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Obesitas akibat meningkatnya asupan lemak dan karbohidrat
menyebabkan peningkatan kadar trigliserida yang merupakan penyebab utama
hiperlipidemia. Hiperlipidemia merupakan suatu kondisi dimana terjadi
peningkatan kolesterol total, cholesterol low-density lipoprotein (LDL),
trigliserida; atau penurunan cholesterol high-density lipoprotein (HDL). Salah
satu gangguan yang terjadi akibat metabolisme lemak dan memiliki risiko
kematian terbesar dunia berdasarkan World Health Organization (WHO) adalah
penyakit jantung koroner. Dalam menekan kondisi hiperlipidemia, terapi penting
yang mampu memperlambat pencernaan dan absorbsi lemak melalui mekanisme
penghambatan enzim lipase salah satunya adalah orlistat. Orlistat dalam saluran
pencernaan akan mengikat sisi aktif enzim secara kovalen yang menyebabkan
terhambatnya metabolisme trigliserida menjadi asam lemak. Orlistat memiliki
efek samping bila konsumsi dalam jangka waktu yang lama seperti terjadinya
gangguan gastrointestinal seperti perut kembung, kolik, urgensi tinja, dan
inkontinensia. Seiring berjalannya waktu, kesadaran masyarakat akan back to
nature, memicu untuk memanfaatkan bahan tanaman sebagai metode alternatif
bagi pengobatan khususnya hiperlipidemia. Salah satu tanaman yang berpotensi
memiliki efek bagi pengobatan di dunia kesehatan yaitu cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl,). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya
pengaruh pemberian ekstrak buah cabe jawa terhadap aktivitas enzim lipase

sebagai metode alternatif pengobatan hiperlipidemia.

Penelitian yang dilakukan berjenis experimental laboratories yaitu
membandingkan aktivitas penghambatan enzim lipase dari kontrol positif
(orlistat), kontrol negatif, dan ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl,).

Penelitian ini dimulai dengan tahap ekstraksi serbuk simplisia buah cabe jawa
vii
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dengan etanol 96% menggunakan metode sederhana yaitu metode maserasi,
kemudian dilanjutkan pada tahap skrining fitokimia yang bertujuan mengetahui
kandungan senyawa kimia apa saja yang terdapat dalam ekstrak yang akan
dilanjutkan pada pengujian penghambatan ekstrak buah cabe jawa terhadap enzim
lipase. Metode yang digunakan adalah reaksi hidrolisis substrat p-NBP menjadi
bentuk p-nitrofenolat yang berwarna kuning sehingga dapat dianalisis
menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 405 nm. Pengujian
dilakukan dengan tiga replikasi. Semakin kecil nilai absorbansi yang dihasilkan,
maka daya hambat terhadap enzim lipase akan semakin besar. Parameter dalam
menentukan penghambatan enzim lipase adalah nilai 1Csy (Inhibitory
Concentration) yang didefinisikan sebagai konsentrasi ekstrak yang mampu
menghambat 50% aktivitas lipase dalam kondisi pengujian.

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukkan bahwa nilai 1Csy kontrol
positif orlistat sebesar 25,99 + 3,360 pg/mL, sedangkan nilai 1Csp ekstrak buah
cabe jawa sebesar 148,953 * 3,485 pg/mL. Berdasarkan nilai 1Csp tersebut,
menunjukkan aktivitas orlistat sebagai inhibitor enzim lipase sangat kuat,
sedangkan untuk ekstrak cabe jawa tergolong sedang yang berarti potensi aktivitas
penghambatan enzim lipase ekstrak lebih lemah dibandingkan dengan orlistat. Hal
ini menunjukkan aktivitas antilipase cabe jawa tergantung dari ketersediaan

jumlah senyawa yang aktif berpotensi sebagai antilipase.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Era globalisasi yang terus berkembang seiring berjalannya waktu
mempengaruhi kesejahteraan sosial sehingga menyebabkan pola konsumsi pangan
masyarakat beralih menjadi produk makanan siap saji yang umumnya
mengandung tinggi lemak, rendah serat dan rendah mineral. Kebiasaan yang serba
instan ini membuat pola hidup masyarakat menjadi berubah, salah satunya
menyebabkan berkurangnya aktivitas fisik (WHO, 2019). Penumpukan lemak
dalam tubuh sebagai akibat penurunan aktivitas fisik merupakan risiko utama
permasalahan kegemukan atau obesitas. Menurut WHO (2018), obesitas
merupakan suatu keadaan dimana antara energi yang masuk dengan energi yang
keluar mengalami ketidakseimbangan dalam jangka waktu yang lama. Konsumsi
energi dari makanan yang dicerna melebihi energi yang digunakan untuk
metabolisme dan aktivitas sehari-hari. Kelebihan energi ini akan disimpan dalam
bentuk lemak dan jaringan lemak sehingga dapat mengakibatkan pertambahan
berat badan (Jati, 2014).

Pada tahun 2016, noncommunicable diseases country profile berdasarkan
data WHO (2018) menyebutkan lebih dari 1,9 miliar orang berusia 18 tahun ke
atas mengalami kelebihan berat badan, dengan lebih dari 650 juta orang
mengalami obesitas. Obesitas ini tidak hanya terjadi pada orang dewasa saja,
namun 340 juta anak-anak dan remaja berusia 5-19 tahun, serta sekitar 40 juta
anak di bawah usia 5 tahun, dianggap kelebihan berat badan atau obesitas. Antara
tahun 2000 dan 2016, obesitas ini menunjukkan peningkatan di semua wilayah
dengan prevalensi global meningkat dari 9% pada tahun 2000 menjadi 13% pada
tahun 2016 (WHO, 2018).

Obesitas akibat meningkatnya asupan lemak dan karbohidrat
menyebabkan peningkatan kadar trigliserida yang merupakan penyebab utama
hiperlipidemia (Putri dan Isti, 2015). Hiperlipidemia merupakan suatu kondisi

terjadinya peningkatan kolesterol total, cholesterol low-density lipoprotein (LDL),
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trigliserida; atau penurunan cholesterol high-density lipoprotein (HDL) (Dipiro
dkk., 2015). Hiperlipidemia adalah kondisi yang menunjukkan peningkatan lipid
dalam plasma darah, baik kolesterol atau trigliserida atau keduanya. Kondisi
hiperlipidemia digambarkan ketika kolesterol total mencapai lebih dari 200
mg/dL, kolesterol LDL mencapai lebih dari 130 mg/dL dan penurunan level HDL
kurang dari 40 mg/dL (Shahwan dkk., 2019). Pada seseorang yang mengalami
obesitas atau kelebihan berat badan ditemukan bahwa kolesterol total, cholesterol
low-density lipoprotein (LDL-C), dan jumlah trigliserida menurun dengan
penambahan berat badan (Rhee dkk., 2019). Obesitas, penyakit lain seperti
diabetes melitus, miksedema, sindrom nefritik, dan penyakit hati obstruktif, usia,
jenis kelamin, genetik dan asupan gizi yang mengandung jumlah asam lemak
jenuh tinggi merupakan faktor risiko terjadinya hiperlipidemia (Nouh dkk., 2019)

Secara homeostatis, metabolisme lemak sangat penting untuk menjaga
keseimbangan energi (Gonzalez-Garcia dkk., 2017). Peningkatan lemak secara
abnormal dalam aliran darah memungkinkan LDL tersimpan di dalam dinding
arteri dan berkembang menjadi plak aterosklerosis. Plak aterosklerosis dimulai
dengan adanya tanda-tanda kelainan dari lapisan endotel, pembentukan sel busa
(foam cell), dan kerak lemak (fatty streaks), pembentukan pada jaringan ikat
(fibrous cap) dan proses rupture plak aterosklerosis yang tidak stabil (Farid dkk.,
2016). Adanya plak aterosklerosis ini kemudian akan menyebabkan penyumbatan
arteri  sehingga menyebabkan hipertensi, resistensi insulin, dislipidemia,
hipertensi, pengurangan jumlah darah teroksigenasi yang mencapai jantung dan
peningkatan risiko penyakit jantung koroner (PJK), serta aterosklerosis (Neeland
dkk., 2019).

Mekanisme obat anti-hiperlipidemia yang dikembangkan dan telah beredar
salah satunya bekerja sebagai penghambatan pada penyerapan lemak dengan
menghambat aktivitas enzim lipase. Salah satu inhibitor yang berperan dalam hal
ini adalah Orlistat, suatu turunan lipostatin yang diisolasi dari bakteri
Streptomyces toxitricini. Orlistat dalam saluran pencernaan akan mengikat sisi
aktif enzim secara kovalen yang menyebabkan terhambatnya metabolisme
trigliserida menjadi asam lemak (Xiguang, 2018).
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Enzim lipase pankreas merupakan enzim lipolitik penting yang disintesis
dan disekresikan melalui pankreas serta melakukan tugasnya di usus yang mampu
menghidrolisis 50-70% dari total lemak makanan dan melalui sistem saluran
pankreas ini akan disekresikan ke duodenum (Seyedan dkk., 2015). Enzim lipase
pankreas adalah enzim yang secara langsung mempengaruhi penyerapan asam
lemak di usus, berperan serta bertanggung jawab mengubah substrat trigliserida
dalam lemak makanan menjadi bentuk monogliserida dan asam lemak bebas
kemudian dipindahkan ke sel yang melapisi usus (enterosit) dan selanjutnya akan
diserap tubuh (Liu dkk., 2020). Peningkatan aktivitas lipase pankreas mampu
meningkatkan jumlah monogliserida dan asam lemak yang diserap tubuh, dimana
kejadian ini merupakan penyebab terjadinya obesitas (Rajan dkk., 2020). Dengan
demikian, pencegahan pencernaan lipid pada sistem saluran pencernaan bisa
menjadi strategi untuk mencegah penyerapan lipid sistemik yang akan dapat
mencegah risiko terjadinya komplikasi lebih lanjut akibat kondisi hiperlipidemia
dengan cara memperlambat absorbsi asam lemak dengan cara menginhibisi enzim
lipase pankreas dalam saluran pencernaan (Hidayat dkk., 2014).

Perkembangan obat tradisional saat ini sangat pesat khususnya obat
tradisional yang berasal dari tanaman atau tumbuh-tumbuhan. Sejak jaman
dahulu, tanaman telah dipercaya dan digunakan sebagai alternatif penyembuhan
sejumlah penyakit terutama di wilayah Indonesia yang beragam disetiap
daerahnya (Parwata, 2012). Sebagai salah satu negara tropis, dengan
keanekaragaman tumbuhan yang melimpah, Indonesia berpeluang besar untuk
mengembangkan potensi yang dimilikinya. Beberapa pengujian menyebutkan
bahwa banyak tanaman yang ada di wilayah Indonesia ini terbukti berkhasiat
untuk pengobatan. Secara empiris juga disebutkan bahwa obat alami terbukti
memiliki efek samping yang lebih kecil dibandingkan dengan obat sintetis. Akan
tetapi perlu dilakukan ketepatan kebenaran obat, ketepatan dosis, ketepatan cara
dan waktu penggunaan, tidak disalahgunakan, dan ketepatan pemilihan obat untuk
penyakit tertentu untuk meminimalisir efek sampingnya (Sumayyah dan Salsabila,

2017). Salah satu tanaman yang banyak digunakan adalah cabe jawa.
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Buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl) berpotensi memiliki manfaat
dalam bidang kesehatan, salah satunya membantu menurunkan kolesterol.
Kandungan senyawa piperin dalam cabe jawa diduga dapat menurunkan
kolesterol dalam darah (Kim dkk., 2011). Berdasarkan pustaka, cabe jawa
mempunyai kandungan piperin sekitar 2 % dan minyak atsiri sekitar 1 %
(Ruhnayat dkk., 2011). Penelitian Kim dkk (2011) menyebutkan bahwa alkaloid
piperidin buah cabe jawa termasuk piperin, pipernonalin, dan dehidropipernonalin
diisolasi sebagai konstituen antiobesitas melalui transaktivasi reseptor aktif
proliferator peroksisom (PPARd) dan mengevaluasi efeknya pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak mempunyai aktivitas antiobesitas yang disebabkan
oleh tinggi lemak dengan mengatur metabolisme lipid dan mengaktifkan protein
kinase yang diaktifkan adenosine monophosphate (AMP). Berdasarkan Shah dkk
(2011) piperin terbukti menghambat akumulasi lipid dan lipoprotein dengan
secara signifikan memodulasi enzim metabolisme lipid, seperti lipoprotein lipase
(LPL) dan lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT).

Penelitian mengenai aktivitas cabe jawa (Piper Retrofractum Vahl) pada
enzim lipase belum pernah dilaporkan sehingga penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui aktivitas penghambatan enzim lipase pada saluran pencernaan dalam
ekstrak buah cabe jawa. Dalam penelitian ini buah cabe jawa (Piper retrofractum
Vahl.) diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol 96%. Pada
penelitian ini juga ditentukan pengujian kandungan total alkaloid, fenolik pada

ekstrak Cabe Jawa (Piper Retrofractum Vahl).

1.2 RumusanMasalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dalam
penulisan skripsi ini yaitu:
a. Apakah kandungan senyawa kimia yang terdapat pada ekstrak buah cabe
jawa (Piper retrofractum Vahl)?
b. Berapa kadar total senyawa fenolik dan senyawa alkaloid dalam ekstrak

buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl)?
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c. Bagaimana aktivitas penghambatan ekstrak buah cabe jawa (Piper

retrofractum Vahl) terhadap aktivitas enzim lipase berdasarkan nilai 1Csq ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yang ingin dicapai peneliti yaitu :

a. Menentukan golongan senyawa fitokimia yang terkandung dalam ekstrak
buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl).

b. Menentukan kandungan total senyawa fenolik dan alkaloid dalam ekstrak
buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl).

c. Menentukan aktivitas ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl)

sebagai penghambat aktivitas enzim lipase.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain :

a. Mengembangkan terapi alternatif anti-hiperlipidemia terbaru bagi dunia
kesehatan yang nantinya mampu bermanfaat bagi kesehatan masyarakat.

b. Mengetahui kegunaan dari buah cabe jawa sebagai anti-hiperlipidemia
dilihat dari aktivitas inhibisi enzim lipase.

c. Menginspirasi penulis dan peneliti lain agar menggali kekayaan alam
Indonesia, terutama tanaman-tanaman yang berpotensi memiliki aktivitas

penghambatan enzim lipase sebagai terapi pengobatan herbal alami.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Cabe Jawa (Piper retrofractum Vahl)
2.1.1 Klasifikasi

Berdasarkan ITIS, (2011), klasifikasi ilmiah atau taksonomi cabe jawa
(Piper retrofractum Vahl.) adalah sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Viridiplantae — tanaman hijau
Super Divisi : Streptophyta — lands plants

Divisi : Embryophyta

Sub Divisi  : Tracheophyta

Kelas . Spermatophytina

Superorder  : Magnoliopsida

Order : Magnolianae

Family : Piperaceae

Genus - Piper L.

Spesies : Piper retrofractum Vahl
Synonym : Piper chaba, Piper officinarum

2.1.2 Morfologi

Tumbuhan cabe jawa (gambar 2.1) termasuk ke dalam famili piperaceae
yang tumbuh di daerah tropis khususnya Indonesia. Tumbuhan cabe jawa
merupakan tanaman yang memiliki karakteristik tumbuh subur di daratan yang
curah hujannya tinggi antara 1.200-3.000 mm per tahun dan tingkat kelembaban
tanah berkisar antara 80-100% (Salleh dan Ahmad, 2020). Tumbuhan cabe jawa
berupa tanaman menjalar, juga dapat tumbuh disekitar pohon besar dengan
panjang batang bisa mencapai 12 m (Shethi dkk., 2019)

Daun tumbuhan cabe jawa berbentuk bulat telur atau elips lonjong (lanset)
berwarna hijau, dengan tangkai daun pendek 0,5-0,75 cm. Mempunyai panjang
sekitar 11-14 cm dan lebar 4-6 cm dengan dasar asimetris, meruncing ke satu titik,
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berselaput, dan tidak berbulu (halus) dan memiliki 7 sampai 11 urat daun lateral
disetiap pangkal (Chaveerach dkk., 2002).

Buah cabe jawa memiliki beberapa bentuk yang cukup beragam mulai dari
bulat panjang hingga silindris dengan bagian ujung yang menyempit
(besar,sedang dan kecil) dengan warna yang bervariasi dan mendominasi merah
cerah. Biji buah memiliki diameter 2-3 mm?® Perubahan warna dari proses
penyerbukan bertahap mulai dari kuning gading, hijau-gelap-cokelat dan menjadi
merah jika buah telah matang (BPOM RI, 2010). Tanaman buah cebe jawa
(Piper retrofractum Vahl.) dapat dilihat pada gambar 2.1.

Gambar 2.1 Piper retrofractum Vahl (Shethi dkk., 2019)

Bunga cabe jawa berkelamin tunggal, tersusun dalam bulir yang tumbuh
tegak atau sedikit merunduk berwarna kuning selama perkembangannya. Ukuran
ibu tangkai bunga antara 0,5-2 cm dengan daun pelindung yang berukuran 1-2
mm berbentuk bulat telur hingga elips. Selain itu, bulir betina berukuran 1,5-3 cm,
kepala putik pendek dan tumpul dengan ukuran 2-3 cm (BPOM RI, 2010).

Percabangan tanaman cabe jawa tidak teratur, melilit, tumbuh memanjat
meggunakan akar lekat dengan panjang mencapai 10 m dari pangkal bertekstur
keras meyerupai kayu. Selain itu, tanaman cabe jawa memiliki dua macam akar
yaitu akar tumbuh yang digunakan sebagai penunjang tanaman baik cabang
horizontal maupun vertikal yang menyebar kedalam tanah dan akar rekat yang
hanya tumbuh di buku-buku batang/sulur sebagai perekat ke permukaan tegakan
atau bebatuan dengan bentuk percabangan terbatas berbentuk silindris memanjang
berukuran 0,7-1,0, panjang 1-2,5 cm dengan jumlah akar sekitar 4-9 buah (Zuchri,
2008).
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2.1.3 Kandungan Senyawa

Tumbuhan cabe jawa mengandung allkaloid (piperine, sitosterol,
piplartine), glikosida dan steroid. Komposisi senyawa kimia yang terkandung
dalam daun cabe jawa adalah minyak atsiri yang terdiri dari monoterpen, alkohol
monoterpen, seskuiterpen, alkohol seskuiterpen, dan sisanya senyawa kimia yang
tidak termasuk ke dalam kelompok terpen (Jamal dkk., 2013). Buah cabe jawa
mengandung berbagai senyawa kimia seperti alkaloid piperin, kavisin, piperidin,
isobutildeka-trans-2-trans4-dienamida; saponin, polifenol, minyak atsiri, asam
palmitat, asam tetrahidropiperat, 1 undesilenil-3,4 metilendioksibenzena, dan
sesamin (Umami dan Purwani, 2015).

Kandungan utama dari buah cabe jawa ini adalah minyak atsiri, seperti
isocaryophyllene, B-bisabolen dan zingiberen (Ismaniar, 2013) dan alkaloid
piperidine termasuk piperine, pipernonalin, dan dehidropipernonalin (Kim dkk.,
2011). Minyak atsiri buah cabe jawa merupakan senyawa metabolit sekunder
yang tersusun atas komponen yang berasal dari golongan terpenoid, terpenoid ini
akan diserap oleh saluran pencernaan tengah yang fungsinya adalah sebagai
tempat penghancuran makanan secara enzimatis sehingga dapat berperan sebagai

insektisida (Umami dan Purwani, 2015).

2.1.4 Penelitian Cabe Jawa (Piper retrofractum Vahl.)

Penelitian cabe jawa terkait aktivitasnya sebagai anti-hiperlipidemia baik
in vivo maupun in vitro belum banyak dilakukan. Beberapa penelitian cabe jawa
yang pernah dilakukan terkait aktivitasnya antara lain: uji Kklinis fitofarmaka
androgenik pada laki-laki hipogonad (Moeloek dkk., 2010), penelitian uji aktivitas
insektisida ekstrak buah cabe jawa terhadap Helopeltis antonii (Gusti dkk., 2016),
pengujian aktivitas infusa buah cabe jawa sebagai penurun kadar asam urat darah
tikus putih jantan hiperurisemia akibat pemberian pyrazinamide (Dewi, 2002),
kandungan alkaloid piperidin ekstrak buah cabe jawa dapat digunakan sebagai
anti-obesitas (Kim dkk., 2011), pengujian aktivitas biolarvasida ekstrak etanol

(Rosalina, 2013), pengujian aktivitas antioksidan senyawa metil piperat ekstrak
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metanol buah cabe jawa (Jilan, 2018), pengujian sitotoksisitas ekstrak etanol 70%
cabe jawa terhadap sel HelLa (Suhartatik, 2008), ekstrak minyak atsiri dari cabe
jawa memiliki aktivitas anti-bakteri minyak atsiri cabe jawa (Tati, 2018).

2.2 Metabolisme Lipid

Lipid merupakan salah satu kelompok senyawa organik beragam termasuk
lemak, minyak, hormon, dan komponen membran tertentu yang dikelompokkan
karena susah larut dalam air tetapi larut dalam pelarut organik (Thompson, 2020).
Lemak berperan penting dalam metabolisme tubuh sebagai sumber energi utama
yaitu sumber energi metabolik adenosin trifosfat (ATP), sumber dari asam lemak
essensial (essential fatty acids, EFA) dan sumber steroid dalam fungsi biologis
(Subandiyono dan Hastuti, 2016). Lemak dalam tubuh manusia berasal dari
makanan yang dikonsumsi oleh manusia, secara umum hanya sebagian kecil dari
lemak makanan yang terkonsumsi dapat mencapai usus besar (Hoyles dan
Wallace, 2010). Metabolisme lemak adalah proses kompleks dengan melibatkan
beberapa langkah yaitu asupan makanan dari lipid (eksogen) atau produksi lipid
didalam tubuh (endogen) hingga proses degradasi atau transformasi (katabolisme)
menjadi beberapa struktur yang mengandung lipid dalam tubuh (Malik, 2013).

Metabolisme lipid jalur intestinal (usus) disebut jalur eksogen (gambar
2.2.a) dimulai dengan lemak makanan yang mengandung kolesterol dan
trigliserida diserap dalam usus oleh gen NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) dan
MTP (microsomal triglyceride transfer protein) serta dikemas dalam bentuk
kilomikron. Trigliserida (TG) dalam kilomikron disekresikan ke dalam getah
bening melewati hati dan memasuki plasma secara prandial melalui duktus toraks.
Kilomikron kemudian mengirimkan lemak ke jaringan adiposa melalui lipoprotein
lipase (LPL) dalam bentuk asam lemak. Sisa kilomikron yang dihasilkan
dikeluarkan dari plasma oleh hati melalui Apo E yang mengikat reseptor
LRP (low density lipoprotein receptor-related proteins) di hati atau ke reseptor
low-density lipoprotein (LDL) serta apolipoprotein yang tersisa memasuki

kumpulan HDL sebagai HDL nascent. Diantara fase paska absorpsi saat kadar
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insulin turun, asam lemak dilepaskan dari jaringan adiposa melalui lipolisis dan
masuk ke sirkulasi yang terikat aloumin (Neely dan Thompson, 2016).
Metabolisme lipid jalur hepatik (hati) disebut dengan jalur endogen
(Gambar 2.2.b), ditandai dengan asam lemak yang disintesis dan terikat dengan
albumin masuk ke hati dan diesterifikasi ulang untuk membentuk TG dan bersama
dengan kolesterol dimuat ke apoB untuk membentuk VLDL. VLDL akan
memasuki plasma diantara waktu makan dan mengantarkan lemak ke jaringan
adiposa dan melalui LPL menghasilkan IDL. IDL yang dihasilkan diserap
langsung oleh hati atau diubah menjadi LDL oleh Lipase Hati (HL), LDL ini
diambil oleh jaringan perifer melalui LDLr untuk memenuhi kebutuhan kolesterol
dan partiel LDL yang tersisa akhirnya dibuang oleh hati melalui reseptor LDL
(Neely dan Thompson, 2016). Tiga mekanisme metabolisme lemak tersebut dapat

dilihat pada gambar 2.2

C) Free fatty acids

Gambar 2.2 Metabolisme Lemak (Neely dan Thompson, 2016)
Keterangan: (a) Jalur eksogen; (b) Jalur endogen; dan (c) Reverse kolesterol

Mekanisme lipid jalur reverse cholesterol merupakan proses degradasi
atau transformasi (katabolisme) menjadi beberapa struktur yang mengandung lipid
dalam tubuh. HDL menghambat perkembangan ateroma dan penyakit arteri
koroner dengan mengangkut kelebihan kolesterol jaringan ke hati, dimana diubah

menjadi asam empedu dan disekresikan (gambar 2.2.c) (Neely dan Thompson,
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2016). Jika LDL teroksigenasi, LDL akan dapat memasuki makrofag melalui
reseptor scavenger (CD-36 dan SR-A), partikel HDL yang terbentuk di hati dan di
usus di sekresikan sebagai partikel yang mengandung terutama fosfolipid dan apo
A-1. HDL nascent kemudian berinteraksi dengan sel perifer seperti makrofag dan
menghilangkan kolesterol yang tidak teresterifikasi melalui protein transporter
ABC-1, kolesterol dalam HDL nascent kemudian diesterifikasi menjadi asam
lemak yang berasal dari lesitin oleh LCAT (lesitin kolesterol asiltranferase) dan
ko-faktornya apoAl menghasilkan partikel HDL berbentuk bola matang. Ester
kolesterol dalam inti HDL kemudian dikembalikan lagi ke hati, baik melalui
interaksi HDL dengan reseptor SR-B1 atau dipindahkan ke lipoprotein yang
mengandung apoB oleh CETP (cholesteril ester transfer protein) (Ouimet dkk.,
2019).

2.3 Obesitas

Obesitas telah menjadi permasalahan kesehatan dunia global yang terus
meningkat namun menjadi penyakit yang paling terabaikan (Ofori-Asenso dkk.,
2016). Penyakit yang disertai dengan obesitas memiliki faktor risiko tersebar
untuk mengembangkan berbagai kondisi komorbiditas, termasuk penyakit
kardiovaskuler (CVD), hipertensi, diabetes melitus tipe 2 (T2D), gangguan
pencernaan, sendi, otot, masalah pernafasan dan psikologis (Fruh, 2017).
Menurut WHO, obesitas telah diklasifikasikan sebagai penyakit kronis dan parah
di negara maju dan berkembang yang telah menyerang orang dewasa dan anak-
anak (Han¢ dan Cortese, 2018).

Obesitas didefinisikan sebagai adanya akumulasi lemak dalam tubuh
manusia melebihi jumlah yang dibutuhkan pada fungsi tubuh yang normal.
Akumulasi lemak ini terjadi terus-menerus sehingga menyebabkan kenaikan berat
badan yang tidak dapat terkontrol. Obesitas dapat dibagi menjadi dua, yaitu
obesitas sentral dan obesitas regional. Obesitas sentral ditandai pada lokasi lemak
yang berada di bagian atas terutama perut, obesitas sentral biasanya paling banyak
ditemukan pada populasi pria. Sedangkan obesitas regional ditandai dengan

penumpukan lemak di paha dan pinggul, serta ditemukan pada populasi wanita
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(Maria dan Evagelia, 2009). Formula yang paling banyak digunakan untuk
mengukur berat badan ideal adalah BMI (Indeks massa tubuh) yaitu berat dalam
kg/tinggi dalam m?. Nilai BMI 25 - 29,9 kg/m? dinyatakan sebagai kelebihan berat
badan, sedangkan jika BMI > 30 kg/m® dinyatakan obesitas. Namun demikian,
BMI ini tidak dapat menjadi ukuran sebenarnya dari adipositas (kelebihan
timbunan lemak dalam tubuh) (Gadde dkk., 2018). Berikut adalah ilustrasi faktor
risiko utama terkait adipositas dalam penyakit gagal jantung dan komorbiditas
terkait berat badan lainnya disajikan dalam gambar 2.3.

CENTRAL ILLUSTRATION: Adiposity-Associated Major Risk Factors for
Developing HF and Other Weight-Related Comorbidities
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Gadde, K.M. et al. J Am Coll Cardiol. 2018;71(1):69-84.

Gambar 2.3 Risiko utama terjadi terkait adipositas (Gadde dkk., 2018)

Peningkatan kadar plasma asam lemak bebas dan sitokin, lipid non-
adiposa intraseluler (liposom), serta depot jaringan adiposa ektopik (dalam
kompartemen viseral) dapat menyebabkan peradangan yang sifatnya sistemik,
resisten insulin, RAAS (sistem renin-angiotensin aldosteron) dan aktivitas
berlebih pada sistem saraf simpatis SNS (sympathetic nervous system). Selain itu,
efek metabolik dan anatomi dari adipositas berlebih juga menyebabkan adanya
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perkembangan penyakit diabetes tipe 2, gangguan hati, dislipidemia, hipertensi,
dan osteoartritis. Obesitas merupakan kaskade mekanisme patofisiologis penyakit-
penyakit terkait (Gadde dkk., 2018).

2.4 Hiperlipidemia

Hiperlipidemia merupakan kondisi medis yang ditandai dengan
peningkatan setiap atau semua profil lipid dan atau lipoprotein dalam darah,
biasanya hiperlipidemia  juga bagian dari hiperkolesterolemia/
hiperlipoproteinemia (Amit dkk., 2011). Hiperlipidemia mengarah pada
peningkatan kadar lipid dan kolesterol dalam darah atau umum diidentifikasikan
sebagai dislipidemia (Onwe dkk., 2015). Hiperlipidemia dapat menjadi faktor
risiko terjadinya aterosklerosis yang dapat berkembang menjadi penyakit jantung
koroner, dimulai dari adanya peningkatan kadar LDL dalam darah yang akan
menyebabkan penumpukan LDL pada pembuluh darah arteri. Penumpukan LDL
pada pembuluh darah arteri menyebabkan kerusakan atau disfungsi endotel pada
dinding arteri sehingga kolesterol yang diangkut oleh LDL mengendap di lapisan
endotelial sehingga menimbulkan plak aterosklerosis. Selain itu, juga terjadi
proses oksidasi LDL pada sel endotel sehingga terjadi kerusakan pada endotel.
Plak-plak aterosklerosis ini akan membuat pengerasan atau penyempitan yang
terjadi di pembuluh darah (Ma’rufi dan Rosita, 2014). Meskipun peningkatan low
density lipoprotein (LDL) sering disebut sebagai faktor risiko aterosklerosis dan
jantung koroner, hiperlipidemia juga dapat dilihat sebagai kondisi dimana terjadi
peningkatan kolesterol total (TC) atau trigliserida (TG), atau kadar high density
lipoprotein (HDL) yang rendah (Gupta dkk., 2011).

Hiperlipidemia dapat disebabkan oleh dua faktor, yaitu faktor primer
(genetik) dan faktor sekunder (lingkungan). Hiperlipidemia faktor primer atau
faktor genetik merupakan hiperlipidemia sebagai akibat dari masalah yang timbul
pada genetik, seperti adanya mutasi dalam protein reseptor yang kemungkinan
disebabkan oleh kecacatan pada sel tunggal (monogonik) atau kecacatan pada gen
multipel (poligenik). Hiperlipidemia jenis ini disebabkan akibat adanya perubahan

pola makan yang tidak seimbang dan kurangnya aktivitas fisik yang tepat.
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Hiperlipidemia primer atau genetik ini terjadi akibat mutasi atau kecacatan sel dan
diklasifikasikan berdasarkan tabel 2.1 (Onwe dkk., 2015).
Tabel 2.1. Klasifikasi Hiperlipidemia Faktor Primer (Genetik) (Onwe dkk., 2015)

Tipe Gangguan Faktor Kasus Peningkatan
Lipoprotein
Plasma
I Defisiensi lipase Genetik Sangat kilomikron
lipoprotein (familial) langka
lla Hiperkolesterolemia Genetik Kurang LDL
(familial) umum
b Hiperkolesterolemia multifaktorial Paling LDL
poligenik umum
i Dysbetalipoproteinemia Genetik Langka IDL,Sisa-sisa
(familial) kilomikron
v Hipertrigliseridemia Multifaktorial ~ Umum VLDL
Genetik
\ Hiperlipidemia kombinasi  Genetik Kurang VLDL,LDL
(familial) umum

Hiperlipidemia sekunder merupakan kondisi hiperlipidemia yang
dipengaruhi akibat adanya penyakit penyerta seperti diabetes melitus, miksedema,
sindrom nefritik, penyakit hati obstruktif, alkoholisme kronis, serta penggunaan
obat-obatan seperti kostikosteroid, kontrasepsi oral, maupun beta bloker yang
dapat meningkatkan kolesterol LDL dan menurunkan kolesterol HDL (Dipiro
dkk., 2015). Kondisi hiperlipidemia sekunder dapat diperbaiki dengan
pengelolaan pengobatan penyakit primer yang diutamakan (Arsana dkk., 2015)

Hiperlipidemia adalah suatu kondisi yang erat kaitannya dengan LDL,
HDL, trigliserida, dan kolesterol total sehingga dalam upaya pencegahan dan
pengobatannya diperlukan Klasifikasi kadar LDL, HDL, trigliserida, dan

kolesterol total yang dapat membantu dalam pemilihan pola pengobatannya.
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Klasifikasi kadar LDL, HDL, trigliserida, dan kolesterol total tercantum dalam
tabel 2.2 dibawabh ini (Dipiro dkk., 2015).
Tabel 2.2 Klasifikasi Kadar Kolesterol (Dipiro dkk., 2015)

Komponen Lipid Batasan (mg/dL) Klasifikasi
Kolesterol Total <200 Yang diinginkan
200-239 Batas Tinggi
>240 Tinggi
Kolesterol LDL <100 Optimal
100-129 Mendekati Optimal
130-159 Batas Tinggi
160-189 Tinggi
>190 Sangat Tinggi
Kolesterol HDL <40 Rendah
>60 Tinggi
Trigliserida <150 Normal
150-199 Batas Tinggi
200-499 Tinggi
>500 Sangat Tinggi

Target terapi hiperlipidemia terfokus pada penurunan kolesterol LDL.
Penurunan kolesterol LDL dapat dilakukan dengan cara terapi farmakologis,
dengan menggunakan obat antihiperlipidemia. Selain itu, hiperlipidemia juga
dipicu oleh perubahan kebiasaan gaya hidup seperti pola makan yang buruk
dengan asupan lemak > 40% dari total kalori, asupan lemak jenuh > 10% dari
total kalori, dan asupan kolesterol > 300 mg/hari (Rhee dkk., 2019). Berdasarkan
faktor pemicu hiperlipidemia tersebut maka diperlukan terapi kombinasi untuk
mendapatkan pendekatan yang komprehensif yaitu terapi non farmakologis.
Terapi non farmakologis dilakukan dengan perubahan gaya hidup, seperti pola
makan sehat yang menurunkan total lemak jenuh dan kolesterol yang masuk

dalam tubuh atau mengkonsumsi makanan tinggi serat (Robert, 2011).

2.5 Anti-hiperlipidemia

Obat-obat anti-hiperlipidemia memiliki target terapi yaitu menurunkan
kadar kolesterol total, kolesterol LDL, trigliserida dan atau meningkatkan kadar

Kolesterol HDL dengan mekanisme pengobatan pada masing-masing obat.
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Umumnya, obat-obat vyang terlibat dalam pengobatan hiperlipidemia
diklasifikasikan pada tabel 2.3.
Tabel 2.3 Penggolongan Obat Anti-hiperlipidemia (Rampengan, 2015)

Penggolongan Obat Jenis Obat
HMG-CoA reduktase inhibitor (Statin) Lovastatin
Simvastatin

Pravastatin
Atorvastatin
Rosuvastatin

Bile acid sequestrants (Resins) Cholestyramine
Colestipol
Activate lipoprotein lipase (Turunan Clofibrate

ASIFIbral) Gemfibrozil

Benzafibrate
Fenofibrate

Penghambat lipolisis dan Sintesis Asam nikotinat
Trigliserida
Gastrointestinal Lipase Inhibitor Orlistat
Lainnya Ezetimibe
Gugulipid

Terapi hiperlipidemia bertujuan untuk pengurangan kolesterol LDL,
kolesterol LDL merupakan lipoprotein aterogenik utama sehingga dapat
mengurangi aterosklerosis dan karenanya akan mengurangi efek samping
kardiovaskular serta bertujuan untuk menurunkan kolesterol yang terdapat dalam
plasma darah sehingga dapat meminimalisir faktor risiko penyebab terjadinya

penyakit jantung koroner (Shattat, 2014).

2.2.1 Orlistat (Gastrointestinal Lipase Inhibitor)

Orlistat merupakan inhibitor reversibel dari lipase lambung dan pankreas
dengan membentuk ikatan kovalen dengan situs residu serin aktif. Enzim yang
tidak aktif akan tidak tersedia untuk menghidrolisis lemak makanan dalam bentuk
trigliserida menjadi asam lemak bebas dan monogliserida yang dapat diserap (Qi,
2018). Orlistat adalah obat anti-obesitas non sistemik kelas pertama yang telah

disetujui oleh FDA dan EMA dan telah berada dipasaran. Pada saluran
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Gastrointestinal (GI), orlistat bertindak sebagai pencegahan penyerapan lemak
makanan sekitar 30% dan meningkatkan eksresinya melalui tinja (Bruno dan
Alfredo, 2015). Fungsi utama orlistat bekerja efektif dengan selektif pada enzim
lipase lambung dan pankreas yaitu mencerna lemak yang berasal dari makanan.
Selain itu, orlistat juga digunakan sebagai obat tambahan/kombinasi dalam
perawatan klinis pasien dengan diabetes melitus tipe 2 yang merupakan penyakit
yang berhubungan dengan adanya obesitas dan penyakit kardiovaskuler (Xiguang,
2018). Orlistat secara oral dipasarkan dengan merk dagang Xenical®. Efikasi
orlistat pertama kali ditetapkan pada tahun 1995 oleh Drent dan rekannya, orlistat
terbukti efektif dalam menginduksi penurunan berat badan pada remaja berusia 12
sampai 16 tahun hingga orang dewasa (Hoffmann-La Roche, 2015). Struktur
kimia Orlistat ditunjukkan dalam gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Struktur Kimia Orlistat (A) dan Lipstatin (B) (Xiguang, 2018)

Orlistat juga disebut dengan tetrahydrolipstatin yang merupakan turunan
jenuh dari lipstatin dengan produk alami yang diisolasi dari Streptomyces
toxytricini. Mekanisme penyerapan lemak oleh orlistat adalah dengan
menghambat hidrolisis triasilgliserol (TAG) menjadi asam lemak bebas dan
monoasilgliserol, yang selanjutnya akan diserap oleh tubuh. Mekanisme
penyerapan lemak ini merupakan peran dari enzim lipase pankreas dan lambung.
Karena orlistat bekerja secara selektif pada sistem pencernaan saja, maka orlistat
tidak ada aktivitas terhadap amilase, trypsin, chymotrypsin, dan fosfolipase.
Orlistat dalam saluran pencernaan mampu mengikat secara kovalen pada situs

serin aktif di dalam enzim lipase guna mencegah enzim lipase menghidrolisis TG
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menjadi asam lemak bebas yang dapat diserap oleh sel serta TG yang tidak ikut
tercerna akan dieksresikan melalui feses. Maka dari itu, asupan kalori yang
terserap akan berkurang akibat penghambatan lipase oleh orlistat yaitu
menghambat penyerapan lemak makanan (Xiguang, 2018).

Orlistat memiliki beberapa efek samping pada gastroinestinal dengan
intensitas ringan hingga sedang seperti feses berlemak atau berminyak, buang air
besar lebih sering, dan inkontinensia feses (Pi-sunyer dan Xavier, 2009). Orlistat
juga menimbulkan gangguan pada penyerapan nutrisi dan obat yang larut dalam
lemak contohnya vitamin A, D, E, K dan B-karoten serta obat seperti warfarin,
tiroksin, kontrasepsi oral dan antikonvulsan. Selain itu, penggunaan orlistat juga

dilaporkan dapat menimbulkan risiko kerusakan pada hati (Xiguang, 2018).
2.2.2 Statin

Statin merupakan analog struktural dari zat antara HMG-CoA yang
dibentuk menjadi HMG-CoA reduktase dalam sintesis mevalonat. Statin
menurunkan kadar kolesterol melalui tiga mekanisme yang saling terikat satu
sama lain. Pertama, melalui penghambatan selektif dan kompetitif dari 3-hidroksi-
3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktase, enzim yang membatasi
kecepatan konversi HMG-CoA menjadi asam mevalonat, prekursor, termasuk
kolesterol. Penghambatan enzim awal yang terjadi mengarah pada pengurangan
kolesterol hati, namun mekanisme kompensasi menginduksi ekspresi yang lebih
baik dari HMG-CoA reduktase dan reseptor LDL. Kedua, statin bertindak dengan
mekanisme tidak langsung, dengan meningkatkan penyerapan LDL yang
dimediasi reseptor sehingga statin mampu mengurangi LDL plasma karena terjadi
peningkatan jumlah reseptor yang tinggi menyebabkan penurunan VLDL dan
IDL, yang merupakan prekursor LDL. Serta dalam mekanisme aksi ketiga, lebih
berkontribusi dalam penurunan Kolesterol LDL plasma dan menghilangkan
sejumlah besar VLDL yang kaya akan trigliserida (TG) (Zodda dkk., 2018).

Statin memiliki efek samping seperti sakit kepala, mialgia, pusing dan

gastrointestinal sementara. Statin juga memiliki kemungkinan efek toksisitas hati
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dan otot, miopati, rabdomiopati dan peningkatan serum transaminase jika
digunakan dalam jumlah dosis yang lebih tinggi. Zat tersebut berbahaya bagi
ginjal karena dapat mengakibatkan kerusakan ginjal dan juga kardiomiopati
(Shattat, 2014).

2.2.3 Resin Asam Empedu

Bile Acid Sequestran atau asam empedu (Resins) mampu menurunkan
kolesterol LDL sebesar 12-20% dan meningkatkan kolesterol HDL sebesar 3-5%
jika diberikan monoterapi pada pasien hiperlipidemia. Cara kerja Bile Acid
Sequestran dengan mengikat asam empedu dalam lumen usus, bekerja dengan
menghambat reabsorpsi asam empedu, dan siklus enterohepatik (Scaldaferri dkk.,
2013). Asam empedu akan disekresikan dari hati ke lumen usus, asam empedu
yang berada di lumen usus akan berperan penting sebagai penyerapan lemak
makanan. Resins mensintesis asam empedu, terutama asam kolat akan meningkat
sehingga terjadi peningkatan degradasi kolesterol menjadi asam empedu yang
menyebabkan peningkatan ekspresi reseptor LDL hati. Penyerapan kolesterol
LDL hati meningkat sehingga membuat kadar kolesterol LDL plasma menurun
sebesar 5-30% tergantung dosis (Shattat, 2014).

Resins asam empedu dianggap aman meskipun dikaitkan dengan beberapa
keluhan efek samping gastrointestinal (konstipasi, sakit perut dan atau mual).
Resins juga memiliki efek dapat mengurangi penyerapan lemak dan nutrisi
lainnya, sehingga dalam penggunaan jangka panjang diperlukan perhatian khusus.
Selain itu, interaksi obat resin dengan obat tradisional juga sering menimbulkan

peningkatan kadar trigliserida plasma yang tinggi (Carolien dkk., 2014).
2.2.4  Turunan Asam Fibrat

Fibrat adalah golongan obat yang biasanya digunakan pada dislipidemia
aterogenik dan hipertrigliseridemia. Obat - obat turunan asam fibrat memiliki
mekanisme utama yaitu aktivasi proliferator peroksisom intraseluler diaktifkan
reseptor (PPARs) alfa. Fibrat adalah obat yang memiliki peran pnting dalam

pengobatan hipertrigliseridemia dengan efektivitas klinis dalam penurunan TG
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mencapai 50% yang disertai dengan peningkatan HDL-C yang lebih kecil namun
signifikan (Okopien dkk., 2018).

Mekanisme fibrat menyebabkan efek hipotrigliseridemik dengan
mengurangi ketersediaan substrat untuk memungkinkan sintesis trigliserida di
hati, membalikkan pergerakan kolesterol dan menstimulasi pengangkutan asam
lemak seluler serta memodulasi LDL dan interaksi ligan. Fibrat meningkatkan
lipolisis yang dimediasi LPL melalui aktivasi faktor transkripsi untuk reseptor
(PPAR). Selain itu, fibrat juga bekerja untuk meningkatkan tingkat HDL dengan
cara meningkatkan produksi Apo-Al dan apo-All di hati (Prasad, 2019).

2.2.5 Ezetimibe

Ezetimibe atau 1-(4-fluorophenyl)-(3R)-[3-{4-fluorophenyl}-{3S}-
hydroxyprophyl]-(4S)-(4-hydroxyphenyl)-(2-azetidinone) merupakan golongan
lain obat antihiperlipidemia yang menghambat penyerapan kolesterol di usus
dengan selektif memblokir protein NPC1L1. Ezetimibe mencegah kompleks
NPC1L1/sterol dengan AP2 dalam vesikel yang berlapis clathrin, dengan
mengubah bentuk NPC1L1 sehingga membuatnya tidak dapat mengikat sterol
atau dapat mengganggu pengikatan kolesterol bebas ke membran sel (Lin dkk.,
2017).

Ezetimibe menghambat penyerapan kolesterol usus dan efektif dalam
menurunkan kolesterol sebagai monoterapi atau dalam kombinasi dengan statin,
data yang berkembang menunjukkan bahwa ezetimibe dalam kombinasi statin
memiliki efek yang positif pada perkembangan aterosklerosis dan mengurangi
kejadian kardiovaskular pada pasien yang berisiko PJK (Phan dkk., 2012).
Pengobatan Ezetimibe meningkatkan efisiensi keseluruhan jalur RCT (Reverse
cholesterol transport), kemampuan ezetimibe untuk meningkatkan RCT secara
kuantitatif jauh lebih besar daripada pengaruhnya terhadap kolesterol LDL (Lin
dkk., 2017).
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2.6 Enzim Lipase

Lipase dengan nama ilmiah triacylglycerol lipases EC 3.1.1.3 merupakan
suatu enzim yang berfungsi sebagai katalis degradasi lemak dan minyak, serta
mengubahnya menjadi asam lemak dan gliserol. Lipase memiliki subsrat utama
yaitu triasilgliserol. Produksi lipase berasal dari substrat seperti minyak alami,
trigliserida sintetis dan ester asam lemak (Jaiswal dkk., 2017). Lipase memiliki
sifat larut dalam air dan menghidrolisis substrat yang tidak larut menjadi ke
bentuk lipolitik polar (Lason dan Ogonowski, 2010). Lipase berperan dalam
sekresi pankreas dan bertanggung jawab dalam pencernaan lemak. Lipase
memiliki beberapa jenis berdasarkan tempat dan fungsinya, yaitu lipase hati (di
hati), lipase sensitif hormon (di adiposit), lipoprotein lipase (di permukaan endotel
pembuluh darah), dan lipase pankreas (di usus kecil) (Yasaman dan Sandeep,
2019).

Lipase hati ada di hati dan berperan penting dalam pembentukan dan
pengiriman LDL, dimana LDL berfungsi mengangkut kolesterol dari hati ke
jaringan perifer. Lipase sensitif hormon terdapat pada jaringan lemak dan
berfungsi menurunkan kadar trigliserida yang tersimpan dalam adiposit.
Lipoprotein lipase terdapat pada permukaan endotel vaskular dan berfungsi untuk
mendegradasi trigliserida yang bersirkulasi dari kilomikron dan VLDL.
Sedangkan lipase pankreas ditemukan dalam usus kecil dan berperan menurunkan
trigliserida diet (Yasaman dan Sandeep, 2019).

Enzim lipase pankreas (Triacyglycerol acylhydrolase) merupakan enzim
yang diproduksi oleh pankreas berperan penting dalam penyerapan lemak
makanan pada manusia karena terkait dengan penyerapan trigliserida makanan
dan mengkatalisasi pencernaan trigliserida makanan. Dari berbagai jenis lipase,
lipase pankreas mampu menghidrolisis 50-70% dari total lemak makanan.
Sehingga melalui penghambatan enzim lipase pankreas mampu mengurangi
penyerapan lemak yang bermanfaat bagi regulasi hiperlipidemia (Kim dkk.,
2016).
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2.7 Lipase Inhibitor

Lipase inhibitor merupakan terapi yang berkaitan dengan penghambatan
metabolisme lemak oleh enzim lipase. Lipase inhibitor berinteraksi langsung
dengan enzim dan menghambat aksi lipase, lipase inhibitor berperan menurunkan
kolesterol dalam darah dengan menghambat aksi enzim lipase sebagai
pemetabolisme lemak (Bhutani dkk., 2014). Kerja enzim lipase yang meningkat
pada saluran pencernaan akan menimbulkan peningkatan produksi asam lemak
bahkan hingga menimbulkan penumpukan lemak yang merupakan faktor risiko
timbulnya penyakit hiperlipidemia. Penghambatan enzim lipase adalah
mekanisme yang paling banyak digunakan sebagai salah satu terapi atau agen
anti-hiperlipidemia. Agen atau terapi yang dapat digunakan sebagai inhibitor
dalam proses katalitik enzim adalah Orlistat (Mahmoud dan Elnour, 2013).

Struktur kimia Orlistat ditunjukkan pada gambar 2.5.

Gambar 2.5. Struktur kimia Orlistat (Al-Omar dkk., 2006)

Orlistat merupakan penghambat lipase lambung dan pankreas yang
spesifik dan poten, orlistat adalah turunan lipstatin dikenal sebagai
tetrahydrolipstatin hasil sintesis secara kimia dan diproduksi secara alami oleh
Streptomyces toxytricini (Bansal dan Khalil, 2020). Orlistat bertindak mengurangi
penyerapan lemak makanan dengan cara membentuk ikatan kovalen dengan situs
serine aktif dari lipase lambung dan pankreas dalam lumen usus dari saluran
pencernaan sehingga dapat menonaktifkan hidrolisis lemak makanan secara
langsung mencegah enzim-enzim ini menghidrolisis lemak makanan (dalam
bentuk trigliserida) menjadi asam lemak bebas dan monogliserol (Kumar dan
Singh, 2019). Trigliserida yang tidak dicerna ini akan dihilangkan melalui rute

feses sehingga memiliki efek samping berupa tinja dengan konsistensi cair,
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steatorrhea, kram perut, urgensi tinja, perut kembung, dan inkontinensia. Efek
samping gastrointestinal yang menimbulkan rasa tidak nyaman ini membatasi

kepatuhan pada individu yang menggunakan terapi orlistat (Bhutani dkk., 2014).

2.8 Pengujian Aktivitas Anti-hiperlipidemia

Pengujian aktivitas anti-hiperlipidemia yang dilakukan untuk pengujian
tanaman secara in vitro dapat dilakukan dengan menggunakan enzim lipase
dengan mekanisme penghambatannya (Mahmoud dan Elnour, 2013). Berdasarkan
Pliego dkk (2015) metode pengujian aktivitas anti-hiperlipidemia penghambatan
enzim lipase dapat dilakukan dengan menggunakan substrat kromogemik yaitu p-
NPB (Nitrophenyl Butyrate) dengan metode spektrofometri. Pengujian ini
menghasilkan hidrolisis p-NPB yang akan melepas kromofor (p-nitrophenolate)
sehingga akan didapatkan perubahan warna menjadi kuning yang dapat diukur
pada panjang gelombang 405 nm dan interval waktu yang berbeda (Pliego dkk.,
2015).

Penghambatan enzim lipase yang dilakukan melalui proses hidrolisis
untuk menghasilkan produk dapat dilakukan dengan penambahan inhibitor enzim
lipase dengan jumlah konsentrasi yang beragam. Penambahan tersebut akan
menghasilkan reaksi dan membentuk perubahan warna kuning yang ditimbulkan
sebelumnya akan semakin memudar. Terjadinya pemudaran warna kuning yang
telah terbentuk tersebut menandakan bahwa telah terjadi proses hidrolisis (Pliego
dkk., 2015).

Penelitian penghambatan enzim lipase umumnya ditentukan dengan
menghitung nilai 1Csp, dimana nilai 1Csy ini merupakan nilai yang menunjukkan
kemampuan suatu ekstrak yang diteliti untuk menghambat 50% aktivitas dari
enzim lipase itu sendiri. Katagori dari nilai 1Csy adalah jika nilai 1Cso semakin
kecil maka ekstrak tanaman yang diuji dalam penghambatan enzim lipase semakin
kuat (A Dechakhamphu dan Wongchum, 2015).
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2.9 Senyawa Fenolik
2.8.1. Struktur fenolik

Senyawa fenolik didefinisikan sebagai metabolit alami yang timbul secara
biogenetik yang terbentuk melalui jalur shikimate atau phenylpropanoid (Vuolo
dkk., 2018). Komponen fenolik atau disebut juga polifenol yang struktur kimianya
terdiri dari cincin aromatik, memiliki satu atau lebih substituen hidroksil.
Senyawa folifenol merupakan golongan fitokimia terbesar dan banyak terdapat
dalam tumbuhan (Tsao, 2010). Polifenol merupakan salah satu kelas metabolit
yang paling banyak terdapat di alam yaitu buah dan sayur dan distribusi yang luas
sekitar 100.000 hingga 200.000 metabolit standar dan sekitar 20% karbon ke jalur
fenilpropanoid oleh fotosintesis sehingga menghasilkan sebagian besar fenolik
alami seperti flavonoid dan lignan stiloena (Pereira dkk., 2009). Flavonoid
memiliki struktur umum C6-C3-C6, dimana dua unit C6 (cincin A dan cincin B)
bersifat fenolik (Tsao, 2010). Flavonoid memiliki beberapa struktur dasar yang

ditunjukkan berdasarkan gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Struktur dasar flavonoid (Tsao, 2010)

Berdasarkan struktur kimianya, senyawa polifenol dibagi menjadi
beberapa sub kelompok antara lain seperti: asam fenolik (hidroksisinamat dan
asam hidroksibenzoat), flavonoid (flavonol, flavon, flavononol, flavanon,
isoflavon, tanin dan antisianidin), stilbena lignan (resveratrol). Asam fenolik
ditemukan pada tanaman dalam bentuk ester, glikosida ataupun amida dan jarang

dalam bentuk bebasnya. Asam fenolik memiliki variasi struktural yang
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bergantung pada posisi dan jumlah gugus hidroksil pada cincin aromatik, dengan
dua struktur yang khas yaitu hidroksikinamat dan hidroksibenzoat (Tanase dkk.,
2019). Contoh struktur asam fenolik ditujukan dalam gambar 2.7.

(o]

OH

Vanillic acid, R = OCHz=

Gallic acid, R=H
Syringic acid, R = OCH3s

Gambar. 2.7 Struktur asam fenolik (Tanase dkk., 2019)

2.8.2. Penentuan kadar fenol

Penentuan kadar fenol dilakukan untuk mengetahui banyaknya kandungan
senyawa fenol yang terdapat dalam ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum
Vahl.). Penentuan kadar fenol ini dilakukan dengan menggunakan standar asam
galat dengan analisis kualitatif (Tahir dkk., 2017). Penetapan kadar fenol total
menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu, pereaksi ini dapat bereaksi dengan folin
dan membentuk larutan berwarna biru. Reaksi yang terjadi pada prinsip metode
reaksi Folin-Ciocalteu adalah oksidasi gugus fenolik hidroksil yang bekerja
mengoksidasi fenolat (garam alkali) dan mereduksi asam heteropoli hingga
terbentuk suatu kompleks molybdenum-tungsten (Mo-W). Fenolat yang
terkandung terdapat pada larutan yang bersifat basa, namun pereaksi ini tidak
stabil dalam kondisi yang basa. Selama terjadi reaksi, gugus fenolik - hidroksi
dengan pereaksi Folin-Ciocalteu akan membentuk suatu kompleks fosfotungstat-
fosfomolibdat yang membuat larutan berwarna biru sehingga dapat dideteksi oleh
spektrofotometer. Semakin pekat warna biru yang dihasilkan maka semakin
banyak reduksi asam hetropoli oleh ion fenolat yang berarti semakin besar
konsentrasi senyawa fenolik yang terdapat didalamnya (Kusbandari dan Prasetyo,
2018). Nilai kadar fenol total ditunjukkan dengan satuan miligram asam galat
ekuivalen per gram ekstrak (mg GAE/g ekstrak) (Barki dkk., 2017)
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2.10 Alkaloid
2.9.1 Struktur alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa organik nitrogen yang memiliki struktur
kompleks dan massa molekul tinggi. Alkaloid memiliki sifat sedikit larut dalam
air dan larut dalam etanol, benzena, eter, dan kloroform. Struktur alkaloid adalah
heterosiklik dan memiliki basa primer, sekunder, atau tersier maupun memiliki
gugus amonium kuartener. Karakteristik umum alkaloid adalah oleh pewarnaan
atau pengendapan reagen alkaloid (Aniszewski, 2007). Berdasarkan struktur
kimia, ada dua jenis alkaloid yaitu alkaloid heterosiklik (typical alkaloid) yang
mengandung nitrogen rantai samping. Alkaloid heterosiklik dengan struktur
dalam gambar 2.8 diklasifikasikan berdasarkan struktur cincinnya sedangkan

alkaloid non-heterosiklik menurut asal biosintesisnya.

l}:H3 HN™ ™
0 Z
g
CH3
Aaptamine

Gambar 2.8 Alkaloid heterosiklik (Cushnie dkk., 2014)

Alkaloid umumnya diklasifikasikan berdasarkan struktural yang dibagi
sesuai dengan bentuk dan asal-usulnya. Tiga jenis utama alkaloid antara lain
adalah true alkaloid, protoalkaloid, dan pseudoalkaloid. True alkaloid dan
protoalkaloid berasal dari asam amino, sedangkan pseudoalkaloid tidak berasal
dari senyawa ini (Aniszewski, 2015). Senyawa alkaloid dalam tanaman obat
ditemukan menunjukkan efek yang menjanjikan untuk mengatasi obesitas dengan
berbagai mekanisme. Alkaloid diduga mempunyai peranan sebagai antiobesitas
melalui mekanisme penghambatan pada aktivitas lipase sehingga menghambat

hidrolisis lemak menjadi monogliserida dan asam lemak (Ruiz dkk., 2005).
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2.9.2 Prinsip penetapan kadar alkaloid

Penetapan alkaloid total dilakukan untuk mengetahui kandungan alkaloid
yang ada dalam ekstrak tanaman yang diteliti. Metode penetapan kadar alkaloid
total yang berkembang telah banyak, salah satunya adalah metode dengan
instrumen analisis spektrofometri UV-Vis dan pereaksi BCG (Bromocresrol
green). Metode spektrofometri UV-Vis ini memiliki kelebihan dengan yang lain
seperti sederhana, sensitif, dan cepat untuk penentuan alkaloid total pada ekstrak
tanaman yang akan diteliti. Selain itu juga, reaksi alkaloid dengan BCG juga akan
memberikan keunggulan seperti sensitivitas dan stabilitasnya. Hasil dari reaksi
alkaloid dengan BCG akan membentuk produk berwarna kuning (Shamsa dkk.,
2010).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah true experimental laboratories.
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk menentukan kandungan senyawa
alkaloid dan fenolik dalam ekstrak buah cabe jawa, selanjutnya dapat dilakukan

uji aktivitas penghambatan enzim lipase in-vitro.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dimulai pada November 2019 hingga Desember 2020
di Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi dan Laboratorium Farmasi Klinik dan

Komunitas Fakultas Farmasi Universitas Jember.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah microplate reader (Dialab
EIx800), rotary evaporator (Heidoiph Laborats 4000), mikro-pipet, inkubator
(Stuart SBS40), satu set alat spectrometer UV-Vis, shaker (Stuart SSL1),
sentrifugator (Hitachi CF15RXII), alat-alat gelas, dan timbangan analitik.

3.3.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi serbuk simplisia buah
cabe jawa (Piper Retrofractum Vahl.), etanol 96% (Merck), lipase porcine
pankreas (Sigma-Aldrich), Natrium Karbonat (Brataco), Natrium Nitrit (Brataco),
standar asam galat (Sigma-Aldrich), reagen Folin-Ciocalteu (Merck), p-NPB
(Sigma-Aldrich), natrium asetat (Merck), HCI 0,1 N (Merck), Asam asetat
(Merck), Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Sigma-Aldrich), Orlistat (Xenical),
akuades, NaCOg3, reagen dragendrof, mayer, asam asetat (Merck), asam sulfat,

Kloroform, magnesium HCI.
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3.4 Variabel Penelitian
3.4.1. Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak
buah buah cabe jawa yang diperoleh dari Laboratorium Materia Medica Batu
Malang.

3.4.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar alkaloid, kadar fenolik, dan
persentase penghambatan ( % Inhibisi).
3.4.3. Variabel Terkendali

Variabel terkendali yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
ektraksi buah cabe jawa, waktu ekstraksi buah cabe jawa, metode analisis total
alkaloid buah cabe jawa, jenis pelarut, dan metode uji penghambatan enzim

lipase.

3.5 Rancangan Penelitian
3.5.1. Definisi Operasional

1. Serbuk simplisia buah cabe jawa yang digunakan berasal dari laboratorium
Materia Medica Batu.

2. Metode ekstraksi buah cabe jawa yang digunakan merupakan metode
maserasi dengan pelarut ekstraksi yang digunakan adalah etanol 96%.

3. Analisis penentuan kadar total alkaloid menggunakan bromocresol green
(BCG) dengan standar berberin klorida dengan menentukan interpolasi
absorbansi analit ke dalam persamaan regresi linier standar berberin sehingga
akan mendapatkan konsentrasi (x) dalam satuan pg/mL.

4. Analisis penentuan kadar total fenolik dengan menggunakan penambahan
reagen Folin-Ciocalteu dan natrium karbonat. Perubahan warna pada larutan
uji menjadi biru akan menunjukkan bahwa senyawa fenolik ada dalam larutan

uji.
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Analisis uji penghambatan lipase dengan menggunakan enzim lipase, substrat
p-NPB (p-nitrofenil butirat), kontrol positif menggunakan orlistat.

Senyawa dikatakan mempunyai aktivitas anti-hiperlipidemia jika nilai 1Csg
yang dihasilkan lebih rendah dibandingan 1Cs, orlistat.

3.5.2. Rancangan Penelitian

Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas inhibisi enzim pankreas lipase

pada buah cabe jawa. Tahap awal penelitian dilakukan ekstraksi dengan metode

maserasi dalam pelarut etanol 96%. Tahap kedua adalah dilakukan pengukuran

kadar alkaloid dan flavonoid. Tahap terakhir adalah pengujian aktivitas anti-

hiperlipidemia dengan metode penghambatan enzim lipase secara in vitro.

Rancangan penelitian dapat dilihat pada gambar 3.1.

O1

02

Gambar 3.1. Rancangan penelitian

Keterangan

P : Simplisia buah cabe jawa

E : Ekstrak kental buah cabe jawa

o1 . Uji kadar alkaloid

02 - Uji kadar fenolik

AL  : Uji aktivitas anti-hiperlipidemia penghambatan lipase secara in vitro
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3.5.3 Alur penelitian

Alur penelitian ini selanjutnya akan dilakukan sebagai berikut:

Serbuk buah Cabe Jawa

Determinasi tanaman <«— | (Piper retrofractum Vahl)

- Ekstraksi metode maserasi dengan etanol 96%
selama 3 hari

- Penyaringan dengan corong buchner

Filtrat

Pengeringan dengan rotary evaporator

A

Ekstrak kental

Skrining Fitokimia <+— Uji kualitatif | «—

Uji kuantitatif |«

1 |

v v Uji  aktivitas
Uji Alkaloid Uji Fenolik penghambatan
lipase (1%)
1Cso
v
Analisis data
Kesimpulan

Gambar 3.2. Alur Penelitian Uji Aktivitas Anti-hiperlipidemia ekstrak Cabe Jawa
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3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1. Ekstraksi

Ekstraksi serbuk simplisia cabe jawa dilakukan dengan cara maserasi.
Metode maserasi ini menggunakan menggunakan pelarut etanol 96% (polar).
Serbuk simplisia buah cabe jawa ditimbang sebanyak 1000 g dimasukkan dalam
maserator. Pelarut etanol 96% sebanyak 7500 mL kemudian dimasukkan kedalam
maserator. Serbuk simplisia didiamkan selama 3 x 24 jam pada suhu ruang.
Setelah tiga hari, hasil maserasi difiltrasi dengan menggunakan corong buchner
dan dilanjutkan dengan proses evaporasi menggunakan evaporator vakum pada
suhu 40°C sampai didapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental kemudian disimpan
dalam wadah gelap, diberi label dan disimpan dalam lemari pendingin untuk

selanjutnya dilakukan pengujian (Ismayadi, 2013).

3.6.2. Uji Kualitatif
a.  Skrinning Fitokimia

Skrinning fitokimia pada ekstrak etanol buah cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl) dilakukan untuk memberikan gambaran terkait kandungan
golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Metode skrinning fitokimia
dilakukan dengan melihat reaksi pengujian perubahan warna dengan
menggunakan pereaksi tertentu (Simaremare, 2014). Uji warna golongan senyawa
dilakukan berdasarkan Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Uji Warna Golongan Senyawa (Ningsih dkk., 2016)

Golongan Senyawa Pereaksi Warna
Alkaloid Mayer
Wagner
Glikosida Saponin Uji Lieberman-Burchard
Uji Buih
Steroid/ + Asam asetat anhidrida
triterpenoid + Asam sulfat pekat
Polifenol Fe(111) Klorida 10%
Tanin Gelatin

Flavonoid(Leukoantosianin) + Asam klorida pekat
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3.6.3 Uji Kuantitatif
A. Analisis Kandungan Total Alkaloid

1) Pembuatan Larutan Uji

Larutan Uji yang digunakan adalah larutan bromocresol green (BCG).
Larutan ini dibuat dengan menimbang sebanyak 69,8 mg bromocresol green dan 3
mL NaOH 2 N serta penambahan 5 mL akuades. Campuran tersebut dipanaskan
pada suhu 50-60°C selama 15 menit. Larutan tersebut kemudian diencerkan
dengan penambahan 1000 mL akuades (Patel dkk., 2015).
2) Pembuatan Dapar Fosfat

Dapar fosfat yang digunakan adalah dapar fosfat pH 4,7 yang dibuat dengan
komposisi campuran natrium fosfat (Na,HPO,4) 0,2M dan asam sitrat (CsHsOy7)
0,2 M sampai mendapatkan pH 4,7 (Patel dkk., 2015).
3) Preparasi Larutan Induk Standar Berberin Klorida

Preparasi larutan induk dibuat dengan menimbang sebanyak 1 mg berberin
klorida ke dalam labu ukur 10 mL. Berberin Kklorida dilarutkan dengan
menambahkan metanol sampai tanda batas sehingga didapatkan larutan standar
berberin klorida dengan konsentrasi 100 pg/mL (Patel dkk., 2015).
4) Optimasi Panjang Gelombang Maksimum

Optimasi panjang gelombang maksimum dilakukan pada standar berberin
sebanyak 10 pug/mL dan larutan sampel yang telah dipreparasi menggunakan
bromocresol green (BCG). Absorbansi diukur pada panjang gelombang 200-800
nm dengan spektrofotometer UV - Vis.
5) Preparasi Kurva Kalibrasi

Preparasi Kurva Kalibrasi dilakukan dengan membuat larutan berberin
klorida masing-masing sebanyak (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mL) dan dilakukan
penambahan dengan larutan buffer fosfat 4,7 sebanyak 5 mL. Larutan
bromocresol green (BCG) sebanyak 5 mL kemudian ditambahkan dalam larutan.
Larutan tersebut kemudian melewati tahap ekstraksi dengan 5 mL kloroform.
Setelah melewati tahap ekstraksi, dilakukan pengambilan lapisan klorofom dan

memasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, proses selanjutnya menambahkan

48


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

kloroform sampai tanda batas. Absorbansi larutan tersebut kemudian akan diukur
pada panjang gelombang 415 nm dengan spektrometer UV-Vis. Kurva kalibrasi
yang digunakan dibuat dengan menggunakan data absorbansi terhadap konsentrasi
berberin klorida (Patel dkk., 2015).
6) Penetapan Kadar Alkaloid Total

Penentuan kadar alkaloid total pada ekstrak etanol buah cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl dilakukan dengan menimbang ekstrak buah cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl) sebanyak 50 mg. Sejumlah ekstrak ditambahkan dalam asam
klorida (HCI) 2N dan melewati tahap penyaringan. Pencucian dengan klorofom
selanjutnya dilakukan dengan menampung fase air dan melakukan penambahan
NaOH sebagai penyesuain pH larutan hingga mencapai pH netral. Larutan uji
sebanyak 1 mL ditambahkan dengan 5 mL buffer fosfat pH 7,4 dan 5 mL larutan
bromocresol green (BCG). Campuran yang telah terbentuk melewati proses
penggojogan yang membentuk suatu kompleks dan dilakukan ekstraksi pada
komplek tersebut dengan penambahan 5 mL kloroform. Penetapan kadar alkaloid
total ini mengambil lapisan kloroform dan memasukkan kedalam labu ukur 10 mL
serta melarutkan sampai tanda batas. Pembuatan larutan dilakukan sebanyak 3
kali replikasi (Patel dkk., 2015). Kadar alkaloid total ditentukan dan ditetapkan
berdasarkan interpolasi absorbansi analit yang dimasukkan ke dalam persamaan
regresi linier standar berberin sehingga akan mendapatkan konsentrasi (x) dalam
satuan pug/mL. Penentuan kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol buah cabe

jawa (Piper retrofractum Vahl) dihitung berdasarkan persamaan 3.1:

Kadar alkaloid total = 2020tatkalold (hg) o 10004 h/p BE.......... (3.1)

bobot ekstrak

B. Analisis Kandungan Total Fenol

a) Preparasi Standar

Preparasi standar dilakukan dengan menimbang standar asam galat sebanyak
25 mg dalam labu ukur pelarutan standar asam galat dilakukan dengan
menambahkan metanol 98% sebanyak 25 mL sampai batas volume sehingga

mendapatkan konsentrasi larutan induk standar asam galat 1000 pg/mL.
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Pengenceran larutan induk asam galat dilakukan dengan memipet sejumlah
tertentu larutan induk dan memasukkan ke dalam labu ukur. Penambahan metanol
98% dengan jumlah tertentu dilakukan sehingga konsentrasi larutan standar asam
galat akhir yaitu 40 pg/mL, 50 pg/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL, 100 pg/mL, dan 120
pg/mL.
b) Preparasi Sampel

Preparasi sampel dilakukan dengan menimbang ekstrak buah cabe jawa
(Piper retrofractum Vahl) masing-masing sebanyak 25 mg. Ekstrak kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan pelarutan ekstrak dilakukan dengan
menambahkan metanol 98% sampai batas volume sehingga konsentrasi larutan
uji ekstrak 2500 pg/mL.
c) Penentuan Kadar Fenol Total

Penentuan kadar fenol total dilakukan dengan menambahkan sebanyak 100
puL dari masing-masing larutan uji ekstrak dan larutan standar. Selanjutnya
menambahkan campuran tersebut dengan 500 pL Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air).
Larutan didiamkan selam 6 menit. Dan ditambahkan dengan 400 pL NaCO; (75
g/L air). Campuran yang diperoleh didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit.
Selanjutnya mengukur absorbansi pada panjang gelombang 628 nm serta blanko
merupakan semua reagen tanpa larutan ekstrak. Kandungan total fenolik ekstrak
ditentukan dalam satuan mg gallic acid equivalent (GAE) per gram ekstrak

menggunakan persamaan dari kurva standar asam galat.

C. Penentuan Aktivitas Anti-hiperlipidemia

a. Pembuatan Larutan dan Reagen

Penentuan aktivitas anti-hiperlipidemia memerlukan larutan dan reagen,
antara lain :
1) Larutan Substrat p-NPB (p-nitrofenil butirat)

Larutan substrat p-NPB (p-nitrofenil butirat) dibuat dengan menyiapkan dan
menimbang substrat p-NPB (p-nitrofenil butirat) sebanyak 4,184 mg dan
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melarutkan campuran tersebut ke dalam asetonotril sebanyak 2 mL, sehingga
mendapatkan konsentrasi substrat sebesar 10 mmol/L.
2) Buffer TrisHCIpH 7,4
Buffer tris HCI pH 7,4 dibuat dengan menyiapkan dan menimbang sejumlah
1,214 g tris, selanjutnya menambahkan bahan tersebut dengan NaCl sejumlah
29,22 mg. Setelah itu, campuran dilarutkan dalam 60 mL akuades dan
dihomogenkan, kemudian melakukan pengecekan pH serta penambahan pelarut
ad 100 ml dilakukan setelah pH telah sesuai dengan yang diinginkan.
3) Larutan Enzim Lipase
Larutan enzim lipase dibuat dalam konsentrasi 2,5 mg/mL dengan
menimbang enzim lipase sebanyak 25 mg dan melarutkannya dalam buffer Tris
HCI sebanyak 10 mL.
4) Larutan Kontrol Positif
Larutan kontrol positif dibuat dengan melarutkan sebanyak 5 mg orlistat
dengan dapar fosfat pH 7,4 dalam labu ukur 5 mL dan mendapatkan konsentrasi
orlistat sebesar 1000 ppm. Larutan ini kemudian dibuat dalam konsentrasi sebesar
25 ppm, 50 ppm, 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm dengan melakukan proses
pengenceran.
5) Larutan Ekstrak
Pembuatan larutan ekstrak dilakukan dengan menimbang ekstrak buah cabe
jawa sebanyak 10 mg dan pelarutan ekstrak dibuat dalam 0,1 ml DMSO kemudian
campuran divorteks, selanjutnya menambahkan buffer Tris HCI sebanyak 9,9 ml,
sehingga mendapatkan konsentrasi ekstrak sebesar 1000 ppm. Pengenceran
larutan ekstrak dilakukan hingga mendapatkan konsentrasi sebesar 10 ppm, 50
ppm, 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm, 1000 ppm.
b. Pengujian Aktivitas Anti-hiperlipidemia
Pengujian aktivitas anti-hiperlipidemia yang dilakukan mengacu pada
metode dari penelitian yang telah dilakukan oleh Dechakhamphu dan Wongchum
(2015). Tahap awal pengujian pada esktrak buah cabe jawa adalah melakukan
preparasi larutan ekstrak dengan menimbang sejumlah tertentu sampel ekstrak
buah cabe jawa (replikasi tiga kali) dan melarutkan dalam metanol. Preparasi
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enzim lipase dengan konsentrasi 2,5 mg/mL dilakukan dengan cara melarutkan 25
mg enzim lipase dengan 10 mL dapar Tris HCI 1,0 M ph 7,0. Substrat p-NPB
konsentrasi 23,9 mmol/L (bobot molekul = 209,20) dibuat dengan menimbang 50
mg p-NPB dan dilarutkan dengan 10 mL Asetonitril.

Pengujian  aktivitas  anti-hiperlipidemia  dilakukan dengan cara
mereaksikan 100 pL larutan ekstrak buah cabe jawa pada berbagai konsentrasi
dengan enzim lipase dan diinkubasi pada suhu 37°C. Setelah inkubasi,
menambahkan substrat dan akuadest yang selanjutnya diinkubasi kembali pada
suhu 37°C. Absorbansinya diukur pada panjang gelombang hasil optimasi.
Aktivitas lipase ditentukan dengan mengukur hidrolisis p-NPB menjadi p-
nitrofenol menggunakan spektofotometer UV-Vis pada panjang gelombang sesuai
hasil optimasi dan pengujian dilakukan sebanyak tiga kali replikasi. Persentase
penghambatan lipase dapat dihitung dengan melakukan perhitungan seperti pada
persamaan 3.2.

A blanko — A uji

penghambatan lipase (%) = Ablake > 100% ... e ver ve . (3.2)
Keterangan:
A blanko = Absorbansi pengujian tanpa sampel uji
A uji = Absorbansi pengujian dengan sampel uji

Setelah didapatkan persentase penghambatan lipase dari beberapa
konsentrasi uji dengan persamaan 3.2, selanjutnya ditentukan dalam persamaan
3.3.

Vas.bx 1908 ... B ... .. O (3.3)
Perhitungan secara regresi linier digunakan, dimana:
X = Konsentrasi uji (ug/mL)
y = Persentase penghambatan lipase (%).

Kemampuan esktrak dalam menghambat aktivitas lipase dinyatakan dalam
ICso (inhibition concentration 50%) vyaitu konsentrasi sampel yang dapat
menghambat aktivitas lipase sebanyak 50%. Nilai 1Cso didapatkan dari nilai x

setelah mengganti y = 50.
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c. Analisis data

Semua data, yaitu total flavonoid, total alkaloid dan 1Cs akan ditunjukkan
dalam rerata dengan SD. Data 1Csy yang telah didapatkan dari hasil penelitian
akan dianalisis statistik menggunakan SPSS versi 18.0 for windows dengan
menggunakan uji independent T-test dengan derajat kepercayaan 95%. Data ICs
harus dilakukan pengujian normalitasnya (Shapiro-Wilk) dan uji homogenitas
(levene-s test) yang merupakan syarat uji analisis independent T-test. Hasil dari uji
independent T-test bertujuan untuk membandingkan nilai 1Cso sampel ekstrak
Piper retrofractum Vahl dengan nilai 1Csp pembanding (Orlistat).
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BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang dilakukan ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) mengandung senyawa
alkaloid,  glikosida  saponin,  steroid,  terpenoid, flavonoid
(leukoantosianin), polifenol dan tanin.

2. Kandungan senyawa alkaloid total buah ekstrak buah cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl.) sebesar 6,239 mg/g sedangkan kandungan senyawa
fenolik total sebesar 44,09 mg/g ekstrak buah cabe jawa.

3. Ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) memiliki aktivitas
penghambatan enzim lipase dengan kategori sedang dengan nilai ICs
sebesar 148,953 pg/mL.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada ekstrak buah cabe jawa

(Piper retrofractum Vahl.), saran yang dapat diberikan oleh penulis adalah :

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui isolasi senyawa
kimia aktif pada ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) yang
berperan dalam aktivitas penghambatan enzim lipase.

2. Perlu dilakukan penelitian aktivitas penghambatan enzim lipase pada pada
ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) dengan menggunakan
metode ekstraksi maupun metode analisis yang berbeda agar dapat

membandingkan dengan metode yang dilakukan oleh peneliti.
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LAMPIRAN

Lampiran 4.1 Hasil Determinasi Tanaman Cabe Jawa
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Lampiran 4.2 Perhitungan Rendemen Ekstraksi

Rendemen ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) dengan
pelarut etanol 96% sebanyak 1875 mL

Bobot simplisia (g) yang ditimbang : 250,04 g
Bobot ekstrak (g) yang diperoleh 120,859

Bobot Ekstrak yang diperoleh
Yang 1p x 100%

% Rendemen =

Bobot Simplisia

_2083g
250,04 g

=8,33%

x 100%

Lampiran 4.3 Skrinning Fitokimia
T l('

Alkaloid

Polifenol dan Tanin

Terpenoid Flavonoid
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Lampiran 4.4 Penetapan Kadar Alkaloid Total
Lampiran 4.4.1 Preparasi Reagen
Bromocresol green (BCG) ditimbang sebanyak 7 mg dilarutkan dengan NaOH

sebanyak 0,3 mL dan Aquadest sebanyak 0,5 mL, kemudian dipanaskan pada
suhu 55°C selama 15 menit dan di addkan dengan aquadest 100 mL.

Lampiran 4.4.2 Preparasi Larutan Baku Berberin Klorida

. 10,2mg 1000 mL

Larutan Induk berberin klorida :
10 mL 1L

= 1020 pg/mL

Standar berberin klorida,dibuat menjadi beberapa konsentrasi dengan pengenceran
dari larutan induk menjadi 6 konsentrasi uji, diantaranya : 40 ug/mlL, 60 ng/mlL,
80 ug/mlL, 100 ug/mlL, 120 ug/mlL, dan 140 pg/mlL.

Konsentrasi 1 ; j::ZLL x 1020 pug/mL = 40,8 pg/mL
Konsentrasi 2 : jg:nnLL x 1020 ug/mL = 61,2 pg/mL
Konsentrasi 3 % x 1020 pg/mL = 81,6 ng/mlL

1m

Konsentrasi 4 LL x 1020 pg/mL = 102 pug/mL

"10m

. 1,2mL

Konsentrasi 5 :
10 mL

x 1020 pg/mL = 122,4 pg/mlL

. 1,4mL
“10mL

Konsentrasi 6 x 1020 pg/mL = 142,8 ng/mlL
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Lampiran 4.4.3 Kurva Standar Berberin

Data absorbansi standar berberin klorida

Konsentrasi Replikasi Rata - rata
(ppm) 1 2 3
40,8 0,158 0,159 0,158 0,158
61,2 0,202 0,206 0,207 0,205
81,6 0,340 0,338 0,337 0,338
102 0,423 0,436 0,432 0,430
122,4 0,523 0,534 0,529 0,529
142,8 0,609 0,603 0,606 0,606

Konsentrasi standar berberin klorida diplot dengan absorbansi sehingga
akan dihasilkan regresi y = 0,00463x - 0,047

Kurva standar berberin klorida

Kurva Berberin Klorida
0.7
R?=0.9907
05
(%]
LE 0.4 ‘ -8
2o - = ® Absorbansi
2 .
0.2 . e ——— 000000 Linear (Absorbansi)
0.1
0
0 50 100 150
Konsentrasi Uji

Lampiran 4.5 Penetapan Kadar Alkaloid Total Sampel Uji
1. Preparasi Sampel Uji

Sampel uji ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl) dibuat
dengan konsentrasi 10000 pg/mL sebanyak tiga kali replikasi.
Penimbangan ekstrak dimasing - masing konsentrasi yaitu sebanyak 105

mg, 106 mg, dan 105 mg dengan pelarut etanol 96% ad 10 ml.

. 105 mg 1000 mL
" 10mL 1L

Konsentrasi Induk 1 = 10500 pg/ml
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. 106 mg 1000 mL

Konsentrasi Induk 2 = 10600 pg/ml

T 10mL 1L
Konsentrasi Induk 3 ;2219 5 1090mL _ 10500 pg/ml
10mL 1L

2. Pengujian Alkaloid Total Sampel Uji

Sampel Uji Dapar Fosfat Reagen BCG  Kloroform

105 mg 2 mL 2 mL 3mL
106 mg 2 mL 2 mL 3mL
102 mg 2 mL 2 mL 3mL

3. Perhitungan Kadar Total Alkaloid Sampel Uji

Sampel Replikasi Rata-
Uji 1 2 3 rata
Sampel 1 0,262 0,262 0,261 0,262
Sampel 2 0,255 0,256 0,256 0,256
Sampel 3 0,263 0,263 0,263 0,263
a. Sampel Uji 1
y = 0,00463x - 0,047
0,262 = 0,00463x - 0,047
X = 66,74 pg/mL
dalam 10 mL
1mL _ 10 mL
66,74 ng X
X =667,4 ug
Kadar Alkaloid Total
W = 6,36 mg/g ekstrak cabe jawa
0,105 g
b. Sampel Uji 2
y = 0,00463x - 0,047

0,256 = 0,00463x - 0,047
X = 63,443 pg/mL
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dalam 10 mL

1mL _ 10 mL
63,443 ng X
X =634,4 ug
Kadar Alkaloid Total

0,634 mg
0,106 g

= 5,98 mg/g ekstrak cabe jawa

c. Sampel Uji 3
y = 0,00463x - 0,047
0,263 = 0,00463x - 0,047
X = 66,95 pg/mL
dalam 10 mL

1mL B 10 mL
66,95 ng N X

X =669,5 ug
Kadar Alkaloid Total
0,6695mg __ i
YT, 6,38 mg/g ekstrak cabe jawa
SD i \/(6,24—6.36)2+(6,24—25,98)2+(6,24—6.38)2
=+/0,0606
= 0,246
cv =224 100%=3,94%

6,24

Lampiran 4.6 Penetapan Kadar Fenolik Total

Lampiran 4.6.1 Preparasi Reagen

1. Larutan Folin-Ciocalteu
Sebanyak 1 mL Folin-Ciocalteu dilarutkan dalam aquadest 10 mL
sehingga didapatkan konsentrasi sebesar 0,1 v/v.

2. Larutan NaCO3
Sebanyak 0,75 g NaCO3 dilarutkan dengan aquadest ad 10 mL, sehingga

didapatkan konsentrasi sebesar 7,5%.
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Lampiran 4.6.2 Preparasi Larutan Baku Standar Asam Galat

Larutan Induk asam galat
Konsentrasi Induk 1

Konsentrasi Induk 2

. 25,03mg 1000 mL
25 mL 1L
. 1mL

10 mL
. 2mL
10 mL

=1001,2 pg/mL

x1001,2 pg/mL =100,12 pg/mL

x 100,12 = 200,24 pug/mL

Standar asam galat dibuat menjadi 7 konsentrasi uji dengan pengenceran

larutan induk standar asam galat menjadi 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL,

40 pg/mL, 50 pg/mL, 60 pg/mL, dan 80 pg/mL.

Konsentrasi 1

Konsentrasi 2

Konsentrasi 3

Konsentrasi 4

Konsentrasi 5

Konsentrasi 6

Konsentrasi 7

. 1mL
10 mL
. 2mL
“10mL
. 3mL
“10mL
. 2mL
“10mL
. 0,5mL
10 mL
. 3mL
10mL
. 4mL
“10mL

Lampiran 4.6.3 Kurva Standar Asam Galat

Data Absorbansi Asam Galat

x 100,12 pg/mL =10,012 pg/mL
x 100,12 pg/mL =20,024 pg/mL
x 100,12 pg/mL =30,036 pg/mL
x 200,24 ug/mL =40,048 pg/mL
x1001,2 pug/mL =50,06 pg/mL
x 200,24 pg/mL =60,072 pg/mL

x 200,24 pg/mL =80,096 pg/mL

Konsentrasi Replikasi Rata-rata
Uji (ppm) 1 2 3
10,012 0,110 0,117 0,121 0,116
20,024 0,224 0,231 0,235 0,230
30,036 0,364 0,373 0,375 0,371
40,048 0,429 0,439 0,441 0,436
50,060 0,589 0,539 0,597 0,575
60,072 0,691 0,701 0,706 0,699
80,096 0,978 0,981 0,985 0,981
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Konsentrasi asam galat diplot dengan data absorbansi yang didapat
sehingga didapatkan persamaan regresi y = 0,012x — 0,016

Kurva standar asam galat

Kurva Standart Asam Galat
1.2
1 y=0.0121x-0.016
R2=0.9944 .
. 0.8
% .
2 06
o ® Absorbansi
2 °
B 9 - Linear (Absorbansi)
0.2 8
>
0
0 20 40 60 80 100
KonsentrasiUji

Lampiran 4.7 Penetapan Kadar Flavonoid Total Sampel Uji

1. Preparasi Sampel Uji
Konsentrasi sampel uji ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.)
dibuat dengan konsentrasi 2500 pug/mL dan replikasi sebanyak tiga kali.
Ekstrak cabe jawa masing — masing sebanyak 25,1 mg, 25,4 mg, dan 25,3
mg dilarutkan dalam metanol 98% ad 10 mL yang kemudian dilakukan

pengenceran untuk mendapatkan konsentrasi uji sebesar 500ug/mL.

25,1 mg 1000 mL
10 mL 1L

2Ly 2510 pg/mL =502 pg/mL

‘10 mL

Konsentrasi sampel induk replikasi 1 : = 2510 pg/mL

Pengencean sampel induk 1

25,4 mg 1000 mL
10 mL 1L

x 2540 pg/mL =508 pg/mL

Konsentrasi sampel induk replikasi 2 : = 2540 pg/mL

. 2mlL
10 mL

Pengenceran sampel induk 2

25,3 mg 1000 mL
10 mL 1L

: 2L ¥ 2530 pg/mL =506 pg/mL

“10mL
83
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Pengenceran sampel induk 3
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2. Pengujian Fenol Total Sampel Uji

Sampel Uji Reagen Folin-Ciocalteu NaCO3 7,5 %
100 pL 500 pL 400 pL

3. Perhitungan Total Fenolik Sampel Uji
Data absorbansi sampel

Sampel Uji Replikasi Rata - rata
1 2 3

Sampel 1 0,267 0,270 0,270 0,269
Sampel 2 0,259 0,259 0,261 0,260
Sampel 3 0,224 0,225 0,225 0,225

a. Replikasi 1
y =0,012x - 0,016
0,269 =0,012x - 0,016
X = 23,75 pg/mL ( kadar fenolik dalam 100 pL larutan ekstrak)
dalam 100 pL
23,75 pg/mL x 0,1 mL = 2,375 ug
dalam 10 mL

0,1mL _ 10mL
2,375 mL X

X =237,5 ug
dalam 10 mL

2mL _ 10mL
237,5 ng x

X =1187,5 ug
:1,19mg

. 1,19mg
©0,0251

: 47,31 mg/g ekstrak

Kadar total fenolik

b. Replikasi 2
y =0,012x - 0,016
0,260 =0,012x—-0,016
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X = 23 pg/mL ( kadar fenolik dalam 100 pL larutan ekstrak)
dalam 100 pL

23 pg/mL x 0,21 mL = 2,3 ug

dalam 10 mL

0,1mL _ 10 mL
2,3 ng X

X =230 ug
dalam 10 mL

2mL _ 10mL
230 pg X

X = 1150 pg
: 1,150 mg

. 1,150 mg
" 0,0254

: 45,27 mg/g ekstrak

Kadar total fenolik

Replikasi 3

y =0,012x - 0,016

0,225 =0,012x - 0,016

X = 20,08 pg/mL ( kadar fenolik dalam 100 pL larutan ekstrak)
dalam 100 pL

20,08 pg/mL x 0,1 mL = 2,008 g

dalam 10 mL

0,1mL _ 10mL
2,008 mL x

X = 200,8 ug
dalam 10 mL

2mL _ 10mL
200,8 pg x

X = 1004 pg
1,004 mg

. 1,004 mg
" 0,0253

: 39,68 mg/g ekstrak

Kadar total fenolik

) _\/(44,09—47,31)2+(44,09—45,27)2+(44,09—39,68)2
2
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=,/15,604

=3,95

3,95

CV =—-x100% =8,96 %
44,09

Lampiran 4.8 Hasil Optimasi

Lampiran 4.8.1 Hasil Optimasi Panjang Gelombang

Konsentrasi Absorbansi pada A
(ppm) 405 nm 450 nm
1,022 0,348 0,249
51 0,338 0,193
10,2 0,324 0,172
25,5 0,312 0,156
51 0,180 0,138
102 0,101 0,123

Lampiran 4.8.2 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi

Konsentrasi Absorbansi pada
(ppm) Waktu Inkubasi
5 menit 15 30 menit 45
menit menit
1,02 0,206 0,407 0,385 0,267
54 0,146 0,376 - -
10,2 0,137 0,356 0,372 0,241
15,3 0,125 0,344 0,361 -
20,4 0,098 0,304 0,340 0,224
25,5 0,057 0,266 0,323 0,165
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Lampiran 4.8.3 Hasil Optimasi Konsentrasi Orlistat

Konsentrasi Absorbansi
(ppm)
1 2 3
1,02 0,344 0,348 0,351
51 0,335 0,338 0,342
10,2 0,326 0,325 0,322
25,5 0,316 0,309 0,312
51 0,181 0,185 0,173
102 0,091 0,123 0,089
250 0,357 0,381 0,270
500 0,394 0,376 0,241
1000 0,379 0,390 0,302

Lampiran 4.8.4 Hasil Optimasi volume Enzim

Konsentrasi Konsentrasi enzim
(ppm) (25 pL) (35 pL)

1,02 0,407 0,634
51 0,376 0,590
10,2 0,356 0,559
15,3 0,344 0,548
20,4 0,304 -
25,5 0,266 0,508

Lampiran 4.5 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Lipase

Lampiran 4.9.1 Preparasi Reagen

1. Pembuatan Larutan dapar Tris HCI pH 7,4

Molaritas (M) Tris(hydroxymethyl)aminomethanel,0 M

M _ massa (9)

1000

BM

massa =

_1,0x121,14 x 100

1000

volume (mL)

=1214g

2. Pembuatan Enzim Lipase

20mg _
4mL

= 5mg/mL (300 unit/mL)

Sebanyak 20 mg enzim lipase dilarutkan dengan 4 mL dapar Tris HCI 7,4.
3. Pembuatan Larutan Substrat p-NPB
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Substrat p-NPB sebanyak 3,52 pL dilarutkan dengan 2 mL asetonitril
menjadi konsentrasi 10 Mm, kemudian sebnyak 0,4 larutan substrat 10
mM dilarutkan dalam 2 mL asetonitril hingga menjadi 2 mM.

352ul

1190 mg/mL X —— YT =4,188 mg
M = 2,094 mg/mL
2mlL
=2,094 g/L
2,094 g : 209,2 g/mol = 0,01 mol
=10 mmol
100 mmol/L =10mM
0,4 mL
>l x 10 mM =2mM

Lampiran 4.9.2 Preparasi Larutan Pembanding Orlistat

10 mg 1000 mL
mL 1L

Larutan induk orlistst : = 1000 pg/mL

Kemudian dilakukan pengenceran hingga menjadi konsentrasi sebesar 1,
5, 10, 15, 20, 25, 50 dan 100 pg/mL dengan pelarut dapar posfat pH 7,4.

Pengenceran :

9 1mL
Konsentrasi 1 : — Z

T X 1000 pg/mL =100 pg/mL

OSmL
10

Konsentrasi 2 : x 1000 pg/mL =50 pg/mL

0,1m

Konsentrasi 3 : Lx 100 pg/mL =10 pg/mL

0,1mL

Konsentrasi 4 : T X 10 pg/mL =1 pg/mL

0,1mL

Konsentrasi 5 : ——x 50 pg/mL =5 pg/mL

1,5mL

Konsentrasi 6 : TX 100 pg/mL =15 pg/mL
Konsentrasi 7 —x 100 pg/mL =20 pg/mL

Konsentrasi 8 —x 50 pg/mL =25 pg/mL
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Lampiran 4.9.3 Preparasi Larutan Sampel Uji

Sebanyak 10 mg ekstrak buah cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.)
dilarutkan dalam 0,1 mL DMSO dan 9,9 mL dapar tris HCI 7,4 dan
menjadi konsentrasi induk sebesar 1000 pg/mL.

10,2 mg 1000 mL
10 mL 1L

Larutan induk sampel uji : = 1020 pg/mL

Dilakukan pengenceran menjadi 1, 5, 10, 15, 25, 51 dan 102 pg/mL.
1mL
10 mL
0,5mL
10 mL
0,1 mL
imL

Konsentrasi 1 :

x 1020 pg/mL =102 pg/mL

Konsentrasi 2 : x 1020 pg/mL =51 pg/mL

Konsentrasi 3 :

x 102 pg/mL =10,2 pg/mL

0,1mL
X
1mL
0,1 mL
1mL

Konsentrasi 4 :

10,2 pg/mL =1,02 pg/mL

Konsentrasi 5 : x 51 pg/mL =5,1 pg/mL

Konsentrasi 6 :%x 51 pg/mL =25,5 pg/mL

Lampiran 4.6 Pengujian Aktivitas penghambatan Enzim Lipase

Pengujian aktivitas penghambatan enzim lipase dilakukan dengan
mereaksikan enzim, substrat, orlistat/ekstrak buah cabe jawa dan dapat tris

HCI 7,4 dengan konsentrasi sebagai berikut :

Orlistat  Ekstrak cabe Enzim Dapar  Tris Substrat

jawa Hcl
Kontrol positif 20 pL - 25uL 135l 20 pL
Blanko kontrol positif 20 pL - - 160 pL 20 puL
Sampel uji - 20 pL 25uL 135l 20 pL
Kontrol negatif - - 25uL 155 L 20 pL
Blanko kontrol negatif - - - 180 pL 20 pL
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Pengujian inhibisi enzim lipase

Lampiran 4.7 Perhitungan Nilai 1Cs

Absorbansi kontrol(-) - Absorbansi uji 100 %
Absorbansi kontrol (-)

%Penghambatan Lipase=

Keterangan :
Absorbansi kontrol (-) : absorbansi enzim dan substrat tanpa inhibitor
Absorbansi Uji : absorbansi enzim, inhibitor dan substrat

Perhitungan ICs, Orlistat

50—b . .
IC5p = - dari persamaan regresi
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1. Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Lipase

Sampel

Orlistat

Ekstrak

Absorbansi
Kontro(-)

Konsen Absorbansi %inhibisi Persamaan Garis Nilai ICso
trasi
sampel Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep1 Rep 2 Rep3

1,02 0,344 0,348 0,351 40,59%  39,90%  39,38%  y=0,314x+ 40,643 29,80 pg/mL

r=0,97
51 0,335 0,338 0,342 4214%  4162%  40,93%  y=0,408x + 39,908 24,47 pg/mL
r=0,97
10,2 0,326 0,325 0,322 43,70 % 43,89%  44,39% y=0,471x + 38,962 23,44 pg/mL
r=0,98
255 0,316 0,309 0,312 45,42% 46,63%  46,11%
51 0,188 0,185 0,173 67,53 % 68,05%  70,12%
102 0,091 0,123 0,089 84,28%  78,76%  84,63%
1,02 0,693 0,689 0,696 5,20 % 5,22% 8,3% y=0,277x + 8,023 151,541 pg/mL
r=0,97
51 0,656 0,678 0,686 10,26 % 6,74% 9,62% y =0,288x + 6,708 150,318 pg/mL
r=0,97
10,2 0,638 0,641 0,648 12,72 % 11,83%  14,62% y=0,278x + 9,692 144,99 pg/mL
r=0,99
255 0,635 0,620 0,627 13,13% 12,65%  17,39%
51 0,539 0,561 0,567 26,26% 25,86%  25,30%
102 0,479 0,474 0,478 34,47% 34,11% 37,02%

0,731 0,727 0,716

% inhibisi orlistat "52"5% x 100 % = 40,59 %
% inhibisi orlistat % x 100 % = 42,14 %
% inhibisi orlistat % x 100 % = 43,70 %
% inhibisi orlista % x 100 % = 45,42 %
% inhibisi orlistat % x 100 % = 67,53 %
% inhibisi orlistat ‘)52"5% x 100 % = 84,28 %

Data diplotkan antara konsentrasi orlistat dengan %inhibisi sehingga

diperoleh persamaan regresi y = 0,455x + 39,182 dengan nilai r sebesar 0,981 dan

dilakukan perhitungan nilai I1Cs.

_ 50-39,182
0,455

= 23,78 pg/mL
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Lampiran 4.8 Kurva Konsentrasi Vs %lInhibisi

1. Kurva Orlistat terhadap Penghambatan Enzim Lipase

Kurva konsentrasi vs %Inhibisi Orlistat

100
80
g 60
£, e
s 40 89
20
0
0 20 40 60 80 100 120
Konsentrasi
@® Repl ® Rep2 ® Rep3
Linear (Rep1) Linear (Rep 2) Linear (Rep 3)
Rata — rata 1Csp = 25,99 pg/mL
2. Perhitungan SD dan CV
) :\/(25,99—29,80)Z+(25,99—24,74)Z+(25,99—23,44)2
2
=+/11,29
= 3,36
3,36
CV =——x100%=12,92%
25,99

93


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

3. Kurva Ekstrak terhadap Penghambatan Enzim Lipase

% Inhibisi
R NN W W b
U ©O L1 O U1 O

10

Kurva konsentrasi vs % Inhibisi Ekstrak

1.02 5.1 10.2 25.5 51
Konsentrasi

==@==Rep 1 === Rep 2 ===@==Rep 3

--------- Linear (Rep 1) -++++--+- Linear (Rep 2) :--+--+-+ Linear (Rep 3)

102

Rata-rata 1Cso = 148,953 pug/mL

4. Perhitungan SD dan CV

SD

Cv

_\/(148,953—151,541)2+(148,953—150,328)2+(148,953—144.99)2
2

=+12,147
= 3,485

= 3485 »100% = 2,33 %
148.953
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Lampiran 4.9 Hasil Analisis Statistika T-Test Independent
1. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
orlistat 312 3 .896 3 372
ekstrak .300 &) 913 3 427,

a. Lilliefors Significance Correction

2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

VAR00004
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.255 1 4 .640
Group Statistics
VARO0000

3 N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
VAR00004  orlistat 3| 25.9933 3.36014 1.93998
ekstrak 3| 1.5247E2 2.73291 1.57785

3. Uji Independent T-test

Independent Samples Test

Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
Std. Error 95% Confidence Interval
Sig. (2- Mean |Differenc of the Difference
F Sig. df tailed) Difference e Lower Upper
Hasil i‘l‘;ﬁ'ﬂ;’:&'a”"es 255 .640[-50.579 4 .000| -126.47967| 2.50062| -133.42250| -119.53683
Equal variances -50.579| 3.841 .000| -126.47967| 2.50062| -133.53764| -119.42170
not assumed
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