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RINGKASAN

Potensi Ekstrak Fenolik Tanaman Obat Taman Nasional Meru Betiri: Bidara

Upas (Merreimia mammosa) dan Kayu Kuning (Arcangelisia flava) sebagai

Antidiabetik dan Antioksidan; Lilik Duwi Wahyudi, 111810301014; 2015: 113

halaman; Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Jember.

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolisme yang secara global

prevalensinya tinggi. Akumulasi glukosa darah yang berlebih pada penderita DM

menyebabkan berbagai komplikasi karena glukosa dapat mengalami reaksi

autookisdasi yang menghasilkan radikal bebas. Radikal anion superoksida dan

hidroksil yang dihasilkan dapat bereaksi dengan berbagai makromolekul tubuh

sehingga menyebabkan stres oksidatif. Terapi farmakologis menggunakan obat

antidiabetik sintetis seperti akarbosa memiliki efek samping pada gastrointestinal

sedangkan obat antioksidan sintetis seperti butil hidroksianisol bersifat

karsinogenesis. Kondisi ini menyebabkan banyak penelitian diarahkan untuk mencari

obat antidiabetik dan antioksidan alami yang berasal dari bahan alam. Bidara upas

dan Kayu kuning merupakan bahan baku obat tradisional yang tumbuh di kawasan

Taman Nasional Meru Betiri. Potensi ekstrak fenolik dari Bidara upas dan Kayu

kuning sebagai antidiabetik dan antioksidan dianalisis dalam penelitian ini.

Potensi ekstrak fenolik Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antidiabetik dan

antioksidan dianalisis secara in-vitro menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis.

Radikal DPPH digunakan untuk melihat potensi ekstrak sebagai antioksidan secara

umum sedangkan potensinya sebagai antioksidan yang lebih spesifik menggunakan

radikal anion superoksida dan hidroksil. Hasil analisis peredaman radikal DPPH

dalam bentuk IC50 dibandingkan untuk menentukan ekstrak yang paling berpotensi

sebagai peredam radikal tersebut. Nilai IC50 yang lebih kecil menunjukkan potensinya

yang lebih baik. Potensi ekstrak sebagai peredam radikal anion superoksida dan
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hidroksil dilihat dari nilai persen peredamannya. Ekstrak dengan konsentrasi yang

sama dan memiliki persen peredaman yang lebih tinggi menunjukkan potensi yang

lebih baik. Vitamin C digunakan sebagai standar dalam analisis antioksidan

sedangkan akarbosa digunakan sebagai standar dalam analisis antidiabetik. Analisis

potensi ekstrak sebagai antidiabetik didasarkan pada penghambatan α-amilase dan α-

glukosidase. Ekstrak yang memiliki persen penghambatan pada α-amilase dan α-

glukosidase yang lebih tinggi pada konsentrasi yang sama dikatakan lebih berpotensi.

Mekanisme penghambatan α-amilase dan α-glukosidase oleh senyawa aktif dalam

ekstrak yang paling berpotensi sebagai antidiabetik dipelajari dari kinetika

penghambatannya.

Hasil analisis antioksidan menunjukkan bahwa ekstrak fenolik daun Bidara

upas dan Kayu kuning berpotensi sebagai antioksidan dibandingkan dengan standar

vitamin C. Ekstrak MBU (metanol Bidara upas) meredam aktivitas radikal DPPH,

anion superoksida, dan hidroksil tertinggi dibandingkan ekstrak HBU (heksana

Bidara upas) dan EBU (etil asetat Bidara upas). Ekstrak MKK (metanol Kayu kuning)

meredam aktivitas radikal DPPH dan hidroksil tertinggi dibandingkan ekstrak HKK

(heksana Kayu kuning) dan EKK (etil asetat Kayu kuning). Ekstrak EKK meredam

aktivitas radikal anion superoksida tertinggi dibandingkan ekstrak HKK dan MKK.

Ekstrak HBU, EBU, HKK, dan EKK berpotensi sebagai antidiabetik dibandingkan

dengan standar akarbosa sedangkan ekstrak MBU dan MKK tidak berpotensi. Ekstrak

EKK paling berpotensi sebagai antidiabetik dibandingkan ekstrak HBU, EBU, MBU,

HKK, dan MKK karena memiliki aktivitas penghambatan yang tinggi pada α-amilase

dan α-glukosidase. Senyawa aktif dalam ekstrak EKK menghambat α-amilase dan α-

glukosidase secara campuran yaitu kompetitif dan unkompetitif.
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pola penyakit pada saat ini mulai bergeser dari penyakit infeksi ke arah sindrom

metabolik. Diabetes melitus (DM) merupakan salah satu sindrom metabolik yang

secara global prevalensinya tinggi. Prevalensi global DM usia 20 sampai 79 tahun

sebesar 149 juta jiwa (5,1%) pada tahun 2003 dan diperkirakan mencapai 333 juta

(6,3%) pada tahun 2025 (International Diabetes Federation, 2003). Menurut

Balitbangkes (2013), prevalensi DM di Indonesia bagi penduduk usia 15 tahun ke

atas pada pertengahan 2013 adalah 6,9%. Diabetes melitus menyebabkan berbagai

komplikasi baik mikrovaskuler maupun makrovaskuler. Komplikasi makrovaskuler

seperti kardiovaskuler merupakan penyebab utama kematian pada penderita DM

(International Diabetes Federation, 2003).

Penyakit DM dicirikan dengan akumulasi glukosa dalam darah yang berlebih

(hiperglikemia). Menurut Wolff (1993), glukosa dapat mengalami reaksi autooksidasi

yang dikatalis oleh logam golongan transisi. Produk reaksi autooksidasi glukosa

adalah senyawa oksigen reaktif seperti radikal anion superoksida, radikal hidroksil,

dan hidrogen peroksida (Guigliano, 1996). Kenaikan produksi radikal bebas dalam

tubuh merangsang stres oksidatif karena antioksidan di dalam tubuh tidak mampu

mengatasi radikal bebas yang ada. Akibatnya terjadi kerusakan organel sel, kenaikan

peroksidasi lipid, dan meningkatkan resistensi insulin. Hal ini yang menyebabkan

munculnya berbagai komplikasi pada penderita DM (Maritim et al., 2003).

Upaya untuk mengatasi DM dan komplikasinya dapat dilakukan dengan

mengatur pola hidup. Tetapi jika upaya ini tidak berhasil maka terapi farmakologis

diperlukan. Pengobatan DM membutuhkan waktu yang lama sehingga efek samping

yang mungkin timbul tidak dapat diabaikan. Menurut Sudha et al. (2011), beberapa

efek samping obat antidiabetik sintetis pada gastrointestinal adalah kembung, mual,

diare, dan flatulensi. Antioksidan sintetis seperti butil hidroksianisol (BHA) dan butil
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hidroksitoluena (BHT) juga memiliki efek toksikologi dan karsinogenik (Nadheesha

et al., 2007). Selain itu obat-obat sintetis pada umumnya hanya bekerja melalui satu

mekanisme, misalnya golongan statin hanya menghambat HMG-CoA reduktase

(Istvan, 2003). Sehingga banyak penelitian diarahkan untuk terapi menggunakan

bahan alami agar terhindar dari efek samping tersebut. Bahan alami mengandung

beberapa senyawa aktif yang kemungkinan bekerja melalui mekanisme yang berbeda

dan memiliki efek sinergis, sehingga diharapkan aktivitas farmakologinya menjadi

lebih baik.

Prevalensi global diabetes melitus tipe 2 diperkirakan menempati posisi

tertinggi. Menurut International Diabetes Federation (2003),  sebanyak 85-95% dari

semua penderita DM adalah penderita DM tipe 2. Perkembangan DM tipe 2 dapat

dianalisis melalui hiperglikemia postprandial, yaitu kadar glukosa darah setelah

makan. Salah satu pendekatan terapeutik yang bisa dilakukan untuk mengontrol DM

tipe 2 dan komplikasinya adalah mengontrol kadar glukosa postprandial (You et al.,

2011).

Hiperglikemia postprandial dapat dikontrol dengan menghambat α–amilase dan

α–glukosidase. α–amilase di air liur dan pankreas akan menghidrolisis polisakarida

menjadi oligosakarida yang akan dihidrolisis lebih lanjut oleh α–glukosidase di

membran brush border intestinal menjadi glukosa. Glukosa yang telah terbentuk akan

diabsorpsi oleh epitelium intestinal dan masuk ke peredaran darah (Feng et al., 2011).

Akibatnya kadar glukosa darah terus meningkat jika aktivitas kedua enzim tersebut

tidak dihambat. Menurut Feng et al. (2011), telah banyak ditemukan inhibitor alami

yang berasal dari sumber tanaman. Kombinasi penghambatan enzim dan antioksidan

akan memiliki efek farmakologis yang saling mendukung dalam terapi DM dan

komplikasinya (Shabeer et al., 2009).

Kawasan Taman Nasional Meru Betiri (TNMB) hingga saat ini memiliki

jumlah flora yang telah teridentifikasi sebanyak 518 jenis. Sebanyak 239 jenis

diantaranya seperti Bidara upas dan Kayu kuning merupakan bahan baku obat

tradisional (Balai Taman Nasional Meru Betiri, 2014). Potensi keanekaragaman flora
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TNMB sebagai obat untuk mencegah dan mengobati sindrom metabolik perlu digali.

Universitas Jember memiliki kepentingan untuk menggali dan mengembangkan

potensi yang ada di TNMB sebagai salah satu bentuk Tri Dharma Perguruan Tinggi.

Bidara upas digunakan untuk mengobati demam, batuk, diabetes melitus, dan

kanker (Ramuan Jamu Nusantara dan Pengobatan, 2014). Masyarakat Kalimantan

menggunakan Kayu kuning sebagai obat untuk malaria, disentri, dan demam (Subeki

et al., 2004). Menurut Keawpradub et al. (2005), triakontanil kafeat yang diisolasi

dari Kayu kuning terbukti sebagai antioksidan. Potensi Bidara upas sebagai

antidiabetik kemungkinan berasal dari senyawa fenolik karena ekstrak fenolik dari

Cuscuta reflexa yang masih satu famili dengan Bidara upas diketahui memiliki

potensi sebagai antidiabetik (Patel et al., 2012). Triakontanil kafeat yang diisolasi

dari Kayu kuning juga termasuk senyawa fenolik, sehingga perlu dianalisis potensi

ekstrak fenolik dari Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antidiabetik dan

antioksidan.

Senyawa fenolik pada tumbuhan tingkat tinggi secara umum terdegradasi pada

suhu tinggi (Biesaga dan Pyrzynska, 2013 dan Pardo et al., 2011). Kepolarannya juga

beragam karena memiliki struktur yang beragam dan memiliki kemampuan

mengompleks dengan protein, karbohidrat, dan senyawa-senyawa lain (Khoddami et

al., 2013). Maserasi bertingkat dipilih untuk mengekstrak senyawa fenolik yang

secara umum terdegradasi pada suhu tinggi dan memiliki kepolaran yang beragam.

Potensi ekstrak fenolik sebagai antidiabetik dianalisis dengan penghambatan α-

amilase dan α-glukosidase, sedangkan potensinya sebagai antioksidan dengan

peredaman radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil. Mekanisme

penghambatan enzim oleh ekstrak fenolik yang paling berpotensi sebagai antidiabetik

ditentukan melalui kinetika penghambatannya.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah yang dapat diambil

dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai

antioksidan?

2. Bagaimana potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai

antidiabetik?

3. Bagaimana kinetika penghambatan α–amilase dan α–glukosidase oleh ekstrak

yang paling berpotensi sebagai antidiabetik?

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Daun Bidara upas dan Kayu kuning yang digunakan sebagai sampel diambil di

Taman Nasional meru Betiri, Kabupaten Jember secara acak

2. Analisis kinetika penghambatan enzim hanya dilakukan pada ekstrak fenolik

yang paling berpotensi sebagai antidiabetik

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai

antioksidan

2. Mengetahui potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai

antidiabetik

3. Mengetahui mekanisme penghambatan α–amilase dan α–glukosidase oleh

senyawa aktif dalam ekstrak yang paling berpotensi sebagai antidiabetik
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1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat untuk:

1. Memberikan informasi yang bermanfaat bagi masyarakat dan peneliti terhadap

potensi ekstrak daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antidiabetik dan

antioksidan

2. Memberikan informasi pengaruh jenis pelarut yang digunakan terhadap nilai

rendemen dan potensinya sebagai antidiabetik dan antioksidan

3. Memberikan informasi perbandingan potensi dari daun Bidara upas dan Kayu

kuning sebagai antidiabetik dan antioksidan

4. Memberikan informasi mekanisme penghambatan α-amilase dan α–glukosidase

oleh ekstrak yang paling berpotensi sebagai antidiabetik



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

Kawasan Taman Nasional Meru Betiri (TNMB) secara administratif terletak di

kabupaten Jember dan Banyuwangi dengan luas total 58.000 Ha. Kawasan tersebut

terdiri dari perairan dengan luas 845 Ha dan 57.155 Ha daratan. Berdasarkan Surat

Keputusan Menteri Kehutanan Nomor: 277/Kpts-VI/1997 tanggal 23 Mei 1997 dari

58.000 Ha tersebut 37.585 Ha berada di Kabupaten Jember dan 20.415 Ha di

kabupaten Banyuwangi. Jumlah flora yang telah teridentifikasi di TNMB hingga saat

ini sebanyak 518 jenis dan 239 jenis diantaranya merupakan bahan baku obat

tradisional seperti Kayu kuning dan Bidara upas (Balai Taman Nasional Meru Betiri,

2014).

2.1 Deskripsi Kayu Kuning dan Bidara Upas

Kayu kuning dan Bidara Upas termasuk jenis tanaman liana. Tanaman liana

memiliki ciri umum batang tidak berkayu sehingga tidak mampu menopang bagian

tubuh yang lain. Akibatnya tanaman ini hidupnya merambat ditanah atau melilit ke

tanaman lain.

2.1.1 Kayu kuning (Arcangelisia flava)

Panjang batang Kayu kuning bisa mencapai ±10 m, berwarna kuning dan berasa

pahit. Daunnya berbentuk lonjong dan meruncing di bagian ujungnya. Permukaan

daunnya berwarna hijau mengkilat. Bunganya terdapat pada batang tua dan ketiak

daun dengan warna kuning pucat. Pada batang dan cabang-cabang yang besar

terdapat tandan buah yang menggantung. Buahnya berwarna kuning yang terdiri atas

daging buah yang berlendir dan bijinya besar yang berbentuk pipih (Mandia et al.,

1999). Sketsa tanaman Kayu kuning ditunjukkan oleh Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Sketsa tanaman Kayu kuning (Jawvachdamrongkul et al., 1993)

Menurut Plantamor (2012), taksonomi tanaman Kayu kuning adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Magnoliidae
Ordo : Ranunculales
Famili : Menispermaceae
Genus : Arcangelisia
Spesies : flava Merr

Triakontanil kafeat berhasil diisolasi dari batang kayu kuning dan berpotensi

sebagai antioksidan. Menurut Keawpradub et al. (2005), triakontanil kafeat mampu

menurunkan 50% aktivitas radikal DPPH pada konsentrasi 6,8 ppm. Gambar 2.2

merupakan struktur triakontanil kafeat.
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(CH2)29

O

HO

HO

Gambar 2.2 Struktur senyawa aktif Kayu kuning (Kewpradub et al., 2005)

2.1.2 Bidara Upas (Merremia mammosa)

Bidara upas memiliki umbi yang panjangnya bisa mencapai 25 cm. Panjang

batangnya mencapai 3-6 meter yang merayap atau membelit. Daunnya tunggal,

bertangkai panjang, ujung meruncing, berbentuk jantung, panjang 5-12 cm, lebar 4-

15 cm dan berwarna hijau tua. Habitatnya di hutan karena dapat tumbuh dengan liar

dan terkadang ditanam di dekat pagar karena umbinya dapat dimakan. Tanaman ini

tumbuh dengan baik di dataran rendah sampai ketinggian 200 m di atas permukaan

laut yang beriklim tropis. Sketsa tanaman Bidara upas ditunjukkan oleh Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Sketsa tanaman Bidara upas (Department of National Parks, Wildlife and Plant
Conservation, 2014)
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Menurut Plantamor (2012), taksonomi tanaman Bidara upas adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Asteridae
Ordo : Solanales
Famili : Convolvulaceae
Genus : Merremia
Spesies : mammosa Chois

Sebaran Bidara upas di dunia meliputi Indonesia, India, Myanmar, Thailand,

dan Vietnam. Gambar 2.4 menunjukkan distribusi Bidara upas di dunia yang

ditunjukkan dengan titik-titik merah pada peta. Menurut Patel et al. (2012), ekstrak

fenolik dari Cuscuta reflexa yang masih satu famili dengan Merremia mammosa

berpotensi sebagai antidiabetik.

Gambar 2.4 Distribusi tanaman Bidara upas di dunia (Singapore Botanic Gardens, 2011)
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2.2 Senyawa Fenolik

Senyawa aktif yang terdapat dalam tanaman Bidara upas dan Kayu kuning

kemungkinan berasal dari golongan fenolik. Fenolik merupakan salah satu kelompok

besar senyawa metabolit sekunder yang umumnya dijumpai pada tanaman tingkat

tinggi. Menurut Sarker & Nahar (2007), senyawa fenolik memiliki karakteristik satu

atau lebih gugus hidroksil fenolik pada strukturnya. Umbeliveron merupakan contoh

senyawa fenolik dengan satu gugus hidroksil fenolik pada C-7 sedangkan kuersetin

memiliki empat gugus hidroksil fenolik di C-5, C-7, C-3’, dan C-4’. Struktur

umbeliveron dan kuersetin ditunjukkan oleh Gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Struktur umbeliveron (1) dan kuersetin (2) (Sarker & Nahar, 2007)

Jalur utama biosintesis senyawa fenolik melalui senyawa intermediet asam

shikimat, sehingga dikenal jalur shikimat. Menurut Dewick (2002), asam shikimat

disintesis dari senyawa intermediet glikolisis (fosfoenolpiruvat) dan eritrosa 4-fosfat

dari jalur pentosa fosfat. Biosintesis asam shikamat ditunjukkan oleh Gambar 2.6.

Asam shikimat bereaksi lebih lanjut dengan fosfoenolpiruvat menghasilkan

fenilalanin dan tirosin (Gambar 2.7). Asam amino fenilalanin dan tirosin merupakan

prekursor biosintesis senyawa fenolik seperti lignan, lignin, dan fenilpropanoid.
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Gambar 2.6 Jalur biosintesis asam shikimat (Dewick, 2002)
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Gambar 2.7 Jalur biosintesis L-fenilalanin dan L-tirosin (Dewick, 2002)

2.2.1 Fenilpropanoid

Fenilpropaniod adalah senyawa aromatik dengan substituen propil yang

diturunkan langsung dari fenilalanin. Fenilpropanoid yang memiliki substituen

hidroksil pada cincin benzenanya merupakan senyawa fenolik, seperti asam kafeat

dan asam kumarat (Sarker & Nahar, 2007). Struktur asam kafeat dan asam kumarat
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ditunjukkan oleh Gambar 2.8. Jalur biosintesis fenilpropanoid dari asam shikimat

ditunjukkan oleh Gambar 2.9.
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Gambar 2.8 Struktur asam kafeat (1) dan asam kumarat (2) (Sarker & Nahar, 2007)
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Gambar 2.9 Jalur biosintesis fenilpropanoid (Dewick, 2002)

2.2.2 Lignan dan neolignan

Lignan dan neolignan merupakan senyawa fenolik yang berbentuk dimer.

Lignan dibentuk melalui ikatan Cβ-Cβ’ atau C8-C8’ dari fenilpropana koniferil alkohol,

sedangkan neolignan selain itu. Podophyllotoxin merupakan salah satu contoh lignan

yang aktif sebagai antitumor. Magnalol adalah bioaktif neolignan dari spesies

Magnolia (Sarker & Nahar, 2007). Gambar 2.10 merupakan struktur podophyllotoxin

dan magnalol. Jalur biosintesis lignan dan lignin ditunjukkan oleh Gambar 2.11.
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Gambar 2.10 Struktur podophyllotoxin (1) dan magnalol (2) (Sarker & Nahar, 2007)
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2.2.3 Kumarin

Kumarin merupakan kelas terbesar turunan dari 1-benzopiran yang ditemukan

di tanaman tingkat tinggi. Hampir semua golongan kumarin memiliki atom oksigen

pada C-7 seperti umbeliveron (7-hidroksikumarin). Umbeliveron dianggap sebagai

induk biogenesis kumarin dengan atom oksigen lebih tinggi (Sarker & Nahar, 2007).

Jalur biosintesis kumarin ditunjukkan Gambar 2.12.
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Gambar 2.12 Jalur biosintesis kumarin (Dewick, 2002)

2.2.4 Flavonoid

Flavonoid diturunkan dari 1,3-difenilpropana dengan kerangka dasar C6-C3-C6.

Isoflavonoid dan neoflavonoid juga diturunkan dari kerangka dasar tersebut.

Isoflavonoid diturunkan dari 1,2-difenilpropana dan neoflavonoid dari 1,1-

difenilpropana. Struktur dasar flavonoid, isoflavonoid, dan neoflavonoid ditunjukkan

oleh Gambar 2.13.
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Gambar 2.13 Struktur dasar flavonoid (1), isoflavonoid (2), dan neoflavonoid (3)

Flavonoid terdiri dari dua cincin aromatik. Gugus sinamoil (cincin B) berasal

dari jalur asam shikimat dan gugus benzoilnya (cincin A) dari jalur asetat-malonat.

Menurut Sarker & Nahar (2007), hampir semua flavonoid berbentuk glikosida,

sehingga dikenal istilah monoglikosidat, diglikosidat dan seterusnya bergantung pada

jumlah gula yang diikatnya. Jalur biosintesis flavonoid dan isoflavonoid ditunjukkan

oleh Gambar 2.14.
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2.2.5 Tanin

Tanin merupakan polifenol yang digunakan oleh tanaman sebagai perlindungan

dari serangan mikroba. Tanin membentuk warna biru gelap atau kehijau-hijauan

dalam air ketika bereaksi dengan garam besi (FeCl3). Tanin dikelompokkan ke dalam

dua kelas utama, yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin terhidrolisis

akan pecah menjadi molekul-molekul yang lebih sederahana ketika ditambahkan

asam atau enzim tertentu. Sedangkan tanin terkondensasi menghasilkan produk yang

kompleks dan tidak larut dalam air. Pentagaloilglukosa merupakan salah satu jenis

tanin terhidrolisis dan Epikatekin trimer merupakan contoh tanin terkondensasi.

Produk hidrolisis pentagaloilglukosa adalah asam galat dan gula (Sarker & Nahar,

2007). Struktur tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi ditunjukkan oleh Gambar

2.15.
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Gambar 2.15 Struktur tanin terkondensasi dan terhidrolisis (Sarker & Nahar, 2007)

2.3 Ekstraksi Bioaktif

Ekstraksi adalah istilah yang digunakan dalam pharmaceutically yang

melibatkan pemisahan senyawa aktif obat dari jaringan tanaman atau binatang dengan

pelarut tertentu sesuai prosedur standar ekstraksi. Standarisasi prosedur ekstraksi
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bertujuan untuk mendapatkan efek farmakologis yang sesuai dengan mengeliminasi

material inert menggunakan pelarutan yang selektif (menstruum). Maserasi

merupakan salah satu metode dalam ekstraksi yang menggunakan suhu ruang. Pada

proses ini, simplisia (serbuk tanaman) ditempatkan dalam wadah tertutup dan

menstruum ditambahkan ke dalamnya. Setelah itu dibiarkan pada suhu ruang selama

minimal 3 hari sambil digerak-gerakan sehingga pelarut dapat mengekstrak senyawa

target dengan maksimal (ICS-UNIDO, 2008).

Metode ekstraksi senyawa fenolik tanaman harus memperhatikan beberapa

aspek yang menentukan keberhasilannya. Struktur senyawa target, polaritas,

konsentrasi, jumlah cincin aromatik dan gugus hidroksil merupakan aspek-aspek

yang harus diperhatikan. Ekstraksi senyawa fenolik umumnya dilakukan dengan

mengunakan pelarut, baik organik maupun anorganik. Beberapa parameter yang

harus diperhatikan untuk mendapatkan ekstrak fenolik yang tinggi meliputi waktu

ekstraksi, suhu, perbandingan sampel dan pelarut, jumlah penggulangan ekstraksi,

dan jenis pelarut yang digunakan. Optimum recovery senyawa fenolik juga ditentukan

oleh kandungan senyawa fenolik dari tanaman yang diekstrak (Gracia-Salas et al.,

2010).

Menurut Sarker & Nahar (2007), hampir semua senyawa fenolik yang telah

teridentifikasi memiliki aktivitas antioksidan terutama peredaman radikal bebas dan

beberapa diantaranya juga berpotensi sebagai antidiabetik dalam menghambat α-

amilase dan α-glukosidase.

2.4 Diabetes Melitus

Diabetes melitus dikenal sebagai kelompok penyakit metabolik dengan

karakteristik umum hiperglikemia yang disebabkan oleh kelainan sekresi insulin,

kerja insulin, atau kedua-duanya (American Diabet Association, 2010). Menurut

International Diabetes Federation (2003), diabetes melitus diklasifikasikan

berdasarkan etiologi dan klinis menjadi empat tipe. Empat tipe DM berdasarkan

etiologi dan klinis ditampilkan oleh Tabel 2.1.
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Tabel 2.1 Pengelompokan diabetes melitus secara etiologi dan klinis

Tipe 1 Destruksi sel beta umumnya mengarah ke defisiensi insulin
absolut
- Autoimun
- Idiopatik

Tipe 2 Bervariasi, mulai yang didominasi resistensi insulin yang
disertai defisiensi insulin relatif sampai defek sekresi insulin
disertai resistensi insulin

Gestastional
Tipe-tipe
lain

- Defek genetik fungsi sel beta
- Defek genetik kerja insulin
- Penyakit eksoktrin pancreas
- Infeksi
- Karena obat kimia
- Imunoglobin yang jarang
- Sindrom genetik lain yang berkaitan dengan DM

Sumber: Perkeni (2010).

Diagnosis diabetes melitus didasarkan pada kadar glukosa darah. Metode

pemerikasaan kadar glukosa darah yang dianjurkan adalah menggunakan enzim dan

bahan darah plasma vena. Tabel 2.2 merupakan standar yang digunakan dalam

mengklasifikasikan DM.

Tabel 2.2 Standar penentuan diagnosis DM pada pasien

Bukan DM Belum Pasti DM DM
Kadar glukosa darah
sewaktu (mg/dL)

Plasma vena <100 100-199 ≥200
Darah kapiler <90 90-199 ≥200

Kadar glukosa darah
puasa (mg/dL)

Plasma vena <100 100-125 ≥126
Darah kapiler <90 90-99 ≥100

Sumber: Perkeni (2010).

Faktor utama penyebab DM belum diketahui dengan pasti, namun para peneliti

meyakini bahwa resistensi insulin berperan penting dalam perkembangannya.

Menurut Shulman (2000), terdapat tiga bukti kuat yang mendukung hipotesa tersebut.

Pertama, sebelum penyakit ini timbul sudah terjadi resistensi insulin selama 10-20
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tahun. Kedua, penelitian lintas seksi menunjukkan bahwa resistensi insulin

berkompeten pada penderita DM tipe 2. Ketiga, resistensi insulin merupakan

prediktor terbaik resiko DM tipe 2 berdasarkan studi prospektif.

Insulin merupakan hormon peptida yang mengatur gula darah. Hormon insulin

dihasilkan oleh sel β pankreas yang diangkut oleh darah menuju organ lain, seperti

otot dan hati. Insulin mengandung dua rantai polipeptida yang terdiri dari 21 dan 30

residu asam amino yang dihubungkan melalui jembatan disufida. Gambar 2.16 adalah

struktur insulin manusia.

Gambar 2.16 Struktur insulin manusia (Shutterstock, 2014)

Hiperglikemia akibat resistensi insulin dapat diminimalisir melalui

penghambatan enzim-enzim yang terlibat dalam reaksi pembentukan glukosa.

Glukosa dibentuk melalui kerja sekumpulan enzim yang saling melengkapi dan

berurutan. α-amilase dan α-glukosidase merupakan dua enzim utama yang

menghidrolisis polisakarida menjadi glukosa.

Polisakarida yang merupakan salah satu sumber gizi akan dipecah menjadi

oligosakarida oleh α–amilase di air liur dan pankreas. Produk hidrolisis α–amilase

akan diteruskan sampai di usus kecil. Disakarida seperti maltosa dengan ikatan α-1,4-

glikosida, isomaltosa dengan α-1,6-glikosida dan sukrosa dengan α-1,2-glikosida
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akan dipecah menjadi monosakarida oleh α–glukosidase di membran brush border

usus kecil (Nakamura et al., 2012). Monosakarida seperti glukosa yang telah

terbentuk akan diabsorpsi oleh epitielium intestinal dan masuk ke peredaran darah

(Feng et al., 2011).

α–Amilase (α-1,4-glukan-4-glukanohidrolase; E.C. 3.2.1.1) adalah salah satu

produk utama yang dikeluarkan kelenjar pankreas (5-6%) dan saliva. α–amilase

berperan penting dalam pemecahan amilum dan glikogen. α–amilase merupakan

famili endoamilase yang mengkatalisis reaksi awal hidrolisis amilum menjadi

oligosakarida melalui pemutusan ikatan α–D-(1-4) glikosida. Produk akhir reaksi

hidrolisis α–amilase merupakan campuran maltosa, maltotriosa, dan oligosakaridan

yang tersusun oleh 6-8 unit-unit glukosa yang mengandung ikatan baik α–1,4 maupun

α–1,6 (Sales et al., 2012).

α–Amilase manusia memiliki 512 asam amino dengan berat molekul 57,6 kDa

yang struktur 3 dimensinya distabilkan oleh kalsium. α–amilase memiliki 3 domain,

domain A yang memiliki lipatan barrel (β/ α)8 merupakan tempat residu katalitiknya.

Residu katalitik α–amilase adalah Asp197, Glu233, dan Asp300. Residu Asp197 bertindak

sebagai nukleofil yang akan menyerang substrat pada pusat anomeriknya dan

menghasilkan ikatan kovalen. Molekul air akan menyerang pusat anomerik substrat

untuk memutus ikatan kovalen antara Asp197 dan substrat. Glu233 dan Asp300 berperan

sebagai katalis asam dan basa selama reaksi tersebut (Sales et al., 2012). Gambar 2.17

menunjukkan mekanisme reaksi hidrolisis oleh α–amilase.
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Gambar 2.17 mekanisme reaksi hidrolisis oleh α–amilase (Janecek, 2009)
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α–Glukosidase di usus manusia terdiri dari dua jenis, yaitu maltase-

glukoamilase (MGAM) dan sukrase-isomaltase (SI) yang memiliki dua domain

katalitik pada ujung N-terminal (NtMGAM, NtSI) dan C-terminal (CtMGAM, CtSI)

(Ernest et al., 2006). Keempat domain katalitik tersebut mirip dan setiap domainnya

dapat mengkatalisis reaksi hidrolisis maltosa pada ikatan alfa-1,4 glikosida. NtSI juga

mengkatalisis reaksi hidrolisis isomaltosa dan CtSI sukrosa (Gray et al., 1979).

Kemiripan empat domain dari MGAM dan SI ditampilkan oleh Gambar 2.18.

Gambar 2.18 Prosentase homologi domain katalitik MGAM dan SI (Gray et al., 1979)

Akarbosa dan voglibosa merupakan inhibitor sintetik α–glukosidase yang

digunakan untuk terapi diabetes melitus. Menurut Andrade et al. (1998), kedua jenis

inhibitor tersebut menyebabkan abdominal discomfort dan hepatotoxicity sehinga

inhibitor α–glukosidase yang tidak memiliki efek tersebut masih di cari, terutama

yang tidak menyebabkan hepatotoxicity. Gambar 2.19 merupakan struktur akarbosa

dan voglibosa.
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Gambar 2.19 Struktur inhibitor α–glukosidase sintetik (Andrade et al., 1998)
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Sisi katalitik enzim MGAM dan SI telah dipelajari oleh Nakamura dengan

menggunakan katalanol sebagai inhibitornya. Gambar 2.20 merupakan perbandingan

dari empat sisi katalitik α–glukosidase. Warna merah pada gambar menunjukkan

NtMGAM, hijau NtSI, ungu CtMGAM, dan biru CtSI (Nakamura et al., 2012).

Gambar 2.20 Residu katalitik MGAM dan SI (Nakamura et al., 2012)

2.5 Kinetika Penghambatan Enzim

Dasar dari semua aspek kinetika penghambatan enzim adalah persamaan

Michaelis-Menten. Persamaan ini diturunkan oleh Leonor Michaelis dan Maud

Menten pada tahun 1913 yang berawal dari hipotesis dasar bahwa tahap penguraian

kompleks enzim-substrat (ES) merupakan pembatas kecepatan reaksi enzimatik.

Mereka mengemukakan bahwa reaksi enzimatis berlangsung melalui dua tahapan

utama. Pertama, enzim membentuk kompleks dengan substrat (ES) dalam reaksi

dapat balik yang berlangsung relatif cepat. Kedua, kompleks ES yang telah terbentuk

mengalami penguraian dalam reaksi yang dapat balik menghasilkan produk reaksi (P)

dan enzim bebas (E). Tahap ini berlangsung relatif lambat sehingga menjadi penentu

kecepatan reaksi (Lehninger, 1988). Persamaan reaski enzimatik yang dikemukakan

oleh Michaelis-Menten adalah sebagai berikut:
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E + S ES

ES P + E

Hubungan antara konsentrasi substrat dan kecepatan reaksi enzimatik

ditunjukkan oleh Gambar 2.21. Bentuk gambar tersebut diturunkan dari persamaan

Michaelis-Menten yang dinyatakan secara matematis sebagai berikut:

2.1)(Persamaan
][

][max
0 SK

SV
v

M 


Dimana v0 = kecepatan awal reaksi, Vmaks = kecepatan maksimum, dan KM =
konstanta Michaelis-Menten enzim bagi substrat tertentu.

Gambar 2.21 Kurva pengaruh konsentrasi substrat terhadap kecepataan awal reaksi

Persamaan Michaelis-Menten di atas dapat ditansformasikan secara aljabar

menjadi bentuk lain yang lebih bermanfaat dalam menganalisis penghambatan enzim.

Transformasi yang umum dilakukan dengan cara membalik  persamaan di kiri dan

kanan ruas sehingga menghasilkan persamaan baru yang disebut persamaan

Lineweaver-Burk. Penghambatan enzim dapat terjadi secara reversibel atau

irreversibel bergantung pada kekuatan ikatan yang dibentuk antara enzim dan

inhibitornya. Penghambatan reversibel dibagi menjadi tiga tipe yaitu kompetitif,

unkompetitif, dan campuran (nonkompetitif) (Nelson & Cox, 2004). Gambar 2.22
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menunjukkan tiga tipe penghambatan reversibel enzim yang dilengkapi dengan

bentuk kurva Lineweaver-Burk dan persamaan matematisnya.

Gambar 2.22 Tiga tipe penghambatan enzim secara reversibel (Nelson & Cox, 2004)

24

menunjukkan tiga tipe penghambatan reversibel enzim yang dilengkapi dengan

bentuk kurva Lineweaver-Burk dan persamaan matematisnya.

Gambar 2.22 Tiga tipe penghambatan enzim secara reversibel (Nelson & Cox, 2004)

24

menunjukkan tiga tipe penghambatan reversibel enzim yang dilengkapi dengan

bentuk kurva Lineweaver-Burk dan persamaan matematisnya.

Gambar 2.22 Tiga tipe penghambatan enzim secara reversibel (Nelson & Cox, 2004)
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Tipe penghambatan kompetitif terjadi ketika inhibitor berkompetisi dengan

substrat untuk mendapatkan sisi aktif enzim. Enzim tidak dapat menghasilkan produk

ketika kompleks enzim-inhibitor (EI) terbentuk. Tipe penghambatan ini dapat

disiasati dengan meningkatkan konsentrasi substratnya. Inhibitor unkompetitif

membentuk kompleks dengan enzim pada sisi yang berbeda dari tempat substrat

terikat. Inhibitor tipe ini dapat mengompleks dengan enzim setelah enzim

mengompleks dengan substratnya. Kompleks yang dapat dibentuk dari tipe

penghambatan ini adalah enzim-substrat-inhibitor (ESI). Tipe penghambatan

kompetitif dan unkompetitif dapat bergabung menghasilkan tipe penghambatan

nonkompetitif. Inhibitor nonkompetitif dapat berikatan dengan enzim di sisi aktif

tempat substrat terikat (kompetitif) maupun sisi lain dari enzim yang bukan tempat

substrat terikat (unkompetitif).

2.6 Radikal bebas dan Antioksidan

Hiperglikemia pada penderita DM menyebabkan produksi radikal bebas lebih

tinggi dari orang normal. Radikal bebas dihasilkan melalui reaksi autooksidasi

glukosa. Menurut Wolff (1992), glukosa dapat mengalami reaksi autooksidasi yang

dikatalis oleh logam transisi dan menghasilkan senyawa oksigen reaktif. Menurut

Guigliano (1996), produk reaksi autooksidasi glukosa adalah radikal anion

superoksida (O2
-), radikal hidroksil (·OH), dan hidrogen peroksida (H2O2).

Mekanisme reaksi autooksidasi glukosa yang menginduksi kerusakan protein

ditampilkan oleh Gambar 2.23.

Antioksidan dapat meredam radikal bebas sehingga bahaya yang

ditimbulkannya menjadi minimum. Antioksidan merupakan senyawa pemberi

elektron atau reduktan. Senyawa ini memiliki berat molekul yang kecil tetapi

memeiliki keistimewaan dalam menginaktivasi perkembangan reaksi oksidasi dengan

cara mencegah terbentuknya radikal baru. Menurut Winarsi (2007), antioksidan

bekerja melalui 3 mekanisme. Pertama antioksidan akan mencegah pembentukan

radikal bebas baru. Kedua, antioksidan menginaktivasi radikal yang telah terbentuk
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(pemutusan rantai reaksi). Ketiga, antioksidan akan memperbaiki kerusakan akibat

radikal bebas. Gambar 2.24 merupakan mekanisme antioksidan sintetik (BHA) dalam

meredam radikal bebas.

Gambar 2.23 Mekanisme reaksi autooksidasi glukosa (Hunt et al., 1988)
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Gambar 2.24 Reaksi BHA dan radikal bebas (Wade, 2006)

Senyawa metabolit sekunder tanaman merupakan sumber alami antidiabetik

dan antioksidan yang sudah banyak diteliti. Berbagai metode telah dikembangkan

untuk menganalisis potensi ekstrak tanaman sebagai antidiabetik dan antioksidan.

Spektrofotometri merupakan salah satunya yang umum digunakan.
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2.7 Spektrofotometeri UV-Vis

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur absorbansi

yang menggunakan monokromator sebagai selektror panjang gelombangnya.

Instrumen spektofotometer yang paling sederhana memiliki single beam (Gambar

2.25). Penenutan konsentrasi analit dengan spektrofotometer UV-Vis didasarkan pada

absorpsi radiasi ultraviolet atau visibel oleh salah satu analit. Persamaan Lambert-

Beer digunakan untuk mengkonversi absorbansi ke konsentrasi (Harvey, 2000).

Berikut adalah persamaan Lambert-Beer:

A = bC (Persamaan 2.2)

Dimana A adalah absorbansi analit, absorptivitas molar (cm-1M-1), b adalah

ketebalan kuvet, dan C adalah konsentrasi dalam molaritas.

Gambar 2.25 Skema instrument spektofotometer single beam (Harvey, 2000)

Hukum Lambert-Beer memiliki tiga keterbatasan utama yang meliputi

keterbatasan hukum dasarnya sendiri, keterbatasan kimia, dan instrumentasinya.

Keterbatasan hukum dasarnya sendiri muncul karena persamaan di atas hanya valid

untuk konsentrasi rendah. Pada konsentrasi yang lebih tinggi partikel-partikel analit

saling mempengaruhi satu dengan yang lain. Hasil interaksi antar partikel analit

tersebut mengubah nilai  dan A karena mereka dipengaruhi oleh indeks bias dan

ideks bias dipengaruhi konsentrasi. Konsentrasi yang dianjurkan di bawah 10-3 M.

Keterbatasan kimia dapat terjadi ketika senyawa yang mengabsorp radiasi dapat

membentuk kesetimbangan pada kondisi pengukuran yang berbeda. Senyawa fenolik

secara umum strukturnya dipengaruhi oleh pH, seperti fenolftalein. Pada pH basa
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fenolftalein berwarna merah muda dan berubah menjadi transparan (tak berwarna)

dalam suasana asam (Gambar 2.26). Sedangkan keterbatasan instrumental disebabkan

oleh dua hal. Ketidakmonokromatisan sinar dan adanya radiasi yang mencapai

detektor tanpa melewati jalur optik yang seharusnya (Harvey, 2000).
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Gambar 2.26 Kesetimbangan fenolftalein oleh pengaruh pH

Analisis peredaman radikal bebas dan penghambatan enzim dapat dilakukan

dengan menggunakan spektrofometer UV-Vis. Radikal bebas yang dianalisis seperti

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH), anion superoksida, dan hidroksil direaksikan

dengan senyawa tertentu sehingga menghasilkann warna. Produk reaksi hidrolisis α-

amilase dan α-glukosidase juga direaksikan dengan pereaksi tertentu sehingga

menghasilkan warna.

2.8 Prinsip Analisis Antidiabetik dan Antioksidan

2.8.1 Analisis Total Fenolik

Satuan dasar yang digunakan dalam analisis potensi senyawa fenolik sebagai

antidiabetik dan antioksidan adalah total fenoliknya. Asam galat yang digunakan

sebagai standar senyawa fenolik akan bereaksi dengan natrium karbonat

menghasilkan ion fenolat. Menurut Rayner & Raynel (2011), ion fenolat dari asam

galat adalah garam trisodium. Persamaan reaksi kimia yang mungkin terjadi

ditampilkan oleh Gambar 2.27.
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Gambar 2.27 Reaksi pembentukan ion fenolat dari asam galat (Rayner & Raynel, 2011)

Reagen Folin-Ciocalteu yang berwarna kuning merupakan campuran

fosfomolibdat dan fosfotungstat dengan dua komposisi yang berbeda (Swamy et al.,

2014). Berikut adalah komposisi reagen Folin-Ciocalteu:

3H2O. P2O5. 13WO3. 5MoO3. 10H2O

3H2O. P2O5. 14WO3. 4MoO3. 10H2O

Ion fenolat yang telah terbentuk akan mereduksi satu atau lebih atom oksigen dari

tungstat dan molibdat sehingga menghasilkan senyawa baru yang berwarna biru.

Warna biru yang terbentuk memiliki panjang gelombang maksimum 750 nm.

2.8.2 Analisis Total flavonoid

Analisis total flavonoid dengan spektrofotometr UV-Vis dilakukan dengan

menggunakan standar kuersetin. Prinsip analisis dengan metode ini didasarkan pada

pembentukan kompleks antara gugus katekol dengan logam Alumunium yang

menghasilkan warna. Kuersetin merupakan salah satu jenis flavonoid yang memiliki

gugus katekol (1,2-dihidroksibenzena) sehingga dapat digunakan sebagai standar.

Gugus katekol kuersetin pada cincin B akan dioksidasi menjadi keton oleh

natrium nitrit. Sementara natrium nitrit sendiri tereduksi menjadi asam nitrit.

Kepekatan warna kuning dalam larutan akan meningkat ketika keton terbentuk.

Gugus keton yang telah terbentuk akan mengompleks dengan kation alumunium

(Al3+) yang berasal dari AlCl3 dan dilanjutkan dengan nitrosilasi oleh asam nitrit.
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Senyawa tersebut kemudian direduksi oleh natrium hidroksida yang menghasilkan

struktur quino (Zhu et al., 2009). Gambar 2.28 merupakan mekanisme pembentukan

kompleks kuersetin dengan alumunium dalam analisis total flavonoid. Tiga senyawa

kuersetin akan mengompleks dengan satu logam alumunium membentuk struktur

quino yang berwarna kuning. Warna kompleks quino dari kuersetin memiliki panjang

gelombang maksimum pada 415 nm.
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Gambar 2.28 Reaksi pembentukan warna dari kuersetin (Zhu et al., 2009)

2.8.3 Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan Dot-Blot

Analisis KLT bertujuan untuk mengetahui komposisi ekstrak secara kualtiatif.

Prinsip pemisahan dengan metode KLT didasarkan pada perbedaan distribusi

senyawa fenolik dalam campuran dengan fase diam dan fase geraknya. Fase diam

yang digunakan adalah silika gel. Silika gel memiliki gugus hidroksil yang dapat
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membentuk ikatan hidrogen dengan senyawa fenolik. Identifikasi kebenaran senyawa

fenolik yang telah terpisah menggunakan visualisator DPPH. Senyawa fenolik dapat

bereaksi dengan radikal DPPH dan menghasilkan perubahan warna. Gambar 2.29

adalah mekanisme pembentukan ikatan hidrogen antara asam p-kumarat dengan silika

yang dilengkapi dengan reaksinya.

Gambar 2.29 Interaksi asam p-kumarat dengan silika gel dan DPPH (Ciesla et al., 2012)

Perubahan warna dari ungu ke kuning pucat berbanding lurus dengan

konsentrasi dan reaktivitas senyawa fenolik. Fenomena ini dapat digunakan untuk

analisis antioksidan secara semikuantitatif dengan dot-blot. Analisis dot-blot atau titik

dilakukan dengan menotolkan sampel dengan konsentrasi yang sama pada plat silika.

Kekauatan senyawa fenolik dalam mereduksi reagen DPPH dilihat dari perubahan

warnanya. Kancheva et al. (2010) menggunakan DPPH dengan konsentrasi 0,03 %

sebagai visualisator pada analisis dot-blot.

2.8.4 Analisis Peredaman Radikal DPPH

Peredaman radikal DPPH dianalisis secara spektrofotometri pada panjang

gelombang maksimumnya. Menurut Soler-Rivas et al. (2000), panjang gelombang
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maksimum radikal DPPH dalam metanol adalah 515 nm. Senyawa fenolik akan

mereduksi radikal DPPH menjadi 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH-H) yang

berwarna kuning. Gambar 2.30 menunjukkan reaksi antara radikal DPPH dengan

antioksidan.
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Gambar 2.30 Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan (Ciesla et al., 2015)

Konsentrasi dan kereaktifan senyawa fenolik sangat menentukan reaksinya

dengan DPPH. Konsentrasi maupun kereaktifan senyawa fenolik yang lebih tinggi

akan mereduksi radikal DPPH yang lebih banyak, sehingga penurunan absorbansi

pada 515 nm lebih besar. Fenomena ini yang dimanfaatkan untuk menentukan persen

peredaman radikal DPPH pada berbagai konsentrasi sehingga dapat ditentukan nilai

IC50. Nilai IC50 menunjukkan konsentrasi senyawa fenolik yang dibutuhkan untuk

menurunkan 50% aktivitas radikal bebas. Menurut Hyun et al. (2013), persamaan

berikut dapat digunakan untuk menentukan persen peredaman radikal DPPH dan

hidroksil.

2.3)(Persamaan%100
A

)A-(A
radikalperedamanPersen

0

10 x









Dimana A0 adalah absorbansi kontrol dan A1 adalah absorbansi sampel. Kontrol

merupakan larutan yang tidak ditambahkan sampel.



33

Nilai IC50 radikal DPPH dihitung melalui persamaan linear yang dihasilkan

melalui pengeplotan antara % peredaman dan log konsentrasinya. Secara matematis

persamaan untuk mendapatkan nilai IC50 adalah sebagai berikut:

2.4)(Persamaan
b

a-50
=IC50

Nilai a dan b diperoleh dari persamaan linear y = bx + a.

2.8.5 Analisis Peredaman Radikal Anion Superoksida

Analisis peredaman radikal anion superoksida secara spektrofotometri

didasarkan pada reaksi autooksidasi pirogalol. Pirogalol yang tidak berwarna akan

berubah menjadi orange ketika teroksidasi. Menurut Tauber (1953), reaksi

autooksidasi pirogalol yang menghasilkan warna orange ditunjukkan oleh Gambar

2.31.
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Gambar 2.31 Reaksi autooksidasi pirogalol (Tauber, 1953)

Pirogalol (1) merupakan senyawa yang tidak berwarna. Pada kondisi basa senyawa

tersebut mengalami autooksidasi yang menghasilkan radikal superoksida dan

ortoquinon (II). Ortoquinon yang telah terbentuk akan dioksidasai lebih lanjut oleh

radikal anion superoksida menjadi purpurogalin (III) yang memiliki panjang

gelombang maksimum 320 nm. Reaksi autookidasi ini akan terus berlangsung sampai

pirogalol dan ortoquinon habis bereaksi. Slope reaksi autooksidasi pirogalol

menunjukkan laju pembentukan purpurogalin. Laju pembentukan purpurogalin

berbanding lurus dengan konsentrasi radikal anion superokida karena radikal anion

superoksida yang mengoksidasi ortoquinon menjadi purpurogalin. Keberadaan
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antioksidan akan menurunkan laju pembentukan purpurogalin karena radikal anion

superoksida bereaksi dengan antioksidan tersebut sehingga nilai slope menjadi turun.

Menurut Li et al. (2012), nilai persen peredaman radikal anion superoksida dapat

dihitung melalui persamaan berikut:

2.5)(Persamaan%100
A

A-A
radikalperedamanPersen

0

10 x









Dimana A0 adalah slope kontrol dan A1 adalah slope sampel. Kontrol merupakan

larutan yang tidak ditambahkan sampel.

Radikal anion superoksida yang dihasilkan selama reaksi autooksidasi pirogalol

akan bereaksi dengan antioksidan seperti fenolik. Mekanisme reaksi senyawa fenolik

dalam meredam radikal anion superoksida mungkin bermacam-macam. Gambar 2.32

merupakan salah satu kemungkinan reaksi kuersetin dengan radikal anion

superoksida.
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Gambar 2.32 Mekanisme reaksi peredaman radikal anion superoksida oleh kuersetin
(Nimse & Pal, 2015)

2.8.6 Analisis Peredaman Radikal Hidroksil

Radikal hidroksil dihasilkan melalui reaksi Fenton pada sistem yang terdiri atas

Fe3+-asam askorbat-EDTA-H2O2 (Guttteridge dan Halliwell, 1988). Ion Fe3+ yang
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mengompleks dengan EDTA akan direduksi oleh asam askorbat menjadi ion Fe2+.

Gambar 2.36 merupakan reaksi reduksi ion Fe3+ oleh asam askorbat.
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Gambar 2.33 Reaksi reduksi ion Fe3+ oleh asam askorbat

Ion Fe2+ yang telah terbentuk akan dioksidasai oleh H2O2 melalui reaksi Fenton

sehingga menghasilkan radikal hidroksil. Berikut adalah reaksi Fenton yang

menghasilkan radikal hidroksil.

Fe
2+ + H2O2 Fe

3+
+ OH

- + OH

OH H2O2+ HO2 + H2O

HO2 H2O2+ O2 + OH + H2O

Radikal hidroksil yang telah terbentuk akan menyerang 2-deoksi-D-ribosa yang

menghasilkan produk campuran. Gambar 2.34 merupakan reaksi antara radikal

hidroksil dengan 2-deoksi-D-ribosa. Malondialdehida (MDA) merupakan salah satu

produknya yang bereaksi dengan asam 2-tiobarbiturat (ATB) membentuk MDA-ATB

adduct. Senywa MDA-ATB adduct memiliki warna pink yang panjang gelombang

maksimumnya 532 nm. Reaksi pembentukan MDA-ATB adduct ditampilkan oleh

Gambar 2.35.
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Gambar 2.34 Reaksi radikal hidroksil dengan 2-deoksi-D-ribosa
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Gambar 2.35 Reaksi pembentukan MDA-ATB adduct yang berwarna pink

Senyawa flavonoid mampu meredam radikal hidroksil dengan berbagai cara.

Menurut Bubols et al. (2013) mekanisme peredaman radikal hidroksil oleh kuersetin

ditunjukkan oleh Gambar 2.36.

O

O

OH

OH

OH

OH

OH
OH       H2O O

O

OH

O

O

OH

OH

H

O

O

OH

OH

O

OH

OH OH        H2O
O

O

OH

OH

OH

O

O

Gambar 2.36 Mekanisme reaksi peredaman radikal hidroksil oleh kuersetin
(Bubols et al., 2013)
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2.8.7 Analisis Penghambatan α–Amilase

Pati terlarut akan dihidrolisis oleh α-amilase menjadi oligosakarida yang lebih

pendek melalui pemutusan ikatan α-D-(1-4) glikosida. Produk akhir reaksi hidrolisis

α-amilase masih campuran oligosakarida seperti maltosa, maltotriosa, dan

oligosakarida bercabang dengan 6-8 unit glukosa yang mengandung baik ikatan  α-

1,4 maupun α, 1-6 (Sales et al., 2012).

Reaksi hidrolisis α–amilase dapat dihentikan dengan pemanasan. Pemanasan

menyebabkan perubahan konfigurasi dari α-amilase sehingga aktivitasnya hilang.

Produk reaksi hidrolisis setelah dihentikan reaksinya ditentukan konsentrasinya

dengan menggunakan reagen pewarna asam dinitrosalisilat (DNS). Reagen DNS akan

direduksi setiap gula reduksi yang terdapat dalam larutan sehingga produk campuran

tersebut dapat ditentukan konsentrasinya. Senyawa 3-amino-5-nitrosalisilat yang

dihasilkan dari reaksi tersebut memiliki warna orange gelap dengan panjang

gelombang maksimum 540 nm. Gambar 2.37 merupakan reaksi reduksi DNS oleh

salah satu gula reduksi yaitu glukosa.
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Gambar 2.37 Reaksi reduksi DNS dengan gula pereduksi (Timerman, Tanpa Tahun)

Senyawa fenolik seperti kuersetagetin mampu menghambat aktivitas α-amilase.

Menurut Piparo et al. (2008), cincin B dari kuersetagetin dapat berikatan secara

kovalen dengan residu katalitik Asp197. Gambar 2.38 merupakan bentuk interaksi

kuersetagetin dengan α-amilase. Terbentuknya ikatan antara kuersetagetin dengan α-

amilase menyebabkan substrat tidak dapat terikat sehingga produk tidak dapat

terbentuk.
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Gambar 2.38 Interaksi kuersetagetin dengan α-amilase (Piparo et al., 2008)

2.8.8 Analisis Penghambatan α–Glukosidase

Analisis penghambatan α–glukosidase didasarkan pada penurunan produk

reaksi (glukosa) ketika ditambahkan inhibitor. Miyazawa et al. (2005), mengunakan

maltosa sebagai substrat α–glukosidase. α–glukosidase akan menghidrolisis maltosa

menjadi dua unit glukosa (Gambar  2.39).
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Gambar 2.39 Reaksi hidrolisis maltosa oleh α–glukosidase

Glukosa yang telah dilepaskan dari reaksi di atas dapat ditentukan

konsentrasinya dengan metode sperktrofotometri. Pertama, glukosa direaksikan

dengan glukosa oksidase untuk menghasilkan asam glukonat dan hidrogen peroksida

(Gambar 2.40). Glukosa oksidase merupakan enzim flavoprotein dengan oksigen
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sebagai akseptor elektronnya. FAD yang merupakan kofaktornya akan direduksi

menjadi FADH2 selama reaksi oksidasi glukosa berlangsung. Sisi katalitik glukosa

oksidase dari Penicillium amagasakiense diketahui berupa Tyr73, Phe418, Trp430,

Arg516, Asn518, His520 dan His563 (Bankar et al., 2009) (Gambar 2.41).
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Gambar 2.40 Reaksi oksidasi glukosa oleh glukosa oksidase (Bankar et al., 2009)

Gambar 2.41 Sisi katalitik enzim glukosa oksidase dari Penicillium amagasakiense
(Bankar et al., 2009)

Hidrogen peroksida yang telah dihasilkan dari reaksi diatas direaksikan dengan

4-aminoantipirin (AmNH2), fenol (PhOH), dan horseradish peroxidase (HRP) untuk

menghasilkan warna (Vinodu & Padmanabhan, 2001). Horseradish peroxidase

(HRP) memiliki kation Fe2+ dipusatnya sehingga disebut haem (Gambar 2.42). Enzim

ini memiliki residu katalitik His42 yang mengoksidasi substratnya sebagaimana
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ditunjukkan oleh Gambar 2.43. Produk dari reaksi ini menghasilkan quinoneimine

yang berwarna pink dan memiliki panjang gelombang maksimum 500 nm.

Mekanisme reaksi katalisisnya ditunjukkan oleh Gambar 2.44.

Gambar 2.42 Struktur 3D horseradish peroxidase (Vinodu & Padmanabhan, 2001)
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Gambar 2.43 Reaksi oksidasi hidrogen peroksida oleh horseradish peroxidase
(Vinodu & Padmanabhan, 2001)

Gambar 2.44 Mekanisme katalisis substrat oleh horseradish peroxidase
(Katherine et al., 2003)



BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2015 sampai Mei 2015 di CDAST

(Center for Development of Advanced Sciences and Technology) Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian digolongkan menjadi peralatan

gelas, instrumen, dan peralatan bukan gelas. Peralatan gelas meliputi Erlenmeyer 500

ml, gelas ukur 250 ml, tabung reaksi, labu ukur 5, 10 dan 100 ml. Peralatan instrumen

meliputi blender, timbangan analitik, evaporator vakum, corong vakum, pendingin,

pipet mikro, inkubator, satu set alat spektrofotometer UV-Vis, shaker, 96-well plates,

microplate readers, dan sentrifugator. Peralatan bukan gelas antara lain gunting,

ayakan, plastik sampel, kertas label, kertas saring, eppendorf, dan alumunium foil.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian in meliputi: daun Bidara Upas

(Merremia mammosa); daun Kayu Kuning (Arcangelsia flava); heksana (Merck); etil

asetat (Merck); metanol (Merck); akuades; reagen Folin-Ciocalteu (Merck); natrium

karbonat (Merck); asam galat (Sigma-Aldrich); natrium nitrit (Merck);

alumunium(III) klorida (Merck); natrium hidroksida (Merck); kuersetin (nacalai

tasque); asam format (Merck); 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazil (DPPH) (nacalai

tasque); etanol (Merck); vitamin C (nacalai tasque); ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA) (nacalai tasque); besi(III) klorida (Merck); hidrogen peroksida (Sigma-

Aldrich); 2-deoksi-D-ribosa (Sigma-Aldrich); kalium dihidrogenfosfat (Merck); asam

trikoloroasetat (ATC, Merck); asam 2-tiobarbiturat (ATB, Sigma-Aldrich); pirogalol

(Sigma-Aldrich); trizma-base (nacalai tasque); asam klorida (Merck); sukrosa
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(Merck); dimetilsulfoksida (DMSO) (Merck); natrium hidrogenfosfat (nacalai

tasque); horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich); α-glukosidase (Sigma-Aldrich);

glukosa oksidase (Sigma-Aldrich); 4-aminoanipirin (Sigma-Aldrich); fenol (Sigma-

Aldrich); natrium klorida (Merck); kalium natrium tartrat (Merck), pati terlarut

(Merck), asam 3,5-dinitrosalisilat (Merck), α-amilase (Sigma-Aldrich), kalium

hidrogen fosfat (Merck), triton x-100 (Sigma-Aldrich), dan akarbosa (Glucobay).
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3.3 Rancangan Penelitian

3.3.1 Diagram Alir Penelitian

Daun Bidara Upas

Simplisia

+ Heksana

Ekstrak HBU Residu 1

+ Etil asetat

Ekstrak EBU Residu 2

+ Metanol

Ekstrak MBU Residu 3

Daun Kayu Kuning

Simplisia

+ Etil asetat

Ekstrak EKK Residu 2

+ Metanol

Ekstrak MKK Residu 3

+ Heksana

Ekstrak HKK Residu 1

Antioksidan

Dot-Blot

Peredaman Radikal DPPH

Peredaman Radikal Anion Superoksida

Peredaman Radikal Hidroksil
Kinetika Penghambatan α-Amilase

Antidiabetik

Penghambatan α-Amilase

Penghambatan α-Glukosidase

Ekstrak Terpotensi sebagai Antidiabetik

Kinetika Penghambatan α-Glukosidase

Total Fenolik

Total Flavonoid

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
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3.3.2 Prosedur Penelitian

a. Pembuatan Simplisia Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Daun Bidara upas dan Kayu kuning yang telah divalidasi oleh Lembaga Taman

Nasional Meru Betiri dikeringkan selama 10 hari dalam ruangan pada suhu ruang.

Simplisia yang telah kering disortir berdasarkan bantuk dan warnanya. Bagian-bagian

daun yang berlubang dan berwarna coklat dipisahkan. Daun yang terpilih dipotong

kecil-kecil untuk dihaluskan dengan blender. Simplisia yang telah halus

diseragamkan ukurannya dengan ayakan 60 mesh. Partikel dengan ukuran diameter

kurang dari 0,250 mm akan lolos ayakan sedangkan partikel yang diameternya diatas

itu akan tertahan di ayakan.

b. Ekstraksi Fenolik dari Simplisia Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Ekstraksi bioaktif dari simplisia daun Bidara upas dan Kayu kuning dilakukan

dengan metode maserasi. Maserasi dilakukan secara bertingkat dengan tiga jenis

pelarut yang berbeda kepolarannya yaitu heksana, etil asetat, dan metanol. Maserasi

dimulai dari pelarut yang non polar, yaitu heksana. Sebanyak 50 gram simplisia daun

Bidara upas dan Kayu kuning dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 500 ml yang

berbeda. Pelarut heksana sebanyak 250 ml ditambahkan ke dalam masing-masing

Erlenmeyer dan dishaker selama 72 jam pada suhu ruang dengan kecepatan 150

rotation per minutes (RPM). Setelah itu difiltrasi dengan corong vakum sehingga

dihasilkan filtrat dan residu 1. Filtrat dievaporasi dengan evaporator vakum pada suhu

40о C sehingga didapat ekstrak heksana Bidara upas (HBU) dan heksana Kayu

kuning (HKK). Residu 1 dari Bidara upas dan Kayu kuning dibiarkan kering selama

sehari semalam. Residu 1 dimasukkan lagi ke dalam Erlenmeyer 500 ml yang

berbeda setelah kering dan 250 ml etil asetat ditambahkan ke dalam masing-masing

Erlenmeyer. Campuran dishaker selama 72 jam pada suhu ruang dengan kecepatan

150 RPM. Setelah itu difiltrasi dengan corong vakum sehingga dihasilkan filtrat dan

residu 2. Filtrat dievaporasi dengan evaporator vakum pada suhu 40о C sehingga

didapat ekstrak etil asetat Bidara upas (EBU) dan etil asetat Kayu kuning (EKK).
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Residu 2 dari Bidara upas dan Kayu kuning dibiarkan kering selama sehari semalam.

Residu 2 dimasukkan lagi ke dalam Erlenmeyer 500 ml yang berbeda setelah kering

dan 250 ml metanol ditambahkan ke dalam masing-masing Erlenmeyer. Campuran

dishaker selama 72 jam pada suhu ruang dengan kecepatan 150 RPM. Setelah itu

difiltrasi dengan corong vakum sehingga dihasilkan filtrat dan residu 3. Filtrat

dievaporasi dengan evaporator vakum pada suhu 40о C sehingga didapat ekstrak

metanol Bidara upas (MBU) dan metanol Kayu kuning (MKK). Ekstrak HBU, EBU,

MBU, HKK, EKK, dan MKK ditimbang untuk menghitung persen rendemennya.

Persen rendemen masing-masing ekstrak dihitung dengan persamaan berikut:

3.1)(Persamaan100% x
simplisiaberat

ekstrakberat
rendemenPersen 

Setelah dihitung nilai rendemennya masing-masing ekstrak dilarutkan dalam metanol

dan disimpan dalam pendingin untuk analisis selanjutnya.

c. Analisis Total Fenolik Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Total fenolik ekstrak daun Bidara Upas dan Kayu kuning ditentukan dengan

metode Taga et al. (1984) yang dihitung berdasarkan standar asam galat. Sebanyak

50 μl ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK dimasukkan ke dalam

tabung reaksi yang berbeda. Sebanyak 1 ml Na2CO3 2% (w/v) ditambahkan ke dalam

masing-masing tabung reaksi dan diinkubasi selama 2 menit. Setelah itu 50 μl reagen

Folin-Ciocalteu 50% (v/v) ditambahkan dan diinkubasi lagi selama 30 menit.

Absorbansi larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang

750 nm. Total fenolik masing-masing ekstrak ditentukan dalam mg asam galat

equivalent (AGE) per gram ekstrak menggunakan persamaan dari kurva standar asam

galat.

d. Analisis Total Flavonoid Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Total flavonoid ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning ditentukan dengan

metode Chang et al. (2002) yang dihitung berdasarkan standar kuersetin. Sebanyak
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150 μl ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK dimasukkan ke dalam

tabung reaksi yang berbeda. Sebanyak 400 μl akuades ditambahkan kedalamnya.

Larutan ini ditambahkan dengan 30 μl NaNO2 5% (w/v) dan diinkubasi selama 5

menit. Setelah itu 30 μl AlCl3 10% (w/v) ditambahkan dan diinkubasi lagi selama 6

menit. Sebanyak 200 μl NaOH 1 M dan 240 μl akuades ditambahkan setelah 6 menit

inkubasi. Absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang 415 nm menggunakan

spektrofotometer UV-Vis. Total flavonoid masing-masing ekstrak ditentukan dalam

mg kuersetin equivalent (KE) per gram ekstrak menggunakan persamaan dari kurva

standar kuersetin.

e. Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Analisis KLT ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning dilakukan dengan metode

Wang et al. (2012). Sebanyak 0,25 μl ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan

MKK dengan konsentrasi 0,5 μg AGE/μl ditotolkan pada plat silika gel 60 F254

sebanyak 14 kali. Jarak antar titik penotolan pada plat adalah 0,7 cm. Pelarut ekstrak

setelah penotolan diuapkan dengan hair drayer. Plat silika hasil penotolan

dimasukkan ke dalam chamber yang sudah dijenuhkan oleh fase geraknya yaitu

campuran etil asetat-asam format-air (82:9:9, v/v/v). Fase gerak dibiarkan mengelusi

ekstrak sampai 8 cm dari titik awal penotolan. Larutan DPPH 0,03% (dalam metanol)

disemprotkan pada plat yang sudah dikeringkan untuk menghasilkan warna. Metanol

yang merupakan pelarut ekstrak digunakan sebagai kontrol negatif. Dokumentasi

dilakukan setelah 1 menit penyemprotan.

f. Analisis Dot-Blot Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Analisis dot-blot ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning dilakukan dengan

metode Kancheva et al. (2010). Sebanyak 10 μl ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK,

EKK, dan MKK dengan konsentrasi 50 μg AGE/ml ditotolkan pada plat silika gel 60

F254. Luas tiap-tiap titik penotolan pada plat adalah 2 cm2 dengan posisi titik
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penotolan berada pada pusatnya. Pelarut ekstrak setelah penotolan diuapkan dengan

hair drayer. Vitamin C yang merupakan antioksidan yang sudah dipasarkan

digunakan sebagai standar dan metanol kontrol negatifnya. Larutan DPPH 0,03%

(dalam metanol) disemprotkan pada plat setelah dikeringkan untuk menghasilkan

warna. Dokumentasi dilakukan setelah 1 menit penyemprotan.

g. Analisis Peredaman Radikal DPPH oleh Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Peredaman radikal DPPH oleh ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning dianalisis

dengan metode Soler-Rivas et al. (2000). Sebanyak 200 μl ekstrak HBU, EBU, MBU,

HKK, EKK, dan MKK dengan 5 konsentrasi yang berbeda pada masing-masing

ekstrak dimasukkan ke dalam 96-well plates. Setelah itu ditambahkan 100 μl reagen

DPPH 90 μM (dalam metanol). Absorbansi masing-masing larutan diukur dengan

microplate readers pada 515 nm setelah 30 menit inkubasi. Dihitung persen

peredaman radikal DPPH pada masing-masing konsentrasi ekstrak dengan persamaan

2.3 dan hasilnya digunakan untuk menghitung nilai IC50 dengan persamaan 2.4.

Standar yang digunakan adalah vitamin C.

h. Analisis Peredaman Radikal Anion Superoksida oleh Ekstrak Daun Bidara Upas

dan Kayu Kuning

Peredaman radikal anion superoksida oleh ekstrak Bidara Upas dan Kayu

kuning dianalisis dengan metode Tang et al. (2010). Sebanyak 200 μl ekstrak HBU,

EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK ditambahkan dengan 1,7 ml buffer Tris-HCl 50

mM (pH 8,2) dalam tabung reaksi yang berbeda. Pirogalol 10 mM (dalam HCl 10

mM) sebanyak 100 μl ditambahkan setelah 10 menit inkubasi. Slope reaksi

autooksidasi pirogalol selama 4 menit reaksi ditentukan dengan spektrofotometer

UV-Vis pada panjang gelombang 320 nm. Persen peredaman radikal anion

superoksida dihitung dengan persamaan 2.5. Standar yang digunakan adalah vitamin

C.
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i. Analisis Peredaman Radikal Hidroksil oleh Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning

dianalisis dengan metode Halliwell et al. (1987). Larutan yang terdiri atas 50 μl 2-

deoksi-D-ribosa 28 mM (dalam buffer fosfat 20 mM; pH 7,4), 150 μl ekstrak (HBU,

EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK), 100 μl EDTA 1 mM, 100 μl FeCl3 10 mM, 50

μl H2O2 1 mM, dan 50 μl asam askorbat 1 mM dimasukkan dalam eppendorf yang

berbeda untuk ekstrak yang berbeda. Sebanyak 500 μl ATB 1% dan 500 μl ATC

2,8% ditambahkan ke dalam eppendorf setelah diinkubasi selama 1 jam pada suhu

37° C. Larutan divortex dan diinkubasi lagi selama 20 menit pada suhu 100° C untuk

menghasilkan warna pink. Absorbansi larutan diukur dengan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang 532 nm setelah dingin. Persen peredaman radikal

hidroksil dihitung dengan persamaan 2.3. Standar yang digunakan adalah vitamin C.

j. Analisis Penghambatan α-Amilase oleh Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Penghambatan α-amilase oleh ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning dianalisis

dengan metode Hashim et al. (2013) yang dimodifikasi. Sebanyak 100 μl ekstrak

HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK dimasukkan ke dalam masing-masing

eppendorf yang berbeda dengan label S+ dan S-. Larutan DMSO 100 μl juga

dimasukkan ke dalam eppendorf yang berlabel C+ dan C- sebagai kontrolnhya.

Eppendorf yang berlabel S+ dan C+ ditambahkan 150 μl α-amilase (0,1 u/ml)

sedangkan S- dan C- ditambahkan 150 μl buffer fosfat pH 6,9. Larutan dipreinkubasi

selama 15 menit pada suhu 37° C setelah divortex. Setelah itu ditambahkan 250 μl

pati telarut (1% w/v) ke dalam semua eppendorf. Larutan diinkubasi selama 15 menit

pada suhu 37° C setelah divortex. Reaksi hidrolisis dihentikan dengan mendidihkan

selama 1 menit. Larutan diambil 160 μL dari masing-masing eppendorf untuk

dimasukkan ke eppendorf lain dengan label yang sama setelah dicosmosil. Larutan

didihkan selama 15 menit setelah ditambahkan 80 μl reagen DNS untuk menentukan
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total gula reduksinya. Setelah itu diencerkan dengan 720 μl akuades dan dipipet 200

μl ke dalam 96-well plates untuk diukur absorbansinya dengan microplate readers

pada panjang gelombang 540 nm. Akarbosa yang merupakan antidiabetik yang sudah

dipasarkan digunakan sebagai standarnya. Persen penghambatan α-amilase oleh

masing-masing ekstrak dihitung dengan persamaan berikut:

3.2)(Persamaan%100
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Dimana C+ adalah kontrol sampel dengan enzim dan C- adalah kontrol sampel tanpa

enzim. Sedangkan S+ adalah sampel dengan enzim dan S- adalah sampel tanpa enzim.

k. Analisis Penghambatan α-Glukosidase oleh Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Penghambatan α-glukosidase oleh ekstrak Bidara Upas dan Kayu kuning

dianalisis dengan metode Miyazawa et al. (2005) yang dimodifikasi. Sebanyak 100 μl

maltosa 0,125 M dimasukkan ke dalam eppendorf yang berlabel C+, C-, S+, dan S-.

Sebanyak 100 μL ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK ditambahkan ke

dalam eppendorf S+ dan S- sedangkan C+ dan C- ditambahkan 100 μl DMSO. Setelah

itu ditambahkan 190 μl buffer fosfat pH 7 ke dalam setiap eppendorf. Larutan

divortex dan ditambahkan 10 μl α-glukosidase (1 unit/μl) ke dalam eppendorf C+ dan

S+ sedangakan C- dan S- ditambahkan akuabides. Larutan diinkubasi pada suhu 37° C

selama 1 jam setelah divortex. Reaksi dihentikan dengan mendidihkan larutan selama

3 menit. Larutan diambil 235 μl dari masing-masing eppendorf untuk dimasukkan ke

eppendorf lain dengan label yang sama setelah dicosmosil. Sebanyak 750 μl buffer

fenol pH 7 ditambahkan ke dalam setiap eppendorf. Setelah itu ditambah dengan 5 μl

peroksidase (0,5 unit/μl), 5 μl aminoantipirin (4 mg/ml), dan 5 μl glukosa oksidase

(0,8 unit/μl). Larutan divortex dan diinkubasi lagi selama 10 menit pada suhu 37° C.

Hasil inkubasi dipipet 200 μl dan dimasukkan ke dalam 96-well plates untuk diukur

absorbansinya pada 500 nm dengan microplate readers. Persen penghambatan α-
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glukosidase oleh masing-masing ekstrak dihitung dengan persamaan 3.1. Standar

yang digunakan adalah akarbosa.

l. Kinetika Penghambatan α-Amilase oleh Ekstrak yang Paling Berpotensi sebagai

Antidiabetik

Kinetika penghambatan α-amilase dianalisis dengan metode pada poin j diatas

tetapi ada variasi konsentrasi pati terlarut dan waktu inkubasi. Konsentrasi pati

terlarut yang digunakan adalah 1%; 0,5%; 0,25%; 0,125%; dan 0,0625%. Pada

masing-masing konsentrasi pati terlarut dilakukan variasi waktu inkubasi 0, 3, 6, 9,

12, 18, dan 21 menit untuk mendapatkan nilai kecepatan awal reaksinya (V0). Nilai

V0 didapat dari pengeplotan antara waktu inkubasi dan konsentrasi produk reaksi

yang dihasilkan. Konsentrasi produk dihitung dari persamaan kurva standar maltosa.

Gambar 3.1 merupakan bentuk kurva hasil pengeplotan antara waktu inkubasi dan

konsentrasi maltosa yang dihasilkan. Nilai V0 sama dengan kemiringan dari kurva

tersebut.

Gambar 3.1 Kurva hasil pengeplotan antara waktu inkubasi dan konsentrasi produknya

Nilai V0 dari masing-masing konsentrasi pati terlarut digunakan untuk membuat

kurva Lineweaver-Burk. Nilai konstanta Michaelis Menten (KM) dan kecepatan

maksimum reaksi (VMax) dihitung dari persamaan linear kurva Lineweaver-Burk.

Menurut Lehninger (1988), Kurva Lineweaver-Burk dibuat melalui pengeplotan

antara 1/[pati terlarut] dan 1/V0 dari persamaan awalnya berikut:
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m. Kinetika Penghambatan α-Glukosidase oleh Ekstrak yang Paling Berpotensi

sebagai Antidiabetik

Kinetika penghambatan α-glukosidase dilakukan dengan metode pada poin k

diatas tetapi ada variasi konsentrasi maltosa dan waktu inkubasi. Konsentrasi maltosa

yang digunakan adalah 1 M; 0,5 M; 0,25 M; 0,125 M; dan 0,0625 M. Pada masing-

masing konsentrasi maltosa dilakukan variasi waktu inkubasi 0, 10, 20, 40, 60, dan 80

menit untuk mendapatkan nilai kecepatan awal reaksinya (V0). Nilai V0 didapat dari

pengeplotan antara waktu inkubasi dan konsentrasi produknya. Konsentrasi produk

dihitung dengan menggunakan kurva standar glukosa. Gambar 3.1 merupakan bentuk

kurva hasil pengeplotan antara waktu inkubasi dan konsentrasi glukosa yang

dihasilkan. Nilai KM dan Vmax dihitung dengan cara yang sama seperti perhitungan

KM dan Vmax α-amilase.

Gambar 3.2 Kurva hasil pengeplotan antara waktu inkubasi dan konsentrasi produknya
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Senyawa fenolik dalam daun Bidara upas dan Kayu kuning yang berbeda

kepolarannya diekstrak dengan metode maserasi bertingkat. Pelarut yang digunakan

untuk maserasi adalah heksana, etil asetat, dan metanol. Pelarut heksana yang bersifat

nonpolar akan mengekstrak senyawa fenolik nonpolar, pelarut etil asetat mengekstrak

senyawa fenolik semipolar, dan pelarut metanol mengekstrak senyawa fenolik polar.

Kromatogram KLT digunakan untuk melihat perbedaan kepolaran senyawa fenolik

yang telah terekstrak dengan masing-masing palarut.

Potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antioksidan

dan antidiabetik dianalisis dengan spektrofotometri UV-Vis. Radiasi elektromagnetik

yang dipancarkan oleh sumbernya dalam spektrofotometer UV-Vis akan diserap oleh

molekul-molekul tertentu dalam larutan sehingga menurunkan intensitasnya yang

mencapai detektor. Fraksi radiasi elektomagnetik yang mencapai detektor digunakan

oleh alat untuk menentukan besarnya nilai absorbansi larutan. Nilai absorbansi yang

terbaca oleh spektrofotometer UV-Vis setara dengan konsentrasi senyawa yang

menyerap radiasi tersebut berdasarkan hukum Lambert Beer (lihat Persamaan 2.2).

Potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antioksidan

dilihat dari kemampuannya dalam meredam radikal bebas sedangkan potensinya

sebagai antidiabetik dari kemampuannya dalam menghambat enzim. Radikal bebas

yang dianalisis adalah DPPH, anion superoksida, dan hidroksil sedangkan enzimnya

adalah α-amilase dan α-glukosidase. Mekanisme penghambatan α-amilase dan α-

glukosidase oleh senyawa aktif dalam ekstrak yang paling berpotensi sebagai

antidiabetik dilihat dari kinetika penghambatannya. Total flavonoid dalam ekstrak

daun Bidara upas dan Kayu kuning digunakan untuk menghubungkan potensinya

sebagai antioksidan dan antidiabetik karena analisis dilakukan pada konsentrasi

fenolik yang sama. Satuan senyawa fenolik dalam analisis distandarkan pada asam

galat.
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4.1 Rendemen Maserasi Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Sampel daun Bidara upas dan Kayu kuning diambil di kawasan Taman

Nasional Meru Betiri (TNMB). Gambar 4.1 merupakan sampel daun Bidara upas dan

Kayu kuning yang telah diambil. Sampel yang telah diambil divalidasi secara

langsung oleh Lembaga Taman Nasional Meru Betiri. Validasi berisi keterangan yang

menyatakan bahwa sampel yang telah diambil merupakan bagian dari tanaman Kayu

kuning dan Bidara upas. Data hasil validasinya ditampilkan dalam Lampiran 1.

(1) (2)

Gambar 4.1 Sampel daun Bidara upas (1) dan Kayu kuning (2)

Kandungan air dalam daun dihilangkan melalui pengeringan. Menurut

Harborne (1987), pengeringan dapat mematikan jaringan sehingga reaksi hidrolisis

oleh enzim dapat dicegah. Air juga merupakan medium pertumbuhan yang baik untuk

mikroorganisme sehingga mempercepat pembusukan. Oleh sebab itu perlu dilakukan

pengeringan untuk menjaga kualitas simplisia.

Simplisia yang telah kering dan memiliki ukuran partikel yang seragam

dimaserasi. Maserasi merupakan metode ekstraksi simplisia yang dilakukan pada

suhu ruang menggunakan pelarut yang sesuai untuk senyawa target dengan

pengadukan atau pengocokan. Maserasi simplisia daun Bidara upas dan Kayu kuning

dilakukan dengan waktu inkubasi selama 72 jam sambil dikocok dengan shaker.

Pelarut akan masuk ke dalam sel-sel simplisia dan melarutkan senyawa-senyawa

dalam sel sesuai dengan tingkat kepolaran pelarut yang digunakan. Heksana
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merupakan pelarut nonpolar sehingga melarutkan senyawa nonpolar dalam sel

sedangkan etil asetat dan metanol merupakan pelarut semipolar dan polar sehingga

melarutkan senyawa yang semipolar dan polar. Senyawa yang telah larut akan

membentuk kesetimbangan antara bagian di luar dan di dalam dinding sel. Senyawa

yang telah larut dan berada di luar dinding sel simplisia dipisahkan dengan filtrasi

menggunakan corong vakum. Filtrat yang mengandung senyawa hasil maserasi

dipisahkan dari pelarutnya menggunakan evaporator vakum. Enam ekstrak dihasilkan

dari maserasi tersebut meliputi heksana Bidara upas (HBU), etil asetat Bidara upas

(EBU), metanol Bidara upas (MBU), heksana Kayu kuning (HKK), etil asetat Kayu

kuning (EKK), dan metanol Kayu kuning (MKK). Ekstrak heksana (HBU dan HKK)

berwarna hijau kekuningan, ekstrak etil asetat (EBU dan EKK) berwarna hijau

kehitaman, dan ekstrak metanol (MBU dan MKK) berwarna hijau kecokelatan.

Gambar ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK ditunjukkan oleh

Lampiran 2.

Rendemen maserasi HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK dihitung

berdasarkan perbandingan antara berat simplisia yang dimaserasi dan berat ekstrak

yang diperoleh dalam bentuk nilai persentase menggunakan persamaan 3.1.

Perhitungan persen rendemen maserasi masing-masing ekstrak ditunjukkan oleh

Lampiran 3 dan hasilnya ditampilkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Rendemen maserasi ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning

Bidara upas (%) Kayu kuning (%)

Heksana 3,28 2,76

Etil asetat 5,26 4,41

Metanol 17,10 17,00

Total 25,60 24,20

Kenaikan kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstrak simplisia Bidara upas

dan Kayu kuning menyebabkan kenaikan persen rendemennya. Kelebihan pelarut
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dengan tingkat kepolaran lebih tinggi dalam melarutkan senyawa dalam simplisia

menjadi penyebabnya. Pelarut etil asetat disamping melarutkan senyawa semipolar

juga dapat melarutkan senyawa nonpolar yang larut dalam heksana. Pelarut metanol

disamping melarutkan senyawa polar juga dapat melarutkan senyawa yang bersifat

semipolar. Pernyataan ini didukung oleh kromatogram KLT (lihat Gambar 4.5).

Kromatogram tersebut menunjukkan bahwa beberapa spot yang muncul pada fraksi

yang lebih nonpolar juga muncul pada fraksi dengan kepolaran diatasnya. Kondisi ini

menyebabkan senyawa-senyawa yang tidak ikut terekstrak dengan pelarut heksana

akan ikut terekstrak dengan pelarut etil asetat. Akibatnya etil asetat memiliki

rendemen yang lebih tinggi dari heksana. Metanol memiliki nilai rendemen tertinggi

karena memungkinkan untuk mengekstrak senyawa-senyawa yang tidak ikut

terekstrak dengan heksana dan etil asetat.

Ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK hasil maserasi dilarutkan

dengan metanol untuk analisis total fenolik dan flavonoid. Metanol dipilih sebagai

pelarut semua ekstrak karena memiliki kemampuan melarutkan senyawa fenolik dari

polar sampai nonpolar. Konsentrasi ekstrak yang digunakan untuk analisis total

fenolik dan flavonoid ditampilkan pada Lampiran 4.

4.2 Total Fenolik Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Total fenolik dalam ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning dianalisis

berdasarkan kemampuannya mereduksi reagen Folin-Ciocalteu. Senyawa fenolik

diubah menjadi bentuk aktifnya yaitu ion fenolat dengan menggunakan natrium

karbonat. Gambar 2.27 merupakan reaksi pembentukan ion fenolat dari asam galat

yang digunakan sebagai standar dalam analisis ini. Reagen Folin-Ciocalteu yang

berwarna kuning akan direduksi oleh ion fenolat sehingga menghasilkan kompleks

yang berwarna biru. Warna biru dari reaksi tersebut diukur absorbansinya dengan

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimumnya

yaitu 750 nm. Nilai absorbansi tersebut setara dengan konsentrasi senyawa fenolik

yang ada dalam larutan sesuai dengan hukum Lambert Beer (lihat Persamaan 2.2).
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Total fenolik dalam ekstrak distandarkan pada asam galat sehingga nilainya

dihitung dari persamaan kurva standar asam galat. Kurva standar asam galat dibuat

dengan mengukur absorbansi larutan yang mengandung asam galat dengan

konsentrasi yang berbeda. Konsentrasi asam galat yang digunakan untuk membuat

kurva standar adalah 1,96; 3,93; 5,89; 7,85; dan 9,82 μg/ml. Nilai absorbansi dari

masing-masing konsentrasi diukur pada 750 nm dan hasilnya digunakan untuk

membuat kurva standar dengan mengeplotkan antara konsentrasi dan absorbansinya.

Persamaan linear y = 0.076x – 0.037 dengan linearitas 0,990 dihasilkan dari

pengeplotan tersebut. Kurva standar asam galat dan perhitungan total fenolik ekstrak

Bidara upas dan Kayu kuning ditampilkan pada Lampiran 5.

4.2.1 Total Fenolik Ekstrak Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan total fenolik ekstrak daun Bidara upas ditunjukkan oleh

Gambar 4.2

Gambar 4.2 Total fenolik ekstrak daun Bidara upas

Total fenolik ekstrak daun Bidara upas meningkat seiring dengan peningkatan

kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Pelarut metanol memiliki

total fenolik tertinggi karena bersifat paling polar. Kelebihan metanol yang mampu

membentuk ikatan hidrogen, interaksi dipol-dipol dan van der Waals dengan senyawa

fenolik dalam Bidara upas mungkin menjadi penyebabnya. Metanol dapat melarutkan

senyawa fenolik yang bersifat polar sampai nonpolar. Senyawa fenolik yang polar
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dan semipolar mampu membentuk ikatan hidrogen atau interaksi dipol-dipol dengan

metanol. Pernyataan ini didukung oleh kromatogram KLT (lihat Gambar 4.5).

Kromatogram tersebut menunjukkan bahwa beberapa spot yang muncul pada fraksi

etil asetat juga muncul dalam fraksi metanol. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa

fenolik yang bersifat semipolar juga larut dalam metanol. Senyawa fenolik nonpolar

juga memiliki kemungkinan larut dalam metanol karena dapat membentuk interaksi

van der Waals. Akibatnya senyawa fenolik nonpolar sampai semipolar yang tidak

ikut terekstrak dengan pelarut heksana dan etil asetat akan terekstrak dengan metanol

sehingga totalnya menjadi tertinggi.

Ekstrak MBU memiliki total fenolik tertinggi sehingga memungkinkan untuk

membentuk ion fenolat yang lebih tinggi dari EBU dan HBU. Akibatnya konsentrasi

reagen Folin-Ciocalteu yang tereduksi dengan MBU juga tertinggi. Hal ini

menyebabkan intensitas warna biru dalam larutan MBU tertinggi sehingga

absorbansinya pada 750 nm juga tertinggi. Peningkatan nilai absorbansi larutan

sebanding dengan konsentrasi senyawa fenoliknya.

4.2.2 Total Fenolik Ekstrak Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan total fenolik ekstrak daun Kayu kuning ditunjukkan oleh

Gambar 4.3

Gambar 4.3 Total fenolik ekstrak daun Kayu kuning
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Total fenolik ekstrak daun Kayu kuning juga meningkat seiring dengan peningkatan

kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Fraksi metanol dari ekstrak

Kayu kuning juga memiliki total fenolik tertinggi. Kelebihan fraksi metanol yang

dijelaskan pada poin 4.2.1 mungkin menjadi penyebabnya.

4.3 Total Flavonoid Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang memiliki dua cincin aromatik

dengan struktur dasar 1,3-difenilpropana. Flavonoid merupakan anggota dari senyawa

fenolik yang telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang baik dan beberapa

diantaranya juga inhibitor enzim. Kuersetin dan luteolin terbukti menghambat α-

glukosidase dari ragi yang lebih besar dari akarbosa (Li et al., 2009; Kim et al.,

2000). Menurut Piparo et al. (2008), flavonol dan flavon juga berpotensi sebagai

inhibitor α-amilase karena mampu membentuk ikatan hidrogen dengan sisi

katalitiknya. Gugus hidroksil dari flavonol dan flavon dapat membentuk ikatan π

yang stabil dengan sisi katalitik α-amilase.

Senyawa flavonoid yang memiliki gugus katekol dan ikatan rangkap pada C2-

C3 serta gugus 4-okso memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang tinggi (Amic et

al., 2007). Gugus katekol, ikatan rangkap pada C2-C3, dan gugus 4-okso dari

kuersetin ditunjukkan dalam lingkaran pada Gambar 4.4.

O

O

OH

OH

OH

OH

OH
2

3
4

Gambar 4.4 Gugus fungsi flavonoid dengan aktivitas antioksidan yang tinggi
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Keistimewaan senyawa flavonoid dengan ciri-ciri seperti Gambar 4.4 menyebabkan

perlu dianalisis totalnya untuk menghubungkan potensi ekstrak sebagai antioksidan

dan antidiabetik. Analisisnya didasarkan pada pembentukan kompleks antara gugus

katekol yang telah teroksidasi dengan logam alumunium. Pada kondisi basa kompleks

tersebut berwarna kuning yang memiliki panjang gelombang maksimum 415 nm

untuk kuersetin. Gambar 2.28 merupakan reaksi pembentukan warna dari kuersetin

yang digunakan sebagai standar dalam analisis ini. Total flavonoid ekstrak Bidara

upas dan Kayu kuning dihitung dari persamaan kurva standar kuersetin. Kurva

tersebut dibuat dengan mengukur absorbansi larutan yang mengandung senyawa

kuersetin pada konsentrasi yang berbeda. Konsentrasi kuersetin yang digunakan

untuk membuat kurva standar adalah 2,11; 4,22; 8,44; 16,90; dan 33.70 μg/ml.

Absorbansi dari masing-masing konsentrasi digunakan untuk membuat kurva standar

dengan mengeplotkan antara konsentrasi kuersetin dan absorbansinya. Persamaan

linear y = 0.015x + 0.016 dengan linearitas 0,994 dihasilkan dari pengeplotan

tersebut. Kurva standar kuersetin dan perhitungan total flavonoid ekstrak Bidara upas

dan Kayu kuning ditampilkan pada Lampiran 6.

4.3.1 Total Flavonoid Ekstrak Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan total flavonoid ekstrak daun Bidara upas ditunjukkan oleh

Gambar 4.5.

Gambar 4.5 Total flavonoid ekstrak daun Bidara upas
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Fraksi metanol dari ekstrak daun Bidara upas memiliki total flavonoid tertinggi

diikuti dengan fraksi heksana. Pola ini berbeda dengan pola total fenoliknya karena

total fenolik HBU lebih kecil dari EBU (lihat Gambar 4.2). Keberadaan senyawa

flavonoid nonpolar dengan gugus katekol seperti 3′,4′-dihidroksiflavon dapat menjadi

penyebabnya. Gambar 4.6 merupakan struktur 3′,4′-dihidroksiflavon. Senyawa 3′,4′-

dihidroksiflavon hanya mampu menyumbangkan maksimal 2 atom hidrogen ketika

bereaksi dengan natrium karbonat sedangkan asam galat mampu menyumbangkan 3

atom hidrogen. Akibatnya dibutuhkan lebih dari satu molekul 3′,4′-dihidroksiflavon

untuk membentuk kesetaraan dengan satu molekul asam galat sehingga total

fenoliknya menjadi lebih rendah dari total flavonoidnya. Senyawa 3′,4′-

dihidroksiflavon hanya membutuhkan satu molekul untuk membentuk kesetaraan

dengan kuersetin dalam analisis total flavonoid karena sama-sama memiliki satu

gugus katekol.

O

O

OH

OH

Gambar 4.6 Struktur 3′,4′-dihidroksiflavon

4.3.2 Total Flavonoid Ekstrak Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan total flavonoid ekstrak daun Kayu kuning ditunjukkan oleh

Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Total flavonoid ekstrak daun Kayu kuning

Total flavonoid ekstrak daun Kayu kuning meningkat seiring dengan peningkatan

pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Pola ini mirip dengan pola total

fenoliknya (lihat Gambar 4.2). Flavonoid merupakan bagian dari senyawa fenolik

sehingga ekstrak yang memiliki total fenolik lebih tinggi juga berpeluang memiliki

total flavonoid yang lebih tinggi.

4.4 Perbandingan Total Fenolik dan Flavonoid Ekstrak Daun Bidara Upas dan

Kayu Kuning

Total flavonoid dalam tanaman faktanya selalu lebih kecil atau sama dengan

total fenoliknya karena flavonoid merupakan bagian dari senyawa fenolik. Tanaman

yang memiliki total flavonoid sama dengan total fenolik berarti hanya terjadi

biosintesis flavonoid sebagai senyawa fenoliknya. Analisis total fenolik dan flavonoid

bertujuan untuk menentukan konsentrasi senyawa fenolik dan flavonoid yang ada

dalam tanaman tersebut. Hasil analisis total flavonoid lebih tinggi dari fenoliknya

menjadi mungkin ketika terdapat penganggu seperti asam kafeat. Menurut Chandran

et al. (2013), ekstrak etanol dan air tanaman Aegle tamilnadensis memiliki total

flavonoid lebih tinggi dari total fenoliknya. Total flavonoid ekstrak metanol Begonia

malabarica Lam. dan Begonia floccifera Bedd. juga lebih besar dari total fenoliknya

(Kalpandevi & Mohan, 2012).
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Perbandingan total fenolik dan flavonoid ekstrak heksana, etil asetat, dan

metanol dari tanaman Bidara upas dan Kayu kuning ditampilkan oleh Gambar 4.8.

Gambar 4.8 Perbandingan total fenolik dan flavonoid ekstrak daun Bidara upas dan Kayu
kuning

Total flavonoid ekstrak heksana, etil asetat, dan metanol dari tanaman Bidara upas

dan Kayu kuning lebih tinggi dari fenoliknya. Keberadaan senyawa fenolik selain

flavonoid dengan gugus katekol seperti asam kafeat dapat menjadi penyebabnya.

Asam kafeat merupakan senyawa intermediet dalam biosintesis senyawa fenolik

seperti lignan dan tanin (lihat Gambar 2.11). Gugus katekol dari asam kafeat dapat

mengompleks dengan alumunium sehingga pada kondisi basa memiliki warna yang

menambah absorbansi pada pengukuran total flavonoid. Akibatnya total flavonoid

yang terukur lebih besar dari yang sebenarnya.

4.5 Kromatogram Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Perbedaan kepolaran senyawa fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning yang

terekstrak dengan pelarut heksana, etil asetat, dan metanol dianalisis dengan KLT.

Senyawa fenolik yang berbeda kepolarannya menyebabkan perbedaan interaksi

dengan fase diam dan fase gerak sehingga menghasilkan spot-spot yang berbeda.

Silika gel 60 F254 yang digunakan sebagai fase diam memiliki gugus silanol yang

dapat membentuk ikatan hidrogen dengan senyawa fenolik. Senyawa fenolik dengan

substituen hidroksil lebih banyak bersifat lebih polar sehingga berinteraksi lebih kuat
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dengan fase diamnya karena jumlah ikatan hidrogen yang dapat dibentuk lebih

banyak. Hal ini menyebabkan senyawa tersebut lebih sulit melewati fase diam

sehingga spot hasil pemisahannya muncul pada jarak yang dekat dengan titik awal

penotolan.

Ekstrak HBU, EBU, MBU, HKK, EKK, dan MKK dengan konsentrasi fenolik

yang sama ditotolkan pada plat silika dengan volume penotolan yang sama. Metanol

yang merupakan pelarut semua ekstrak digunakan sebagai kontrol. Spot-spot hasil

pemisahan divisualisasi menggunakan reagen spesifik untuk senyawa fenolik yaitu

DPPH. Larutan DPPH dalam metanol berwarna ungu dan berubah menjadi kuning

pucat ketika tereduksi oleh senyawa fenolik. Gambar 2.29 merupakan contoh

interaksi senyawa fenolik dengan gugus silanol silika gel dan reaksinya dengan

DPPH yang menghasilkan senyawa yang berwarna kuning pucat. Kromatogram KLT

senyawa fenolik ekstrak daun Bidara upas dan Kayu kuning ditunjukkan oleh Gambar

4.9.

Gambar 4.9 Kromatogram ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning

Spot terbanyak pada kromatogram KLT terdapat pada fraksi metanol untuk Bidara

upas dan Kayu kuning yang diikuti dengan fraksi etil asetat. Spot-spot yang muncul
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pada plat menunjukkan senyawa fenolik yang telah terpisah. Beberapa spot yang

muncul pada fraksi etil asetat juga muncul dalam fraksi metanol. Hal ini

menunjukkan bahwa metanol juga mampu melarutkan senyawa fenolik yang larut

dalam etil asetat. Etil asetat disamping melarutkan senyawa semipolar juga dapat

melarutkan senyawa nonpolar sehingga terdapat spot yang sama antara etil asetat dan

heksana.

Perbedaan kepolaran senyawa fenolik yang telah terpisah dilihat dari nilai

Retardation factor (Rf) yang dihasilkan oleh masing-masing spot. Nilai Rf

didapatkan dari perbandingan antara jarak yang ditempuh senyawa fenolik (spot)

dengan jarak tempuh fase geraknya. Fase gerak yang digunkana adalah campuran etil

asetat-asam format-air (82:9:9, v/v/v). Nilai Rf yang lebih kecil menunjukkan

kepolaran yang lebih tinggi karena jarak tempuh senyawa lebih dekat dari titik awal

penotolan akibat interaksinya dengan fase diam lebih kuat. Perhitungan nilai Rf

masing-masing spot ditampilkan pada Lampiran 7 dan hasilnya ditampilkan dalam

Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Nilai Retardation factor (Rf) ekstrak daun Bidara upas dan Kayu kuning

Nilai Rf Bidara Upas Kayu Kuning
Heksana Etil Asetat Metanol Heksana Etil Asetat Metanol

0,081 - - ++
0,112 - - +++++
0,144 - - ++
0,262 - - +++
0,338 - - +
0,350 - + ++
0,406 - - +
0,525 - ++ +++
0,556 - +++ ++
0,719 - ++++ ++
0,781 - +++ -
0,856 +++++ ++++ - +++++ ++++ -
0,875 - - +++
Tanda (-) menunjukkan tidak ada spot dan tanda (+) menunjukkan ketebalan spot
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Ekstrak Bidara upas memiliki 8 nilai Rf yang berbeda sedangkan Kayu kuning 6 nilai

Rf. Hal ini menunjukkan bahwa pemisahan senyawa fenolik dengan fase diam silka

gel 60 F254 dan fase gerak campuran etil asetat-asam format-air (82:9:9, v/v/v)

mampu memisahkan 8 senyawa fenolik dari ekstrak Bidara upas dan 6 senyawa

fenolik dari Kayu kuning. Fraksi metanol Bidara upas memiliki 6 nilai Rf, etil asetat

4 nilai, dan heksannya 1 nilai. Fraksi metanol Kayu kuning memiliki 5 nilai Rf, etil

asetat 3 nilai, dan heksannya 1 nilai. Nilai Rf dari fraksi metanol secara umum paling

kecil dibanding fraksi etil asetat dan heksana. Hal ini disebabkan oleh kepolaran

metanol yang paling tinggi dibandingkan etil asetat dan heksana sehingga senyawa

fenolik yang terekstrak dengan pelarut tersebut juga bersifat paling polar. Senyawa

fenolik yang lebih polar memiliki jumlah substituen hidroksil yang lebih banyak

dibandingkan senyawa fenolik semipolar dan nonpolar pada berat molekul yang

sama. Substituen hidroksil yang lebih banyak akan membentuk ikatan hidrogen

dengan silika yang lebih banyak juga. Akibatnya terjadi interaksi yang lebih kuat

sehingga jarak tempuhnya menjadi lebih pendek yang mengakibatkan hasil

perhitungan nilai Rf menjadi lebih kecil.

4.6 Potensi Antioksidan Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antioksidan

dianalisis secara semikuantitatif dan kuantitatif. Analisis semikuantitatif dengan dot-

blot sedangkan analisis kuantitatifnya dengan peredaman radikal DPPH, anion

superoksida, dan hidroksil. Analisis semikuantitatif bertujuan untuk mengetahui

potensi awal dari ekstrak sebagai antioksidan yang didukung oleh data-data hasil

analisis kuantitatif. Vitamin C dipilih sebagai standar dalam analisis antioksidan

karena senyawa tersebut sudah terbukti sebagai antioksidan yang baik dan sudah

beredar dipasaran. Potensi ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning sebagai

peredam radikal anion superoksida dan hidroksil dilihat dari nilai persen

peredamannya pada konsentrasi ekstrak yang sama. Ekstrak dengan persen
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peredaman yang lebih tinggi dianggap lebih berpotensi karena mampu meredam

radikal dengan konsentrasi yang lebih tinggi. Khusus untuk radikal DPPH ditentukan

nilai IC50 masing-masing ekstraknya. Nilai IC50 yang lebih kecil menunjukkan

potensi yang lebih baik karena nilai IC50 menunjukkan besarnya konsentrasi ekstrak

yang dibutuhkan untuk menurunkan 50% aktivitas radikal DPPH. Nilai IC50 yang

lebih kecil menunjukkan konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk menurunkan

50% aktivitas radikal DPPH juga lebih kecil. Radikal DPPH digunakan untuk

menentukan potensi ekstrak sebagai antioksidan secara umum sedangkan potensi

ekstrak sebagai antioksidan radikal yang lebih spesifik seperti anion superoksida dan

hidroksil juga perlu dianalisis. Radikal anion superoksida dan hidroksil merupakan

jenis-jenis radikal yang disintesis dalam tubuh melalui reaksi autooksidasi glukosa

pada penderita diabetes melitus.

4.6.1 Hasil Analisis Dot-Blot Ekstrak Fenolik Bidara Upas dan Kayu Kuning

Hasil analisis dot-blot digunakan untuk mengetahui potensi awal dari ekstrak

sebagai antioksidan. Ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning dengan konsentrasi

fenolik yang sama ditotolkan pada plat silika gel 60 F254 dengan volume penotolan

yang sama. Larutan DPPH dalam metanol yang berwarna ungu digunakan sebagai

visualisator dengan menyemprotkannya pada plat. Warna ungu dari DPPH akan

berubah menjadi kuning pucat setelah direduksi oleh senyawa fenolik. Gambar 2.29

merupakan contoh interaksi senyawa fenolik dengan gugus silanol silika gel dan

reaksinya dengan DPPH yang menghasilkan senyawa yang berwarna kuning pucat.

Kepekatan warna kuning pucat sebanding dengan kekuatan ekstrak dalam mereduksi

radikal DPPH. Warna kuning pucat yang lebih pekat menunjukkan kemampuan

ekstrak dalam mereduksi DPPH lebih kuat. Vitamin C digunakan sebagai standar

positif dan metanol yang merupakan pelarut ekstrak digunakan sebagai kontrol

negatifnya. Hasil analisis dot-blot ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning ditunjukkan

oleh Gambar 4.10.
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Foto 4.10 Hasil analisis dot-blot ekstrak daun Bidara upas dan Kayu kuning

Fraksi metanol dari Bidara upas dan Kayu kuning memiliki warna kuning pucat

yang paling pekat. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa fenolik dalam fraksi metanol

dari Bidara upas dan Kayu kuning memiliki kemampuan mereduksi radikal DPPH

paling kuat. Fraksi metanol disamping memiliki total flavonoid tertinggi juga

melarutkan senyawa fenolik paling polar. Senyawa fenolik polar memiliki jumlah

substituen hidroksil yang lebih banyak dibanding senyawa fenolik semipolar dan

nonpolar pada berat molekul yang sama. Hal ini menyebabkan jumlah atom hidrogen

yang mampu disumbangkan untuk mereduksi radikal DPPH juga lebih banyak.

Akibatnya warna kuning pucat pada fraksi metanol paling pekat.

Ekstrak MBU dan EBU dari Bidara upas memiliki potensi lebih baik sebagai

peredam radikal DPPH dibandingkan vitamin C karena memiliki warna kuning pucat

yang lebih pekat. Ekstrak HBU dari Bidara upas memiliki potensi yang sebaliknya

karena memiliki kepekatan warna kuning pucat yang lebih lemah dari vitamin C.

Ekstrak MKK dari Kayu kuning memiliki potensi lebih baik sebagai peredam radikal

DPPH dibandingkan vitamin C karena memiliki warna kuning pucat yang lebih

pekat. Ekstrak HKK dan EKK dari Kayu kuning memiliki potensi yang sebaliknya

karena memiliki kepekatan warna kuning pucat yang lebih lemah dari vitamin C.
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4.6.2 Peredaman Radikal DPPH oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Hasil analisis semikuantitatif dot-blot didukung oleh data hasil analisis

kuantitatif menggunakan radikal yang sama yaitu DPPH. Potensi ekstrak fenolik daun

Bidara upas dan Kayu kuning sebagai peredam radikal DPPH secara kuantitatif

dilihat dari nilai IC50 masing-masing ekstrak. Nilai IC50 dihitung dari persamaan

linear yang dibentuk antara log konsentrasi dan persen peredaman pada tiap-tiap

konsentrasi ekstrak (lihat Persamaan 2.3 dan 2.4). Konsentrasi ekstrak yang

digunakan sama untuk semua ekstrak yaitu 0,10; 0,30; 1,00; 3,00; dan 3,70 μg

AGE/ml. Konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi akan menyebabkan konsentrsi radikal

DPPH yng tereduksi semakin banyak. Gambar 2.30 menunjukkan reaksi peredaman

radikal DPPH oleh senyawa fenolik. Peningkatan konsentrasi radikal DPPH yang

tereduksi menyebabkan warna ungu larutan semakin menghilang sehingga

absorbansinya pada 515 nm semakin kecil. Hal ini akan menyebabkan nilai persen

peredaman naik seiring dengan kenaikan konsentrasi eksrak yang digunakan untuk

meredamnya. Perhitungan nilai IC50 radikal DPPH oleh ekstrak Bidara upas dan

Kayu kuning ditampilkan dalam Lampiran 8.

a. Peredaman Radikal DPPH oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan peredaman radikal DPPH oleh ekstrak Bidara upas yang

dinyatakan dalam nilai IC50 ditunjukkan oleh Gambar 4.11.

Gambar 4.11 Nilai IC50 radikal DPPH oleh ekstrak Bidara upas
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Potensi ekstrak fenolik Bidara upas sebagai peredam radikal DPPH meningkat seiring

dengan peningkatan kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Fraksi

metanol memiliki potensi paling baik sebagai peredam radikal DPPH karena

memiliki nilai IC50 terkecil. Kromatogram KLT ekstrak Bidara upas (lihat Gambar

4.9) menunjukkan bahwa senyawa fenolik yang terekstrak dengan metanol memiliki

kepolaran tertinggi dibanding etil asetat dan heksana. Senyawa fenolik polar memiliki

jumlah substituen hidroksil yang lebih banyak dibanding senyawa fenolik semipolar

dan nonpolar pada berat molekul yang sama. Akibatnya jumlah atom hidrogen yang

mampu disumbangkan untuk mereduksi radikal DPPH oleh senyawa fenolik yang

lebih polar lebih banyak. Hal ini yang mungkin menjadi penyebab fraksi metanol

paling kuat mereduksi radikal DPPH sehingga nilai IC50nya terkecil. Ekstrak MBU

dan EBU lebih berpotensi dalam meredam radikal DPPH dibandingkan vitamin C

karena memiliki nilai IC50 yang lebih kecil. Hal ini mendukung hasil analisis dot-blot

karena MBU dan HBU juga meredam radikal DPPH paling kuat dalam analisis

tersebut. Ekstrak HBU memiliki potensi sebagai peredam radikal DPPH yang

sebaliknya karena memiliki nilai IC50 yang lebih besar dari vitamin C.

Total flavonoid ekstrak Bidara upas tidak selalu mendukung potensinya sebagai

peredam radikal DPPH. Ekstrak HBU memiliki total flavonoid lebih tinggi dari EBU

(lihat Gambar 4.5) tetapi kemampuan ekstrak HBU dalam meredam radikal DPPH

lebih rendah dari EBU. Menurut Bubols et al. (2013), keberadaan substituent

hidroksil pada C3, C5, dan C7 meningkatkan aktivitasnya sebagai antioksidan.

Senyawa flavonoid dengan struktur tersebut cenderung bersifat semipolar sehingga

lebih lebih larut dalam etil asetat. Keberadaan senyawa tersebut dalam EBU

meskipun konsentrasinya lebih kecil dapat mereduksi radikal DPPH yang lebih kuat

dari senyawa flavonoid nonpolar tanpa substituent tersebut. Gambar 4.12

menunjukkan struktur gugus fungsi flavonoid yang penting dalam menjalankan

perannya sebagai antioksidan.
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Gambar 4.12 Peran masing-masing gugus fungsi pada senyawa flavonoid
(Bubols et al., 2013)

b. Peredaman Radikal DPPH oleh Ekstrak Fenolik Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan peredaman radikal DPPH oleh ekstrak fenolik Kayu kuning

yang dinyatakan dalam nilai IC50 ditunjukkan oleh Gambar 4.13.

Gambar 4.13 Nilai IC50 radikal DPPH oleh ekstrak Kayu kuning

Kenaikan kepolaran dan total flavonoid ekstrak Kayu kuning mendukung potensinya

sebagai peredam radikal DPPH. Fraksi metanol dengan total flavonoid tertinggi (lihat

Gambar 4.7) dan kepolaran tertinggi juga memiliki kemampuan meredam radikal
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4.6.2 bagian a mungkin menjadi penyebabnya. Ekstrak MKK dan EKK lebih

berpotensi sebagai peredam radikal DPPH dibandingkan vitamin C karena memiliki

nilai IC50 yang lebih kecil. Ekstrak HKK memiliki potensi yang sebaliknya karena

memiliki nilai IC50 yang lebih besar dari vitamin C.

4.6.3 Peredaman Radikal Anion Superoksida oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas

dan Kayu Kuning

Radikal anion superoksida merupakan jenis radikal yang pertama diproduksi

dalam tubuh oleh reaksi autooksidasi glukosa. Radikal-radikal jenis lain juga

diproduksi setelah radikal anion superoksida terbentuk. Radikal anion superoksida

secara in-vitro dihasilkan dari reaksi autooksidasi pirogalol dalam kondisi basa.

Terbentuknya radikal anion superoksida akan mengoksidasi ortoquinon yang

merupakan produk pertama reaksi oksidasi dari pirogalol menjadi purpurogalin (lihat

Gambar 2.31). Senyawa purpurogalin memiliki panjang gelombang maksimum 320

nm sehingga aktivitas radikal anion superoksida dapat diamati secara tidak langsung

dari aktivitas purpurogalin. Konsentrasi radikal anion superoksida yang lebih tinggi

menyebabkan produksi purpurogalin juga lebih tinggi sehingga absorbansinya pada

320 juga meningkat. Aktivitas produksi purpurogalin setiap menitnya diamati dengan

spektrfotometer UV-Vis selama 4 menit reaksi sehingga didapatkan nilai slope yang

menunjukkan aktivitas produksinya setiap menit. Penurunan nilai slope menunjukkan

penurunan konsentrasi radikal anion superoksida yang disebabkan bereaksi dengan

senyawa fenolik (lihat Gambar 2.32). Persen peredaman radikal anion seperoksida

oleh masing-masing ekstrak dengan konsentrasi yang sama dibandingkan untuk

menentukan ekstrak yang paling berpotensi. Persamaan 2.5 digunakan untuk

menghitung persen peredaman radikal anion seperoksida oleh ekstrak Bidara upas

dan Kayu kuning. Perhitungan persen peredaman radikal anion seperoksida oleh

ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning ditunjukkan oleh Lampiran 9.
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a. Peredaman Radikal Anion Seperoksida oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan peredaman radikal anion seperoksida oleh ekstrak Bidara

upas yang dinyatakan dalam persentase ditunjukkan oleh Gambar 4.14.

Gambar 4.14 Persen peredaman radikal anion superoksida oleh ekstrak Bidara upas

Kepolaran senyawa fenolik tidak selalu mendukung potensi ekstrak Bidara upas

sebagai peredam radikal anion superoksida. Heksana yang mengekstrak senyawa

fenolik nonpolar memiliki potensi sebagai peredam radikal anion superoksida lebih

baik dari etil asetat. Potensi ekstrak Bidara upas sebagai peredam radikal anion

superoksida lebih didukung oleh total flavonoidnya. Kenaikan total flavonoid ektrak

diikuti dengan kenaikan potensinya sebagai peredam radikal tersebut. Ekstrak HBU

dan MBU yang memiliki total flavonoid lebih tinggi dari EBU (lihat Gambar 4.5)

juga memiliki potensi sebagai peredam radikal anion superoksida yang lebih baik.

Ekstrak MBU dan HBU memiliki potensi sebagai peredam radikal anion superoksida

yang lebih baik dari vitamin C karena memiliki nilai persen peredaman yang lebih

tinggi. Ekstrak EBU memiliki potensi yang sebaliknya karena memiliki nilai persen

peredaman yang lebih rendah dari vitamin C.

b. Peredaman Radikal Anion Seperoksida oleh Ekstrak Fenolik Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan peredaman radikal anion seperoksida oleh ekstrak Kayu

kuning yang dinyatakan dalam persentase ditunjukkan oleh Gambar 4.15.
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Gambar 4.15 Persen peredaman radikal anion superoksida oleh ekstrak Kayu kuning

Kepolaran senyawa fenolik dan total flavonoid ekstrak tidak selalu mendukung

potensi ekstrak Kayu kuning sebagai peredam radikal anion superoksida. Ekstrak

MKK yang memiliki kepolaran dan total flavonoid tertinggi memiliki potensi sebagai

peredam radikal anion superoksida terrendah. Kepolaran senyawa fenolik dalam

MKK yang terlalu tinggi (lihat Tabel 4.2) mungkin tidak mendukung potensinya

sebagai peredam radikal anion superoksida. Hal ini disebabkan kondisi analisis yang

menggunakan time scanning. Reaksi autooksidasi pirogalol dianalisis selama 4 menit

reaksi. Keberadaan senyawa fenolik dengan kepolaran yang sangat tinggi mungkin

memiliki laju reaksi yang cepat sehingga habis bereaksi diawal. Akibatnya pada

pertengahan hingga akhir reaksi tidak bisa meredam radikal anion superoksida yang

masih terbentuk. Hal ini akan menyebabkan kenaikan slope reaksi karena konsentrasi

purpulagin semakin meningkat sehingga hasil perhitungan persen peredamannya

menjadi rendah. Ekstrak HKK dan MKK memiliki potensi sebagai peredam radikal

anion superoksida yang lebih lemah dari vitamin C karena memiliki nilai persen

peredaman yang lebih rendah. Ekstrak EKK memiliki potensi yang sebaliknya karena

memiliki nilai persen peredaman yang lebih tinggi dari vitamin C.
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4.6.4 Peredaman Radikal Hidroksil oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan

Kayu Kuning

Radikal hidroksil dihasilkan dalam tubuh setelah terjadi reaksi antara hidrogen

peroksida dengan radikal anion superoksida yang dikatalis logam transisi. Radikal

hidroksil diproduksi secara in-vitro melalui reaksi Fenton (lihat Poin 2.9.6).

Terbentuknya radikal hidroksil akan menyerang 2-deoksi-D-ribosa yang

menghasilkan produk malondialdehid (MDA). Penambahan ekstrak yang

mengandung senyawa fenolik menyebabkan terjadinya kompetisi antara senyawa

fenolik dan 2-deoksi-D-ribosa untuk bereaksi dengan radikal hidroksil. Terjadinya

reaksi antara senyawa fenolik dengan radikal hidroksil (lihat Gambar 2.36)

menyebabkan produk MDA tidak terbentuk. Hal ini menyebabkan penurunan

intensitas warna pink larutan karena warna pink larutan berasal dari produk reaksi

antara MDA dan asam 2-tiobarbiturat (ATB) yaitu MDA-ATB adduct. Penurunan

intensitas warna pink larutan dibaca dengan spektrofotometer UV-Vis pada 532 nm.

Kekuatan senyawa fenolik dalam meredam radikal hidroksil sebanding dengan

penurunan absorbansi dari larutan tersebut. Penurunan absorbansi yang lebih besar

menyebabkan kenaikan persen peredaman radikal hidroksil yang lebih besar. Persen

peredaman radikal hidroksil oleh masing-masing ekstrak dengan konsentrasi yang

sama dibandingkan untuk menentukan ekstrak yang paling berpotensi. Persamaan 2.3

digunakan untuk menghitung persen peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Bidara

upas dan Kayu kuning yang perhitungannya ditunjukkan oleh Lampiran 10.

a. Peredaman Radikal Hidroksil oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Bidara upas yang

dinyatakan dalam persentase ditunjukkan oleh Gambar 4.16.
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Gambar 4.16 Persen peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Bidara upas

Potensi ekstrak fenolik Bidara upas sebagai peredam radikal hidroksil meningkat

seiring dengan peningkatan kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya.

Ekstrak MBU bersifat paling polar sehingga paling berpotensi sebagai peredam

radikal hidroksil. Senyawa fenolik yang lebih polar memiliki jumlah substituen

hidroksil yang lebih banyak dibanding senyawa fenolik semipolar dan nonpolar pada

berat molekul yang sama. Kondisi ini menyebabkan jumlah atom hidrogen yang

mampu disumbangkan oleh senyawa fenolik polar untuk mereduksi radikal hidroksil

juga lebih banyak. Hal ini yang mungkin menjadi penyebab ekstrak dengan kepolaran

yang lebih tinggi juga memiliki aktivitas peredaman yang lebih tinggi meskipun total

flavonoidnya lebih rendah seperti pada EBU. Total flavonoid EBU lebih rendah dari

HBU (lihat Gambar 4.5) tetapi potensinya sebagai peredam radikal hidroksil lebih

tinggi. Ekstrak HBU dan EBU memliki potensi sebagai peredam radikal hidroksil

yang lebih lemah dari vitamin C karena nilai persen peredamannya lebih rendah.

Ekstrak MBU memliki potensi yang sebaliknya karena nilai persen peredamannya

lebih tinggi dari vitamin C.

b. Peredaman Radikal Hidroksil oleh Ekstrak Fenolik Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Kayu kuning yang

dinyatakan dalam persentase ditunjukkan oleh Gambar 4.17.
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Gambar 4.17 Persen peredaman radikal hidroksil oleh ekstrak Kayu kuning

Kepolaran dan total flavonoid ekstrak mendukung potensinya sebagai peredam

radikal hidroksil. Ekstrak MKK yang memiliki kepolaran dan total flavonoid tertinggi

juga memiliki persen peredaman tertinggi. Ekstrak MKK memiliki potensi sebagai

peredam radikal hidroksil lebih baik dari vitamin C karena memiliki nilai persen

peredaman lebih tinggi. Kelebihan fraksi metanol dalam meredam radikal hidroksil

sebagaimana dijelaskan pada poin 4.6.4 bagian a mungkin menjadi penyebabnya.

Ekstrak HKK dan EKK memiliki potensi sebagai peredam radikal hidroksil yang

lebih lemah dari vitamin C karena nilai persen peredamannya di bawah vitamin C.

4.6.5 Perbandingan Peredaman Radikal DPPH, Anion Superoksida, dan Hidroksil

oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Potensi ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning sebagai antioksidan dilihat dari

kemampuannya meredam radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil. Pada

konsentrasi 2 μg AGE/ml kemampuan masing-masing ekstrak Bidara upas dan Kayu

kuning dibandingkan dalam meredam ketiga jenis radikal

a. Perbandingan Peredaman Radikal DPPH, Anion Superoksida, dan Hidroksil oleh

Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas

Hasil perbandingan peredaman ketiga jenis radikal oleh ekstrak Bidara upas

ditampilkan oleh Gambar 4.18.
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Gambar 4.18 Perbandingan peredaman radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil
oleh ekstrak Bidara upas

Radikal hidroksil paling tinggi diredam aktivitasnya oleh semua ekstrak Bidara upas

sedangkan radikal anion superoksida paling rendah. Perbedaan jenis radikal

menyebabkan perbedaan nilai persen peredamannya karena  kereaktifan masing-

masing radikal berbeda. Radikal hidroksil merupakan radikal yang paling reaktif

karena memiliki struktur yang paling kecil dan tidak mengalami penstabilan terhadap

dirinya sendiri seperti radikal DPPH dan anion superoksida. Radikal DPPH dan anion

superoksida memiliki kemampuan menstabilkan diri melalui efek resonansi. Hal ini

yang mungkin menjadi penyebab persen peredaman kedua radikal tersebut di bawah

persen peredaman radikal hidroksil.

Ekstrak EBU dan MBU meredam radikal DPPH yang lebih kuat dari vitamin C.

Ekstrak HBU dan MBU meredam radikal anion superoksida yang lebih kuat dari

vitamin C. Ekstrak MBU meredam radikal hidroksil yang lebih kuat dari vitamin C.

Ekstrak MBU meredam radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil tertinggi

dibandingkan ekstrak HBU dan EBU. Hal ini disebabkan total flavonoid MBU paling

besar dibandingkan HBU dan EBU sehingga potensinya sebagai antioksidan

tertinggi.
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b. Perbandingan Peredaman Radikal DPPH, Anion Superoksida, dan Hidroksil oleh

Ekstrak Fenolik Daun Kayu Kuning

Hasil perbandingan peredaman ketiga jenis radikal oleh ekstrak Kayu kuning

ditampilkan oleh Gambar 4.19.

Gambar 4.19 Perbandingan peredaman radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil oleh
ekstrak Kayu kuning

Radikal hidroksil juga paling tinggi diredam aktivitasnya oleh semua ekstrak Kayu

kuning sedangkan radikal anion superoksida paling rendah. Perbedaan kereaktifan

radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil sebagaimana telah dijelaskan pada

poin 4.6.5 bagian a menjadi penyebabnya.

Ekstrak EKK dan MKK meredam radikal DPPH yang lebih kuat dari vitamin

C. Ekstrak EKK meredam radikal anion superoksida yang lebih kuat dari vitamin C.

Ekstrak MKK meredam radikal hidroksil yang lebih kuat dari vitamin C. Ekstrak

MKK meredam radikal DPPH dan hidroksil tertinggi dibandingkan ekstrak HKK dan

EKK. Hal ini disebabkan total flavonoid MKK lebih besar dibandingkan HKK dan

EKK sehingga potensinya sebagai antioksidan pada kedua radikal tertinggi.

4.7 Potensi Antidiabetik Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan Kayu

Kuning

Terapi farmakologis antidiabetik dapat dilakukan dengan menghambat α-

amilase dan α-glukosidase. Struktur senyawa fenolik sangat mempengaruhi
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potensinya dalam menghambat α-amilase dan α-glukosidase. Perbedaan struktur

senyawa fenolik menyebabkan perbedaan interaksi dan kekuatannya sehingga

menyebabkan perbedaan potensi. Potensi ekstrak fenolik Bidara upas dan Kayu

kuning sebagai antidiabetik ditentukan dari kemampuannya dalam menghambat α-

amilase dan α-glukosidase. Mekanisme penghambatan oleh ekstrak yang paling

berpotensi sebagai antidiabetik dipelajari melalui kinetika penghambatannya.

Kosentrasi senyawa fenolik yang digunakan dalam analisis penghambatan α-amilase

dan α-glukosidase adalah sama yaitu 25 μg AGE/ml. Konsentrasi tersebut dipilih

karena pada konsentrasi dibawah itu nilai penghambatan beberapa ekstrak yang

memiliki potensi rendah masih sangat kecil. Akarbosa merupakan inhibitor α-amilase

dan α-glukosidase yang sudah dipasarkan sehingga digunakan sebagai standar dalam

analisis ini.

4.7.1 Penghambatan α-Amilase oleh Ekstrak Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Potensi ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning sebagai penghambat α-amilase

dibandingkan dari nilai persen penghambatanya pada konsentrasi fenolik yang sama.

Ekstrak yang memiliki nilai persen penghambatan yang lebih besar menunjukkan

potensinya sebagai penghambat α-amilase yang lebih baik karena mampu

menghambat aktivitas α-amilase lebih besar. Nilai persen penghambatan α-amilase

dihitung berdasarkan penurunan gula reduksi hasil reaksi hidrolisis pati terlarut oleh

α-amilase dengan persamaan 3.1. Total gula reduksi hasil reaksi hidrolisis ditentukan

dengan menggunakan reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS). Senyawa DNS yang

berwarna kuning akan direduksi oleh gula reduksi menjadi 3-amino-5-nitrosalilat

yang berwarna cokelat. Gambar 2.37 merupakan contoh reaksi salah satu gula reduksi

dengan DNS. Warna cokelat dari 3-amino-5-nitrosalilat memiliki panjang gelombang

maksimum 540 nm. Penurunan konsentrasi gula reduksi akibat penambahan inhibitor

α-amilase dalam ekstrak menyababkan penurunan absorbansi pada panjang

gelombang tersebut. Semakin kuat inhibitor menghambat α-amilase maka penurunan

absorbansinya juga akan semakin besar sehingga nilai persen penghambatannya
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menjadi lebih besar. Persen penghambatan α-amilase ekstrak Bidara upas dan Kayu

kuning dihitung pada Lampiran 11.

a. Persen Penghambatan α-Amilase oleh Ekstrak Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan persen penghambatan α-amilase oleh ekstrak Bidara upas

ditampilkan pada Gambar 4.20.

Gambar 4.20 Persen penghambatan α-amilase oleh ekstrak Bidara upas

Persen penghambatan α-amilase ekstrak Bidara upas menurun seiring dengan

kenaikan kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Ekstrak HBU

menghambat α-amilase tertinggi dibanding EBU dan MBU tetapi nilainya masih

dibawah akarbosa. Ekstrak HBU mampu menghambat 47.73±1.20% aktivitas α-

amilase pada konsentrasi 25 μg AGE/ml sedangkan akarbosa mampu menghambat

91,06±2,15%.

Ekstrak MBU yang diekstrak dengan pelarut yang paling polar memiliki nilai

persen penghambatan yang paling kecil. Ekstrak MBU juga memiliki total flavonoid

tertinggi (lihat Gambar 4.5). Hal ini menunjukkan bahwa total flavonoid dan

kenaikan kepolaran senyawa fenolik tidak mendukung potensi ekstrak Bidara upas

sebagai penghambat α-amilase. Menurut Li et al. (2009), senyawa rutin yang bersifat

lebih polar dari kuersetin memiliki aktivitas penghambatan terhadap α-amilase yang

lebih rendah karena adanya halangan ruang yang lebih besar. Struktur kuersetin dan

rutin ditunjukkan oleh Gambar 4.21. Keberadaan senyawa flavonoid seperti rutin
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dalam fraksi metanol mungkin menyebabkan aktivitasnya dalam menghambat α-

amilase menjadi rendah.
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Gambar 4.21 Struktur kuersetin (1) dan rutin (2) (Li et al., 2009)

b. Persen Penghambatan α-Amilase oleh Ekstrak Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan persen penghambatan α-amilase oleh ekstrak Kayu kuning

ditampilkan pada Gambar 4.21.

Gambar 4.21 Persen penghambatan α-amilase oleh ekstrak Kayu kuning

Kepolaran dan total flavonoid ekstrak Kayu kuning tidak selalu mendukung

potensinya sebagai penghambatan α-amilase. Ekstrak MKK yang paling polar dan

memiliki total flavonoid tertinggi menghambat α-amilase paling lemah. Ekstrak EKK

yang memiliki kepolaran dan total flavonoid diantara HKK dan MKK menghambat

α-amilase paling tinggi. Kemampuan ekstrak EKK dalam menghambat α-amilase
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masih dibawah akarbosa. Ekstrak EKK mampu menghambat 64,24±3,53% aktivitas

α-amilase pada konsentrasi 25 μg AGE/ml sedangkan akarbosa mampu menghambat

91,06±2,15%.

4.7.2 Penghambatan α-Glukosidase oleh Ekstrak Fenolik Daun Bidara Upas dan

Kayu Kuning

Potensi ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning sebagai penghambat α-

glukosidase dibandingkan dari nilai persen penghambatanya pada konsentrasi fenolik

yang sama. Ekstrak yang memiliki nilai persen penghambatan yang lebih besar

menunjukkan potensinya sebagai penghambat α-gluksoidase yang lebih baik karena

mampu menghambat aktivitas α-glukosidase lebih besar. Nilai persen penghambatan

α-glukosidase dihitung berdasarkan penurunan konsentrasi glukosa hasil reaksi

hidrolisis maltosa oleh α-glukosidase dengan menggunakan persamaan 3.1.

Konsentrasi glukosa ditentukan dengan menggunakan reaksi coupling enzim (lihat

Poin 2.8.8). Konsentrasi glukosa sebanding dengan konsentrasi quinoneimine yang

merupakan produk akhir reaksi coupling enzim yang berwarna pink. Warna pink dari

quinoneimine memiliki panjang gelombang maksimum 500 nm. Penurunan

konsentrasi glukosa ketika ditambahkan inhibitor dalam ekstrak akan menyebabkan

penurunan absorbansinya pada panjang gelombang tersebut. Semakin kuat inhibitor

menghambat α-glukosidase maka penurunan nilai absorbansinya akan semakin besar

karena konsentrasi glukosa yang dihasilkan semakin kecil. Persen penghambatan α-

glukosidase ekstrak Bidara upas dan Kayu kuning dihitung pada Lampiran 12.

a. Persen Penghambatan α-Glukosidase oleh Ekstrak Daun Bidara Upas

Hasil perhitungan persen penghambatan α-glukosidase oleh ekstrak Bidara upas

ditampilkan pada Gambar 4.22.
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Gambar 4.22 Persen penghambatan α-glukosidase oleh ekstrak Bidara upas

Potensi ekstrak Bidara upas sebagai penghambat α-glukosidase menurun seiring

dengan kenaikan kepolaran pelarut yang digunakan untuk mengekstraknya. Ekstrak

MBU yang bersifat paling polar dan memiliki total flavonoid tertinggi menghambat

α-glukosidase terrendah. Hal ini menunjukkan bahwa kenaikan kepolaran senyawa

fenolik dan total flavonoid ekstrak Bidara upas  tidak mendukung potensinya sebagai

penghambat α-glukosidase. Ekstrak HBU yang memiliki kepolaran terrendah dan

total flavonoid diantarar EBU dan MBU menghambat α-glukosidase tertinggi.

Aktivitas penghambatan HBU pada α-glukosidase di atas akarbosa. Ekstrak HBU

mampu menghambat 66.19±0.41% aktivitas α-glukosidase pada konsentrasi 25 μg

AGE/ml sedangkan akarbosa menghambat 54,85±1,48%. Ekstrak EBU dan MBU

memiliki aktivitas penghambatan yang lebih lemah dari akarbosa karena memiliki

nilai persen penghambatan yang lebih rendah dari akarbosa.

b. Persen Penghambatan α-Glukosidase oleh Ekstrak Daun Kayu Kuning

Hasil perhitungan persen penghambatan α-glukosidase oleh ekstrak Kayu

kuning ditampilkan pada Gambar 4.23.
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Gambar 4.23 Persen penghambatan α-glukosidase oleh ekstrak Kayu kuning

Kepolaran dan total flavonoid mendukung potensi ekstrak Kayu kuning sebagai

penghambat α-glukosidase. Ekstrak MKK yang memiliki kepolaran dan total

flavonoid tertinggi juga menghambat α-glukosidase tertinggi. Ekstrak MKK mampu

menghambat 95,04±3,55% aktivitas α-glukosidase pada konsentrasi 25 μg AGE/ml

sedangkan akarbosa hanya menghambat 54,85±1,48%. Ekstrak HKK dan EKK juga

menghambat α-glukosidase lebih kuat dari akarbosa karena persen penghambatannya

lebih tinggi. Menurut Li et al. (2009), substitusi gugus hidroksil pada kuersetin

dengan satu gugus glikosil pada C3 menjadi isokuersetin menyebabkan kenaikan

polaritas dan ukuran molekul. Isokuersetin memiliki aktivitas penghambatan α-

glukosidase yang lebih baik dari kuersetin. Gambar 4.24 merupakan struktur

kuersetin dan isokuersetin. Keberadaan senyawa flavonoid polar seperti isokuersetin

dalam metanol dapat menyebabkan aktifitas penghambatannya pada α-glukosidase

tinggi.
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Gambar 4.24 Struktur kuersetin (1) dan isokuersetin (2) (Li et al., 2009)
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4.7.3 Perbandingan Persen Penghambatan α-Amilase dan α-Glukosidase oleh Ekstrak

Fenolik Daun Bidara Upas dan Kayu Kuning

Ekstrak fenolik Bidara upas dan Kayu kuning yang paling berpotensi sebagai

antidiabetik dipilih berdasarkan kemampuannya dalam menghambat α-amilase dan α-

glukosidase. Satu ekstrak yang akan dipilih sebagai ekstrak yang paling berpotensi

dari total 6 ekstrak untuk dianalisis kinetika penghambatannya. Penghambatan kedua

enzim tersebut lebih baik dalam pengobatan diabetes melitus daripada hanya

menghambat salah satunya sehingga keduanya digunakan untuk mempertimbangkan

pemilihan ekstrak yang paling berpotensi. Pada konsentrasi 25 μg AGE/ml persen

penghambatan α-amilase dan α-glukosidase dibandingkan.

a. Perbandingan Persen Penghambatan α-Amilase dan α-Glukosidase oleh Ekstrak

Fenolik Daun Bidara Upas

Hasil perbandingan penghambatan α-amilase dan α-glukosidase oleh ekstrak

Bidara upas ditampilkan pada Gambar 4.25.

Gambar 4.25 Perbandingan persen penghambatan α-amilase dan α-glukosidase oleh
ekstrak Bidara upas

Ekstrak fenolik Bidara upas lebih kuat menghambat α-glukosidase dari α-amilase.

Akarbose sebagai standar positifnya menunjukkan hal yang sebaliknya. Menurut Liu

et al. (2013), nilai IC50 akarbosa pada α-amilase 0,47±0,0034 mg/ml sedangkan pada

α-glukosidase dari yeast adalah 0,69±0,0047 mg/ml. Hal ini menunjukkan bahwa

akarbosa lebih aktif menghambat α-amilase dari α-glukosidase. Ekstrak HBU
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menghambat α-amilase tertinggi dibanding EBU dan MBU tetapi masih dibawah

akarbosa. Ekstrak HBU dan EBU menghambat α-glukosidase lebih tinggi dari

akarbosa. Ekstrak HBU menghambat α-glukosidase tertinggi dibanding EBU dan

MBU.

b. Perbandingan Persen Penghambatan α-Amilase dan α-Glukosidase oleh Ekstrak

Fenolik Daun Kayu Kuning

Hasil perbandingan penghambatan α-amilase dan α-glukosidase oleh ekstrak

Kayu kuning ditampilkan pada Gambar 4.26.

Gambar 4.26 Perbandingan persen penghambatan α-amilase dan α-glukosidase oleh
ekstrak Bidara upas

Ekstrak fenolik Kayu kuning juga lebih kuat menghambat α-glukosidase dari α-

amilase. Ekstrak MKK memiliki aktivitas penghambatan yang tinggi pada α-

glukosidase tetapi sangat rendah pada α-amilase. Menurut Kim et al. (2000), senyawa

biflavon seperti bilobetin aktif menghambat α-glukosidase tetapi tidak pada α-

amilase. Struktur bilobetin ditunjukkan oleh gambar 4.27. Keberadaan senyawa

fenolik seperti bilobetin dalam MKK mungkin menjadi penyebab aktivitas

penghambatannya tinggi pada α-glukosidase tetapi rendah pada α-amilase. Ekstrak

EKK menghambat α-amilase tertinggi dibanding HKK dan MKK tetapi masih

dibawah akarbosa. Ekstrak HKK, EKK, dan MKK menghambat α- glukosidase lebih
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tinggi dibanding akarbosa. Ekstrak MKK menghambat α-glukosidase tertinggi

dibanding HKK dan EKK.

O

O

OH

OH O

OH O

OH

OH

O

CH3

O

Gambar 4.27 Struktur bilobetin (Kim et al., 2000)

Ekstrak EKK dipilih sebagai ekstrak yang paling berpotensi sebagai

antidiabetik. Ekstrak EKK menghambat α-amilase tertinggi dibanding HKK, MKK,

HBU, EBU, dan MBU dan α-glukosidase tertinggi kedua setelah MKK. Ekstrak

MKK tidak dipilih sebagai ekstrak yang paling berpotensi meskipun persen

penghambatannya pada α-glukosidase tertinggi dibanding semua ekstrak karena

aktivitasnya dalam menghambat α-amilase sangat rendah. Kromatogram KLT (lihat

Gambar 4.9) menunjukkan bahwa ekstrak EKK memiliki 3 spot sedangkan MKK 5

spot sehingga ekstrak EKK lebih berpotensi dibandingkan MKK dengan asumsi

bahwa setiap spot dalam kromatogram menyumbangkan aktivitas penghambatan.

Kedua alasan ini yang mendukung ekstrak EKK dipilih sebagai ekstrak yang paling

berpotensi sebagai antidiabetik.

4.7.4 Kinetika Penghambatan α-Amilase dan α-Glukosidase oleh Ekstrak Etil Asetat

Kayu Kuning (EKK)

Mekanisme senyawa aktif EKK dalam menghambat α-amilase dan α-

glukosidase dianalisis dengan kinetika penghambatannya. Nilai konstanta Michaelis-

Menten (KM) dan kecepatan reaksi maksimum (VMax) dihitung dari persamaan

Lineweaver Burk (lihat Persamaan 3.3). Persamaan tersebut dihasilkan dari
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pengepoltan antara 1/[substrat] melawan 1/kecepatan awalnya (V0) sebagaimana

ditunjukkan oleh gambar 2.22. Nilai KM dan VMax digunakan untuk

mengklasifikasikan tipe penghambatan enzim. Nilai KM menunjukkan afinitas enzim

yang dilihat dari besarnya konsentrasi substrat yang dibutuhkan untuk mencapai

setengah dari kecepatan reaksi maksimum. Nilai KM yang kecil menunjukkan afinitas

enzim yang besar karena dengan konsentrasi substrat yang kecil sudah bisa mencapai

setengah dari kecepatan maksimum reaksi.

Data awal yang berupa absorbansi dari masing-masing waktu inkubasi diubah

menjadi konsentrasi produk reaksi menggunakan persamaan kurva standar untuk

menentukan nilai V0. Nilai V0 sama dengan kemiringan dari kurva yang dibentuk

antara waktu inkubasi dan konsentrasi produk yang dihasilkan (lihat Gambar 3.1 dan

3.1). Kurva standar maltosa dibuat dengan mengukur absorbansi larutan yang

mengandung maltosa dengan konsentrasi yang berbeda pada panjang gelombang 540

nm. Maltosa merupakan salah satu produk reaksi hidrolisis pati terlarut oleh α-

amilase. Panjang gelombang tersebut merupakan panjang gelombang maksimum dari

3-amino-5-nitrosalisilat yang merupakan produk reaksi antara DNS dengan gula

reduksi (lihat Gambar 2.37). Kurva standar maltosa dan perhitungan nilai V0 reaksi

hidrolisis α-amilase ditampilkan pada Lampiran 13. Kurva standar glukosa yang

merupakan produk reaksi hidrolisis maltosa oleh α-glukosidase dibuat melalui

pengeplotan antara konsentrasi glukosa yang divariasi dengan absorbansinya pada

500 nm. Panjang gelombang tersebut merupakan panjang gelombang maksimum dari

quinoneimine yang merupakan produk reaksi antara glukosa dengan coupling enzim

(lihat Gambar 2.40 dan 2.43). Kurva standar glukosa dan perhitungan nilai V0 reaksi

hidrolisis maltosa oleh α-glukosidase ditunjukkan pada Lampiran 14. Nilai V0 pada

masing-masing konsentrasi substrat digunakan untuk membuat kurva Lineweaver

Burk. Kurva Lineveaver Burk α-amilase ditunjukkan oleh Gambar 4.28 dan α-

glukosidase ditunjukkan oleh Gambar 4.29.
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Gambar 4.28 Kurva Lineweaver Burk α-amilase

Gambar 4.29 Kurva Lineweaver Burk α-glukosidase

Titik potong antara sampel yang ditambah inhibitor dan kontrol (tanpa inhibitor)

berada disebelah kiri sumbu y dan atas sumbu x. Tipe penghambatan yang memilik

karakter seperti ini adalah reversibel yang campuran (nonkompetitif).

Larutan kontrol dalam tipe penghambatan campuran memiliki nilai konstanta

Michaelis-Menten (KM) yang lebih kecil dari larutan yang ditambahkan inhibitor

sedangkan kecepatan reaksi maksimumnya (Vmax) lebih kecil. Perhitungan nilai KM
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dan Vmax α-amilase dan α-glukosidase ditampilkan dalam Lampiran 15. Hasil

perhitungannya ditampilkan dalam Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Nilai KM dan Vmax α-amilase dan α-glukosidase

α-Amilase α-Glukosidase
Kontrol Inhibitor Kontrol Inhibitor

Vmax (μM/menit) 7,84±0,29 6.17±0,29 3,12±0,28 2,93±0,20
KM (mM) 3,81±0,011 4,66±0,47 114,24±15,69 170,90±10,28

Tipe penghambatan campuran disebabkan oleh kombinasi dari tipe penghambatan

kompetitif dan unkompetitif. Tipe penghambatan kompetitif menyebabkan kenaikan

nilai KM dibandingkan kontrolnya sedangkan tipe penghambatan unkompetitif

menyebabkan penurunan nilai Vmax dibanding kontrolnya. Kenaikan nilai KM setelah

ditambah inhibitor kompetitif menunjukkan penurunan afinitas enzim. Afinitas enzim

menurun karena inhibitor dan substrat berkompetisi untuk mendapatkan sisi aktif

enzim. Terbentuknya kompleks enzim-inhibitor (EI) menyebabkan substrat tidak

dapat terikat ke enzim sehingga produk tidak dihasilkan. Hal ini yang menyebabkan

konsentrasi yang dibutuhkan untuk mencapai setengah dari kecepatan maksimum

reaksi (KM) meningkat. Penghambat unkompetitif menurunkan kecepatan maksimum

reaksi sebab inhibitor mengompleks dengan enzim disisi lain selain tempat substrat

terikat. Kompleks enzim inhibitor dapat dibentuk setelah substrat terikat ke enzim

sehingga kecepatan reaksi maksimum menurun.

Tipe penghambatan campuran pada α-amilase dan α-glukosidase oleh ekstrak

EKK mungkin disebabkan karena senyawa aktif dalam ekstrak lebih dari satu

sehingga mekanisme penghambatan yang berbeda. Ekstrak EKK memiliki 3 senyawa

fenolik (lihat Tabel 4.2). Menurut Piparo et al. (2008), senyawa flavonoid seperti

kuersetagetin dapat membentuk ikatan hidrogen dengan residu katalitik α-amilase

(lihat Gambar 2.38). Terbentuknya sistem π terkonjugasi dari ikatan tersebut

menyebabkan interaksi yang stabil dengan enzim. Senyawa flavonoid jenis ini

menghambat α-amilase secara kompetitif sedangkan tanin seperti asam isoklorogenat
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dapat menghambat α-amilase secara unkompetitif. Keberadaan kedua senyawa

tersebut dalam ekstrak dapat menyebabkan tipe penghambatan campuran yaitu

kompetitif dan unkompetitif. Menurut Kandra et al. (2004), interaksi antara tanin

dengan α-amilase berhubungan dengan gugus hidroksil tanin. Gugus hidroksil tanin

mampu mengendapkan α-amilase melalui ikatan hidrogen. Gambar 4.30 merupakan

struktur kuersetagetin dan asam isoklorogenat yang telah terbukti menghambat α-

amilase. Menurut Tadera et al. (2006), α-gluksoidase dapat dihambat oleh senyawa

flavonoid yang memiliki cincin C tidak jenuh, 3-OH, 4-CO, dan substituen hidroksil

pada cincin B. Menurut Gao & Kawabata (2004), senyawa flavonoid dengan struktur

dasar 5,6,7-trihidroksiflavon (Gambar 4.31) merupakan syarat penting untuk

aktivitasnya sebagai inhibitor α-glukosidase. Adanya substituent hidroksil pada cincin

B dari struktur tersebut lebih meningkatkan kemampuannya dalam menghambat α-

glukosidase.
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Gambar 4.30 Struktur inhibitor α-amilase (Sales et al., 2012)
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Gambar 4.31 Struktur inhibitor α-glukosidase (Gao & Kawabata, 2004)



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak fenolik daun Bidara upas dan Kayu kuning berpotensi sebagai antioksidan

dibandingkan dengan standar vitamin C. Ekstrak MBU meredam aktivitas radikal

DPPH, anion superoksida, dan hidroksil tertinggi dibandingkan ekstrak HBU dan

EBU. Ekstrak MKK meredam aktivitas radikal DPPH dan hidroksil tertinggi

dibandingkan ekstrak HKK dan EKK sedangkan ekstrak EKK meredam aktivitas

radikal anion superoksida tertinggi dibandingkan ekstrak HKK dan MKK.

2. Ekstrak HBU, EBU, HKK, dan EKK berpotensi sebagai antidiabetik dibandingkan

dengan standar akarbosa sedangkan ekstrak MBU dan MKK tidak berpotensi.

Ekstrak EKK paling berpotensi sebagai antidiabetik dibandingkan ekstrak HBU,

EBU, MBU, HKK, dan MKK karena memiliki aktivitas penghambatan yang tinggi

pada α-amilase dan α-glukosidase.

3. Senyawa aktif dalam ekstrak EKK menghambat α-amilase dan α-glukosidase

secara campuran (kompetitif dan unkompetitif).

5.2 Saran

1. Ekstrak MBU meredam radikal DPPH, anion superoksida, dan hidroksil tertinggi

untuk sampel Bidara upas sehinga perlu dilakukan identifikasi dan isolasi senyawa

aktifnya.

2. Ekstrak MKK meredam radikal DPPH dan hidroksil tertinggi serta menghambat α-

gluksoidase tertinggi untuk sampel Kayu kuning sehingga perlu dilakukan

identifikasi dan isolasi senyawa aktifnya.

3. Ekstrak EKK paling berpotensi sebagai antidiabetik karena memiliki aktivitas

penghambatan yang tinggi pada α-amilase dan α-gluksoidase sehingga perlu

dilakukan identifikasi dan isolasi senyawa aktifnya.
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LAMPIRAN

1. Validasi Tanaman Kayu Kuning dan Bidara Upas
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2. Warna Ekstrak Bidara Upas dan Kayu Kuning

HBU        EBU        MBU                            HKK           EKK             MKK

3.  Perhitungan Rendemen Maserasi

100% x
SimplisiaBerat

EkstrakBerat
Rendemen% 










Nama Ekstrak Berat Ekstrak (g) Berat Simplisia (g) % Rendemen

HBU 1.64 50 3.28

EBU 2.52 47.89 5.26

MBU 7.73 45.14 17.1

HKK 1.38 50 2.76

EKK 2.12 48.03 4.41

MKK 7.7 45.37 17.0

4. Konsentrasi Ekstrak untuk Analisis Total Fenolik dan Flavonoid

 
MetanolVolume

EkstrakBerat
Ekstrak 

Nama Ekstrak Berat Ekstrak (mg) Volume Metanol (ml) [Ekstrak]

HBU 10.13 10 1.01

EBU 3.36 5 0.672

MBU 5.64 5 1.13

HKK 10.72 10 1.07

EKK 3.75 5 0.750

MKK 10.55 5 2.11
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5. Kurva Standar Asam Galat dan Total Fenolik Ekstrak

5.1 Kurva Standar Asam Galat

5.2 Total Fenolik Ekstrak
y = 0.076x - 0.037

AGE/mLg
0,076

0,037Abs.
x1 




AGE/mLgFP x xx 12 

AGE/gg
[Ekstrak]

x
x 2

3 m

GAE/ggFenolik][ m
Ekstrak Abs. x1 FP x2 x3 [Fenolik]

MBU 0.506 7.14 55 392.96 347.75 359.92±10.77
0.531 7.47 55 411.05 363.76
0.538 7.57 55 416.12 368.25

EBU 0.248 3.75 27.5 103.13 153.46 157.05±3.11
0.258 3.88 27.5 106.74 158.84
0.258 3.88 27.5 106.74 158.84

HBU 0.046 1.09 22 24.03 23.79 23.12±0.92
0.045 1.08 22 23.74 23.50
0.040 1.01 22 22.29 22.07

MKK 0.339 4.95 55 272.11 128.96 135.25±6.02
0.374 5.41 55 297.43 140.96
0.359 5.21 55 286.58 135.82

EKK 0.190 2.99 27.5 82.14 109.52 114.99±4.83
0.205 3.18 27.5 87.57 116.75
0.209 3.24 27.5 89.01 118.68

HKK 0.049 1.13 22 24.89 23.27 23.36±0.68
0.047 1.11 22 24.32 22.73
0.052 1.17 22 25.76 24.08

y = 0.076x - 0.037
R² = 0.990

-0.300

0.000

0.300

0.600

0.900

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

A
bs

or
ba

ns
i

[Asam Galat]/(μg/mL)
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6. Kurva Standar Kuersetin dan Total Flavonoid Ekstrak

6.1 Kurva Standar Kuersetin

6.2 Total Flavonoid Ekstrak

y = 0.015x + 0.016, BAbs.-Abs.AAbs. 

KE/mLg
0,015

0,016Abs.
x1 




KE/mLgFP x xx 12 

KE/ggFlavonoid][KE/g,g
[Ekstrak]

x
x 2

3 mm 

Ekstrak Abs. Abs. B Abs. A x1 FP x2 x3 [Flavonoid]

MBU 0.248 0.012 0.236 14.7 35 513.33 454.28 449.46±4.30

0.244 0.012 0.232 14.4 35 504.00 446.02

0.245 0.012 0.233 14.5 35 506.33 448.08

EBU 0.137 0.074 0.063 3.13 35 109.67 163.19 160.88±2.00

0.136 0.074 0.062 3.07 35 107.33 159.72

0.136 0.074 0.062 3.07 35 107.33 159.72

HBU 0.159 0.048 0.111 6.33 35 221.67 219.47 215.62±6.67

0.159 0.048 0.111 6.33 35 221.67 219.47

0.154 0.048 0.106 6.00 35 210.00 207.92

MKK 0.295 0.035 0.260 16.3 35 569.33 269.83 267.61±1.92

0.292 0.035 0.257 16.1 35 562.33 266.51

0.292 0.035 0.257 16.1 35 562.33 266.51

EKK 0.248 0.188 0.060 2.93 35 102.67 136.89 141.04.±3.59

0.250 0.188 0.062 3.07 35 107.33 143.11

0.250 0.188 0.062 3.07 35 107.33 143.11

HKK 0.114 0.071 0.043 1.80 35 63.00 58.88 56.70±3.78

0.111 0.071 0.040 1.60 35 56.00 52.34

0.114 0.071 0.043 1.80 35 63.00 58.88

y = 0.015x + 0.016
R² = 0.994

-0.150
0.000
0.150
0.300
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0.600

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00
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i

[Kuersetin]/(μg/mL)
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7. Nilai Retardation factor (Rf) setiap Spot Kromatogram KLT

PelarutT.J.

SenyawaT.J.
Rf 

J. T. Senyawa (cm) J. T. Pelarut (cm) Nilai Retardation factor
0.65 8 0.081
0.90 8 0.112
1.15 8 0.144
2.10 8 0.262
2.70 8 0.338
2.80 8 0.35
3.25 8 0.406
4.20 8 0.525
4.45 8 0.556
5.75 8 0.719
6.25 8 0.781
6.85 8 0.856
7.00 8 0.875

8. Nilai IC50 Radikal DPPH

GAE/mLg[Fenolik] 

3-0,1mulai tertentu[Fenolik]3-0,1Abs.A

0[Fenolik]Abs.A

100% x
A

A-A
Peredaman%

s

0

0

s0














Kurva peredaman:









 m

c-y

50 10IC

y = mx + c
R² = 0.935

0.0

40.0

80.0

120.0

-1.20 -0.80 -0.40 0.00 0.40 0.80

%
 P

er
ed

am
an

log [Fenolik]
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Ekstrak [Fenolik]

Abs % Peredaman y = mx + c

IC50Abs.1 Abs.2 Abs.3 log [Fenolik] 1 2 3 1 2 3

MBU 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 53.76x + 58.96,  R² = 0.935 0.696±0.015

0.1 0.268 0.268 0.269 -1 13.83 13.83 13.5 y = 54.10x + 58.48,  R² = 0.919

0.3 0.234 0.236 0.239 -0.52 24.76 24.12 23.15 y = 54.16x + 58.03,  R² = 0.920

1 0.169 0.178 0.178 0 45.66 42.77 42.77

3 0.025 0.024 0.025 0.48 91.96 92.28 91.96

3.7 0.022 0.02 0.022 0.57 92.93 93.57 92.93

MKK 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 55.03x + 63.19,  R² = 0.986 0.576±0.009

0.1 0.28 0.28 0.272 -1 9.97 9.97 12.54 y = 55.32x + 62.84,  R² = 0.983

0.3 0.221 0.226 0.227 -0.52 28.94 27.33 27.01 y = 54.50x + 63.40,  R² = 0.979

1 0.098 0.098 0.099 0 68.49 68.49 68.17

3 0.028 0.029 0.026 0.48 91 90.68 91.64

3.7 0.027 0.027 0.026 0.57 91.32 91.32 91.64

EBU 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 52.17x + 57.52,  R² = 0.938 0.705±0.013

0.1 0.265 0.27 0.26 -1 14.79 13.18 16.4 y = 53.11x + 58.06,  R² = 0.947

0.3 0.243 0.237 0.23 -0.52 21.86 23.79 26.05 y = 49.96x + 57.95,  R² = 0.931

1 0.165 0.165 0.171 0 46.95 46.95 45.02

3 0.043 0.035 0.04 0.48 86.17 88.75 87.14

3.7 0.022 0.024 0.027 0.57 92.93 92.28 91.32

EKK 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 35.73x + 53.89,  R² = 0.829 0.801±0.021

0.1 0.233 0.234 0.227 -1 25.08 24.76 27.01 y = 37.81x + 53.51,  R² = 0.842

0.3 0.204 0.221 0.223 -0.52 34.41 28.94 28.3 y = 35.94x + 53.14,  R² = 0.826

1 0.199 0.194 0.195 0 36.01 37.62 37.3

3 0.084 0.086 0.085 0.48 72.99 72.35 72.67

3.7 0.05 0.044 0.052 0.57 83.92 85.85 83.28

HBU 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 42.69x + 44.91,  R² = 0.790 1.36±0.05

0.1 0.268 0.261 0.259 -1 13.83 16.08 16.72 y = 42.44x + 44.50,  R² = 0.799

0.3 0.259 0.277 0.283 -0.52 16.72 10.93 9 y = 42.38x + 43.59,  R² = 0.762

1 0.242 0.23 0.24 0 22.19 26.05 22.83

3 0.07 0.078 0.077 0.48 77.49 74.92 75.24

3.7 0.081 0.08 0.081 0.57 73.95 74.28 73.95

HKK 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 34.20x + 45.00,  R² = 0.775 1.41±0.02

0.1 0.245 0.245 0.247 -1 21.22 21.22 20.58 y = 33.80x + 45.03,  R² = 0.764

0.3 0.244 0.241 0.251 -0.52 21.54 22.51 19.29 y = 33.73x + 44.76,  R² = 0.851

1 0.229 0.228 0.208 0 26.37 26.69 33.12

3 0.109 0.12 0.115 0.48 64.95 61.41 63.02

3.7 0.079 0.071 0.088 0.57 74.6 77.17 71.7

Vit.c 0 0.311 0.311 0.311 0 0 0 0 y = 52.02x + 52.10,  R² = 0.904 0.928±0.019
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9. Persen Peredaman Radikal Anion Superoksida

100% x
BlangkoSlope

sampelSlope-blangkoSlope
Peredaman% 










Ekstrak Slope sampel Slope blangko % Peredaman % Peredaman
MBU 0.1072 0.1444 25.76 25.44±1.21

0.1096 0.1444 24.10
0.1062 0.1444 26.45

EBU 0.1153 0.1444 20.15 18.67±1.35
0.1179 0.1444 18.35
0.1191 0.1444 17.52

HBU 0.1142 0.1444 20.91 20.61±0.84
0.1137 0.1444 21.26

0.116 0.1444 19.67
MKK 0.1267 0.1444 12.26 12.17±0.11

0.1268 0.1444 12.19
0.127 0.1444 12.05

EKK 0.1114 0.1444 22.85 22.16±0.73
0.1135 0.1444 21.40
0.1123 0.1444 22.23

HKK 0.1202 0.1444 16.76 16.74±0.04
0.1203 0.1444 16.69
0.1202 0.1444 16.76

Vit. C 0.1147 0.1444 20.57 20.43±0.57
0.1158 0.1444 19.81
0.1142 0.1444 20.91

0.1 0.277 0.272 0.267 -1 10.93 12.54 14.15 y = 50.35x + 51.17,  R² = 0.889

0.3 0.258 0.262 0.266 -0.52 17.04 15.76 14.47 y = 50.48x + 51.70,  R² = 0.876

1 0.198 0.201 0.2 0 36.33 35.37 35.69

3 0.054 0.059 0.053 0.48 82.64 81.03 82.96

3.7 0.035 0.04 0.04 0.57 88.75 87.14 87.14
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10. Persen Peredaman Radikal Hidroksil

100% x
BAbs.

KS)Abs.-S(Abs.-BAbs.
Peredaman% 








Ekstrak Abs. S Abs. KS Abs. S- Abs. KS Abs. B
%

Peredaman
%

Peredaman

MBU 0.177 0.122 0.055 0.692 92.05 91.76±0.38

0.178 0.122 0.056 0.692 91.91

0.182 0.122 0.06 0.692 91.33

EBU 0.239 0.130 0.109 0.692 84.25 82.66±2.88

0.238 0.130 0.108 0.692 84.39

0.273 0.130 0.143 0.692 79.34

HBU 0.546 0.299 0.247 0.692 64.31 64.55±0.22

0.544 0.299 0.245 0.692 64.60

0.543 0.299 0.244 0.692 64.74

MKK 0.192 0.126 0.066 0.692 90.46 90.51±0.08

0.191 0.126 0.065 0.692 90.61

0.192 0.126 0.066 0.692 90.46

EKK 0.34 0.146 0.194 0.692 71.97 73.07±0.96

0.329 0.146 0.183 0.692 73.55

0.328 0.146 0.182 0.692 73.70

HKK 0.516 0.232 0.284 0.692 58.96 59.25±0.25

0.513 0.232 0.281 0.692 59.39

0.513 0.232 0.281 0.692 59.39

Vit. C 0.183 0.105 0.078 0.692 88.73 88.78±0.08

0.182 0.105 0.077 0.692 88.87

0.183 0.105 0.078 0.692 88.73
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11. Persen Penghambatan α-Amilase

100% x
k

SA-k
anPenghambat%

C-Ck

S-S=SA
-+

-+









C+ C- k k (rata-rata)
0.605 0.366 0.239 0.222
0.591 0.371 0.22
0.584 0.377 0.207

Sampel S+ S- SA k k - SA
%

Penghambatan
%

Penghambatan

Akarbosa 0.393 0.375 0.018 0.222 0.202 91.818 91.06±2.15

0.4 0.375 0.025 0.222 0.195 88.636

0.391 0.375 0.016 0.222 0.204 92.727

MBU 0.604 0.411 0.193 0.222 0.027 12.273 11.82±1.20

0.603 0.411 0.192 0.222 0.028 12.727

0.608 0.411 0.197 0.222 0.023 10.455

MKK 0.594 0.385 0.209 0.222 0.011 5.000 3.48±1.60

0.597 0.385 0.212 0.222 0.008 3.636

0.601 0.385 0.216 0.222 0.004 1.818

EBU 0.52 0.4 0.120 0.222 0.100 45.455 43.03±2.15

0.527 0.4 0.127 0.222 0.093 42.273

0.529 0.4 0.129 0.222 0.091 41.364

EKK 0.475 0.394 0.081 0.222 0.139 63.182 64.24±3.53

0.464 0.394 0.070 0.222 0.150 68.182

0.479 0.394 0.085 0.222 0.135 61.364

HBU 0.495 0.378 0.117 0.222 0.103 46.818 47.73±1.20

0.494 0.378 0.116 0.222 0.104 47.273

0.49 0.378 0.112 0.222 0.108 49.091

HKK 0.509 0.383 0.126 0.222 0.094 42.727 43.18±0.79

0.509 0.383 0.126 0.222 0.094 42.727

0.506 0.383 0.123 0.22 0.097 44.091
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12. Persen Penghambatan α-Glukosidase

100% x
k

SA-k
anPenghambat%

C-Ck

S-S=SA
-+

-+









C+ C- k k (rata-rata)
0.834 0.691 0.143 0.141
0.838 0.691 0.147
0.823 0.691 0.132

Sampel S+ S- SA k k - SA
%

Penghambatan
%

Penghambatan

Akarbosa 0.807 0.744 0.063 0.141 0.078 55.319 54.85±1.48

0.806 0.744 0.062 0.141 0.079 56.028

0.81 0.744 0.066 0.141 0.075 53.191

MBU 0.754 0.632 0.122 0.141 0.019 13.475 12.77±2.56

0.759 0.632 0.127 0.141 0.014 9.929

0.752 0.632 0.120 0.141 0.021 14.894

MKK 0.714 0.707 0.007 0.141 0.134 95.035 95.04±3.55

0.719 0.707 0.012 0.141 0.129 91.489

0.709 0.707 0.002 0.141 0.139 98.582

EBU 0.73 0.659 0.071 0.141 0.070 49.645 52.25±2.87

0.722 0.659 0.063 0.141 0.078 55.319

0.727 0.659 0.068 0.141 0.073 51.773

EKK 0.688 0.657 0.031 0.141 0.110 78.014 78.96±2.28

0.689 0.657 0.032 0.141 0.109 77.305

0.683 0.657 0.026 0.141 0.115 81.560

HBU 0.79 0.743 0.047 0.141 0.094 66.667 66.19±0.41

0.791 0.743 0.048 0.141 0.093 65.957

0.791 0.743 0.048 0.141 0.093 65.957

HKK 0.747 0.692 0.055 0.141 0.086 60.993 61.23±3.20

0.742 0.692 0.050 0.141 0.091 64.539

0.751 0.692 0.059 0.141 0.082 58.156
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13. Kurva Standar Maltosa dan Nilai V0 α-Amilase

13.1 Kurva Standar Maltosa

13.2 Nilai V0 Reaksi Hidrolisis α-Amilase

menit
Vc,mxymV 00

M


Kinetika ke 1

[PT] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (Vo) DI (Vo)

1.83 y = 2.490x + 14.19,  R² = 0.949 y = 1.567x + 15.47,  R² = 0.948 2.49 1.567

3.65 y = 4.597x + 19.70,  R² = 0.933 y = 3.269x + 19.78,  R² = 0.934 4.597 3.269

7.30 y = 6.044x + 12.83,  R² = 0.903 y = 4.368x + 12.75,  R² = 0.833 6.044 4.368

14.61 y = 5.155x + 15.88,  R² = 0.974 y = 3.608x + 7.945,  R² = 0.939 5.155 3.608

29.21 y = 6.089x + 8.906,  R² = 0.899 y = 5.155x + 8.302,  R² = 0.797 6.089 5.155

Kinetika ke 2

[PT] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (Vo) DI (Vo)

1.83 y = 2.278x + 13.60,  R² = 0.939 y = 1.714x + 15.39,  R² = 0.973 2.278 1.714

3.65 y = 4.661x + 20.00,  R² = 0.933 y = 3.296x + 18.87,  R² = 0.943 4.661 3.296

7.30 y = 6.172x + 12.34,  R² = 0.893 y = 4.487x + 12.56,  R² = 0.808 6.172 4.487

14.61 y = 5.018x + 13.49,  R² = 0.995 y = 3.717x + 7.065,  R² = 0.914 5.018 3.717

29.21 y = 6.025x + 11.57,  R² = 0.934 y = 5.338x + 9.620,  R² = 0.818 6.025 5.338

Kinetika ke 3

[PT] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (Vo) DI (Vo)

1.83 y = 2.410x + 13.64,  R² = 0.922 y = 1.655x + 16.60,  R² = 0.938 2.41 1.655

3.65 y = 4.523x + 21.13,  R² = 0.931 y = 3.141x + 19.73,  R² = 0.959 4.523 3.141

7.3 y = 5.998x + 13.13,  R² = 0.894 y = 4.395x + 12.61,  R² = 0.828 5.998 4.395

14.61 y = 5.494x + 14.70,  R² = 0.993 y = 3.351x + 10.69,  R² = 0.934 5.494 3.351

29.21 y = 6.245x + 11.35,  R² = 0.912 y = 5.228x + 12.47,  R² = 0.817 6.245 5.228

Keterangan: PT = pati terlarut, TI = larutan tanpa inhibitor, DI = larutan yang

ditambah inhibitor, dan V0 = kecepatan awal reaksi

y = 0.0013x - 0.0174
R² = 0.9973
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14. Kurva Standar Glukosa dan Nilai V0 Reaksi Hidrolisis α-Glukosidase

14.1 Kurva Standar Glukosa

14.2 Nilai V0 Reaksi Hidrolisis α-Glukosidase

menit
Vc,mxymV 00

M


Kinetika ke 1.

[Maltosa] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (V0) DI (V0)

0.0625 y = 1.130x - 12.515,  R² = 0.852 y = 0.810x + 6.806,  R² = 0.824 1.13 0.81

0.125 y = 1.641x + 15.000, R² = 0.742 y = 1.331x - 5.990,  R² = 0.880 1.641 1.331

0.25 y = 1.788x + 9.625,  R² = 0.857 y = 1.771x - 6.500,  R² = 0.965 1.788 1.771

0.5 y = 2.854x - 27.625,  R² = 0.816 y = 2.029x + 9.625,  R² = 0.898 2.854 2.029

1 y = 3.771x - 25.250,  R² = 0.884 y = 3.195x - 18.750, R² = 0.873 3.771 3.195

Kinetika ke 2

[Maltosa] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (V0) DI (V0)

0.0625 y = 1.134x - 12.488,  R² = 0.851 y = 0.807x + 5.529,  R² = 0.847 1.134 0.807

0.125 y = 1.652x + 14.500, R² = 0.757 y = 1.253x - 5.570,  R² = 0.826 1.652 1.253

0.25 y = 1.661x + 9.500,  R² = 0.816 y = 1.554x - 3.625,  R² = 0.940 1.661 1.554

0.5 y = 2.798x - 28.375,  R² = 0.810 y = 2.005x + 10.500, R² = 0.871 2.798 2.005

1 y = 3.596x - 26.875, R² = 0.837 y = 3.079x - 11.250,  R² = 0.945 3.596 3.079

Kinetika ke 3

[Maltosa] (mM) TI (y = mx + c) DI (y = mx + c) TI (V0) DI (V0)

0.0625 y = 1.147x - 12.574,  R² = 0.849 y = 0.727x + 4.963,  R² = 0.809 1.147 0.727

0.125 y = 1.496x + 13.625, R² = 0.739 y = 1.308x - 6.874,  R² = 0.851 1.496 1.308

0.25 y = 1.648x + 9.875,  R² = 0.815 y = 1.629x - 5.875,  R² = 0.938 1.648 1.629

0.5 y = 2.707x - 27.875,  R² = 0.804 y = 1.754x + 13.500, R² = 0.886 2.707 1.754

1 y = 3.050x - 17.000,  R² = 0.906 y = 2.648x - 13.875,  R² = 0.890 3.05 2.648

Keterangan: TI = larutan tanpa inhibitor, DI = larutan yang ditambah inhibitor, dan

V0 = kecepatan awal reaksi

y = 0.0016x + 0.0048
R² = 0.9961
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15. Nilai KM dan Vmax α-Amilase dan α-Glukosidase

mMV  xmK

M/menitV

cmxy
c

1
V

maxM

max

max









Enzim

Lineveaver-Burk (y = mx + c) KM (mM) Vmax (μM/menit)

TI DI TI DI TI DI

α-Amilase

y = 38.22x + 0.296,

R² = 0.923

y = 57.2x + 0.316,

R² = 0.983 3.38 5.19 7.52 6.41

y = 36.69x + 0.317,

R² = 0.883

y = 56.32x + 0.351,

R² = 0.973 4.10 4.50 7.94 6.25

y = 34.64x + 0.354,

R² = 0.888

y = 61.47x + 0.359,

R² = 0.968 3.95 4.30 8.06 5.85

114.24±1.69 170.90±10.28 3.12±0.28 2.93±0.20

α-Glukosidase

y = 0.450x + 0.133,

R² = 0.898

y = 0.810x + 0.156,

R² = 0.901 129.12 181.01 3.38 3.16

y = 0.516x + 0.126,

R² = 0.871

y = 0.720x + 0.160,

R² = 0.913 115.74 160.46 3.15 2.85

y = 0.490x + 0.124,

R² = 0.924

y = 0.735x + 0.171,

R² = 0.889 97.85 171.23 2.82 2.79

3.81±0.011 4.66±0.47 7.84±0.29 6.17±0.29

Keterangan: TI = larutan tanpa inhibitor, DI = larutan yang ditambah inhibitor, dan

Vmax = kecepatan maksimum reaksi, dan KM = Konstanta Michaelis-

Menten


