018) dengan
menggunakan reagen Folin-Ciocalteu sebagai berikut:
a Pembuatan larutan standar baku asam galat

Larutan standart asam galat dibuat dengan menimbang sgumlah 25 mg
asam galat yang dilarutkan dalam 25 ml metanol 98% dalam labu ukur 25 ml ad
tanda batas sehingga didapatkan konsentrasi 1000 pg/mL. Larutan tersebut
diencerkan hingga didapatkan konsentrasi 20, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180
dan 200 pg/mL.
b. Pembuatan larutan uji

Ekstrak etanol daun kepel ditimbang sgumlah 25 mg dilarutkan
menggunakan 10 ml etanol hingga diperoleh konsentrasi 2500 pug/ml. Larutan uji
tersebut dipipet sebanyak 2 ml ke dalam labu ukur 10 ml, kemudian ditambahkan
dengan etanol sampai tanda batas sehinggadiperoleh konsentrasi |arutan uji sebesar
500 pg/ml.
C. Pembuatan kurva baku asam galat

Larutan standar baku asam galat konsentrasi 20, 40, 50, 60, 80, 100, 120,
150, 180 dan 200 pg/mL masing-masing diambil sejumlah 100 pl dan ditambahkan
dengan 500 ul reagen Folin-Ciocalteu yang telah dilakukan pengenceran dalam
akuades (1:10 v/v). Campuran larutan tersebut didiamkan selama 6 menit dan
ditambahkan dengan 400 pl NaeCOs 7,5%. Campuran tersebut dikocok hingga
homogen dan diinkubasi selama 30 menit. Pengukuran absorbansi dilakukan pada
panjang gelombang 628 nm dengan menggunakan blanko yang terdiri dari semua
reagen tanpa adanya larutan ekstrak.
d. Penetapan kandungan fenol total larutan uji

Larutan uji ekstrak sebanyak 100 ul, ditambahkan dengan 500 pl reagen
Folin-Ciocalteu yang telah dilakukan pengenceran dalam akuades (1:10 v/v).

Campuran larutan tersebut didiamkan selama 6 menit dan ditambahkan dengan 400
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pl NaeCOs 7,5%. Campuran tersebut dikocok hingga homogen dan diinkubasi
selama 30 menit. Pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 628 nm. Pada
setiap masing-masing larutan uji dibuat dalam tigakali replikasi.
e. Perhitungan kadar fenol

Kadar fenol total dinyatakan dalam miligram asam galat ekivalen per gram
ekstrak (mg GAE/g ekstrak) yang diperoleh dengan menggunakan nilai absorbansi
masing-masing konsentrasi larutan uji dalam persamaan regresi larutan standar
baku asam galat. Pada setiap masing-masing larutan uji dibuat dalam tiga kali
replikasi untuk mendapatkan kadar fenol total.

3.6.3 Pembuatan Larutan dan Reagen
a Larutan dapar fosfat pH 6,9

Larutan ini disiapkan dengan mencampurkan sebanyak 255 ml NaH2PO4
0,1 M (6,90 gram dalam 50 ml akuabides) dan 245 ml NapHPO4 (15,84 gram dalam
600 ml akuabides) (Mohan, 2003).

b. Larutan Natrium Hidroksida (NaOH) 2 M

Larutan ini dibuat dengan menimbang 0,8 gram NaOH dan dilarutkan pada
akuabides 10 ml pada labu ukur ad tanda batas.
C. Larutan substrat 1%

Larutan ini dibuat dengan menimbang 0,1 gram pati dan dilarutkan pada
dapar fosfat pH 6,9 dalam labu ukur sebanyak 10 ml ad tandabatas. L arutan tersebut
selanjutnya dipanaskan selama + 5 menit hingga larutan jernih.

d. Larutan enzim o-amilase

Larutan ini dibuat dengan menimbang enzim sgumlah 6,25 mg dan
dilarutkan dalam dapar fosfat pH 6,9 ad 10 ml pada labu ukur hingga didapatkan
konsentrasi 10 U/ml, kemudian dilakukan pengenceran dengan menggunakan dapar
fosfat pH 6,9 hingga didapatkan konsentrasi enzim 0,5 U/ml.

e Reagen DNS

Reagen DNS dibuat dengan melarutkan sebanyak 30 gram sodium

potassum tartrat dalam 20 ml NaOH 2M kemudian dipanaskan hingga larut

(larutan 1). Larutan dua diperoleh dengan melarutkan 1,065 gram asam 3,5
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dinitrosalisilat dalam 50 ml akuabides. Kedua larutan tersebut dicampur dan
ditambahkan akuabides hingga diperoleh volume larutan sebanyak 100 ml. Kedua
campuran tersebut di saring menggunakan kertas saring (Bhutkar & Bhise 2012).
f. Larutan Akarbose

Pembuatan larutan akarbose merujuk pada penelitian Sya’bani (2016),
dilakukan dengan menimbang 5 mg akarbose dan dilarutkan dalam dapar fosfat pH
6,9 pada labu ukur sejumlah 10 ml hingga didapatkan konsentrasi 500 pug/ml. Dari
konsentasi tersebut dilakukan pengenceran hingga diperoleh konsentrasi 5, 10, 25,
50 dan 100 pg/mL.
g. Larutan sampel

Larutan sampel dibuat dengan menimbang 100 mg ekstrak daun kepel
(Stelechocarpus burahol), selanjutnya dilarutkan dalam 10 ml dapar fosfat pH 6,9
dalam labu ukur hingga diperoleh konsentrasi 10,000 pg/mL. Dari konsentras
tersebut dilakukan pengenceran hingga diperol eh beberapa konsentrasi antara 400-
3200 pg/mL.

3.6.4 Uji Aktivitas Inhibisi Enzim a-amilase

Pengujian aktivitas penghambatan enzim a-amilase menggunakan metode
yang merujuk pada penelitian Sya’bani (2016) yang telah dilakukan modifikasi.
Proses pengujian dilakukan pada kontrol negatif (larutan tanpa larutan sampel atau
standar), larutan kontrol positif (dengan akarbose), dan larutan sampel (dengan
ekstrak). Panjang gelombang yang terpilih yakni 540 nm (Wahyudi, 2015),
konsentrasi substrat terpilih 1%, dan waktu inkubasi terpilih yakni 15 menit.
Konsentrasi enzim terpilih yaitu 2 U/ml, konsentrasi sampel yang terpilih yaitu 50;
100; 200; 300; 400; dan 500 pug/mL, konsentrasi akarbose yang terpilih yaitu 1; 2,5;
5; 10; 20; 30; 40 dan 50 pg/mL (Sya’bani, 2016)

Kontrol negatif (C) dibuat dengan mencampurkan 60 pl dapar fosfat pH 6,9
dan 90 pl larutan enzim ke dalam tabung reaksi. Kontrol positif (C*) dibuat dengan
mencampurkan 60 pl akarbose dan 90 pl larutan enzim ke dalam tabung reaksi.
Sampel (S) dibuat dengan mencampurkan 60 ul sampel ekstrak daun kepel dengan

berbagal konsentrasi dan 90 pl larutan enzim ke dalam tabung reaksi. Masing-
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masing tabung reaks divortex dan dilakukan inkubas selama 15 menit dalam
waterbath pada suhu 37° C. 150 pl pati 1% ditambahkan pada masing-masing
tabung reaksi dan divortex kemudian diinkubasi kembali dalam waterbath pada
suhu 37° C selama 15 menit. Campuran tersebut didihkan selama kurang lebih 1
menit dan didinginkan menggunakan air mengalir hingga suhu kamar. Penentuan
total gula pereduksi yang dihasilkan dilakukan dengan menambahkan 150 pl DNS
dan divortex serta didihkan selama 15 menit, kemudian didinginkan dengan air
mengalir hingga suhu kamar. Masing-masing larutan diencerkan dengan
menambahkan 1350 pl akuabides dan divortex. Campuran larutan ini dipindahkan
kedalam kuvet untuk selanjutnya dianalisi's menggunakan spektrofotometer pada
panjang gel ombang 540 nm. Pada masing-masing larutan uji terdapat blanko namun
tanpa adanya penambahan enzim. Setiap pengujian dilakukan pada tiga kali
replikasi. Sistem reaks pengujian enzim ditampilkan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Sistem Pengujian Enzim a-Amilase (Sya’bani, 2016).

Volume (ul)

Larutan 0 S1 Co C: cto C1
Sampel 60 60 - - - -
Akarbose - - - - 60 60
Enzim 90 - 90 - 90 -
Dapar fosfat pH 6,8 - 90 60 150 - 90

Vortex dan diinkubasi 37°C, 15 menit

Substrat 150 150 150 150 150 150

* rtex dan diinkubasi 37°C, 15 menit
menit dan didinginkan dengan air mengalir
150 150 150 150 150 150
Vortex, dididihkan 15 menit, dan didinginkan dengan air mengalir
Akuades 1350 1350 1350 1350 1350 1350
Vortex, kemudian ukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm

So= Sampel (ekstrak) , S1=Blanko sampel (ekstrak), C o= Kontrol negatif, C 1=
Blanko kontrol negatif, C o= Kontrol positif (akarbose), C*1= Blanko kontrol
positif
Nilai penghambatan enzim a-amilase pada masing-masing ekstrak
dihitung dengan persamaan berikut (Nugraha dkk., 2018):

Penghambatan (%) == x 100%
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Keterangan:
G = Absorbans kontrol negatif
H = Absorbansi larutan uji yang digunakan

Nilai 1Cso dihitung berdasarkan persamaan regresi linier dengan konsentrasi
sampel sebaga sumbu x dan % inhibisi sebagai sumbu y. Sehingga diperoleh
persamaan regres y=bx+a. Persamaan tersebut digunakan untuk menghitung nilai
| Cso.
Nilai 1Cso dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut :

50—a

1Cs0=
50=—

3.6.5 AndisisData
Data akan ditampilkan dalam rerata+ SD. Data | Cso yang diperoleh dari

hasil penelitian akan dilakukan analisis, diuji normalitas menggunakan Shapiro-
Wilk sebagai syarat uji analisisindependent T-test untuk melihat perbedaan 1Cso
ekstrak daun kepel dengan kontrol positif akarbose. Perbedaan yang signifikan
ditunjukkan berdasarkan nilai signifikansi p<0,05 dengan tingkat kepercayaan
95%. (Dahlan, 2004)

Apabila data yang diperoleh tidak normal dan homogen pengujian dapat
dilakukan dengan menggunakan uji non-parametrik misalnyaadal ah uji Kruskal
Wallis. Apabila didaptkan nilai p<0,05, maka dapat dilanjutkan dengan analis
Post Hoc yaitu uji Mann-Whitney.
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Daun kepel segar

31

Dilakukan sortasi basah dengan mencuci menggunakan air

mengalir dan diangin-anginkan. Kemudian daun kepel di

rajang dan dikeringkan di udara terbuka

Simplisia daun kepel

Simplisiadigiling dan diayak hingga menjadi serbuk

750 gram serbuk daun kepel

l Dimaserasi selama 2x24 jam menggunakan etanol 70%

segjumlah 3,75 liter, kemudian dienaptuangkan dan diperas

Ampas hasil maseras

Ampas yang diperoleh dimaserasi ulang dengan etanol 70%
sebanyak 3 liter

Maserat

l Maserat diuapkan dengan rotavapor

Ekstrak kental

A\ 4

}

Penetapan kadar fenol
total menggunakan

Uji aktivitasinhibisi a-amilase

sbektrofotometri UV-VIS

|

Anaisis data

Gambar 2.6 Skema Rancangan Penelitian
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BAB 5 PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan kesimpulan sebagai
berikut :

1. Ekstrak etanol daun kepel memiliki aktivitas penghambatan terhadap enzim a-
amilase dengan nilai 1Csp sebesar 439, 975 + 2,613 pg/ml

2. Ekdrak etanol daun kepd memiliki aktivitas penghambatan terhadap enzim a-amilase
lebih rendah dibandingkan dengan kontrol positif akarbose dengan nilai 1Cso
sebesar 41,429 + 0,428 pg/ml

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian ini, perlu dilakukan pengujian lebih lanjut terkait senyawa
aktif dalam daun kepel yang berperan dalam aktivitas penghambatan enzim o-
amilase tersebut.
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LAMPIRAN

A. Perhitungan Penyiapan Bahan

A.1 Perhitungan Rendemen Ekstrak Daun Kepel
Berat simplisia yang ditimbang =300 gram
Berat ekstrak yang diperoleh =39,73 gram

_ Berat ekstrak yang diperoleh

Persen Rendemen x 100%

" Berat simplisia yang ditimbang

39,73
= 3273 9Tam . 100%

300 gram
=13,24%
A.2 Penetapan Aktivitas Penghambatan Enzim a-Amilase
1.1 larutan dapar fosfat pH 6,9
a Larutan NaH2PO4 0,1 M

g _ 1000

Rumus: M=
BM ml

M x BM x ml
1000

_0,1x119,98x 500

o= 7000 = 6,9 gram dalam 500 ml aquades

b. Larutan hidrogen fosfat (NaoHPO4) 0,1 M

1000
Rumus: M= & x —
BM ml

M x BM x ml
1000

0,1 x 141,96 x 500

o= 1000 = 15,84 gram dalam 500 ml aquades

1.2 Larutan Pati 1%

X

L lg
Rumus'looml_som

x = 0,5 gram dalam 50 ml dapar

1.3 Larutan 96 Mm 3,5-dinitrosalisilat acid (DNS)
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kalium natrium tartrat sebanyak 30 gram dilarutkan dalam 20 mL NaOH
kemudian dipanaskan hingga larut sempurna. Kemudian sebanyak 1,095 gram
DNSA (asam 3,5-dinitrosalisilat) dilarutkan dadlam 50 mL akuabides. Kedua
larutan tersebut dicampurkan dan ditambahkan akuabides hingga volume

mencapai 100 mL.
1.4 Larutan Natrium Hidroksida (NaOH) 2 M

Rumus:g=MrxM xV

g=40-£-x 2M x 0,0025 mi

g = 2 gram dalam 25 ml akuades
15 Pengenceran Larutan Enzim

Rumuslarutan enzim g0k :

10U o X —10U/ml
1 mg 10 ml

X =6,25 mg ddam 10 ml dgpar (ditimbang 6,25 mg enzim kemudian dilarutkan ddam
10 ml dapar dengan labu ukur)

Pengenceran larutan enzim :

2U/mlx5ml _

16 Lautan Akarbose

5

1 7 mg X 1000 = 500 pg/ml (ditimbang 5 mg enzim kemudian dilarutkan dalam 10 ml

deper menggunakan labu ukur).

1 ml

2) o X 500 pg/ml = 50 pg/ml (dipipet 1 ml larutan enzim 500 pg/ml kemudian

sditambahkan hingga 10 ml dgparddam |abu ukur).

100 ul

3) X 50 pg/ml = 5 pg/ml

200 ul

4) X 50 pg/ml = 10 pg/ml

5) 5100 1“1 X 50 pg/ml =25 pg/ml
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100 pl
1 ml

1.7 Larutan Sampel Ekstrak Daun Kepel

6) X 500 pg/ml = 100 pg/ml

1) —=2£ X 1000 = 1010 pg/ml (ditimbang 10 Mg eksirek, dilarttkan delam 10 mi

dapar ddam labu ukur).

50 ul

2) XX 1010 pg/ml = 50,5 pg/ml
3 £ x 1010 pg/ml = 101 pg/ml
4) 22X X 1010 pg/ml =202 pg/m
5) X X 1010 pg/ml =303 pg/ml
6) = x 1010 pg/ml =404 pg/ml

7) 22X 1010 pg/ml =505 pg/ml

A.3 Penetapan Kandungan Fenol Total

1.1 Pembuatan Folin Ciocalteu (1:10)
2 mL Folin Ciocalteu dilarutkan dalam 10 mL akuabides
1.2 Pembuatan NaxCOs3 7,5 %

N82C03 7504 = 1,875 gram
{ 25 ml

Larutan NaxCO3 7,5 % = 1,875 gram NaxCOs dala 25 mL akuabides
1.3 Pembuatan Larutan Standar Asam Galat

Penimbangan standar asam galat = 25 mg

25 25 mg

Konsentrasi standar asam galat = Py

x 1000 = 1000 pg/mL

3 ml

= =2 X 1000 = 300 pg/mL

Pengenceran standar asam galat:

0,5 ml

s = 1xlOOO 20 pg/mL

1 ml

° X 1000 = 40 pg/mL


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

=% X 1000 = 50 pg/mL

=2 x 1000 = 60 pg/mL

= x 1000 = 100 pg/mL_

= x 1000 = 120 pg/mL.

5 ml _
o X 300 = 150 pg/mL

4 ml _
= x 1000 = 160 pg/mL

3 ml _
T X 300 = 180 pg/mL

Iml

= X 1000 = 200 pg/mL

1.4 Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak Daun Kepel
Penimbangan ekstrak = 25,1 mg

Konsentrasi ekstrak =

25,1 mg
10 ml

x 1000 = 2510 pg/mL
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B. Hasil Uji Aktivitas
B.1 Hasil Uji Aktivitas Inhibisi Enzim a-Amilase

. Absorbansi kontrol negatif - Absorbansi sampel
Inhibisi (%) = g P x 100%

Absorbansi kontrol negatif

50-a
|Cso= e
a. Akarbose
Konsentrasi Absorbans % Inhibis Rata-rata ICso
(hg/mL) (ug/ml)
R1 R2 R3 RL | R2 | R3 | %lnhibis RL | R2 | R3
C 1,132 | 1,130 | 1134
5 0,760 | 0,765 | 0,769 | 32,862 | 32,420 | 32,067 | 32,449 41,415 | 41,008 | 41,864
10 0690 | 0698 | 0,695 | 39.045 | 38,339 | 38,067 | 38,662
25 0590 | 0585 | 0,587 | 47,875 | 48,321 | 48,144 | 48113 Rata-rata ICso
50 0498 | 0487 | 0495 | 56,007 | 56,978 | 56,272 | 56,419 pg/ml SD cv
100 0359 | 0355 | 0,360 | 68,285 | 68,639 | 68,197 | 68373 | 41,429 | 0428 1.033

Keterangan : C=kontrol negatif
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Ekstrak Persamaan Regresi Nilai Koefisien

Daun Kepel Korelas (r)
Replikasi 1  y=0,349x + 35,546 0,969
Replikasi 2 y=0,359x + 35,278 0,964
Replikasi 3 y=0,354x + 35,180 0,963

Perhitungan 1Cso :
50 - 35,546

Replikesi T 0= ~——-— = 41,415 pg/mL.
Replikes 2—  1Cso= T2 = 41,008 pg/mi.
Replikasi 3—  1Csp= 2=21% = 41 864 pug/mL

0,354


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

b. Ekstrak Daun Kepel

Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi Rata-rata ICso
(hg/mL) (ug/ml)
R1 R2 R3 RL | R2 | R3 | %lnhibis R1 R2 R3
C 0,963 | 0,962 | 0,964
50 0702 | 0,711 | 0,698 | 27,102 | 26,168 | 27,518 | 26,929 | 438983 | 442,940 | 438,003
100 0,663 | 0,683 | 0,661 | 31,152 | 29,075 | 31,360 | 30,529
200 0,613 | 0,621 | 0,609 | 36,344 | 35514 | 36,760 | 36,206 Rata-rata | Cso
300 0,578 | 0580 | 0575 | 39,979 | 39,771 | 40,290 | 38,836 ug/ml SD cV
400 0524 | 0529 | 0528 | 45586 | 45,067 | 45171 | 45274 | 439,975 | 2,613 0,594
500 0422 | 0425 | 0421 | 56,178 | 55,867 | 56,282 | 56,212

Keterangan : C=kontrol negatif
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Ekstrak Persamaan Regresi Nilai Koefisien

Daun Kepel Korelasi (r)
Replikas 1 y=0,059x + 24,100 0,985
Replikas 2 y=0,061x + 22,582 0,988
Replikas 3 y=0,058x + 24,552 0,982

Perhitungan 1Cso :

50 - 24,100

Replikasi 1 — ICx= 205D = 438,983 pg/mL
Replikasi 2 —» 1Cso= “- = 442,940 pg/ml.
50 - 24,552

Replikasi 3 —» 1Cx= = 438,003 pg/mL

0,058
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B.2 KurvaKonsentras Sampd Vs% Inhibis akarbosedan ekstrak daun kepe

a Akabose
e Relikes 1

Replikas 1
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03 @
0,2
0,1

y = 0,349x + 35,546
r=0,9698

% inhibisi

0 20 40 60 80 100 120
konsentrasi (ug/mL)

o Replikas 2

Replikas 2 y = 0,359 + 35,278

r=0,964
0,8

0,7
0,6

0,5 ®
0,4

03 | ®

0,2

0,1

% inhibis

0 20 40 60 80 100 120
konsentrasi (ug/mL)
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e Replikas 3

Replikasi 3 y = 0,354 + 035,180

0,8 r=0,9638

0,7
0,6
0,5 ®
04

% inhibisii

0,2
0,1

0 20 40 60 80 100 120
konsentrasi (pg/mL)

b. Esktrak Daun Kepd

o Replikasi 1
Replikasi 1 y = 0,0592 + 24,100
r=0,985
60
& °
— 50
S ®
g 40
I
@ 30
£
o] 20
S
10
&
0
O\o 0 100 200 300 400 500 600

Konsentras pg/mL


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

Replikasi 2

= N w Y (O] D
o o o o o o

% Penghambatan amilase

Replikasi 3

= N w B Ul D
o o o o o o

% Penghambatan amilase
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i ; y =0,0619x + 22,58
Replikasi 2 =088
@
®
100 200 300 400 500 600

Konsentras pg/mL

Replikasi 3 y = 0,0581 + 24,552

r=0,982
®
[
100 200 300 400 500 600

Konsentras pg/mL
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C. Hadl Penetapan Kandungan Fendl total

C.1 Data Konsentrasi dan Absorbans Standar Asam Galat

Konsentrass  Konsentras Rata-rata
pMg/mL dalam kuvet  Absorbansi

Hg/mL
20 2 0,539
40 4 0,779
50 5 0,895
60 6 0,990
100 10 1,459
150 15 2,013
160 16 2,029
180 18 2,248
200 20 2,284

C.2 Regresi Linier Rata-ratadari Tiap Replikas Standar Asam Galat

. y =0,1017x + 0,3858
R? = 0,9905
2,5
[6)
2 o)
)
C
@
215
o
(7]
0
<C
1
0,5
0
0 5 10 15 20 25

konsentrasi

C.3 Kandungan Fenol Total dalam Ekstrak Daun K epel

Replikas Absorbansi Kadar Fenol Rata-rata K adar
(mg GAE/g Ekstrak) Fenol + SD
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1 1,453 209,601
1,460 210,398 210,279 + 0,627
3 1,458 209,166

C.4 Perhitungan kandungan fenol total dalam ekstrak:

Replikas 1 —> y =0,1017x + 0,3858
X = 10,523

Jumlah fenol dalam kuvet = 10,523 pg/mL x 1 mL = 10,523 ug

Jumlah fenol dalam larutan ekstrak = % x 10,523 pug = 1052,310 ug

_10ml

=5261,553 ug = 5,261 mg
Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak (mg GAE/g ekstrak) = 02’265211 ;‘fm

Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak = 209,601 mg GAE/g ekstrak

Replikas 2 — y =0,1017x + 0,3858
X = 10,562

Jumlah fenol dalam kuvet = 10,562 pg/mL x 1 mL = 10,562 ug

Jumlah fenol dalam larutan ekstrak = % x 10,562 ug = 1056,243 ug
_10ml

T 2ml

x 1056,243 ug

= 5281,219 jg = 5,281 mg

5,281 mg

Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak (mg GAE/g ekstrak) = == po—

Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak = 210,398 mg GAE/g ekstrak

Replikas 3 — y =0,1017x + 0,3858
x = 10,542

Jumlah fenol dalam kuvet = 10,523 pug/mL x 1 mL = 10,542 ug

Jumiah fenol dalam laruten ekstrak = = x 10,542 ug = 1054,277 g

_10ml

T oml

x 1054,277 g = 5,271 ug = 5,271
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mg

5,271 mg

Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak (Mg GAE/g eksirek) = ;===

Jumlah fenol dalam penimbangan ekstrak = 210,84 mg GAE/g ekstrak
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. Data Analiss Statisik T-Tes

D.1 TesNormalitas

Tests of Normality

Sampel Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Akarbose ,180 ,999 3 ,946
IC50
Daun Kepel ,233 ,979 3 723

a. Lilliefors Significance Correction
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D.2 Hasil Analisis T-test

Group Statistics

SAMPEL N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
AKARBOSE 3 41,42900 ,428172 ,247205
IC50
DAUN KEPEL 3 439,97533 2,613816 1,509088
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
F Sig. t df Sig. (2- Mean Difference Std. Error 95% Confidence Interval of the
tailed) Difference Difference
Lower Upper
Equal variances
8,286 ,045 -260,624 4 ,000 -398,546333 1,529201 -402,792076 -394,300591
assumed
IC50
Equal variances not
q -260,624 2,107 ,000 -398,546333 1,529201 -404,815216 -392,277451
assume
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E. Dokumentas

E.1 Hasil determinas daun kepel

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA BATU
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396
KOTA BATU 65313

Nomor : 074/265A/ 102.7/ 2020
Sifat : Binsa
Perthal : Determinasi Tanaman Kepel

Memenuhi permohonan saudara
Nama /NIM  : FINOLA CALYSTA YAKAIN /1622 10101007

MONIKATR) WULANDAR! /162210101077
Fakultas : FARMASI, UNIVERSITAS JEMBER

1. Perihal determinasi tanaman kepel

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua/ dikotil)
Sub Kelas : Magnoliidac

Ordo : Magnoliales

Famili : Annonaceae

Genus : Stelechocarpus

Spesies : Stelechocarpus burahol (Bl.) Hook.f. & Th.
Nama daerah : Burahol (Sunda), kepel (Jawa).

Kunci Determinasi ¢ 1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-2 1b-22b-23b-24b-25b-26b-272-28b-

29b-30b-3 1a-32a-33b-35a-36d-37b-38b-39b-4 1b-42b-44b-45b-46e-50b-5 1b-53b-
54\)-56b-57b-58b-59d-72b-73b-74a~75b-760-77:1-78n-79b-800-8 | b-86b‘-8 7a-88b-
89b-91¢-952-96b-1b-10a-11a-1.

2. Morfologi . Habitus: Pohon, tinggi + 12 m. Batang: Tegak, bulat, berkayu, percabangan
mopodial, coklat. Daun: Tunggal, lonjong, panjang 8-20 cm, lebar 4-6 cm, ujung dan pangkal meruncing,
halus, pertulangan bawah menonjol, mengkilat, hijau. Bunga: Majemuk, bentuk tandan, tersebar di batang
dan cabang, tangkai silindris, panjang + 4 cm, benang sari dan putik halus, kuning, mahkota lonjong,
kuning. Buah: Buni, bulat, kulit kasar, diameter + 5 cm, coklat. Biji: Bentuk ginjal, halus, hitam mengkilat.
Akar: Tunggang, putih kotor.

3. Bagian yang digunakan : Daun.

4. Penggunaan : Penclitian (Skripsi).
5. Daftar Pustaka
e Backer, C.A. & Bakhuizen Van Den Brink, R.C. 1963. Flora of Java (Spermatophytes Only), Vol . N.V.P.
NoordhofT, Groningen.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 18 Maret 2020
An. Kepala UPT Lab. Herbal Materin Medica Batu
% Kepala Sgksi Pelayanan Laboratorium Herbal,
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E.2 Dokumentas Pendlitian

e

Ekstrak Daun Kepel

Proses Inkubasi dalam Inkubator

Sampel yang digunakan

Proses Pemanasan

i
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| ’,-")HM.’I"U
" S
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Sampel dalam kuvet untuk selanjutnya diukur absorbansi menggunakan
spektrofotometer
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