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MOTTO

Ada 3 unsur utarna dari tasawwuf yang dapat menuntun seseorang untuk
bertasawwuf dari tingkat rendah menuju peningkatan diri secara bertahap, yaitu:

1. Al Istiqgomah: yang berarti; tekun, telaten, terus-menerus tidak bosan-bosan
mengamalkan apa saja yang dapat diamalkan Mungkin baca Yasin tiap malam
Jum’at, mungkin baca Istighfar sekian kali dalam setiap malam, dan
sebagainya.

2. Az Zuhd: yang berarti terlepas dari ketergantungan hati/batin dengan harta
benda kekuasaan, kesenangan, dan sebagainya, yang ada, di tangannya sendiri,
apalagi yang ada di tangan orang lain. Tidak tergantung berbeda dengan tidak
memiliki, berbeda, dengan tidak punya. Seorang “Zahid” bisa saja kaya, tetapi
hatinya tidak tergantung pada kekayaannya. Barang siapa yang tidak berputus
asa karena sesuatu yang terlepas dari tangannya dan tidak bergembira,
(melewati batas) dengan sesuatu yang diterimanya dari Allah maka dia sudah
mendapatkan zuhud pada, kedua belahujungnya.

3. Al Fagqir: artinya, selalu menyadari kebutuhan diri kepada Allah. Kesadaran
yang mendalam dan terus-menerus, tentang “dirinya membutuhkan Allah”
tidak selalu ada pada setiap orang. Pada suatu saat kesadarannya, akan tinggi
tetapi saat lain kesadarannya menurun.

(K.H. Achmad Shiddiq, Jember)

Dekatlah kepada Allah..! kalau tidak bisa, dekatlah dengan orang yang dekat

dengan-Nya. Serta Jadilah Diri Aku Hanyalah bukan Aku Adalah.
(K.H. Hamim Jazuli “Gus Miek”, Kediri)
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RINGKASAN

Uji Aktivitas Antihiperlipidemia dan Antioksidan Ekstrak Daun bayur
(Pterospermum javanicum Jungh.) dengan Metode Penghambatan Lipase dan
DPPH In Vitro; Putri Nur Rahmawati, 122210101007; 2016: 71 halaman;
Fakultas Farmasi Universitas Jember.

Kesejahteraan sosial di era globalisasi saat ini semakin meningkat
sehingga menyebabkan pola konsumsi masyarakat bergeser pada produk makanan
siap saji yang mengandung banyak lemak dan kurang serat. Kondisi tersebut dapat
menyebabkan masalah hiperlipidemia hingga komplikasi aterosklerosis yaitu
penyakit kardiovaskular. Penelitian beberapa tumbuhan Sterculiaceae seperti kulit
batang bayur (Pterospermum javanicum) menunjukkan dengan kandungan fenolik
dan flavonoidnya terbukti memiliki aktivitas antihiperlipidemia dengan
menghambat kerja lipase dan memiliki aktivitas antioksidan. Di sisi lain
penelitian tentang daun bayur belum pernah dilakukan. Tujuan dari penelitian ini
adalah membandingkan kandungan fenolik dan flavonoid, mengetahui aktivitas
penghambatan lipase, dan mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak n-heksana
(EHB), etil asetat (EEB), dan metanol daun bayur (EMB).

Tahapan penelitian ini yaitu ekstraksi maserasi bertingkat daun bayur
menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran berbeda yaitu n-heksana (non
polar), etil asetat (semi polar), dan metanol (polar), analisis kandungan total
fenolik, analisis kandungan total flavonoid, uji aktivitas penghambatan lipase, dan
uji aktivitas antioksidan. Analisis kandungan total fenolik dilakukan dengan
metode Folin-Ciocalteu dengan pembentukan kompleks molibdenum-tungsen
berwarna biru. Analisis kandungan total flavonoid dilakukan dengan metode
kolorimetri AICI; dengan pembentukan senyawa quino berwarna kuning. Uji
aktivitas penghambatan lipase dilakukan berdasarkan hidrolisis substrat p-NPB
dengan kontrol positif orlistat. Sedangkan uji aktivitas antioksidan dilakukan
dengan metode peredaman radikal DPPH yang ditandai dengan perubahan warna
ungu menjadi kuning dan kontrol positif vitamin C.

Total fenolik EHB, EEB, dan EMB berturut turut adalah 36,089 + 0,193,
54,535 £ 0,377; dan 41,5 £ 0,129 mg GAE/g ekstrak dan total flavonoid berturut-
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turut adalah 63,933 + 0,808; 118,8 + 0,6; dan 107,667 = 0,611 mg QE/g ekstrak.
Total fenolik dan flavonoid tertinggi ditunjukkan pada EEB. Uji aktivitas
penghambatan lipase dan peredaman radikal DPPH masing-masing ekstrak
ditentukan dengan nilai 1Csy. Semakin kecil nilai 1Csy maka semakin besar daya
penghambatan lipase dan peredaman radikal DPPH-nya. Daya penghambatan
lipase terbesar terdapat pada EEB, EMB, dan yang terkecil EHB dengan nilai 1Cs
berturut-turut adalah 1,844 + 0,092; 19,610 £ 0,810; dan 34,149 + 0,883 pg/mL.
Daya penghambatan lipase diketahui berbanding lurus dengan total fenolik dan
flavonoidnya. Semakin besar total senyawa fenolik dan flavonoid maka semakin
besar daya penghambatan lipasenya. Sedangkan daya peredaman radikal DPPH
terbesar terdapat pada EMB, EEB, dan yang terkecil EHB dengan nilai ICs
berturut-turut adalah 23,998 + 0,437 ; 76,667 + 1,370; dan 199,225 + 3,984
pg/mL. Total fenolik, total flavonoid, nilai ICsy penghambatan lipase dan
peredaman radikal DPPH ketiga ekstrak daun bayur menunjukkan perbedaan
bermakna antar sampel ekstrak dianalisis dengan One Way Anova (LSD, p<0,05).

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, EEB dengan penghambatan
lipase paling baik diharapkan mampu menghambat aktivitas lipase pada proses
hidrolisis lemak dalam tubuh, dan EMB dengan aktivitas antioksidan paling baik
diharapkan mampu menghambat proses oksidasi LDL yang merupakan penyebab
utama terjadinya komplikasi aterosklerosis, yaitu penyakit kardovaskular.
Senyawa fenolik daun bayur seperti asam galat dan tanin diduga berperan dalam
penghambatan lipase dan antioksidan. Sedangkan flavonoid seperti kaempferol,
luteolin, kuersetin, dan rutin diduga berperan dalam penghambatan lipase dan
antioksidan. Luteoin, Kkuersetin, rutin dan tanin diketahui memiliki tipe
penghambatan non kompetitif terhadap aktivitas enzim lipase. Senyawa lain yang
diduga juga berperan dalam aktivitas penghambatan lipase dan antioksidan adalah
tanin, terpenoid, saponin, steroid, alkaloid, dan glikosida. Oleh karena itu perlu
adanya penelitian lebih lanjut terkait identifikasi dan isolasi senyawa kimia
ekstrak daun bayur, sehingga dapat diketahui senyawa kimia yang benar-benar

berperan dalam aktivitas antihiperlipidemia dan antioksidan tersebut.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kesejahteraan sosial di era globalisasi saat ini semakin meningkat seiring
berjalannya waktu, sehingga menyebabkan terjadinya pergeseran pola konsumsi
pangan masyarakat kepada produk makanan siap saji, yang mengandung banyak
lemak dan kurang serat. Kondisi ini dapat menyebabkan penumpukan lemak
dalam tubuh hingga menimbulkan permasalahan kegemukan atau obesitas. Data
WHO tahun 2014, sekitar 2,8 juta orang meninggal setiap tahun akibat obesitas.
Berdasarkan data Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) prevalensi obesitas
penduduk laki-laki dewasa pada tahun 2007 sebesar 13,9%, tahun 2010 sebesar
7,8%, dan meningkat pada tahun 2013 sebesar 19,7%. Sedangkan prevalensi
obesitas penduduk perempuan dewasa pada tahun 2007 sebesar 13,9%, tahun
2010 sebesar 15,5%, dan meningkat pada tahun 2013 sebesar 32,9% (Riskesdas,
2013). Obesitas secara langsung dapat menjadi penyebab utama terjadinya
hiperlipidemia, karena menghasilkan kolesterol endogen lebih dari orang normal
(Kamso et al., 2005).

Hiperlipidemia adalah kelainan metabolisme lipid yang ditandai dengan
kelainan (peningkatan atau penurunan) fraksi lipid dalam plasma. Kelainan fraksi
lipid yang utama adalah peningkatan kadar kolesterol total, LDL trigliserida, dan
penurunan kadar kolesterol HDL. Metabolisme lipid terjadi di dalam usus halus
dengan bantuan enzim lipase pankreas. Lipase pankreas merupakan enzim yang
dihasilkan oleh pankreas dan bertugas menghidrolisis lemak menjadi gliserol dan
asam lemak bebas. Semakin banyak lipid yang diserap oleh tubuh, maka semakin
meningkat aktivitas lipase pankreas dalam proses hidrolisis. Sehingga gliserol dan
asam lemak bebas pun meningkat dan terjadi penumpukan lemak dalam tubuh
(Marks et al., 2000). Hal tersebut dapat berpengaruh pada masalah hiperlipidemia.
Cara utama untuk mengatasi masalah hiperlipidemia selain dengan menghindari
makanan tinggi lemak juga dapat dengan menghambat aktivitas enzim lipase yang

merupakan peran dari antihiperlipidemia.
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Hiperlipidemia dikatakan sebagai faktor risiko utama untuk perkembangan
dini aterosklerosis yang berdampak pada komplikasi kardiovaskular (Noorani et
al., 2011). Aterosklerosis adalah pengerasan pembuluh darah serta berkurangnya
elastisitas dan kelenturan dinding pembuluh darah. Proses aterosklerosis diawali
dengan kelainan pada lapisan endotel, pembentukan sel busa (foam cell) dan kerak
lemak (fatty streaks), sehingga menimbulkan lumen arteri menyempit,
mengakibatkan berkurangnya aliran darah, terjadi trombosis hingga dinding arteri
melemah dan terjadi pendarahan (Muttagin, 2008). Pembentukan sel busa dan
kerak lemak terjadi karena penangkapan kolesterol LDL di makrofag oleh SR-A
(reseptor scavenger-A) pada hiperlipidemia yang telah mengalami oksidasi
(Marks et al., 2000). Oksidasi kolesterol LDL terjadi karena radikal bebas yang
berasal dari konsumsi makanan tinggi lemak. Oleh karena itu radikal bebas
penyebab oksidasi kolesterol LDL secara dini perlu diredam, yaitu dengan peran
antioksidan.

Cara konvensional untuk mengatasi masalah hiperlipidemia adalah
menghindari makanan tinggi lemak dan mengonsumsi obat sesuai petunjuk
dokter. Tetapi kepatuhan penderita menurun karena jenuh untuk menjalankan
cara-cara tersebut. Selain itu penggunaan obat-obat antihiperlipidemia memiliki
efek samping yang cukup serius. Seperti obat golongan statin yang memiliki efek
samping hepatotoksik dan miopati, fibrat dan resin memiliki efek samping mual
dan muntah, serta niasin yang memiliki efek samping hiperuriesemia dan
hiperglikemi (Rifkind, 1991). Adanya efek samping dari obat antihiperlipidemia
di atas, memicu upaya penggunaan bahan alami dari tanaman untuk berperan
sebagai alternatif pengobatan dalam masalah hiperlipidemia dan komplikasinya.
Selain itu penggunaan bahan alami juga dimaksudkan untuk memanfaatkan
kekayaan alam Indonesia, karena di dalamnya terdapat berbagai macam tanaman
yang diduga memiliki aktivitas sebagai terapi pengobatan.

Hal ini juga didukung dengan banyaknya penelitian tanaman obat
mengenai kandungan senyawa kimia beserta aktivitas farmakologinya. Berikut
beberapa penelitian tanaman dengan famili Sterculiaceae, yaitu ekstrak daun jati

belanda (Guazuma ulmifolia) dengan kandungan flavonoid terbukti memiliki
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aktivitas antihiperlipidemia dengan menghambat enzim lipase pankreas in vitro
(Iswantini et al., 2011). Ekstrak bunga Pterospermum acerifolium dengan
kandungan flavonoid terbukti memiliki aktivitas antihiperlipidemia in vivo
(Mazumder et al., 2011), sedangkan ekstrak daunnya dengan kandungan fenolik
dan flavonoid terbukti memiliki aktivitas antioksidan dengan meredam radikal
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Kumar dan Arora, 2015). Ekstrak kulit
batang bayur (Pterospermum javanicum) dengan kandungan polifenol dan
flavonoid terbukti memiliki aktivitas antioksidan dengan meredam radikal DPPH
(Saefudin et al., 2013), sedangkan penelitian tentang daunnya belum pernah
dilakukan. Oleh karena itu peneliti tertarik melakukan penelitian tentang daun
bayur tersebut. Selain itu bagian daun tumbuhan lebih dianjurkan untuk penelitian
daripada bagian tumbuhan lain seperti kulit batang, karena pengambilan kulit
batang secara terus menerus akan mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
dari tumbuhan tersebut.

McNair (1935) menyatakan bahwa semakin dekat hubungan kekerabatan
(taxa) akan menghasilkan kandungan kimia yang lebih mirip. Jadi berdasarkan
penelitian kerabat dekat daun bayur diatas, diduga daun bayur juga memiliki
kandungan senyawa fenolik dan flavonoid dengan aktivitasnya sebagai
antihiperlipidemia (penghambat lipase) dan antioksidan. Senyawa fenolik dan
flavonoid memiliki sifat kepolaran yang berbeda-beda, sehingga metode ekstraksi
daun bayur dalam penelitian ini menggunakan metode maserasi bertingkat dengan
menggunakan tiga pelarut yang sifat kepolarannya juga berbeda-beda yaitu n-
heksana, etil asetat, dan metanol. Sehingga diharapkan penggunaan pelarut-pelarut
tersebut dapat menarik senyawa fenolik dan flavonoid yang terkandung pada daun
bayur. Hasil ekstraksi akan didapatkan tiga macam ekstrak, yaitu ekstrak n-
heksana, etil asetat, dan metanol daun bayur. Ketiga ekstrak tersebut akan
dibandingkan kandungan fenolik dan flavonoid serta aktivitas penghambatan

lipase dan antioksidannya.
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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:

a.

Bagaimana kandungan fenolik dan flavonoid ekstrak n-heksana, etil asetat,
dan metanol daun bayur ?

Bagaimana aktivitas penghambatan lipase ekstrak n-heksana, etil asetat, dan
metanol daun bayur ?

Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol

daun bayur ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian yang akan dilakukan adalah untuk:
Untuk mengetahui kandungan fenolik dan flavonoid ekstrak n-heksana, etil
asetat, dan metanol daun bayur.
Untuk mengetahui aktivitas penghambatan lipase ekstrak n-heksana, etil
asetat, dan metanol daun bayur.
Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana, etil asetat, dan

metanol daun bayur.

1.4 Manfaat Penelitian

a.

Penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat untuk:
Pengembangan terapi alternatif antihiperlipidemia dan antioksidan terbaru
bagi dunia kesehatan yang bermanfaat untuk kesehatan masyarakat.
Memberikan inspirasi kepada penulis dan peneliti lain untuk semakin
menggali potensi kekayaan alam Indonesia, khususnya tanaman-tanaman yang

berpotensi memiliki aktivitas sebagai terapi pengobatan alami.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Bayur

2.1.1 Klasifikasi Tumbuhan Bayur (plantamor.com)
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (Berkeping dua/dikotil)
Sub Kelas : Dilleniidae

Ordo : Malvales

Famili : Sterculiaceae

Genus . Pterospermum

Species : Pterospermum javanicum Jungh.

2.1.2 Deskripsi Tumbuhan Bayur

Nama lokal tumbuhan bayur yaitu baling (Jawa), ambulang (Sumatera),
bayur bantai, bayur merah (Kalimantan), bangero, sume (Sulawesi), bolang (Bali),
damar, sala, wae (Nusa Tenggara Timur). Pohonnya berukuran sedang hingga
besar, tingginya mencapai 45 m dan berdiameter mencapai 100-120 cm, biasanya
terdapat akar banir yang tingginya mencapai 2 m, permukaan kulit batang halus,
bersisik atau bercelah dangkal, berlentisel, kulit bagian dalam berserabut. Daun
bayur yaitu tunggal, menyamping, bentuk daun di bagian dasar tidak sama, tepi
daun rata, bergelombang atau bergigi, berambut banyak di bagian bawah daun,
terdapat stipula. Bunga soliter atau muncul tiga bunga sekaligus pada tepi cabang
daun, bunga besar dan menarik, bunga banci, memiliki 5 daun mahkota berwarna
putih atau kuning, daun kelopak berbentuk tabung dengan daun-daun kelopak
bebas, terdapat dasar bunga pendukung benang sari dan putik yang pendek,
terdapat 5 kelompok benang sari yang masing-masing terdiri atas 3 benang sari,
bakal buah menumpang (superior) dan terdiri atas 5 ruang dengan tiap ruang

mengandung banyak bakal buah, tangkai kepala putik ramping. Daun dan bunga
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tumbuhan bayur dapat dilihat pada Gambar 2.1 Buah memanjang, berkayu,
mengandung banyak biji berbentuk kapsul. Biji pipih, bersayap pada salah satu

sisi (Boer dan Lemmens, 1998).

Gambar 2.1 Daun bayur (Sumber: Gurung, 2012)

2.1.3 Kandungan dan Efek Farmakologi Tumbuhan Bayur

Belum ada penelitian tentang kandungan kimia dan efek farmakologi dari
daun bayur, tetapi sudah ada penelitian tentang ekstrak kulit batangnya yang
terbukti dengan kandungan polifenol dan flavonoid memiliki aktivitas antioksidan
dengan meredam radikal DPPH (Saefudin et al., 2013). Berdasarkan studi
literatur, telah dilaporkan tentang kandungan kimia dan efek farmakologi dari
famili Sterculiaceae dan Pterospermum jenis lain.

Ekstrak daun jati belanda (Guazuma ulmifolia) dengan kandungan
flavonoid terbukti memiliki aktivitas antihiperlipidemia dengan menghambat
lipase pankreas in vitro (Iswantini et al., 2011). Sedangkan dengan kandungan
taninnya terbukti memiliki aktivitas penghambatan lipase pankreas in vivo
(Rahardjo, 2005) dan antioksidan (Hidayat et al., 2014). Ekstrak bunga
Pterospermum acerifolium dengan kandungan flavonoid dan tanin terbukti
memiliki aktivitas antioksidan dan antihiperlipidemia in vivo (Mazumder et al.,
2011). Ekstrak daunnya dengan kandungan fenolik seperti asam galat (Bhalke et
al., 2013) dan flavonoid seperti kaempferol, luteolin, kuersetin terbukti memiliki
aktivitas antioksidan dengan meredam radikal DPPH (Saboo et al., 2010) dan

aktivitas antihiperlipidemia dengan menghambat lipase pankreas (Habtemariam,
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2012). Di samping itu senyawa lain pada Pterospermum acerifolium seperti
alkaloid, tanin, saponin, steroid (Rath et al., 2014), terpenoid dan antrakuinon
juga berperan dalam aktivitas penghambatan lipase (Nitin et al., 2014) dan
antioksidan (Jabeen et al., 2016).

Penggunaan kandungan zat kimia sebagai salah satu cara untuk
menentukan hubungan kekerabatan jenis dan di bawah tingkat jenis disebut
kemotaksonomi (Stuessy, 1989). McNair (1935) menyatakan bahwa semakin
dekat hubungan kekerabatan (taxa) akan menghasilkan kandungan kimia yang
lebih mirip. Berdasarkan metode kemotaksonomi tersebut, diduga daun bayur
juga memiliki kandungan kimia fenolik dan flavonoid serta memiliki aktivitas

yang tidak jauh berbeda yaitu antihiperlipidemia dan antioksidan.

2.2 Senyawa Fenolik dan Flavonoid
2.2.1 Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik adalah senyawa yang memiliki satu atau lebih gugus
hidroksil yang menempel di cincin aromatik atau sekurang-kurangnya memiliki
satu gugus fenol. Senyawa ini berperan penting dalam pertumbuhan,
perkembangan, dan pertahanan tanaman terhadap gangguan serangga, jamur,
bakteri, dan virus. Terkait dengan senyawa fenolik, sering terjadi kerancuan
tentang istilah polifenol. Polifenol bukan suatu bentuk polimerisasi senyawa
fenolik, tetapi polifenol merupakan satu senyawa yang memiliki lebih dari satu
gugus fenol, salah satu contoh polifenol yaitu flavonoid. Senyawa fenolik sangat
beragam mulai dari senyawa fenolik sederhana sampai dengan senyawa fenolik
yang kompleks. Oleh karena itu, senyawa fenolik diklasifikasikan berdasarkan
jumlah atom karbon yang beberapa diantaranya adalah fenolik sederhana dengan
struktur C6, asam galat dengan struktur C6-C1, dan flavonoid dengan struktur
C15 (Vermerris dan Nicholson, 2009). Struktur asam galat dapat dilihat pada
Gambar 2.2. Senyawa fenolik diketahui memiliki potensi dalam penghambatan
aktivitas lipase pankreas (Adisakwattana et al., 2012) serta aktivitas antioksidan
dengan meredam radikal DPPH (Kumar dan Arora, 2015).
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Gambar 2.2 Struktur asam galat (Sumber: Vermerris dan Nicholson, 2009)

Satuan dasar yang digunakan dalam analisis aktivitas antihiperlipidemia
dan antioksidan adalah total fenoliknya. Analisis kandungan total fenolik pada
umumnya menggunakan metode Folin Ciocalteu (F-C) dengan asam galat sebagai
standar senyawa fenolik. Senyawa fenolik akan bereaksi dengan natrium karbonat
menghasilkan ion fenolat. lon fenolat dari asam galat adalam garam trisodium.

Persamaan kimia yang mungkin terjadi dapat dilihat pada Gambar 2.3.

Ma
o
TH J\ N_a+
HO._ . _Q::T/,OH HO'HT/ \\TG
2 L,;;' + 3Na,Co, =20 + 3H,0 + 3CO0,
e - N
0=~ TOH 07 0 Na
Asam Galat Garam Trisodium

Gambar 2.3 Reaksi pembentukan ion fenolat dari asam galat (Rayner dan Raynel,
2011)

Reagen F-C yang berwarna kuning merupakan campuran dari asam
fosfomolibdat dan asam fosfotungsat (asam heteropoli). Asam heteropoli dari
kedua asam tersebut direduksi oleh ion fenolat membentuk kompleks
molibdenum-tungsen (Mo-W) berwarna biru yang reaksinya dapat dilihat pada
Gambar 2.4. Semakin besar konsentrasi senyawa fenolik, semakin banyak
senyawa ion fenolat yang mengalami oksidasi, sehingga warna biru yang
dihasilkan semakin pekat (Vermerris dan Nicholson, 2009). Kompleks Mo-W
berwarna biru tersebut yang diukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada

panjang gelombang maksimum 750 nm.
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Gambar 2.4 Reaksi reagen Folin Ciocalteu dengan senyawa fenolik (Singleton
dan Rossi, 1965)

2.1.2 Senyawa Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa turunan dan golongan terbesar dari
senyawa fenolik. Senyawa ini terdiri atas 15 atom karbon yang dapat digambarkan
sebagai deretan senyawa C6-C3-C6, artinya kerangka karbon terdiri atas gugus
C6 (cincin benzen) disambungkan oleh rantai alifatik 3 karbon (Harborne, 1987).
Struktur dasar flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.3. Flavonoid terdapat pada
semua bagian tumbuhan yaitu daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, nektar, buah
dan biji (Markham, 1988). Dalam tumbuhan, flavonoid terikat gula sebagai
glikosida dan aglikon flavonoid yang mungkin terdapat dalam satu tumbuhan
dalam bentuk kombinasi glikosida (Harborne, 1987). Senyawa flavonoid
diketahui memiliki potensi dalam penghambatan aktivitas lipase pankreas

(Iswantini et al., 2010) dan aktivitas antioksidan dengan meredam radikal DPPH

(Kumar dan Arora, 2015).
C -

Gambar 2.5 Struktur dasar flavonoid (Sumber: Sastohamidjojo, 1996)

Analisis flavonoid pada umumnya menggunakan metode kolorimetri
alumunium Klorida karena sederhana, cepat, dan mudah dilakukan. Standar yang
biasa digunakan vyaitu kuersetin. Kuersetin dipilih sebagai standar karena
merupakan salah satu flavonoid yang memiliki gugus katekol. Gugus katekol

kuersetin pada cincin B akan dioksidasi menjadi keton oleh natrium nitrit, dan
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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
AICIl; dan dilanjutkan dengan nitrosilasi oleh asam nitrit. Senyawa tersebut
kemudian direduksi oleh natrium hidroksida yang menghasilkan struktur quino
(Zhu et al., 2009). Mekanisme pembentukan kompleks kuersetin dengan
alumunium dapat dilihat pada Gambar 2.5. Tiga senyawa Kkuersetin akan
mengompleks dengan satu logam alumunium membentuk struktur quino yang
berwarna kuning. Kompleks quino berwarna kuning dari kuersetin memiliki

panjang gelombang maksimum 415 nm.
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Gambar 2.6 Reaksi pembentukan kompleks kuersetin dengan alumuminum (Zhu
et al., 2009)

Cara memisahkan senyawa fenolik pada tanaman dibutuhkan suatu pelarut
yang sifat kepolarannya sama dengan kepolaran senyawa fenolik tersebut.

Pemilihan pelarut ekstraksi umumnya menggunakan prinsip like dissolve like
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yang menyatakan bahwa senyawa bersifat non polar akan larut dalam pelarut non
polar, dan senyawa bersifat polar akan larut dalam pelarut polar (Siedel, 2008).
Senyawa fenolik memiliki sifat kelarutan yang beragam, seperti golongan
flavonoid yang terdiri dari beberapa tipe yaitu aglikon polimetoksi yang bersifat
non polar, aglikon polihidroksi yang bersifat semi polar, dan glikosida yang
bersifat polar karena mengandung sejumlah gugus hidroksil dan gula (Harbone,
1987). Aglikon polimetoksi seperti golongan flavon (luteolin dan apigenin) dan
isoflavon (ganestein dan daidzein) larut dalam n-heksana, petroleum eter (PE),
kloroform, eter, etil asetat, dan metanol. Aglikon polihidroksi seperti golongan
flavonol (kuersetin dan kaempferol) tidak larut dalam n-heksana, PE, kloroform,
tapi larut dalam eter, etil asetat, etanol dan sedikit larut dalam air. Sedangkan
glikosida seperti rutin tidak larut dalam n-heksana, eter, PE, kloroform, sedikit
larut dalam etil asetat, etanol, dan sangat larut dalam air (Robinson, 1995).

Oleh karena itu, dipilih metode ekstraksi maserasi bertingkat dengan
menggunakan pelarut non polar, semi polar, dan polar. Metode ekstraksi dengan
cara maserasi merupakan proses selektif untuk mengambil zat terlarut dari
campuran dengan merendam sampel dalam pelarut dengan atau tanpa pengadukan
(Harborne, 1987). Selanjutnya akan diuji kandungan total fenolik dan flavonoid
dari masing-masing ekstrak non polar, semi polar, dan polar. Menurut Shahidi dan
Marian (1995) pengujian total fenolik dan flavonoid bertujuan untuk menentukan
total senyawa fenolik dan flavonoid yang terkandung di dalam sampel, sehingga
diduga bila kandungan senyawa fenolik dalam sampel tinggi maka aktivitas

antihiperlipidemia dan antioksidannya juga akan tinggi.

2.3 Lemak

Lemak juga disebut lipid yang beredar di dalam tubuh, diperoleh dari dua
sumber yaitu dari makanan dan hasil produksi organ hati dan bisa disimpan di
dalam sel-sel lipid sebagai cadangan energi. Secara umum lemak berfungsi
sebagai sumber energi utama untuk proses metabolisme tubuh, pelindung organ
tubuh, pembentukan sel, sumber asam lemak esensial, alat angkut vitamin larut

lemak, pelumas organ-organ gerak, dan memelihara suhu tubuh. Lemak yang
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diperoleh dari makanan akan diuraikan menjadi kolesterol, triasilgliserol atau
trigliserida, fosfolipid dan asam lemak bebas pada saat dicerna dalam usus.
Keempat unsur ini akan diserap dari usus dan masuk ke dalam darah (Lichtensein
dan Jones, 2001). Lipid bersifat non polar atau tidak larut air, sehingga
membutuhkan peran protein selama proses pengangkutan dalam darah untuk
selanjutnya menuju ke hati. lkatan lipid dengan protein disebut lipoprotein.
Lipoprotein terdiri dari lima jenis yaitu kilomikron, VLDL (very low density
lipoprotein), IDL (intermediate density lipoprotein), LDL (low density
lipoprotein), dan HDL (high density lipoprotein) (Mayes, 1990).

2.4 Metabolisme Lemak

Makanan mengandung triasilgliserol yang merupakan lemak simpanan
utama dalam tumbuhan dan hewan yang menjadi makanan kita. Rute utama
pencernaan triasilgliserol adalah hidrolisis menjadi 2-monoasilgliserol dan asam
lemak di dalam lumen usus. Tetapi pada dasarnya hidrolisis triasilgliserol dimulai
oleh enzim lipase lidah dalam mulut. Lipase lidah akan menghidrolisis asam
lemak rantai pendek dan sedang saja (mengandung atom karbon 12 atau kurang).
Aktivitas lipase lidah ini rendah pada orang dewasa, dan tinggi pada bayi karena
bayi banyak mengkonsumsi susu sapi yang mengandung triasilgliserol dengan
kandungan asam lemak rantai pendek dan sedang yang tinggi. Asam lemak rantai
pendek dan sedang mudah berinteraksi dengan medium berair sehingga dapat
langsung diserap melalui lambung. Di dalam lambung, lemak akan dihidrolisis
oleh lipase lambung yang juga aktif terhadap asam lemak rantai pendek dan
sedang (Marks et al., 2000).

Lemak makanan meninggalkan lambung dan masuk ke dalam usus halus
untuk menjalani emulsifikasi (tersuspensi dalam partikel-partikel halus dalam
lingkungan air) oleh garam empedu. Garam-garam empedu adalah senyawa
amfifatik (mengandung komponen hidrofobik dan hidrofilik) yang disintesis di
hati dan disekresikan melalui kandung empedu ke dalam lumen usus. Kontraksi
kandung empedu dan sekresi enzim lipase pankreas dirangsang oleh hormon

kolesistokinin. Lemak yang mengalami emulsifikasi diserang oleh enzim
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pencernaan dari pankreas. Lipase pankreas merupakan enzim utama yang
mencerna triasilgliserol makanan dan dihasilkan oleh pankreas. Lipase pankreas
disekresi bersama dengan protein lain yaitu kolipase. Kolipase mengikat lemak
makanan dan lipase tersebut, sehingga lipase menjadi lebih aktif. Lipase pankreas
menghidrolisis asam lemak dari semua panjang rantai pada triasilgliserol dan
menghasilkan asam lemak bebas dan 2-monoasilgliserol. Lipase pankreas juga
menghasilkan esterase yang memutus asam lemak dari berbagai senyawa
(misalnya ester kolesterol) dan fosfolipase yang mencerna fosfolipid menjadi
komponen-komponennya. Reaksi hidrolisis triasilgliserol menjadi asam lemak
dan 2-monoasilglierol oleh enzim lipase dapat dilihat pada Gambar 2.4.

o)
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—O0 R —OH —OH
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0 _ 0
| ﬂ Lipase H
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Triasilgliserol 1,2(2,3) Diasilgliserol 2-Monoasilgliserol Asam lemak

Gambar 2.7 Reaksi hidrolisis triasilgliserol menjadi 2-monoasilgliserol dan asam
lemak (Sumber: Carvalho et al., 2009)

Setelah proses hidrolisis, asam lemak dan 2-monoasilgliserol menyatu
dalam bentuk misel, bersama dengan garam empedu diabsorbsi melalui mukosa
intestinal. Masuknya asam lemak ke dalam sel segera diikuti dengan pengikatan
asam lemak ke protein pengikat, yang mempunyai afinitas tinggi terhadap asam
lemak rantai panjang. Secara bersamaan asam lemak dan 2-monoasilgliserol
berdifusi secara pasif ke dalam sel epitel, kemudian dengan cepat diubah menjadi
triasilgliserol kembali. Triasilgliserol yang baru disintesis tersusun menjadi
kilomikron. Kilomikron dihasilkan oleh usus dan banyak mengangkut
triasilgliserol makanan. Kilomikron melewati dinding usus, masuk ke aliran darah
dan selanjutnya menuju ke hati. Kilomikron yang baru lahir disebut kilomikron

nasens. Setelah menerima protein dari HDL di dalam limfa dan darah, kilomikron
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menjadi matang. Bagian kilomikron yang yang tetap berada dalam darah, setelah
dicerna oleh lipase lipoprotein dikenal sebagai kilomikron sisa. Kilomikron sisa
berikatan dengan reseptor di hepatosit (sel utama dihati) dan diserap melalui
proses endositosis. Di hati terjadi proses hidrolisis kembali oleh lipase lipoprotein,
yaitu VLDL menjadi IDL, dan IDL menjadi LDL. LDL merupakan lipoprotein
yang paling banyak mengandung kolesterol, dan sebagian kolesterol LDL tersebut
akan mengalami oksidasi yang akan ditangkap oleh reseptor SR-A (scavenger-A)
di makrofag kemudian menjadi sel busa (foam cell). Kolesterol di makrofag akan
diambil oleh HDL. HDL merupakan lipoprotein dengan sedikit kolesterol.
Sehingga semakin tinggi kadar kolesterol, maka akan semakin bersifat protektif
terhadap oksidasi kolesterol LDL (Marks et al., 2000). Proses metabolisme lemak
pada saat kenyang dapat dilihat pada Gambar 2.5.

Triasilgliserol
(TG)

Kandung empedu

Kllom'kroj:asconl
apoB 4Fosfo-
AL}.TG lipid

Gambar 2.8 Metabolisme lemak pada saat kenyang. Keterangan TG:
triasilgliserol, ge: garam empedu, AL: asam lemak, 2-MG: 2-
Monoasilgliserol (Sumber: Marks et al., 2000)
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Berdasarkan proses metabolisme lemak di atas, enzim lipase khususnya
lipase pankreas terbukti memiliki peranan penting. Semakin aktif aktivitas lipase
maka akan semakin banyak pula asam lemak dan gliserol yang diserap. Sehingga
akan menimbulkan penimbunan lemak dalam tubuh dan memicu masalah
hiperlipidemia yang merupakan faktor risiko utama komplikasi aterosklerosis dan
berdampak pada penyakit kardiovaskular (Noorani et al., 2011). Cara utama
mengatasi masalah tersebut selain dengan menghindari makanan tinggi lemak,
juga dapat dengan menghambat aktivitas lipase. Penghambatan aktivitas lipase
merupakan peran dari suatu inhibitor. Inhibitor bertugas untuk menghambat
proses katalitik suatu enzim yang telah menempel pada substrat, sehingga
aktivitas enzim dalam menghasilkan produk menjadi terhambat (Marks et al.,
2000). Dalam proses metabolisme lemak, yang berperan sebagai substrat adalah
triasilgliserol dan produknya adalah asam lemak dan gliserol. Ada dua macam
inhibitor yaitu inhibitor kompetitif dan non kompetitif. Inhibitor kompetitif adalah
molekul penghambat yang kerjanya bersaing dengan substrat untuk mendapatkan
sisi aktif enzim. Sedangkan inhibitor non kompetitif adalah molekul penghambat
enzim yang kerjanya dengan cara melekatkan diri pada luar sisi aktif, sehingga
menyebabkan perubahan bentuk enzim dan sisi aktif yang tidak dapat berfungsi
(Aryulina et al., 2004).

Inhibitor atau penghambat lipase yang telah digunakan di pasaran adalah
orlistat (Xenical®). Orlistat merupakan suatu turunan lipstatin yang dihasilkan
oleh bakteri Streptomyces toxitricini bekerja dengan membatasi absorpsi lemak
dari makanan di dalam lambung dan usus halus dengan menghambat aktivitas
lipase gaster dan pankreas (Hadvary et al. 1988). Mekanisme orlistat dalam
menghambat aktivitas lipase pankreas ialah non kompetitif, yaitu dengan cara
membentuk suatu ikatan kovalen pada bagian serin yang aktif dari lipase pankreas
dan lambung, sehingga mengubah enzim tersebut menjadi non aktif (Roche,
2008). Selain itu juga terdapat inhibitor alami yang berasal dari tanaman. Di
dalam tanaman tersebut terdapat kandungan senyawa kimia fenolik dan flavonoid

yang berperan sebagai penghambat lipase.
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Metode pengujian penghambatan lipase dapat menggunakan p-nitrofenil
butirat (p-NPB) yang berperan sebagai substrat. Pada proses hidrolisis substrat p-
NPB yang awalnya tidak berwarna dengan penambahan Kkatalis lipase akan
menghasilkan produk butirat dan ion p-nitrofenolat yang menghasilkan warna
kuning (Pliego et al., 2015). Adanya penambahan inhibitor dengan berberapa
tingkat konsentrasi akan menyebabkan warna kuning yang terbentuk semakin
memudar. Hal tersebut menunjukkan bahwa aktivitas lipase dalam proses
hidrolisis untuk menghasilkan produk mulai terhambat. Pengukuran absorbansi
pada panjang gelombang 415 nm dilakukan setelah penambahan aseton sebagai
penghenti reaksi. Penambahan aseton tidak hanya membantu untuk menghentikan
reaksi, tetapi juga mampu memperjelas warna dari campuran reaksi, sehingga
mempermudah deteksi terhadap aktivitas lipase (Gomes et al., 2011). Reaksi
hidrolisis p-NPB oleh lipase dapat dilihat pada Gambar 2.6. Pada umumnya
penelitian tentang aktivitas penghambatan lipase ditentukan dengan perolehan
nilai 1Csp. Nilai 1Cso adalah kemampuan ekstrak dalam menghambat aktivitas
lipase sebanyak 50%. Semakin kecil nilai 1Cs; maka akan semakin kuat sampel

tersebut dalam menghambat aktivitas lipase (Adisakwattana, 2012).
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Gambar 2.9 Reaksi hidrolisis enzimatik p-NPB oleh lipase (Sumber: Pliego et al.,
2015)

2.5 Hiperlipidemia

Hiperlipidemia ialah kelainan metabolisme lipid yang ditandai dengan
peningkatan atau penurunan fraksi lipid dalam plasma. Kelainan fraksi lipid yang
utama adalah peningkatan kadar kolesterol total, LDL, trigliserida, dan penurunan
kadar kolesterol HDL (Marks et al., 2000). Peningkatan kadar plasma dari serum
kolesterol total dan LDL serta penurunan HDL dapat menjadi penyebab timbulnya
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aterosklerosis dan  merupakan faktor risiko perkembangan penyakit
kardiovaskular (Tuminah, 2009). Sedangkan semakin tinggi kadar kolesterol HDL
akan semakin bersifat protektif dalam tubuh (Murray, 2009). Klasifikasi
kolesterol total, LDL, HDL, dan trigliserida dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Klasifikasi kolesterol total, kolesterol LDL, kolesterol HDL,
dan trigliserida.

Jenis lipid Kadar dalam darah (mg/dL) Klasifikasi
Kolesterol total <200 Normal
200-239 Batas atas
>240 Tingqi
LDL <100-129 Normal
130-159 Batas atas
160-189 Tinggi
>190 Sangat tinggi
HDL <40 Rendah
>60 Tinggi
Trigliserida <150 Normal
150-199 Batas atas
200-499 Tinggi
>500 Sangat tinggi

Sumber: Dipiro et al., 2008

Hiperlipidemia dapat terjadi karena beberapa faktor seperti berat badan,
usia, kurang olahraga, stress, emosional, gangguan metabolisme, kelainan genetik,
dan pola makan yang tinggi kadar kolesterol dan lemak jenuh (Marks et al.,
2000). Sehingga cara mengatasi masalah hiperlipidemia ialah mengatur diet
dengan mempertahankan berat badan normal dan mengurangi kadar lipid dalam
plasma. Selain itu kondisi lain yang dapat menyebabkan hiperlipidemia yaitu
diabetes, penyakit ginjal, kehamilan, dan kelenjar tiroid kurang aktif.

Berdasarkan kompleksitas penyakit, hiperlipidemia diklasifikasikan
menjadi dua jenis, yaitu hiperlipidemia primer dan hiperlipidemia sekunder.
Hiperlipidemia primer adalah hiperlipidemia yang disebabkan oleh kelainan
genetik terhadap metabolisme lipid. Biasanya kelainan ini tidak memberikan
gejala atau keluhan, dan ditemukan secara kebetulan pada waktu pemerikaan
laboratorium, misalnya waktu check up. Sedangkan hiperlipidemia sekunder
adalah peningkatan kadar lipid darah yang disebabkan oleh penyakit atau keadaan
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lain, seperti diabetes melitus, gangguan tiroid, penyakit hepar, dan penyakit ginjal.
Hiperlipidemia sekunder juga dapat disebabkan oleh obat-obat seperti beta bloker,
diuretik, estrogen, dan gestagen (Raharjo, 2009).

Obat antihiperlipidemia menurut Rifkind (1991), Aschenbrenner dan
Samantha (2009) diantaranya adalah orlistat yang memiliki efek samping ringan
dan sementara terhadap saluran cerna (flatus disertai feses, feses berlemak atau
berminyak) dan penurunan absorbsi vitamin larut lemak. Fibrat seperti
gemfibrozil, benzafibrat, klofibrat, dan fenolfibrat yang memiliki efek samping
mual dan diare. Tidak boleh diberikan pada pasien disfungsi hepar, pasien gagal
ginjal, anak-anak dan ibu hamil. Niasin yang memiliki efek samping menurunkan
tekanan darah, dispepsia, pruritus, hiperglikemi, hiperurisemia, dan hepatotoksik.
Tidak boleh diberikan pada pasien diabetes mellitus yang memburuk, peptic ulcer,
gout, dan ibu hamil. Berdasarkan efek samping yang dijelaskan dari beberapa
contoh obat diatas, memicu berbagai penelitian untuk meneliti bahan alami dari
tanaman yang diduga memiliki aktivitas antihiperlipidemia. Bahan alami dari
tanaman tersebut diharapkan selain berperan sebagai alternatif pengobatan dalam
masalah hiperlipidemi juga diharapkan dapat menghambat terjadinya komplikasi

aterosklerosis, yaitu penyakit kardiovaskular.

2.6 Komplikasi Hiperlipidemia dan Peran Antioksidan

Hiperlipidemia dikatakan sebagai faktor risiko utama untuk perkembangan
dini aterosklerosis yang berdampak pada komplikasi kardiovaskular (Noorani et
al., 2011). Aterosklerosis adalah pengerasan pembuluh darah serta berkurangnya
elastisitas dan kelenturan dinding pembuluh darah. Proses aterosklerosis diawali
dengan kelainan pada lapisan endotel, pembentukan sel busa (foam cell) dan kerak
lemak (fatty streaks). Sehingga menimbulkan lumen arteri menyempit,
mengakibatkan berkurangnya aliran darah, oklusi mendadak pembuluh darah
karena terjadi trombosis, kemudian melepaskan kepingan trombus dan dinding
arteri menjadi melemah dan terjadi perobekan hingga pendarahan (Muttaqin,
2008). Aterosklerosis sangat dipengaruhi kadar kolesterol yang tinggi, khususnya
LDL. Kadar kolesterol LDL yang tinggi pada hiperlipidemia merupakan penyebab
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utama terbentuknya sel endotel dan miosit dan kemudian dimakan oleh makrofag
sehingga terbentuk sel busa dan kerak lemak (Marks et al., 2000). Pembentukan
sel busa dan kerak lemak menimbulkan penyumbatan pembuluh darah sehingga
dapat berdampak pada penyakit kardiovaskular seperti serangan jantung dan
stroke.

Kolesterol LDL dapat mengalami oksidasi, agregasi, dan berikatan dengan
proteoglikan atau menyatu dengan kompleks imun. Terjadinya oksidasi kolesterol
LDL disebabkan karena penyerangan dari radikal bebas. Radikal bebas dapat
menyerang senyawa apa saja terutama lipid dan mengakibatkan kerusakan pada
sel. Radikal bebas memiliki elektron yang tidak berpasangan pada orbit luarnya
yang mampu mengambil elektron lain dari molekul stabil disekitarnya. Proses
pembentukan radikal bebas dalam tubuh bisa melalui pernapasan, lingkungan
tidak sehat, dan makanan berlemak. Mengkonsumsi makanan tinggi lemak sangat
berpotensi menghasilkan radikal bebas. Lemak mempunyai ikatan rangkap pada
atom C-nya dan sangat mudah dioksidasi atau terserang peroksidasi lipid dan akan
membentuk radikal peroksida lipid. Menurut Droge (2002), pembentukan radikal
peroksida lipid terdapat tiga tahap.

a. Tahap inisiasi . senyawa turunan asam lemak bersifat tidak stabil
dan sangat reaktif akibat hilangnya satu atom hidrogen.

RH—— R*+H*

b. Tahap propagasi . radikal bebas asam lemak akan bereaksi dengan

oksigen dan membentuk radikal peroksida.
R*+O,— ROO*

c. Tahap terminasi . radikal peroksida lebih lanjut akan menyerang
asam lemak dan menghasilkan hidroperoksida dan radikal asam lemak
baru.

ROO*+RH ———» ROOH+R*

Pembentukan radikal peroksida lipid dapat dihambat dengan peran
antioksidan. Mekanisme kerja antioksidan terhadap oksidasi lipid secara umum
adalah menghambat oksidasi lipid pada tahap awal. Antioksidan mampu meredam

dampak dari radikal bebas dengan cara memberikan elektronnya kepada molekul
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radikal bebas tanpa menganggu fungsinya, sehingga dapat menstabilkan radikal
bebas dan dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas (Halliwell et al.,
2004).

Antioksidan ada dua jenis yaitu antioksidan internal dan antioksidan
eksternal. Antioksidan internal disebut juga antioksidan enzimatis diproduksi
sendiri di dalam tubuh manusia. Antioksidan internal terdiri dari superoksida,
dismutase (SOD), katalase, dan glutation peroksidase. Sedangkan antioksidan
eksternal disebut juga antioksidan non enzimatis, antara lain vitamin A, vitamin
C, vitamin E, B karoten, likopen, dan flavonoid yang dapat ditemukan pada sayur
dan buah-buahan. Antioksidan eksternal berperan sebagai pencegah dan sistem
pertahanan tubuh, bekerja dengan menangkap radikal bebas (free radical
scavenger) kemudian mencegah reaktivitas amplifikasinya.

Metode pengukuran aktivitas antioksidan dapat menggunakan metode
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). Pengujian antioksidan dengan metode DPPH
merupakan salah satu metode yang sederhana, murah, cepat, dan paling umum
digunakan in vitro karena tidak membutuhkan sampel dan reagen dalam jumlah
yang banyak. DPPH yang merupakan suatu molekul radikal bebas dengan warna
ungu dapat berubah menjadi senyawa yang stabil dengan warna kuning oleh
reaksi dengan antioksidan, karena antioksidan memberikan satu elektronnya pada
DPPH sehingga terjadi peredaman pada radikal bebas DPPH. Uji DPPH
merupakan metode yang mudah untuk menapis sejumlah kecil molekul
antioksidan karena reaksi dapat diamati secara visual menggunakan KLT, atau
juga intensitasnya dapat dianalisis melalui spektrofotometri sederhana. Struktur
DPPH dan reaksinya dengan antioksidan ditunjukkan pada Gambar 2.7.
Pengukuran kapasitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 517 nm.

Senyawa radikal DPPH yang tidak stabil dan awalnya berwarna ungu, jika
direaksikan dengan antioksidan yang mengandung atom hidrogen akan menjadi
stabil karena antioksidan memberikan atom hidrogennya pada DPPH. Terjadi
proses peredaman radikal bebas sehingga DPPH menjadi senyawa non radikal

yang stabil dan membentuk warna kuning. Sedangkan jika tidak terjadi reaksi


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

21

dengan antioksidan, DPPH akan tetap menjadi senyawa radikal yang tidak stabil
dan tetap berwarna ungu (Yuhernita dan Juniarti, 2011).

DPPH radikal (ungu) DPPH stabil (kuning)

Gambar 2.10 Reaksi DPPH radikal menjadi DPPH stabil (Sumber: Yuhernita dan
Juniarti, 2011)

Pada umumnya penelitian tentang aktivitas antioksidan ditentukan dengan
perolehan nilai 1Csp. Nilai ICso adalah kemampuan ekstrak dalam meredam
radikal sebanyak 50%. Menurut Molyneux (2004) menggolongkan aktivitas
antioksidan berdasarkan nilai 1Csy yang diperoleh, yaitu sangat kuat (ICsp < 50
pug/mL), kuat (50 pg/mL < ICsp > 100 pg/mL), sedang (100 ug/mL < ICsy >150
pug/mL), lemah (150 pg/mL < ICsp > 200 pg/mL), dan sangat lemah (ICsq > 200
pg/mL).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah true experimental laboratories.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan fenolik, flavonoid, aktivitas
antihiperlipidemia dengan metode penghambatan lipase in vitro dan aktivitas

antioksidan dengan metode peredaman radikal DPPH dari ekstrak daun bayur.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dimulai pada Desember 2015 di CDAST (Center for

Development of Advanced Science and Technology) Universitas Jember.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah jenis ekstrak
dan konsentrasi ekstrak daun bayur yang diperoleh dari Taman Nasional Meru
Betiri.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah total fenolik, total flavonoid,

aktivitas penghambatan lipase, dan aktivitas antioksidan.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah metode ekstraksi, waktu
ekstraksi, jenis pelarut, metode penentuan total fenolik, metode penentuan total

flavonoid, metode uji aktivitas penghambatan lipase, dan uji aktivitas antioksidan.
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3.4 Rancangan Penelitian
3.4.1 Definisi Operasional
Definisi operasional dalam penelitian ini yaitu :

1. Daun bayur yang digunakan berasal dari Taman Nasional Meru Betiri dan
dipanen pada bulan Oktober 2014 dan sudah divalidasi oleh Balai Taman
Nasional Meru Betiri dengan surat Nomor: BA.1271/BTNMB-1/2015

2. Tumbuhan bayur dipilih yang sudah besar dan berbunga, kemudian daun bayur
yang digunakan diambil secara acak tanpa membedakan daun muda dan daun
tua.

3. Metode ekstraksi yang digunakan yaitu menggunakan metode maserasi
bertingkat dengan perbedaan kepolaran pelarut. Pelarut yang digunakan dalam
ekstraksi adalah n-heksana (non polar), etil asetat (semipolar), dan metanol
(polar).

4. Analisis kadar fenolik menggunakan Folin-Ciocalteu 50% dan Na,CO3 dengan
standart asam galat (galic acid). Kadar fenolik diukur dalam mg galic acid
equivalent (GAE) per gram ekstrak. Analisis kadar flavonoid menggunakan
Na;NO, dan Na,CO; dengan standart kuersetin. Kadar flavonoid diukur dalam
mg quersetin equivalent (QE) per gram ekstrak.

5. Konsentrasi uji untuk uji aktivitas antihiperlipidemia dan antioksidan
berdasarkan kadar total fenoliknya.

6. Uji penghambatan lipase menggunakan enzim lipase dari bakteri, substrat p-
NPB (p-nitrofenil butirat) dengan kontrol positif orlistat. Blanko uji adalah
semua bahan uji tanpa sampel, dan keberadaan sampel diganti dengan pelarut
yang digunakan. Sedangkan blanko sampel adalah sampel uji ditambah dengan
pelarut hingga sama dengan volume pengujian.

7. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dengan kontrol positif

asam askorbat (vitamin C).
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3.4.2 Rancangan Percobaan

Pada penelitian ini akan dilakukan uji aktivias penghambatan lipase dan
uji aktivitas antioksidan pada daun bayur. Tahap awal penelitian dilakukan
ekstraksi dengan menggunakan tiga pelarut dengan perbedaan kepolaran yaitu n-
heksana, etil asetat, dan metanol. Kemudian dilakukan pengukuran kadar fenolik
dan flavonoid. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antihiperlipidemia dengan
metode penghambatan lipase in vitro dan uji aktivitas antioksidan dengan metode
peredaman radikal DPPH. Diagram rancangan percobaan dapat dilihat pada
Gambar 3.1.

AH
F1

EHB < < AO
F2

AH
F1

P S EEB < < AO
F2

AH

1 kK

EMB K o

F2

Gambar 3.1 Diagram rancangan percobaan

Keterangan :
P : Populasi tanaman bayur
S : Sampel daun bayur

EHB : Ekstrak n-heksana daun bayur
EEB : Ekstrak etil asetat daun bayur
EMB : Ekstrak metanol daun bayur
F1 . Uji kadar fenolik

F2 : Uji kadar flavonoid

AH  :Uji aktivitas antihiperlipidemia
AO  :Uji aktivitas antioksidan
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3.4.3 Alur Penelitian

Alur penelitian yang dilakukan dapat dilihat pada Gambar 3.2.

Serbuk daun bayur

Dimaserasi dengan
pelarut n-heksana

Filtrat n-heksana

Dievaporasi
pada suhu 40°C

Ekstrak n-heksana

Residu
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Dimaserasi dengan
pelarut etil asetat

Filtrat etil asetat

Residu

Dievaporasi pada
suhu 40°C

Ekstrak etil asetat

Dimaserasi dengan
pelarut metanol

Filtrat metanol

Residu

Dievaporasi pada
suhu 40°C

Ekstrak

metanol

Pengukuran kadar fenolik

Pengukuran kadar flavonoid

Uji penghambatan Uj

antioksidan

lipase

Analisis data

Gambar 3.2 Alur penelitian
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3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah alat-alat gelas, timbangan
analitik, vacuum evaporator (Steroglass StrikE300), mikro pipet, microplate
reader, inkubator (Stuart SBS40), satu set alat spektrofotometer UV-Vis (Hitach
U-2900), shaker (Stuart SSL1), dan sentrifugator (Hitachi CF15RXII).

3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi daun bayur
(Pterospermum javanicum); n-heksana (Merck); etil asetat (Merck); metanol
(Merck); reagen Folin-Ciocalteu (Merck); natrium karbonat (Brataco); asam galat
(Sigma-Aldrich); natrium nitrit (Brataco); Alumunium (I11) klorida (Merck);
natrium hidroksida (Merck); kuersetin (nacalai tasque); 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazil (DPPH) (nacalai tasque); etanol (Merck); asam askorbat (nacalai tasque);
p-NPB (Sigma-Aldrich); natrium asetat (Merck); Triton X-100 (Merck); asam
asetat (Merck); aseton (Merck); orlistat (Roche S. P. A. Milan), lipase porcine
pancreas (Sigma-Aldrich).

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Perlakuan Awal Sampel

Sampel daun bayur yang diambil dari Taman Nasional Meru Betiri
dibersihkan dari kotoran-kotoran, kemudian dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan tanpa terkena sinar matahari langsung dan selanjutnya digiling hingga
diperoleh dalam bentuk simplisia kering. Simplisia daun bayur diserbuk dan

diayak.

3.6.2 Ekstraksi

Ekstraksi daun bayur dilakukan dengan metode maserasi bertingkat.
Metode maserasi bertingkat yaitu dengan menggunakan tiga jenis pelarut yang
berbeda tingkat kepolarannya yaitu n-heksana (non polar), etil asetat (semipolar),

dan metanol (polar). Serbuk daun bayur ditimbang sebanyak 50 gram,
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dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL. Ditambahkan 500 mL pelarut ke
dalam erlenmeyer dan digojog menggunakan shaker selama 3 x 24 jam pada suhu
ruang. Setelah tiga hari, difiltrasi dengan menggunakan corong buchner dan
dilanjutkan dengan evaporasi menggunakan evaporator vakum pada suhu 40° C
sampai didapatkan ekstrak kental. Residu atau ampas dikeringkan di dalam oven
kemudian digojog kembali dengan pelarut selanjutnya dalam volume 500 mL
selama 3 x 24 jam pada suhu ruang. Setelah tiga hari difiltrasi dan dilanjutkan
dengan evaporasi kembali pada suhu 40° C hingga didapatkan ekstrak kental.
Ekstrak kental yang didapatkan dari ketiga pelarut tersebut yaitu ekstrak n-
heksana, etil asetat, dan metanol daun bayur yang kemudian disimpan pada wadah
gelap, diberi label dan disimpan dalam lemari pendingin untuk selanjutnya

dilakukan pengujian.

3.6.3 Analisis Kandungan Total Fenolik

Kandungan total senyawa fenolik ditentukan berdasarkan metode Taga et
al. (1984) dan dihitung berdasarkan standar asam galat. Metode penelitian ini
telah dioptimasi oleh Wahyudi (2015). Sebanyak 50 mg sampel ekstrak dilarutkan
dalam metanol p.a sampai 10 mL. Larutan sampel ekstrak dipipet sebanyak 50 pL,
ditambahkan ke dalam 1 mL Na,CO3; 2% (b/v) dan didiamkan selama 2 menit.
Kemudian ditambahkan 50 pL reagen Folin-Ciocalteu 50% (v/v) ke dalam
campuran, dicampur menggunakan vortex dan diinkubasi selama 30 menit pada
suhu ruang. Absorbansi campuran diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 750 nm. Total fenolik masing-masing ekstrak ditentukan
dalam mg GAE per gram ekstrak menggunakan persamaan dari kurva standar
asam galat, dengan beberapa konsentrasi asam galat yaitu 3, 6, 9, 12 dan 15

pug/mL. Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali replikasi.

3.6.4 Analisis Kandungan Total Flavonoid
Kandungan total senyawa flavonoid ditentukan berdasarkan metode

kolorimetri yang mengacu pada Chang et al. (2002) dan dihitung berdasarkan
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standar kuersetin. Metode penelitian ini telah dioptimasi oleh Wahyudi (2015).
Larutan sampel ekstrak dipipet sebanyak 150 pL ditambahkan dalam 400 pL
akuades. Kemudian ditambahkan dengan 30 pL. NaNO; 5% (b/v) dan 30 pL
AICI3 10% (v/v). Setelah 6 menit, ditambahkan 200 uL. NaOH 1 M dan 240 pL
akuades, lalu dicampur menggunakan vortex. Absorbansi campuran diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 415 nm. Total
flavonoid masing-masing ekstrak ditentukan dalam mg QE per gram ekstrak
menggunakan persamaan dari kurva standar kuersetin dengan beberapa
konsentrasi kuersetin yaitu 10, 20, 40, 50 dan 60 ug/mL. Pengujian dilakukan
sebanyak tiga kali replikasi.

3.6.5 Pengujian Penghambatan Lipase

Pengujian penghambatan lipase mengacu pada Nakuku (2002) meliputi
beberapa tahap mulai dari preparasi substrat hingga perhitungan persentase
hambatan lipase. Metode penelitian ini telah dioptimasi oleh Apriliani (2015).
Preparasi substrat dimulai dengan ditimbang 1,61 mg p-NPB, dimasukkan dalam
erlenmeyer 100 mL. Kemudian ditambahkan 10 mL Triton X-100 4% (dalam
buffer asam asetat), dihangatkan pada suhu 60° C sampai jernih (£ 2 menit).
Selanjutnya ditambahkan 1 mL buffer asam asetat 1M (pH 5,61), diinkubasi pada
suhu ruang selama 5 menit. Dan ditambahkan 8 mL akuades. Substrat ini dapat
disimpan pada suhu 20-30° C.

Pengujian penghambatan lipase selanjutnya yaitu dipipet 425 pL substrat
p-NPB, diinkubasi pada suhu 37 °C selama 5 menit. Ditambahkan 50 pL larutan
sampel dengan beberapa konsentrasi uji berdasarkan konsentrasi fenolik, yaitu 1,
2, 3, 4 dan 5 pg GAE/mL. Ditambahkan 100 pL enzim, diinkubasi pada suhu 37
°C selama satu jam. Setelah satu jam ditambahkan 1 mL aseton untuk
menghentikan reaksi. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 412 nm.
Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali replikasi. Kontrol positif metode berikut
menggunakan orlistat. Persentase penghambatan lipase dapat dihitung dengan

Persamaan 3.1.
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Penghambatan lipase (%) = A blanko — A uji X 100 % (3.1)
Keterangan : A blanko
A blanko = absorbansi pengujian tanpa sampel uji
A uji = absorbansi pengujian dengan sampel uji

Setelah didapatkan persentase penghambatan lipase dari beberapa
konsentrasi uji, kemudian ditentukan persamaan y = bx + a dengan perhitungan
secara regresi linear dimana x adalah konsentrasi uji (ug/mL) dan y adalah
presentase penghambatan lipase (%). Kemampuan ekstrak dalam menghambat
aktivitas lipase dinyatakan dalam ICso (inhibition concentraction 50%) yaitu
konsentrasi sampel yang dapat menghambat aktivitas lipase sebanyak 50%. Nilai

ICso didapatkan dari nilai x setelah mengganti y = 50.

3.6.6 Analisis Peredaman Radikal DPPH

Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak daun bayur terhadap 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) mengacu pada Siswoyo (2013). Metode penelitian ini telah
dioptimasi oleh Wahyudi (2015). Dibuat larutan DPPH 90 uM dalam metanol
sebagai larutan persediaan. Dipipet 75 pL larutan sampel dengan beberapa
konsentrasi uji berdasarkan konsentrasi total fenolik yaitu EHB sebesar 3, 5, 7, 9,
11 ung GAE/mL, EEB sebesar 1, 2, 3, 4, 5 ug GAE/mL, dan EMB sebesar 0,25,
0,5, 1, 1,5, 2 ug GAE/mL. Kemudian ditambahkan 658 pL etanol 80% dan
ditambahkan 300 pL larutan DPPH persediaan. Setelah itu diinkubasi selama 30
menit pada suhu ruang dalam ruang yang gelap atau tidak ada cahaya. Absorbansi
larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
515 nm. Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali replikasi. Kontrol positif metode
berikut menggunakan asam askorbat. Persentase peredaman radikal DPPH
dihitung menggunakan persamaan 3.2

) (A blanko — A uji)
Peredaman radikal DPPH (%) = X100% (3.2

A blanko
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Keterangan :
A blanko = absorbansi pengujian tanpa sampel uji
A uji = absorbansi pengujian dengan sampel uji

Setelah didapatkan persentase peredaman radikal DPPH dari beberapa
konsentrasi uji, kemudian ditentukan persamaan y = bx + a dengan perhitungan
secara regresi linear dimana x adalah konsentrasi uji (ug/mL) dan y adalah
presentase peredaman radikal DPPH (%). Kemampuan ekstrak dalam meredam
radikal DPPH dinyatakan dalam ICsy (inhibition concentraction 50%) yaitu
konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai 1Csg

didapatkan dari nilai x setelah mengganti y = 50.

3.6.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian berupa total fenolik, flavonoid,
aktivitas penghambatan lipase, dan aktivitas antioksidan. Data-data ini kemudian
diuji dengan Shapiro-Wilk untuk mengetahui apakah data tersebut terdistribusi
normal atau tidak, serta diuji homogenitas variannya. Apabila data terdistribusi
normal dan varian homogen maka dilanjutkan dengan uji parametrik ANOVA. Jika
pada uji ANOVA menghasilkan nilai p<0,05, maka dilanjutkan dengan analisis
Post-Hoc yaitu LSD. Namun apabila data tidak terdistribusi normal dan varian
tidak homogen maka dapat dilakukan transformasi terhadap data. Jika data
kembali terdistribusi normal dan homogen, maka dapat dilakukan uji ANOVA
yang dilanjutkan dengan uji Post Hoc yaitu LSD jika uji ANOVA menghasilkan
p<0,05. Apabila proses transformasi tidak juga menghasilkan data yang
terdistribusi normal dan homogen, maka uji ANOVA tidak valid untuk dilakukan,
sehingga harus menggunakan uji non-parametrik seperti Kruskal Wallis. Jika pada
uji Kruskal Wallis menghasilkan nilai p<0,05, maka dilanjutkan dengan
melakukan analisis Post-Hoc yaitu uji Mann-Whitney untuk melihat perbedaan

antar tiap kelompok perlakuan (Besral, 2010)
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BAB 5 PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh beberapa kesimpulan sebagai

berikut:

1.

Ketiga ekstrak daun bayur memiliki perbedaan nyata pada analisis kandungan
total fenolik dan flavonoid, dengan hasil tertinggi sampai terendah, yaitu EEB,
EMB dan EHB.

Ketiga ekstrak daun bayur memiliki perbedaan nyata pada uji aktivitas
penghambatan lipase dan daya penghambatan lipase tertinggi sampai terendah
adalah EEB, EMB dan EHB dengan 1Csq berturut-turut 1,844 + 0,092; 19,610
+0,810; dan 34,149 + 0,883 ug/mL.

Ketiga ekstrak daun bayur memiliki perbedaan nyata pada uji aktivitas
antioksidan dan daya peredaman radikal tertinggi sampai terendah adalah
EMB, EEB dan EHB dengan 1Csy berturut-turut 23,998 + 0,437; 76,667 +
1,370; dan 199,225 + 3,984 pg/mL.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh beberapa saran sebagai berikut:

. EEB diketahui memiliki aktivitas antihiperlipidemia dengan daya

penghambatan lipase paling baik, sehingga perlu dilakukan penelitian lanjut
tentang identifikasi dan isolasi dari senyawa aktif pada ekstrak tersebut.

EMB memiliki aktivitas antioksidan dengan daya peredaman radikal DPPH
paling baik, sehingga perlu dilakukan penelitian lanjut tentang identifikasi dan
isolasi senyawa aktif pada ekstrak tersebut.
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DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran A. Validasi Tumbuhan Bayur

KEMENTERIAN KEHUTANAN
DIREKTORAT JENDERAL PERLINDUNGAN HUTAN DAN KONSERVASI ALAM
BALAI TAMAN NASIONAL MERU BETIRI

JI. Sriwijaya 53 Kotak Pos 269 Jember 68101 Telp/Fax. +62331335535
email : admin@merubetiricom Website :www.merubetiri.com

A PEMERIKSAAN PENGAMBILAN SAMF
Nomor : BA. | 271 /BTNMB-1/2015
-------- Pada hari ini Rabu, tanggal Dua Puluh bulan Mei tahun Dua ribu Lima Belas, berdasarkan SIMAKSI
Nomor : SI.2513/BTNMB-1/2014 tanggal 8 Oktober 2014 dan Surat Ketua Tim Peneliti Center for Development
of Advanced Sciences and Technology (CDAST) Universitas Jember Nomor : 093/UN25/TU/CDAST/2015 tanggal
6 Mei 2015 yang bertanda tangan di bawah ini

1. Nama/NIP : Nur Rohmah Syarif S.Si. MP. / 197209051999032001
Pangkat / Gol. : Penata Tk I/ (11I/d)
Jabatan : PEH Muda
2. Nama/NIP : Iva Tri Lindasari / 198310222002122002
Pangkat / Gol. : Pengatur Tk. I/ (1I/d)
Jabatan : PEH Pelaksana Lanjutan

Dengan ini telah melakukan pemeriksaan sampel tumbuhan untuk keperiuan penelitian oleh Tim Peneliti
CDAST-UNE] (Dosen dan Mahasiswa) Universitas Jember, dengan hasil pemeriksaan sebagai berikut :

No. Nama / Jenis Jumlah (sampel) Keterangan
1. | Sampel Tumbuhan Kayu Kuning (Arcangelisia flava) 1 kg -
2. | Sampel Tumbuhan Bidara Upas (Merremia mammosa) 1kg -
3. | Sampel Tumbuhan Wuni (Antidesma bunius) 1 kg -
4. | Sampel Tumbuhan Garu (Antidesma montanum) 1 kg -
5. | Sampel Tumbuhan Maitan (Lunasia amara Blanco) 1kg -
6. | Sampel Tumbuhan Ketangi (Lagerstromea speciosa) 1kg -
7. | Sampel Tumbuhan Sintok (G mum sintoc) 1kg -
8. | Sampel Tumbuhan Girang (Leea indlica) 1 kg -
9. | Sampel Tumbuhan Krangean (Leea rubra) 1 kg -
10. | Sampel Tumbuhan Kemuning (Murraya paniculata) 1 kg -
11. | Sampel Tumbuhan Timo (Kleinhovia haspita) 1kg -
12. | Sampel Tumbuhan Jati Belanda (Guazuma tomentosa) 1 kg -
13. | Sampel Tumbuhan Kepuh (Sterculia foetida) 1kg -
14. | Sampel Tumbuhan Bayur (Pterospermum javanicurm) 1 kg =
Jumlah 14 kg

Sampel tumbuhan tersebut benar-benar telah diperiksa dan diangkut ke kampus Universitas Jember untuk
kepentingan penelitian di Kampus Universitas Jember.

Jember, 20 Mei 2015

Yang diperiksa, Yang memeriksa,
Per(\oh n, .
)\l 1. Nur Rohmah Syarif S.Si MP
K \.\\x \j— NIP. 197209051999032001 ( - )
ZUlviyati 2. IvaTri Lindasari (
NIP. 198310222002122002 ¢ ,p% )

=/’Mengetahui,
‘.a.n. Kepala Balai TN. Meru Betiri
Kepala Sub Bagian Ta

*NIP. 196805101995031002
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Lampiran B. Perhitungan Rendemen Maserasi

) Berat ekstrak )
Fendemen (%) = , — = 100%
Berat simplisia

Ekstrak Berat ekstrak (Q) Berat simplisia (g) Rendemen (%)
EHB 2,44 50 4,880
EEB 3,23 48,35 6,680
EMB 4,18 47,52 8,796

Contoh perhitungan:

5

EHB: Rendemen (%) = = x 100 %

= 4,880 %

Lampiran C. Analisis Kandungan Total Fenolik
C.1 Standar Asam Galat
C.1.1 Preparasi Standar Asam Galat

Dibuat larutan induk asam galat dengan konsentrasi 1000 pg/mL,
selanjutnya dilakukan uji kadar asam galat dengan 5 konsentrasi. Dari larutan
induk, diambil volume 3; 6; 9; 12; dan 15 pL. Sehingga diperoleh konsentrasi
akhir asam galat dalam larutan uji sebesar 2,7; 5,5; 8,2; 10,9; dan 13,6.

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan ~ (volume larutan induk)  (konsentrasi akhir  (volume akhir uji)
induk) (ug/mL) (uL) uji) (ug/mL) (uL)
1000 3 2,7 1100
1000 6 55 1100
1000 9 8,2 1100
1000 12 10,9 1100
1000 15 13,6 1100

Contoh perhitungan:
M1xV1 =M2xV2
1000 pg/mL x 3 uL =M2 x 1100 uL
M2 =3000/1100
M2 =2,7 ug/mL
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C.1.2 Kurva Standar Asam Galat

Konsentrasi (ug/mL)  Absorbansi Uji (AU)

2,7 0,194
5,5 0,311
8,2 0,512
10,9 0,794
13,6 0,88

Konsentrasi asam galat dan absorbansi diplotkan hingga diperoleh
persamaan y = 0,0683x — 0,0192 dengan nilai R?= 0,986

=
< 0,8 ®
Z 06
S 04
2 0.2
<
0 5 10 15

Konsentrasi asam galat (jg/mL)

C.2 Total Fenolik Ekstrak
C.2.1 Preparasi Ekstrak Uji
Berat elsirak

Konsentrasi stok ekstrak =
Volume metancl

Ekstrak Berat ekstrak (mg)  VVolume metanol (mL) [Ekstrak] (mg/mL)
EHB 50 10 )
EEB 50 10 5
EMB 50 10 5

Contoh perhitungan:

50mg
10 mL

EHB: Konsentrasi stok ekstrak =

=5mg/mL
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Ekstrak  Stok ekstrak (uL) Na,COs;(uL)  Folin Ciocalteu (uL)  Volume total (uL)
EHB 50 1000 50 1100
EEB 50 1000 50 1100
EMB 50 1000 50 1100
C.2.3 Perhitungan Total Fenolik Ekstrak
y = 0,0683x — 0,0192
B Abs +0,0152
X S R—
1 (ng mL) 0.0683
1 i Volume total
(fakigl Peugains Volume ekstrak
Xz (mg GAE/mL) =x;X FP
Xy
x3 (Mg GAE/ = -
3 (Mg 9 Konsentrasi ekstrak
mg GAE/g = Konsentrasi fenolik atau [Fenolik]
. [Fenolik]
Ekstrak  Absorbansi X1 FP Xo X3 (mg GAE/g)
EHB 0,544 8,246 22 181,411 36,283
0,541 8,202 22 180,445 36,089 36,089 + 0,193
0,538 8,158 22 179,479 35,896
EEB 0,834 12,492 22 274,823 54,965

0,825 12,360 22 271,924 54,385
0,823 12,331 22 271,280 54,896

EMB 0,627 9,461 22 208,146 41,629
0,625 9,432 22 207,502 41,500
0,623 9,403 22 206,858 41,372

54,535 + 0,377

41,500 + 0,129

Contoh perhitungan:
EHB:y =0,0683x—0,0192
0,544+ 00192
X N
0.0683
= 8,246 png GAE/mL
1100 uL
FP =—
30 pL
=22
X, =8,246 mg GAE/mL x 22
= 181,411 mg GAE/mL
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_ 181,411 mg GAEmL

5 mgmL

X3

= 36,283 mg GAE/g

Lampiran D. Analisis Kandungan Total Flavonoid
D.1 Standar Kuersetin
D.1.1 Preparasi Standar Kuersetin

Dibuat larutan induk kuersetin dengan konsentrasi 1000 pg/mL, selanjutnya
dilakukan uji kadar kuersetin dengan 5 konsentrasi. Dari larutan induk, diambil
volume 10; 20; 40; 50; dan 60 pL. Sehingga diperoleh konsentrasi akhir kuersetin
dalam larutan uji sebesar 9,5; 19,0; 38,1; 47,6; dan 57,1 pg/mL.

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan  (volume larutan induk)  (konsentrasi akhir  (volume akhir uji)
induk) (ug/mL) (uL) uji) (ug/mL) (uL)
1000 10 9,5 1050
1000 20 19,0 1050
1000 40 38,1 1050
1000 50 47,6 1050
1000 60 57,1 1050

Contoh perhitungan:
M1xV1=M2xV2
1000 pg/mL x 10 plL= M2 x 1050 pL
M2 =10.000 /1050
M2 =9,5 pg/mL

D.1.2 Kurva Standar Kuersetin

Konsentrasi (ug/mL)  Absorbansi Uji (AU)

9,5 0,114
19,0 0,399
38,1 0,726
47,6 0,948
57,1 1,160

Konsentrasi kuersetin dan absorbansi diplotkan hingga diperoleh

persamaan y = 0,021x — 0,056 dengan nilai R*= 0,993
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Absorbansi (ALD

0.0 200 40.0

Fonsantrasi kuersatin (ug/ml.)

D.2 Total Flavonoid Ekstrak

D.2.1 Preparasi Ekstrak Uji
Berat ekstrak

Volume metanol

Konsentrasi stok ekstrak =

600

53

Ekstrak Berat ekstrak (mg)  Volume metanol (mL) [Ekstrak] (mg/mL)
EHB 50 10 5
EEB 50 10 5
EMB 50 10 5
Contoh perhitungan:
] 50 mg
ENB: Konsentrasi stok ekstrak =
10 mL
=5 mg/mL
D.2.2 Pengujian Total Flavonoid Ekstrak
Stok Metanol Akuades NaNO, AICl; NaOH Akuades Vol
Ekstrak  ekstrak 50 % (uL) (uL) (uL) (uL) (uL) Tot
(uL) (uL)
EHB 50 100 400 30 30 200 240 1050
EEB 50 100 400 30 30 200 240 1050
EMB 50 100 400 30 30 200 240 1050

D.2.3 Perhitungan Total Flavonoid Ekstrak
y =0,021x — 0,056

Abs + 0,036

X1 (g QE/mL) = o021

Wolume total
Wolume ekstrak

FP (faktor pengali) =
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Xs (Mg QE/g) Konsentrasi ekstrak
mg QE/g = Konsentrasi flavonoid atau [Flavonoid]
. [Flavonoid]
Ekstrak  Absorbansi X1 FP Xz X3 (mg QE/g)
EHB 0,268 15,429 21 324 64,8
0,263 15,190 21 319 63,8 63,933 £ 0,808
0,268 15,048 21 316 63,2
EEB 0,535 28,143 21 591 118,2
0,538 28,286 21 594 118,8 118,800 £ 0,6
0,541 28,429 21 597 1194
EMB 0,485 25,762 21 541 108,2
0,483 25,667 21 539 107,8 107,667 £ 0,611
0,479 25,476 21 535 107,0

Contoh perhitungan:
EHB:y  =0,021x — 0,056
_ 0,268+ 0,056

X
! 0,021

= 15,425 pug QE/mL
1050 uL
S0 uL
=21
X,  =15,425mg QE/mL x 21
= 324 mg QE/mL
_ 324 mg QE/mL

5 mgmL

X3

=64,8 mg QE/g
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Lampiran E. Uji Penghambatan Lipase
E.1 Preparasi Kontrol Positif Orlistat
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Orlistat yang digunakan dalam bentuk sediaan kapsul memiliki kandungan

sebesar 120 mg dengan isi kapsul sebesar 226,8 mg. Ditimbang orlistat 5 mg,

kemudian dilarutkan dalam 1 mL buffer. Sehingga didapatkan konsentrasi orlistat

sebesar 2,64 mg/mL. Dari konsentrasi orlistat tersebut dibuat larutan stok orlistat

dengan konsentrasi 150 pg/mL.

3m
—— x120me=264dm
226.8 mg g "
¥ 2.64 mg
Konsentrasi orlistat =
1 mL

M1xV1l = M2xV2

=264 mg/mL

2.640 pg/mL x V1 =150 pg/mL x 1000 puL

V1 =56uL

Dari larutan stok orlistat dibuat 5 konsentrasi uji sebesar 1; 2; 3; 4; dan 5

pug/mL. Sehingga diambil volume dari larutan stok sebesar 10,3; 20,6; 31; 41,3;

dan 51,6 pL. Konsentrasi 0 berlaku sebagai blanko.

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (g GAE/mL) (uL) (ng/mL) (uL)

150 10,3 1 1550

150 20,6 2 1550

150 31 3 1550

150 41,3 4 1550

150 51,6 5 1550

Contoh perhitungan :
M1xV1=M2xV2
150 ug GAE/mL x V1=1x 1550
V1l  =1550/150
Vi =103l
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E.2 Preparasi Ekstrak Uji

Dibuat larutan stok ekstrak dengan konsentrasi fenolik terkecil sebesar 150
ug GAE/mL, selanjutnya dilakukan uji penghambatan lipase dengan 5 konsentrasi
uji. Dari larutan stok ekstrak, diambil volume 10,3; 20,6; 31; 41,3; dan 51,6 pL.
Sehingga diperoleh konsentrasi uji sebesar 1; 2; 3; 4; dan 5 pg GAE/mL.

Konsentrasi 0 berlaku sebagai blanko.

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (g GAE/mL) (uL) (ng/mL) (uL)

150 10,3 1 1550

150 20,6 2 1550

150 31 3 1550

150 41,3 4 1550

150 51,6 5 1550

Contoh perhitungan :
M1xV1=M2xV2
150 pg GAE/mL x VI=1x 1550 uL
V1l =1550/150
Vi =10,3uL
E.3 Pengujian Penghambatan Lipase
E.3.1 Kontrol Positif Orlistat
Konsentrasi uji Substrat Orlistat ~ Buffer Enzim lipase Aseton
(ug/mL) p-NPB (uL) (uL) (uL) (uL) (uL)
0 425 - 50 75 1000
1 425 10,3 39,7 75 1000
2 425 20,6 29,4 75 1000
3 425 31 19 75 1000
4 425 41,3 8,7 75 1000
5 425 51,6 - 75 1000
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E.3.1 Ekstrak Uji

Konsentrasi uji Substrat Ekstrak  Buffer Enzim lipase Aseton
(ng/mL) p-NPB (uL)  (uL) (uL) (uL) (uL)
0 425 - 50 75 1000
1 425 10,3 39,7 75 1000
2 425 20,6 29,4 75 1000
3 425 31 19 75 1000
4 425 41,3 8,7 75 1000
5 425 51,6 - 75 1000

E.4 Perhitungan Nilai 1Csp Penghambatan Lipase

Penghambatan lipase (%) = im0 — AWl 000
A blanko
A blanko= absorbansi pengujian tanpa sampel => [Fenolik] =0
A uji = absorbansi pengujian dengan sampel uji =>[Fenolik] =1-5

pg GAE/mL

Kurva penghambatan lipase:

250
200
150
100
50
0

0 2 4 6 8 10
Log konsentrasi fenolik (ug GAE/mL)

Penghambatan lipase
(%)

v-a

Perhitungan Nilai IC5o=> x = b

dimanay =50

antilog x = ICs
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[Fenolik]

Absorbansi uji

Penghambatan lipase (%)

LOg _ I1Cso I1Cs
Ekstrak c A(E“/%n Ly [Fenolik] Repl Rep2 Rep3 Repl Rep2  Rep3 y=bx+a (ug GAE/mL) (g ekstrak/mL)
Blanko 0 - 0,375 0,376 0,378 - - - -
Orlistat 1 0 0,179 0,178 0,170 52,267 52,660 55,026 y, =29,63x + 51,94
2 0,301 0,149 0,149 0,146 60,267 60,372 61,376 R?=0,996
3 0,477 0,128 0,126 0,125 65,867 66,489 66,931 Y, =29,71x + 52,27 - 0,769 + 1,996
4 0,602 0,111 0,110 0,110 70,400 70,745 70,899 R®=0,995
5 0,699 0,103 0,102 0,104 72,533 72,872 72,487 Ys=2592x + 54,56
R?=0,991
EHB 1 0 0,198 0,201 0,200 47,2 46,543 47,090 'y, =28,62x + 47,67
2 0,301 0,160 0,163 0,166 57,333 56,649 56,085 R?=0,991
3 0,477 0,145 0,146 0,145 61,333 61,170 61,640 Y>,=29,30x+46,96 1,239 + 0,032 34,149 + 0,883
4 0,602 0,135 0,137 0,142 64 63,564 62,434 R*=0,991
5 0,699 0,120 0,121 0,124 68 67,819 67,196 Y3=27,59x + 47,41
R?=0,982
EEB 1 0 0,125 0,128 0,129 66,667 65957 65873 y,=1599x + 66,30
2 0,301 0,110 0,110 0,114 70,667 70,745 69,841 R? = 0,992
3 0,477 0,099 0,100 0,101 73,600 73,404 73,280 Y,=16,01x+6589 0,101 + 0,005 1,844 + 0,092
4 0,602 0,090 0,093 0,094 76 75,266 75,132 R®=0,997
5 0,699 0,083 0,085 0,087 77,867 77,394 76,984  Y3=1597x+6557
R®=0,994
EMB 1 0 0,178 0,181 0,182 52,533 51,862 51,852 y;=19,55x + 52,08
2 0,301 0,160 0,161 0,159 57,333 57,181 57,937 R? = 0,992
3 0,477 0,146 0,144 0,146 61,067 61,702 61,376 Yy,=2152x+5150 0,816+0,034 19,610+ 0,810
4 0,602 0,135 0,130 0,132 64 65,426 65,079 R®=0,986
5 0,699 0,127 0,130 0,130 66,133 66,133 65,608 Y3 =20,49x + 51,85

R*=0,990
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Contoh perhitungan:

EHB:
[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

=1 ungGAE/mL
0.375-0.,198

:DjPT

=472%

=2 ugGAE/mL
0.375-0.160

=W

= 56,649 %

= 3 ugGAE/mL
0.375-0.145

:W

=61,333 %

=4 ugGAE/mL
0,375-0,135

=W

=64 %

=5 ugGAE/mL
0.375-0.120

=D=?PT

=68 %

x 100%

x 100%

x 100%

x 100%

x 100%

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

59

=0,301

=0,477

=0,602

= 0,699

Data kemudian diplotkan antara log [Fenolik] dengan penghambatan (%),
dan didapatkan persamaan y = 28,62x + 47,67 dengan nilai R* = 0,991.
Selanjutnya ditentukan nilai 1Cso dengan y = 50.

}'- a
X =
b
50 — 47.67
X T ne

=0,0814 => antilog 0,0814 = 1,206
Nilai ICsp =1,206 ugGAE/mL
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Lampiran F. Uji Peredaman Radikal DPPH
F.1 Preparasi Kontrol Positif Asam Askorbat

Ditimbang asam askorbat sebanyak 1,0 mg, kemudian dilarutkan dalam
metanol sampai volume 1,0 mL, sehingga diperoleh konsentrasi asam askorbat 1
mg/mL. Dari konsentrasi asam askorbat tersebut dibuat larutan stok asam askorbat

dengan konsentrasi 150 pg/mL.

Konsentrasi asam askorbat = St 3 1 mg/mL

1 mL

M1xV1l = M2xV2
1000 ug/mL x VI =150 pg/mL x 1000 puL
V1 =150puL
Dari larutan stok asam askorbat dibuat 5 konsentrasi uji sebesar 1; 2; 3; 4;
dan 5 pg/mL. Sehingga diambil volume dari larutan stok sebesar 6,8; 13,7; 20,6;
27,5; dan 34,4 pL. Konsentrasi 0 berlaku sebagai blanko.

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (ug GAE/mL) (uL) (ug/mL) (uL)

150 6,8 1 1033

150 1857 2 1033

150 20,6 3 1033

150 27,5 4 1033

150 34,4 5 1033

Contoh perhitungan :
M1xV1=M2xV2
150 png GAE/mL x VI=1x 1033 uL
V1l =1033/150
V1l =6,8uL
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F.2 Preparasi Ekstrak Uji
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Dibuat larutan stok ekstrak dengan konsentrasi fenolik terkecil sebesar 150

ug GAE/mL, selanjutnya dilakukan uji peredaman radikal DPPH dengan 5

konsentrasi uji. Konsentrasi 0 berlaku sebagai blanko.

Ekstrak n-heksana bayur

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (ug GAE/mL) (uL) (ug/mL) (uL)

150 20,6 3 1033

150 34,4 5 1033

150 48,2 7 1033

150 61,9 9 1033

150 75,7 11 1033

Ekstrak etil asetat bayur

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (ug GAE/mL) (uL) (ng/mL) (uL)

150 6,8 1 1033

150 13,7 2 1033

150 20,6 3 1033

150 25 4 1033

150 34,4 5 1033

Ekstrak metanol bayur

M1 V1 M2 V2
(konsentrasi larutan (volume larutan uji) (konsentrasi uji) (volume akhir uji)
stok) (ug GAE/mL) (uL) (ng/mL) (uL)

150 1,7 0,25 1033

150 3,4 0,5 1033

150 6,8 1 1033

150 10,3 15 1033

150 13,7 2 1033

Contoh perhitungan:
EHB: M1xV1=M2xV2

150 png GAE/mL x VI=3x 1033

V1l =3.099/150

V1  =206pL
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F.3 Pengujian Peredaman Radikal DPPH
F.3.1 Kontrol Positif Asam Askorbat

Konsentrasi uji ~ As. Askorbat  Metanol 50% Etanol 80% Larutan DPPH

(ng/mL) (1L) (1L) (1L) (1L)
0 - 34,4 698,6 300
1 6,8 27,6 698,6 300
2 13,7 20,7 698,6 300
3 20,6 13,8 698,6 300
4 275 6,9 698,6 300
5 34,4 - 698,6 300

F.3.2 Ekstrak Uji
Ekstrak n-heksana bayur

Konsentrasi uji Ekstrak Metanol 50% Etanol 80% Larutan DPPH
(ug/mL) (1L) (uL) (ML) (uL)
0 - 75,7 657,4 300
3 20,6 55,1 657,3 300
5 34,4 41,3 657,3 300
7 48,2 27,5 657,3 300
9 61,9 13,8 657,3 300
11 75,7 - 657,3 300

Ekstrak etil asetat bayur

Konsentrasi uji Ekstrak Metanol 50% Etanol 80% Larutan DPPH
(ng/mL) (nL) (1L) (uL) (1L)
0 - 34,4 698,6 300
1 6,8 27,6 698,6 300
2 13,7 20,7 698,6 300
3 20,6 13,8 698,6 300
4 27,5 6,9 698,6 300
5 34,4 - 698,6 300

Ekstrak metanol bayur

Konsentrasi uji Ekstrak Metanol 50% Etanol 80% Larutan DPPH
(ug/mL) (uL) (uL) (uL) (uL)
0 - 33 700 300
0,25 1,7 31,3 700 300
0,5 34 29,6 700 300
1 6,8 26,2 700 300
1,5 10,3 22,7 700 300

2 13,7 19,3 700 300
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F.3 Perhitungan Nilai 1Csy Peredaman Radikal DPPH

Pered DPPH (%) — A blanko — A uji 100%
eredaman (%) = A blanko X Yo
A blanko= absorbansi pengujian tanpa sampel => [Fenolik] =0

A uji = absorbansi pengujian dengan sampel uji => [Fenolik] = 0,25 - 11

ugGAE/mL
Kurva peredaman DPPH:

Peredaman radikal DPPH

0 2 4 6 8 10 12 14
Log konsentrasi fenolik (ug GAE/mL)

y-a
Perhitungan Nilai IC5o=> X :T

antilog x = ICs

dimanay =50
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[Fenolik] Log Absorbansi uji Peredaman DPPH (%) IC IC
H —_ 50 50
Ekstrak G A(E“/gm 0 [Feqo"k Repl Rep2 Rep3 Repl Rep2  Rep3 y=bx+a (ug GAE/mL)  (ug ekstrak/mL)
Blanko 0 0 0,771 0,775 0,780 - y:1 = 72,37X + 26,79
Asam 1 0 0554 0550 0,558 28,145 29,032 28,462 R? = 0,994
Askorbat 2 0,301 0411 0410 0,415 46,693 47,097 46,795 vy,= 70,37x + 27,87 ) 2 078 + 0.015
3 0,477 0,303 0,298 0,306 60,700 61,548 60,769 R?=0,995 AR
4 0602 0233 0235 0230 69780 69,677 70513 ys;=72,10x + 27,09
5 0699 0161 0,168 0,165 79,118 78,323 78,846 R®=0,994
EHB 0 0 0,957 0,956 0,959 - y1 = 77,01x — 16,64
3 0,477 0,757 0,749 0,733 20,899 21,653 23,566 R?= 0997
5 0699 0614 0607 0,605 35841 36,506 36,913 = 76.29% — 15.39
7 0,845 0,497 0,482 0,480 48,067 49,582 49,948 & R? = 0,997 7192£0,145 199,225+ 3,984
9 0954 0404 0404 0398 57,785 57,741 58498 y.=7420x— 12,93
11 1,041 0349 0344 0,340 63532 64,017 64,546 R%= 0,994
EEB 0 0 0,815 0,818 0,819 -
: : ) =72,77x + 4,952
1 0 0,761 0,762 0,764 6,626 6,846 6,716 Yy R? = 0.991
2 0301 0614 0615 0620 24663 24817 24298 y _ 7197y +5276 4191+0037  [6:667%1370
3 0,477 0501 0502 0,498 38528 38,631 39,194 R? = 0,992
4 0,602 0,421 0,423 0,433 48,344 48,289 47,131 ys = 71,58X + 5,155
5 0699 0343 0348 0350 57,914 57,457 57,265 R? = 0,991
EMB 0 0 0,600 0,607 0,597 - yi = 73,76x + 49,35
0,25 0602 05554 05547 0544 7,667 9,885 8,878 R%= 0,990
0,5 -0,301 0455 0,447 0,439 24,167 26,359 26,466 y,=71,09x+50,34 0,999 +0,018 23,998 + 0,437
1 0 0,316 0,311 0,312 47,333 48,764 47,739 R?=0,992
1,5 0,176 0,229 0230 0,222 61,833 62,109 62,814  y;=72,73x +50,38
2 0,301 0,154 0,156 0,149 74,333 74,300 75,042 R?=0,991
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Contoh perhitungan:

EHB:
[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

[Fenolik]

Penghambatan

=3 ugGAE/mL
0.957-0,757
0937
= 20,899 %
=5 ugGAE/mL
0.957-0,614
0957
= 35,841 %
=7 ugGAE/mL
0.957-0,497
0957
= 48,067 %
=9 ugGAE/mL
_0.957-0,404
0957
=57,785 %

x 100%

x 100%

x 100%

x 100%

=11 pgGAE/mL

0,957 -0.397
0937

= 63,532 %

x 100%

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

Log [Fenolik]

65

= 0,477

=0,699

=0,845

=0,954

=1,041

Data kemudian diplotkan antara log [Fenolik] dengan penghambatan (%),

dan didapatkan persamaan y = 77,01x — 16,64 dengan nilai R* = 0,997.

Selanjutnya ditentukan nilai 1Cso dengan y = 50.

X =

X =

v-a
b

_ 50+ 16.64
77,01

= 0,865 => antilog 0,865 = 7,328

Nilai ICsy = 7,328 pgGAE/mL
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Lampiran G. Hasil Uji Statistik Kandungan Total Fenolik, Flavonoid, Nilai

Icso Penghambatan Lipase, Dan Nilai Icso Peredaman Radikal Dpph Ekstrak
Daun Bayur

G.1 Kandungan Total Fenolik Ekstrak
a. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Pelarut o - —= -
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
N-heksana] .175 3 . 1.000 3 .997
Kandungan )
fenolik Etil asetat .346 3 . .838 3 .208
Metanol 175 3 . 1.000 3 .996

a. Lilliefors Significance Correction
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data normal (p>0,05).
b. Uji Homogenitas dan ANOVA Satu Arah

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.955 2 6 222

Hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data homogen (p>0,05), sehingga
dapat dilanjutkan dengan uji ANOVA.

ANOVA
Kandungan Sum of .
fenolik Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 552.968 2 276.484 5.374E3 .000
Within Groups .309 6 .051
Total 553.277 8

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok perlakuan (p<0,05), sehingga dapat dilanjutkan uji Pos Hoc LSD.
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c. Hasil Uji LSD

Kandungan fenolik
LSD

Multiple Comparisons

67

Mean 95% Confidence Interval
() Pelarut  (J) Pelarut | Difference (I-|Std. Error| Sig. Lower
J) Bound Upper Bound
Etil asetat | -18.659333" | .185194 [ .000 -19.11249 | -18.20618
N-heksana .
Metanol | -5.411000 | .185194 | .000 -5.86415 -4.95785
Etil asetat N-heksana| 18.659333" | .185194 .000 18.20618 19.11249
Metanol | 13.248333" | .185194 .000 12.79518 13.70149
VA N-heksana| 5.411000" | .185194 | .000 4.95785 5.86415
Etil asetat | -13.248333" | .185194 .000 -13.70149 | -12.79518
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
G.2 Kandungan Total Flavonoid Ekstrak
a. Uji Normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Pelarut Statistic |df Sig. Statistic |df Sig.
Kandungan  N-heksana |175 3 1.000 |3 1.000
flavonoid .
Etil asetat |.175 3 1.000 3 1.000
Metanol  |.253 3 .964 637

a. Lilliefors Significance Correction

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data normal (p>0,05).
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b. Uji Homogenitas dan ANOVA Satu Arah

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.

.346 2 6 721

Hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data homogen (p>0,05), sehingga
dapat dilanjutkan dengan uji ANOVA.

ANOVA
Kandungan .
flavonoid Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5073.236 2 2536.618 4.390E3 .000
Within Groups 3.467 6 578
Total 5076.702 8

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antar

kelompok perlakuan (p<0,05), sehingga dapat dilanjutkan uji Pos Hoc LSD.

c. Hasil Uji LSD

Multiple Comparisons

Kandungan flavonoid

LSD
Mean 95% Confidence Interval
() Pelarut (J) Pelarut | Difference (I-|Std. Error|  Sig.
J) Lower Bound|Upper Bound
Etil asetat | -55.000000" | .620633 | .000 -56.51863 | -53.48137
N-heksana .
Metanol | -43.866667 | .620633 | .000 -45.38530 | -42.34803
Etil asetat N-heksana | 55.000000" | .620633 | .000 53.48137 56.51863
I *
Metanol | 11.133333 | .620633 | .000 9.61470 12.65197
Metanol N-heksana | 43.866667 | .620633 | .000 42.34803 45.38530
Etil asetat | -11.133333" | .620633 | .000 -12.65197 -9.61470

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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G.3 Nilai 1Cso Penghambatan Lipase

a. Uji Normalitas

Tests of Normality

69

Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Pelarut Statistic |df Sig. Statistic  |df Sig.
IC50gram N-heksana |.191 3 997 3 898
Etil asetat |.220 3 .986 776
Metanol 218 3 .988 787
a. Lilliefors Significance Correction
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data normal (p>0,05).
b. Uji Homogenitas dan ANOVA Satu Arah
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.082 2 6 206

Hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data homogen (p>0,05), sehingga

dapat dilanjutkan dengan uji ANOVA.

ANOVA
ICso Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1570.691 2 785.345 1.631E3 .000
Within Groups 2.889 6 482
Total 1573.580 8

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antar

kelompok perlakuan (p<0,05), sehingga dapat dilanjutkan uji Pos Hoc LSD.
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c. Hasil Uji LSD
Multiple Comparisons
1Cso
LSD
Mean 95% Confidence Interval
() Pelarut  (J) Pelarut | Difference (I-|Std. Error| Sig.
J) Lower Bound|Upper Bound
Etil asetat | 32.305667 | .566590 | .000 30.91927 33.69206
N-heksana .
Metanol | 14.539333 | .566590 | .000 13.15294 15.92573
Etil asetat N-heksana | -32.305667 | .566590 [ .000 -33.69206 | -30.91927
Metanol | -17.766333" | .566590 | .000 -19.15273 | -16.37994
ool N-heksana | -14.539333" | .566590 | .000 -15.92573 | -13.15294
Etil asetat | 17.766333" | .566590 | .000 16.37994 19.15273
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
G.4 Nilai ICsy Peredaman Radikal DPPH
a. Uji Normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Pelarut — ; - .
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
N-heksana | .182 .999 937
ICsp Etil asetat 331 .864 .280
Metanol 375 773 .052
a. Lilliefors Significance Correction
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data normal (p>0,05).
b. Uji Homogenitas dan ANOVA Satu Arah
Test of Homogeneity of VVariances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.578 2 6 156

Hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data homogen (p>0,05), sehingga
dapat dilanjutkan dengan uji ANOVA.
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ANOVA
ICso Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 47909.619 2 23954.809 4.004E3 |.000
Within Groups 35.898 6 5.983
Total 47945.516 8

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok perlakuan (p<0,05), sehingga dapat dilanjutkan uji Pos Hoc LSD.

c. Hasil Uji LSD
Multiple Comparisons
ICsogram
LSD
Mean 95% Confidence Interval
() Pelarut  (J) Pelarut | Difference (I- [Std. Error|  Sig.
J) Lower Bound|Upper Bound
Etil asetat | 121.564333" [1.997151| .000 116.67748 | 126.45119
N-heksana Metanol | 174.234333" | 1.997151 .000 169.34748 179.12119
Etil asetat N-heksana -121.5643313* 1.997151 .000 -126.45119 | -116.67748
Metanol | 52.670000 [1.997151( .000 47.78315 57.55685
Metanol N-heksana -174.2343335 1.997151 .000 -179.12119 | -169.34748
Etil asetat | -52.670000 [1.997151| .000 -57.55685 | -47.78315

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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