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INTISARI

Diabetes melitus merupakan penyakit kronik atau menahun yang
menyebabkan gangguan metabolik dengan ditandai peningkatan kadar gula darah
berlebih. Salah satu obat alternatif yang dapat dikembangkan yaitu daun beluntas.
Daun beluntas memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa

Penelitian ini merupakan studi eksperimental dengan desain post-test only
control group design. Tahapan yang dilaukan diantaranya ekstraksi, fraksinasi,
skrining fitokimia, uji pendahuluan, dan uji aktivitas penurunan kadar glukosa
dengan metode inhibisi alfa amilase. Konsentrasi sampel dari masing-masing yaitu
fraksi metanol dan frasi n-heksan dengan masing-masing konsentrasi 31,25; 62,5;
125; 250; dan 500 pg/ml. Pengujian aktivitas penurunan kadar glukosa dilakukan
dengan spektrofotometri UV-Vis. Analisis menggunakan One Way ANOVA dan
dilanjut dengan Post Hoc LSD.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan bermakna antara kontrol
negatif dengan semua kelompok sampel. Nilai ICso yang didapatkan pada sampel
fraksi metanol sebesar 75,37 pg/ml, pada fraksi n-heksan didapatkan nilai 1Csg
sebesar 84,68 pg/ml, dan pada akarbosa sebesar 51,66 pg/ml. Hasil nilai 1Cso dari
kedua fraksi menunjukkan nilai ICso yang kuat yang berarti potensi sebagai penurun
kadar glukosa kuat.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah fraksi metanol dan fraksi n-heksan daun
beluntas memiliki aktivitas sebagai penurun kadar glukosa.

Kata kunci ;: Daun Beluntas, Fraksi Metanol, Fraksi N-heksan, Penurunan Kadar
Glukosa, ICsp, Alfa-amilase
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes melitus merupakan penyakit kronik atau menahun yang
menyebabkan gangguan metabolik dengan ditandai peningkatan kadar gula
darah berlebih. Diabetes melitus terjadi karena adanya kelainan pada sekresi
insulin, kerja insulin, atau keduanya (Soelistijo SA, Lindarto D, Decroli E,
Permana H, Sucipto KW, Kusnadi Y, 2021). Mekanisme kerja insulin yaitu
pada pankreas terdapat sel B yang berfungsi untuk menghasilkan insulin.
Insulin dihasilkan dengan adanya rangsangan molekul glukosa kepada sel
B. Kemudian glukosa masuk ke dalam membran sel dengan bantuan GLUT-
2 yang selanjutnya molekul glukosa akan mengalami proses glikolisis dan
fosforilasi di dalam sel dan membebaskan molekul ATP. (Hasanah, 2013)

Data dari WHO menunjukkan bahwa setidaknya terdapat 422 juta
orang dewasa mengidap diabetes pada tahun 2014. Prevalensi terbesar
penderita diabetes menurut WHO terletak di Asia Tenggara dan daerah
Pasifik Timur (WHO,2014). Menurut International Diabetes Federation
(2021), 537 juta penduduk yang berada di rentang usia 20-79 tahun hidup
dengan menderita diabetes, diperkirakan prevalensi tersebut akan
meningkat mencapai 643 juta di tahun 2030 dan akan mencapai 783 juta di
tahun 2045.

Berdasarkan Riskerdas 2018, angka prevalensi Diabetes Melitus

terbesar berdasarkan provinsi terletak pada provinsi DKI Jakarta (2,6%)



disusul Daerah Istimewa Yogyakarta (2,4%) dan Kalimantan Timur dan
Sulawesi utara (2,3%). Prevalensi pemeriksaan kadar gula darah pada
penduduk umur >15 tahun paling besar terletak pada rentang usia 55-74
tahun (19,6%). Berdasarkan jenis kelamin, perempuan memiliki persentase
prevalensi lebih besar (12,7%) dibanding dengan laki-laki (9,0%).
Sedangkan jika dilihat dari wilayah tempat tinggal, penduduk pedesaan
memiliki persentase prevalensi lebih besar (11,2%) jika dibandingkan
dengan penduduk perkotaan (10,6%).

Salah satu obat yang dapat digunakan untuk menangani diabetes
mellitus adalah akarbosa. Akarbosa bekerja dengan cara menghambat kerja
enzim alfa amilase. Enzim alfa amilase merupakan enzim yang berfungsi
memecah karbohidrat menjadi gula sederhana dan glukosa. Penggunaan
obat sintetik antidiabetes seperti akarbosa dalam jangka waktu panjang
dapat memberikan beberapa efek samping seperti gangguan pada sistem
saluran pencernaan seperti-mual, muntah, nyeri perut, dan kembung
sehingga, penggunaan obat bahan alam pada saat ini sebagai terapi alternatif
lebih dipertimbangkan karena potensi dan minimalnya efek samping yang
diberikan (Yuniarto & Selifiana, 2018). Daun beluntas sering digunakan
sebagai obat tradisional karena mudah ditemukan serta dikenal berkhasiat
dalam mengobati berbagai penyakit. Beberapa kegunaan daun beluntas
dimanfaatkan masyarakat sebagai penambah nafsu makan, antidiaphoretik,

antipiretik, pelancar pencernaan, deodorant, antibakteria, antidiare,



antitusif, dan emollient. Akan tetapi pemanfaatan daun beluntas sebagai
antidiabetes pada masyarakat masih jarang dilakukan.

Pengujian ekstrak daun beluntas (Pluchea indica L.) berdasarkan
penelitian (Sachan, 2019), pada Pluchea lanceolata dengan konsentrasi
antara 9,30 sampai 500 pg/ml ditemukan aktivitas penghambatan enzim o-
amilase tertinggi jika dibandingkan dengan obat standar (akarbosa). Nilai
ICso yang didapatkan dari ekstrak tanaman tersebut yaitu sebesar 4,83
pg/ml.

Senyawa yang diduga berperan sebagai inhibitor alfa amilase adalah
flavonoid dan tanin. Flavonoid vaitu senyawa fenolik yang akan
membentuk senyawa kompleks dengan pati, yang menyebabkan pati tidak
dapat dihidrolisis olch a-amilase dikarenakan sisi aktif a-amilase (tempat
berikatannya dengan substrat) tidak dapat mengenali struktur senyawa
kompleks yang terbentuk antara pati dan flavonoid (Shoffiyanti et al., 2019).
Flavonoid yang terdapat dalam daun beluntas yang dapat menghambat
enzim alfa-amilase adalah kuersetin dan luteolin. (Widyawati, 2023)

Tanin juga diduga menunjukkan aktivitas penghambatan enzim a-
amilase. Tanin dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan a-amilase dan
aglukosidase, di mana inhibitor tanin dapat mengikat baik ke situs aktif atau
ke situs sekunder bebas enzim untuk menimbulkan kompleks enzim-
inhibitor. (Monteiro de Souza, 2012)

Senyawa non-polar terdapat senyawa terpenoid yang diduga juga

mampu menurunkan aktivitas enzim alfa amilase. Namun, diduga senyawa



terpenoid yang mampu manurunkan aktivitas enzim adalah jenis oleanane,
ursane dan lupane dan mekanisme dimana aktivitas ini masih tidak
diketahui. (de Sales et al., 2012)

Fraksinasi dilakukan untuk memisahkan senyawa-senyawa
metabolit sekunder yang ada pada tanaman daun beluntas berdasarkan
kepolarannya seperti flavonoid, tanin, terpenoid, dan alkaloid. Pada tahap
fraksinasi, digunakan pelarut metanol dan n-heksan. Metanol digunakan
untuk melarutkan senyawa-senyawa yang bersifat polar sedangkan n-
heksan digunakan untuk melarutkan senyawa-senyawa yang bersifat non-
polar (Marliana & Saleh, 2011). Metanol digunakan pada ekstraksi pada
penelitian ini karena metanol mampu menyari baik senyawa metabolit yang
bersifat polar maupun non-polar dengan baik (Saputra et al., 2018).
Fraksinasi dilakukan dengan pelarut n-heksan untuk memisahkan senyawa
nonpolar seperti klorofil, triterpen, lemak dan senyawa nonpolar lainnya.
Metanol digunakan untuk melarutkan senyawa polar seperti flavonoid dan
tanin (Koirewoa et al., 2012). Digunakannya pelarut n-heksan untuk
fraksinasi karena n-heksan bersifat volatil, stabil, dan selektif (Constanty &
Tukiran, 2021). Fraksinasi pada penelitian ini ditujukan untuk melihat fraksi
yang lebih berpotensi untuk menurunkan kadar glukosa darah dengan
metode penghambatan alfa-amilase, langkah ini dapat digunakan untuk
penelitian pendahuluan sebagai awal yang kemudian dilanjutkan tahapan
berikutnya yaitu proses isolasi untuk menemukan senyawa aktif yang dapat

menurunkan kadar glukosa.



1.2. Rumusan Masalah
Dari latar belakang diatas maka rumusan masalah pada penelitian
sebagai berikut :
1. Apakah senyawa metabolit sekunder dari fraksi metanol dan fraksi n-
heksan daun beluntas mampu menghambat enzim alfa amilase?
2. Apa saja senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam fraksi

metanol dan fraksi n-heksan daun beluntas?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum- dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas penurunan kadar glukosa fraksi metanol dan n-heksan daun

beluntas (Pluchea indica L.) dengan metode penghambatan a-amilase

1.3.2. Tujuan Khusus
1.3.2.1. Mengetahui kandungan senyawa fitokimia pada ekstrak
Daun Beluntas (Pluchea indica L.) dengan melakukan skrining
fitokimia.
1.3.2.2. Mengetahui aktivitas penurunan kadar glukosa Fraksi
metanol dan n-heksan Daun Beluntas (Pluchea indica L.) dengan

metode inhibisi a-amilase dengan melihat nilai ICso.



1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai sumber
informasi ilmiah mengenai pemanfaatan fraksi metanol dan n-heksan
daun beluntas (Pluchea indica L.) sebagai penurun kadar glukosa yang

mampu menghambat enzim a-amilase.

1.4.2. Manfaat Praktis
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi landasan dan petujuk
dalam pengembangan potensi tanaman herbal khususnya tanaman
daun beluntas serta dapat dikembangkan sebagai terapi alternatif yang
berasal dari bahan alam sebagai penurun kadar glukosa yang mampu

menghambat aktivitas enzim a-amilase.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Daun beluntas

2.1.1. Deskripsi daun beluntas

Tanaman daun beluntas merupakan tanaman yang berasal dari
Indonesia yang telah tersebar luas di sebagian besar wilayah Indonesia,
dengan potensi yang cukup besar untuk dibudidayakan karena
keunggulannya. Tanaman beluntas dapat tumbuh di daerah dengan kontur
tanah yang sangat kasar dan berbatu serta di daerah dataran rendah di
seluruh Indonesia. Tanaman beluntas merupakan salah satu tanaman semak
belukar yang ditanam sebagai pagar tanaman atau tanaman liar. (Susetyarini
et al., 2020)

Tanaman beluntas merupakan tanaman perdu tegak yang seringnya
bercabang banyak dan memiliki ketinggian 0,5-2m. Daun tanaman beluntas
berambut dan berwarna hijau muda. Helaian daun beluntas berbentuk oval
elips atau bulat telur terbalik dengan pangkal daun runcing dan tepi daunnya
bergigi. Letak daun beluntas berseling dan bertangkai pendek dengan
panjang daun sebesar 2,5-9 cm. (Mohamad, Irfan Fitriansyah; and Raden,

2017)



2.1.2. Klasifikasi daun beluntas

Gambar daun beluntas tersaji pada Gambar 2.1

Gambar 2.1 Daun Beluntas

Tanaman beluntas memiliki klasifikasi sebagai berikut :
Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Mangnoliopsida

Ordo : Asterales

Famili: Asteraceae

Genus :Pluchea

Spesies : Pluchea indica

(Fachri et al., 2021)

2.1.3. Potensi ekstrak daun beluntas
Beluntas mengandung senyawa metabolik sekunder yang mampu
menghambat o-amilase seperti flavonoid, tanin, dan terpenoid. Enzim

tersebut mampu mengubah disakarida menjadi glukosa. Flavonoid akan



membentuk senyawa kompleks dengan pati, yang menyebabkan pati tidak
dapat dihidrolisis oleh a-amilase dikarenakan sisi aktif a-amilase (tempat
berikatannya dengan substrat) tidak dapat mengenali struktur senyawa
kompleks yang terbentuk antara pati dan flavonoid (Shoffiyanti et al., 2019).
Selain itu, beluntas memiliki senyawa tanin yang tanin dapat mengikat baik
ke situs aktif atau ke situs sekunder bebas enzim untuk menimbulkan
kompleks enzim-inhibitor. (Monteiro de Souza, 2012)

Senyawa fitokimia lainnya yang terdapat pada tanaman beluntas
adalah terpenoid, senyawa terpenoid yang diduga juga mampu menurunkan
aktivitas enzim alfa amilase. (de Sales et al., 2012)

Daun beluntas sering digunakan sebagai obat karena mudah
ditemukan serta dikenal berkhasiat dalam mengobati berbagai penyakit.
Beberapa kegunaan yang biasa dimanfaatkan masyarakat yaitu sebagai
penambah nafsu makan, antidiaphoretik, antipiretik, pelancar pencernaan,
deodorant, antibakteria, antidiare, antitusif, dan emollient. Namun,
pemanfaatan daun beluntas sebagai antidiabetes masih jarang dilakukan. (T.

A. Putri et al., 2017)

2.2. Diabetes melitus

2.2.1. Pengertian diabetes

Diabetes merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia kronis disertai dengan gangguan metabolisme karbohidrat,
lipid, dan protein. Diabetes diduga merupakan penyakit tertua yang

diketahui manusia (Baynest, 2015). Insulin merupakan hormon yang
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diproduksi oleh pankreas yang berfungsi mengontrol kadar glukosa darah
dengan mengatur produksi dan penyimpanan glukosa. Pada diabetes terjadi
penurunan kemampuan tubuh untuk merespon insulin atau terjadi
penurunan insulin yang diproduksi oleh pankreas yang menyebabkan
kelainan pada metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak (Gupta et al.,
2015). Hiperglikemia kronik yang diakibatkan oleh diabetes melitus disertai
dengan kerusakan jangka panjang, disfungsi, dan kegagalan berbagai organ
terutama mata, ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh darah. Patogenesis dari
diabetes melitus mendasari terjadinya destruksi autoimmune pada sel beta
pankreas yang dapat menyebabkan defisiensi insulin dan gangguan
biosignalling yang merupakan konsekuensi dari resistensi insulin (Ngugi et

al., 2014).

2.2.2. Patogenesis

Diabetes melitus merupakan penyakit yang disebabkan oleh adanya
kekurangan insulin secara relatif maupun absolut. Defisiensi insulin dapat
terjadi melalui 3 jalan, yaitu :
a. Rusaknya sel-sel B pankreas karena pengaruh dari luar (virus, zat kimia,

dil)

b. Desensitasi atau penurunan reseptor glukosa pada kelenjar pankreas.
c. Desensitasi atau kerusakan reseptor insulins di jaringan perifer

(Fatimah, 2015)
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2.2.3. Klasifikasi DM
Terdapat beberapa klasifikasi DM dan berikut adalah penjelasan
klasifikasi DM menurut American Diabetes Association :
(1) DM tipe 1 (Penghancuran sel B, biasanya menyebabkan defisiensi
insulin absolut)

Beberapa bentuk diabetes tipe 1 tidak memiliki etiologi yang
diketahui pasti. Beberapa diantaranya memiliki insulinopenia
permanen dan rentan terhadap ketoasidosis, tetapi tidak memiliki gejala
autoimunitas. Dalam bentuk diabetes tipe ini, tingkat penghancuran
pada sel-B cukup bervariasi. Stadium akhir pada penyakit ini adalah
sedkit sekali atau bahkan tidak ada sama sekali sekresi insulin, yang
mana dimanifestasikan oleh rendahnya atau tidak terdeteksinya level
plasma C-peptida. Diabetes tipe 1 ini umumnya terjadi pada masa
kanak-kanak dan remaja,namun tidak menutup kemungkinan terjadi
pada semua usia. (Of & Mellitus, 2014)

(2) DM tipe 2

Kebanyakan pasien diabetes tipe 2 mengalami obesitas. Pada
pasien yang tidak mengalami obesitas mungkin mengalami
peningkatan persentase lemak tubuh yang didistribusikan terutama di
daerah perut. Diabetes tipe 2 seringkali tidak terdiagnosis selama
bertahun-tahun karena hiperglikemia berkembang secara bertahap dan

pada tahap awal seringkali tidak parah (Of & Mellitus, 2014).
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(3) Diabetes gestasional
Selama bertahun-tahun diabetes gestasional telah didefinisikan
sebagai semua derajat intoleransi glukosa yang terjadi ada awal
kehamilan. Pada diabetes gestasional definisi diterapkan apakah
kondisi tersebut menetap atau tidak setelah kehamilan dan tidak melihat
kemungkinan bahwa intoleransi glukosa yang tidak diketahui mungkin
telah terjadi atau dimulai bersamaan dengan kehamilan. (Of & Mellitus,

2014)

2.2.4. Faktor resiko
Beberapa faktor resiko terkait diabetes melitus antara lain
obesitas, hipertensi, riwayat keluarga diabetes melitus, dislipidemia,

umur, dan juga konsumsi alkohol dan rokok (Fatimah, 2015).

2.2.5. Diagnosa DM
Secara umum diabetes melitus dapat didiagnosa apabila
seseorang memiliki :
a. Nilai HbAlc 6,5 % (=48 mmol/mol)
b. Glukosa plasma acak atau random 200 mg/dl (>11,1 mmol/1)
C. Glukosa darah puasa 126 mg/dl (>7,0 mmol/dl)
d. OGTT 2-jam glukosa dalam plasma vena 200mg/dl (>11,1 mmol/l)

(Petersmann et al., 2019)
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2.2.6. GejalaDM

Seringkali diabetes muncul tanpa adanya gejala, namun ada
beberapa gejala yang bisa diwaspadai sebagai penanda kemungkinan
adanya diabetes. Gejala diabetes yang sering dirasakan antara lain
poliuria (sering buang air kecil), polidipsia (sering haus), dan polifagia
(banyak makan/mudah lapar). Selain itu sering pula muncul keluhan
penglihatan kabur, koordinasi gerak anggota tubuh terganggu,
kesemutan pada tangan atau kaki, timbul gatal-gatal yang seringkali
sangat mengganggu (pruritus), dan berat badan menurun tanpa sebab
yang jelas. Penderita DM tipe 2 umumnya lebih mudah terkena
infeksi, sukar sembuh dari luka, daya penglihatan makin buruk, dan
umumnya menderita hipertensi, hiperlipidemia, obesitas, dan juga

komplikasi pada pembuluh darah dan syaraf (DEPKES RI, 2005).

Tingginya kadar glukosa dalam darah, metabolit glukosa, atau
tingginya asam lemak dalam darah menyebabkan permeabilitas sel
endotel meningkat sehingga molekul yang mengandung lemak masuk
ke dalam sel. Kerusakan sel-sel endotel akan mencetuskan reaksi
imun dan inflamasi sehingga akhirnya terjadi pengendapan trombosit,
makrofag, dan jaringan fibrosis serta proliferasi sel otot polos
pembuluh darah yang merupakan terjadinya awal lesi aterosklerosis
dalam pembuluh darah sehingga memicu peningkatan tekanan darah

(Sari et al., 2017).
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Hiperlipidemia memiliki hubungan erat dengan diabetes
melitus. Hiperlipidemia disebabkan karena kadar trigliserida
melampaui batas normal. Jika tubuh kelebihan kadar trigliserida,
maka akan diikuti dengan meningkatnya kadar gula darah, karena jika
tubuh kelebihan kadar trigliserida akan mengakibatkan resistensi
insulin sehingga metabolisme gula darah akan terganggu. Kadar gula
darah apabila naik dan berlangsung lama, maka akan memicu
terjadinya  peningkatan kadar trigliserida  sehingga dapat
menimbulkan penyakit degeneratif. Akibatnya kadar gula darah akan
tinggi seiring dengan tingginya kadar trigliserida. (L. Putri et al.,

2019)

Diabetes melitus akan menyebabkan kerusakan dinding arteri
sehingga membentuk bekuan darah yang disebut thrombus. Pada
beberapa kasus thrombus akan membesar dan menutup lumen arteri,
atau thrombus dapat terlepas dan membentuk emboli yang akan
mengikuti aliran darah dan menyumbat arteri di daerah lain. Jaringan
yang memperoleh vaskularisasi dari arteri yang tersumbat oleh emboli
tersebut akan mati karena kehilangan suplai oksigen secara cepat,
yang bila teradi di jantung akan menyebabkan kerusakan pada jantung

sehingga menjadi penyakit jantung. (Ramadany et al., 2013)

2.3. Flavonoid
Senyawa flavonoid pada penghambatan enzim alfa amilase akan

membentuk senyawa kompleks dengan pati, yang menyebabkan pati tidak
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dapat dihidrolisis oleh alfa amilase dikarenakan sisi aktif enzim tidak dapat
mengenali struktur senyawa kompleks yang terbentuk antara pati dan
flavonoid. Flavonoid yang diduga berperan dalam penghambatan alfa

amilase adalah kuersetin dan luteolin. (Shoffiyanti et al., 2019)

2.4, Tanin

Tanin merupakan salah satu senyawa golongan polifenol yang juga
banyak dijumpai di tanaman. Tanin dapat diidentifikasikan sebagai
senyawa polifenol dengan berat molekul lebih dari 1000g/mol serta dapat
membentuk senyawa kompleks dengan protein. Struktur senyawa tanin
terdiri dari cincin benzena (C6) yang berikatan dengan gugus hidroksil (-
OH). Tanin memiliki peranan biologis yang besar karena fungsinya sebagai
pengendap protein dan penghelat logam. Oleh karena itu tanin diprediksi
dapat berperan sebagai antioksidan biologis. (Noer et al., 2014)

Tanin diklarifikasikan menurut struktur menjadi 2 kelompok besar
yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tani terhidrolisis mudah
dihidrolisis oleh asam atau enzim menjadi gula dan asam karboksilat
fenolik, tanin yang dapat dihidrolisis biasanya dibagi lagi menjadi
galotanin dan ellagitanin. Hidrolisis galotanin menghasilkan asam galat
sedangkan ellagitanins menghasilkan asam ellagic. Tanin terkondensasi
tidak mengandung gugus gula dalam molekulnya. Tanin mampu berikatan
dengan baik pada sisi aktif maupun ke sisi sekunder dari enzim. Tanin
menunjukkan jenis penghambatan yang dimilikinya adalah kompetitif,

karena asam kuinat pada tanin dapat berikatan dengan situs aktif lebih baik
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daripada situs lain manapun di permukaan. Tanin menunjukkan dapat
menjadi penghambat enzim amilase yang sama kuatnya dengan akarbosa
(Monteiro de Souza, 2012). Tanin memiliki potensi dalam menghambat
aktivitas enzim alfa amilase. Struktur pada tanin yang berpotensi dalam
menghambat enzim alfa amilase yaitu asamgallyokuinat. Situs enzim alfa
amilase terdiri dari 7 subsitus dan situs katalitik terletak diantara subsitus
(-1) dan subsitus (+1). Gugus OH dari substrat pati dapat berikatan dengan
asam amino dari celah situs aktif, gugus OH pada molekul asam
gallyokuinat juga dapat berperan dalamikatan hidrogen pada enzim alfa
amilase.
Terpenoid

Terpenoid adalah senyawa yang terdiri dari berbagai struktur yang
biasa ditemukan pada hewan maupun tumbuhan. Terpenoid biasanya
muncul dari gabungan isoprena. Terpenoid dibagi menjadi monoterpen
(C10), seskuiterpen (C15), diterpen (C20), sesterterpen (C25),
triterpen(C30), dan tetraterpen (C40). Triterpenoid adalah kelompok besar
dan secara struktural kelompok produk alamt yang beragam yang berasal
dari squalene atau 30-karbon asiklik terkait prekursor dengan beberapa
kegunaan potensial dalam obat. Beberapa triterpenoid dengan aktivitas
biologis yang telah dikarakterisasi dengan baik termasuk sterol, steroid,
dan saponin. Berbagai efek biologis nyata dan potensial yang dapat
digunakan sedang dipelajari untuk triterpenoid. Antiinflamasi, analgesik,

antimikroba, antimikotik, antivirus, antiplasmodial, antiulcerogenik,
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antikariogenik, imunomodulator, pelindung pembuluh darah, antiobesitas,
antikanker dan efek tonik adalah salah satunya menggunakan penggunaan
terkait untuk senyawa ini. Aktivitas hepato dan kardioprotektif juga terkait
dengan triterpenoid.

Triterpenoid merupakan sumber yang menjanjikan dan
berkembang untuk bahan alami yang aktif secara biologis senyawa yang
berpotensi untuk penelitian dan pengembangan zat baru dengan aktivitas
farmakologis. Namun, terlepas dari fakta bahwa triterpenoid tersebar luas
dalam tanaman, aktivitas penghambatan a-amilase hanya terkait untuk
jenis oleanane, ursane dan lupane dan mekanisme aktivitas ini masih belum
diketahui (de Sales et al., 2012). Asam ursolat menunjukkan penghambatan
yang lebih kuat daripada asam oleanolik-menunjukkan bahwa pergeseran
gugus metil C-29 dari C-20 ke C-19 dapat meningkatkan penghambatan
aamilase. Penghambatan asam betulinic jauh lebih banyak lebih lemah dari
pada asam ursolat dan asam -oleanolik, menunjukkan bahwa cincin-E
beranggota enam mungkin penting untuk penghambatan. Selain itu,
kelompok substituen dan posisinya juga memiliki beberapa berdampak
pada aktivitas penghambatan. Asam korosolat menunjukkan lebih besar
penghambatan daripada asam asiatik, menunjukkan bahwa pengenalan
gugus hidroksil pada C-24 dapat melemahkan penghambatan. (Zhang et al.,

2017)
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2.6. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan pemisahan zat target dan zat yang tidak
berguna dimana teknik pemisahan berdasarkan perbedaan distribusi zat
terlarut antara dua pelarut atau lebih yang saling bercampur. Pada
umumnya, zat terlarut yang diekstrak bersifat tidak larut atau sedikit larut
dalam suatu pelarut tetapi mudah larut dengan pelarut lain. Definisi lain
mengenai ekstraksi yaitu suatu proses yang dilakukan untuk memperoleh
kandungan senyawa kimia dari jaringan tumbuhan maupun hewan dengan
pelarut yang sesuai dalam standar prosedur ekstraksi. Proses ekstraksi akan
berhenti ketika kesetimbangan telah tercapai antara konsentrasi senyawa
dalam pelarut dan konsentrasi dalam simplisia. Setelah proses ekstraksi
selesai, residu padat dan pelarut dipisahkan dengan cara penyaringan.

(Sudarwati & M.A Hanny Ferry Fernanda, 2019)

2.6.1. Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana.Maserasi
dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari.
Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga
sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dengan karena adanya
perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan yang di
luar sel, maka larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut
berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar

sel dan di dalam sel. (Sudarwati & M.A Hanny Ferry Fernanda, 2019)
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2.7. Fraksinasi

Prinsip dari fraksinasi adalah proses penarikan senyawa pada suatu
ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling
bercampur. Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah n-
heksan, etil asetat, dan metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa non
polar digunakan n-heksan, untuk menarik senyawa semi polar digunakan
etil asetat, sedangkan metanol digunakan untuk menarik senyawa-senyawa
polar. Dari proses ini dapat diduga sifat kepolaran dari senyawa yang akan
dipisahkan. Senyawa non-polar akan larut dengan senyawa non polar
sedangkan senyawa polar akan larut dengan senyawa polar juga.

(Sudarwati & M.A Hanny Ferry Fernanda, 2019)

2.8. Enzim a-amilase
Enzim alfa-amilase merupakan enzim yang memiliki kemampuan
memecah ikatan glukosida pada polimer pati menjadi molekul yang lebih

kecil ~sehingga ~ mempengaruhi  kadar  glukosa dalam darah.
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Gambar 2.2 Mekanisme katalisis enzim alfa amilase

Salah satu amilase yang banyak dikembangkan saat ini adalah
enzim amilase pemecah pati mentah (APPM). Enzim ini mempunyai
kelebihan mampu bekerja pada substrat yang tidak melalui proses

gelatinisasi (pati mentah). Enzim APPM vyang berasal dari mikroba
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umumnya mempunyai spektrum yang lebih luas dalam industri sebab
sifatnya lebih stabil jika dibandingkan dengan enzim APPM yang berasal
dari tanaman dan hewan. Enzim APPM diduga mempunyai daerah
pengikatan pati yang lebih banyak dibandingkan amilase konvensional
sehinggamampu berikatan dengan granula pati mentah. Daerah
pengikatan pati tersebut mengandung sekitar 50-100 asam amino
dengan susunan residu asam amino tertentu sehingga mampu
berinteraksi kuat dengan residu glukosa pada amilosa dan amilopektin.
(Nangin & Sutrisno, 2015)

281 Mikroba Penghasil Enzim APPM

Sejauh ‘ini enzim APPM masih dihasilkan oleh sejumlah
kecil - mikroba saja. Beberapa mikroba penghasil enzim APPM
yaitu Aspergillus - niger, Bacillus amyloliquifaciens ABBD,
Streptomyces sp. Bacillus aguamaris MSC 6.2, Saccaromycopsis
filbugera, Bacillus subtilis 65, Penicilium sp. X-1, Bacillus
licheniformis, Geobacillus  thermodenitrificans, lebsiela
pneumoniae, dan Saccraromyces serevisiae. (Nangin & Sutrisno,

2015)

2.9. Akarbosa
Akarbosa merupakan inhibitor alfa glucosidase dan alfa amilase
oral yang digunakan dalam pengelolaan diabetes tipe 2. Akarbosa adalah
inhibitor kompetitif dan reversible pada brush border pada usus halus,

sehingga menghalangi degradasi pati dan sukrosa dan memperpanjang
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tingkat penyerapan glukosa dan fruktosa di saluran pencernaan. Melalui
efek ini, akarbosa mengurangi konsentrasi glukosa darah, terutama pada
tingkat postprandial. Akarbosa juga disebutkan memiliki efek
hipoglikemik pada pasien dengan glikometabolisme abnormal, serta
berperan dalam mencegah kejadian kardiovaskular. (Zhu et al., 2013)
Namun akarbosa memiliki efek samping yaitu diare dan perut
kembung akibat penghambatan hidrolisis pati yang berkepanjangan. Selain
itu, penghambatan alfa amilase yang berlebihan dari akarbosa dapat
menyebabkan akumulasi karbohidrat yang tidak tercerna di usus besar.
Akibatnya dapat terjadi fermentasi bakter dan hal itu akan memicu
terjadinya komplikasi gastrointestinal seperti perut kembung dan diare.

(Oboh et al., 2016)

2.10. Uji penghambatan a-amilase

Uji inhibisi terhadap enzim a-amilase dapat ditentukan dengan
melakukan perhitungan jumiah gula reduksi setelah terjadi reaksi
hidrolisis menggunakan metode DNS (Dinirosalicylic acid), metode ini
untuk menentukan total gula pereduksi dalam sampel yang mengandung
pati. Pati merupakan polisakarida dari glukosa yang dihubungkan oleh
ikatan a-1,4-glikosida. Enzim alfa amilase merupakan enzim golongan
hydrolase yang mampu menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana
seperti oligosakarida, disakarida, atau monosakarida. (Fariyanto et al.,

2020)
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Gambar 2.3 Mekanisme DNS

Metode DNS yang digunakan dalam mengidentifikasi adanya
reaksi enzimatis secara kualitatif ditandai dengan adanya perubahan warna
larutan dari kuning menjadi coklat keemasan. DNS berfungsi sebagai
oksidator yang ketika berikatan dengan pati (substrat), DNS akan tereduksi
membentuk 3-amino-5-nitrosalisilat oleh gula reduksi yang dihasilkan dari
reaksi enzim alfa amilase dengan substrat. Sedangkan sampel akan
berikatan dengan enzim alfa amilase untuk mencegah substrat berikatan
dengan enzim sehingga tidak menghasilkan gula reduksi. Dalam
pengukuran secara kuantitatif aktivitas enzim diukur menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 540nm. Senyawa yang
dihasilkan dari reaksi DNS mampu menyerap dengan kuat gelombang
elektromagnetik pada panjang gelombang 540-550 nm. (Fariyanto et al.,
2020)

Interpretasi dari pengujian penghambatan enzim a-amilase adalah
dengan melihat nilai ICso. Nilai ICsp merupakan konsentrasi suatu zat yang
dapat menghambat kerja enzim menjadi setengah kali dibandingkan

dengan kontrolnya. Suatu senyawa dikatakan sebagai antidiabetes sangat
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kuat apabila nilai ICso kurang dari 50 ppm, kuat apabila nilai ICso antara
50-100 ppm, sedang apabila nilai ICso berkisar antara 100-150 ppm, dan
lemah apabila nilai 1Cso berkisar antara 150-200 ppm.(Arditiana et al.,
2015) Semakin kecil nilai 1Cso maka semakin besar aktivitasnya dalam
menghambat kerja enzim alfa-amilase, sedangkan semakin besar nilai I1Cso
maka semakin kecil kemampuan sampel dalam menghambat enzim.
(Alfiani, 2022)
2.11. Hubungan antara fraksi metanol dan fraksi n-heksan dengan

penurunan kadar glukosa

Proses fraksinasi merupakan salah satu proses untuk menciptakan
obat baru. Proses fraksinasi dilakukan setelah ekstraksi dan sebelum
isolasi. Fraksi metanol dan n-heksan digunakan untuk memisahkan
senyawa berdasarkan kepolarannya. Fraksi metanol digunakan untuk
memisahkan senyawa polar seperti flavonoid dan tanin. Flavonoid dapat
menyebabkan pati tidak dapat dihidrolisis oleh alfa amilase dikarenakan
sisi aktif enzim tidak dapat mengenali struktur senyawa kompleks yang
terbentuk antara pati dan flavonoid dan tanin mampu berikatan dengan baik
pada sisi aktif maupun ke sisi sekunder dari enzim sehingga menyebabkan
enzim tidak mampu berikatan dengan substrat. Fraksi n-heksan digunakan
untuk memisahkan senyawa-senyawa nonpolar seperti klorofil, triterpen,
lemak dan senyawa nonpolar lainnya. Triterpenoid memiliki efek terapetik
terhadap kondisi diabetes melitus tipe 2 dengan menurunkan kadar glukosa
darah 2 jam postprandial dengan mencegah a-glukosidase dan a-amilase

dengan menunda penyerapan karbohodrat di usus sehingga dapat



24

menurunkan kadar glukosa darah postprandial. (Husna & Murbawani,
2016)

Pada penelitian (Sachan, 2019) dikatakan tanaman Pluchea
lanceolata memiliki nilai 1Cso sebesar 4,83 pg/ml. Dibandingkan dengan
kontrol positif yang digunakan yaitu akarbosa, nilai ICso dari sampel lebih
rendah yang mana pada akarbosa didapatkan nilai 1Cso sebesar 29,33 pg/mi
yang berarti potensi pada tanaman Pluchea lanceolata lebih berpotensi
menghambat enzim alfa-amilase dibandingkan dengan akarbosa.
Berdasarkan dari penelitian sebelumnya maka dilakukan uji inhibisi alfa
amilase pada daun beluntas atau Pluchea indica (L.) yang mana masih
memiliki genus yang sama dengan tanaman yang digunakan pada

penelitian terdahulu.
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2.12. Kerangka teori
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Gambar 4.2 Kerangka Teori

2.13. Kerangka konsep
Fraksi metanol dan n- Aktivitas penurunan kadar glukosa
heksan daun beluntas sebagai inhibitor a-amilase (dengan
(Pluchea Indica L.) interpretasi nilai 1Cs)

Gambar 2.5 Kerangka konsep

2.13. Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah fraksi metanol dan n-heksan daun
beluntas (Pluchea indica L) memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa

dengan kemampuan menghambat enzim a-amilase.
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METODE PENELITIAN
3.1. Jenis penelitian dan rancangan penelitian
3.1.1. Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
jenis penelitian eksperimental di mana pada penelitian ini
menggunakan pendekatan penelitian kuantitatif yang termasuk dalam

penelitian analitik.

3.1.2. Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah

rancangan penelitian post-test only control group design.

3.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel Penelitian
3.2.1.1. Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini yaitu Fraksi Metanol dan N-
heksan Daun Beluntas (Pluchea indica L.)
3.2.1.2. Variabel terikat

Variabel terikat pada penelitian ini yaitu Aktivitas Penurunan Kadar

Glukosa.

46
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3.2.1.3. Variable kontrol
Variable kontrol pada penelitian ini yaitu suhu, pH, panjang
gelombang, volume pemipetan sampel, volume pemipetan

substrat, volume pemipetan enzim, volume pemipetan DNS

3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1. Fraksi Metanol dan N-heksan Daun Beluntas (Pluchea
indica L.)

Ekstraksi - dilakukan - dengan metode maserasi menggunakan
metanol. Daun beluntas yang akan diteliti didapatkan dari Desa Celo,
Kecamatan Ndawe, Kabupaten Kudus, Provinsi Jawa Tengah,
Indonesia. Setelah ekstraksi, dilakukan fraksinasi dengan metode cair-
cair menggunakan corong pisah. Fraksi pada penelitian ini
menggunakan perbandingan 1:10 dimana ekstrak yang diambil 10gram
dan dilarutkan pada masing-masing pelarut metanol dan n-heksan
100ml. Fraksi dibuat pada konsentrasi 31,25 pg/ml; 62,50ug/ml; 125
ug/ml; 250 pg/ml; dan 500 pg/ml2
Skala : Rasio
3.2.2.2.  Aktivitas penurunan kadar glukosa

Aktivitas penurunan kadar glukosa merupakan kemampuan suatu
sampel untuk menghambat enzim alfa amilase sehingga dapat
menurunkan kadar glukosa. Aktivitas penurunan kadar glukosa dilihat

pada nilai 1Cso yang didapatkan. Suatu senyawa dikatakan sebagai
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nilai 1Cso sangat kuat apabila nilai 1Cso kurang dari 50 ppm, kuat apabila
nilai I1Cso antara 50-100 ppm, sedang apabila nilai 1Cso berkisar antara
100-150 ppm, dan lemah apabila nilai ICso berkisar antara 150-200
ppm

Skala : Rasio

3.2.2.3. Uji pendahuluan aktivitas inhibisi enzim a-amilase

Uji pendahuluan aktivitas enzim alfa-amilase merupakan uji yang
dilakukan sebelum melakukan uji aktivitas inhibisi alfa-amilase. Uji
pendahuluan aktivitas inhibisi enzim alfa amilase terdiri dari optimasi
suhu dan optimasi pH. Optimasi tersebut dilakukan untuk mengetahui

enzim bekerja pada suhu dan pH optimal.
Skala : Rasio

3.3. Populasi dan Sampel
3.3.1. Populasi
Populasi pada penelitian ini adalah Fraksi Metanol dan N-heksan

Daun Beluntas (Pluchea indica L.)

3.3.2. Sampel
Sampel pada penelitian ini adalah fraksi metanol dan n-heksan Daun
Beluntas (Pluchea indica L) pada konsentrasi 31,25 pg/ml;

62,50ug/ml; 125 pg/ml; 250 pg/ml; dan 500 pg/ml.
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3.4. Instrumen Penelitian dan Bahan Penelitian

3.4.1. Instrumen Penelitian
Instrumen yang digunakan pada penelitian ini adalah inkubator,
tabung reaksi, pipet ukur, corong pisah, gelas ukur, gelas beaker,
neraca analitik, bunsen, rotary evaporator, vacuum pump, dan cawan

porselin.

3.4.2. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Daun Beluntas
(Pluchea indica L), metanol, n-heksan, akarbosa, enzim o-amilase
yang berasal dari Bacillus licheniformis, larutan dapar fosfat, pati 1%,
DNS (Dinitrosalicylic acid), HCI, pereaksi Mayer dan Dragendroff,

FeCls 1%, CHClI3, akuades.

3.5. Cara Penelitian

3.5.1. Determinasi Daun Beluntas (Pluchea indica L.)

Determinasi Daun Beluntas (Pluchea indica L.) dilakukan di

laboratorium FMIPA Universitas Negeri Semarang

3.5.2. Pembuatan simplisia

Daun beluntas yang telah didapat kemudian dikumpulkan,
dibersihkan dengan air mengalir dan ditiriskan, kemudian dikeringkan
dengan cara dimasukkan ke dalam lemari pengering dengan
temperatur 40-50°C hingga kering yang ditandai apabila daun telah

rapuh. Simplisia selanjutnya dihaluskan dengan menggunakan blender
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menjadi serbuk hingga agak halus lalu dimasukkan kedalam wadah

tertutup dan disimpan di tempat tertutup.

3.5.3. Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Beluntas (Pluchea indica L.)

Daun beluntas yang sudah menjadi serbuk ditimbang dan
diambil 300 g. Serbuk daun beluntas yang sudah ditimbang
dimasukkan pada toples. Proses maserasi dilakukan dengan
menambahkan metanol 96% sebagai pelarut dengan perbandingan 1:3
kemudian ditambahkan serbuk daun beluntas ke dalam toples. Setelah
terisi dengan cairan penyari dan simplisia, wadah ditutup rapat lalu
dibiarkan sampai kurun wakiu 3 hari dan diaduk 1x24 jam, dan
lakukan remaserasi hingga 3x. Filtrat dan endapan dipisahkan,
selanjutkan filtrat diuapkan pada rotary evaporator dengan suhu 40°C
dengan kecepatan 120rpm dan waterbath dengan suhu 40°C untuk

mendapatkan ekstrak kental.(Roosevelt et al., 2015)

Ekstrak yang telah didapatkan kemudian difraksinasi dengan
metode cair-cair menggunakan pelarut metanol dan n-heksan. Ekstrak
yang telah diperoleh dipartisi dengan pelarut metanol dan n-heksan
dengan perbandingan 1:10. Sebanyak 10 gram ekstrak dilarutkan
dengan 100ml metanol dan dituangkan ke dalam corong pisah.
Ditambahkan 100mL n-heksan ke dalam corong pisah kemudian
digojog selama beberapa menit sambil sesekali membuka keran untuk
mengeluarkan gas yang terbentuk. Larutan yang terbentuk didiamkan

beberapa menit sampai bidang batas antara lapisan metanol dan lapisan
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n-heksan terlihat. Lapisan atas merupakan lapisan non-polar yaitu n-
heksan dan lapisan bawah adalah metanol. Lapisan dipisahkan dengan
membuka katup corong pemisah untuk mengambil lapisan metanol,
lapisan n-heksan didorong ke dalam corong kemudian ditambahkan
pelarut n-heksan yang baru dengan perbandingan yang sama yaitu
100mL. Partisi dilakukan dengan cara yang sama sampai larutan n-

heksan terlihat jernih (Wijayanti et al., 2021)

3.5.4. Skrining Fitokimia Fraksi Metanol dan N-heksan Daun
Beluntas (Pluchea indica L.)

3.5.4.1. Flavonoid

Sebanyak 1 gram fraksi sampel dicampur dengan 5 ml etanol,
dikocok, dipanaskan, dan dikocok lagi kemudian disaring. Kemudian
ditambahkan Mg 0,2 g dan 3 tetes HCL pada masing-masing filtrat. Jika
terjadi perubahan warna menjadi jingga sampai merah ungu
menunjukkan adanya flavonoid. Jika warna kuning jingga menunjukkan
adanya flavon, kalkon dan auron
3.5.4.2. Alkaloid

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambahkan 1 ml asam klorida 2 N
dan 9 ml air suling, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit,
didinginkan dan disaring. Filtrat dipakai untuk tes alkaloida. Diambil 3
tabung reaksi lalu ke dalam masing-masing tabung reaksi dimasukkan
0,5 ml filtrat. Pada masing-masing tabung ditambahkan 2 tetes pereaksi,

dan diamati hasilnya (Sulistyarini et al., 2019)
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3.5.4.3. Saponin
Larutan fraksi sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, lalu ditambahkan 10 ml air panas dan dikocok kuat selama
10 menit. Hasil dinyatakan positif apabila buih yang terbentuk stabil
selama tidak kurang dari 10 menit, setinggi 1 cm sampai 10 cm. Pada
penambahan 1 tetes HCI 2N, busa tidak hilang.
3.5.4.4. Tanin
Fraksi sampel masing-masing sebanyak 1 gram dimasukkan
kedalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan 2-3 tetes FeCl3 1%
pada tabung. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna biru
tua atau hitam kehijauan. (Deti Andasari et al., 2021)
3.5.4.5.  Triterpenoid/ steroid
Sejumlah sampel dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan
direaksikan dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Campuran tersebut
ditambah 1-2 mL H2S04 pekat melalui dinding tabung. Hasil positif
terpenoid ditunjukkan dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau

violet pada perbatasan dua pelarut. (Afif et al., 2015)

3.5.5. Penyiapan larutan uji inhibisi alfa amilase
3.5.5.1. Pembuatan larutan enzim alfa-amilase
Ditimbang sebanyak 0,2 gram dilarutkan dengan dapar
fosfat hingga larut di dalam gelas kimia lalu adu sampai

homogrn. Pindahkan larutan yang sudah homogen kedalam labu
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ukur 100ml, tambahkan dapar fosfat hingga 100ml dan kocok
hingga homogen.
3.5.5.2.  Pembuatan larutan dapar 6,8
Larutan dapar fosfat pH 6,8 dibuat dengan menambahkan
50mL KH2PO4 2N dengan 10ml NaOH 2N kemudian cukupkan
dengan menambahkan aquadest hingga 200mL.
3.5.5.3. Pembuatan larutan dapar fosfat pH 6,9
Larutan dapar fosfat pH 6,9 dibuat dengan menambahkan
50mL KH2POz 2N dengan 19 ml NaOH 2N kemudian cukupkan
dengan menambahkan aquadest hingga 200mL.
3.5.5.4.  Pembuatan larutan dapar fosfat pH 7
Larutan dapar fosfat pH 6,8 dibuat dengan menambahkan
50mL KH2PO4 2N dengan 25 ml NaOH 2N kemudian cukupkan
dengan menambahkan aquadest hingga 200mL.
3.5.5.5. Pembuatan larutan dapar fosfat pH 7,2
Larutan dapar fosfat pH 6,8 dibuat dengan menambahkan
50mL KH2PO4 2N dengan 31 ml NaOH 2N kemudian cukupkan
dengan menambahkan aquadest hingga 200mL.
3.5.5.6. Pembuatan larutan pati 1%
Ditimbang pati sebanyak 500mg kemudian larutkan
dengan aquades sampai 50ml.

3.5.5.7. Pembuatan larutan baku NaOH 2N
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Sebanyak 0,8 gram asam dinitrosalisilat dengan air bebas
CO2 hingga volume 10mL kedalam labu ukur, sehingga
didapatkan konsentrasi 2N.
3.5.5.8. Pembuatan larutan Asam Dinitrosalisilat
Sebanyak 0,2 gram asam dinitrosalisilat ditimbang dan
ditambahkan 4ml NaOH 2N diikuti dengan penambahan sodium
potassium tartate tetrahydrate sebanyak 6 gram, kemudian
ditambahkan air suling sebanyak 10ml hingga larut dan
cukupkan volume hingga 20mL.
3.55.9. Pembuatan larutan akarbosa
Akarbosa ditimbang sebanyak 200 mg, masukkan ke
dalam labu tentukur 100 ml, tambahkan DMSO secukupnya
sampal serbuk larut, dan cukupkan dengan dapar fosfat pH 7.
Lalu saring dengan kertas saring. Konsentrasi larutan akarbose
yang diperoleh yaitu 5000 pg/ml. Kemudian dilakukan
pengenceran larutan akarbose dengan dapar fosfat pH 6,8 hingga
diperoleh konsentrasi 31,25 pg/ml; 62,5 pg/ml; 125,0 ug/ml;
250pg/ml dan 500 pg/ml.
3.5.5.10. Pembuatan larutan sampel
Larutan stok sampel dibuat dengan melarutkan 5 mg
fraksi metanol dan n-heksan daun beluntas dengan 10 ml DMSO
dalam mikrotube dan dicukupkan dengan dapar fosfat pH 7

sebanyak 40 ml hingga diperoleh konsentrasi 1000 pg/ml.
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Kemudian dilakukan pengenceran larutan sampel dengan dapar
fosfat pH 6,8 hingga memperoleh konsentrasi 31,25 pg/ml; 62,5

ug/ml; 125,0 pg/ml; 250pg/ml dan 500 pg/ml.

3.5.6. Uji pendahuluan aktivitas alfa-amilase
Sebelum dilakukan uji aktivitas inhibisi enzim alfa-amilase,
terlebih dahulu dulakukan uji pendahuluan. Uji pendahuluan
dilakukan untuk mengetahui suhu dan pH enzim yang optimal. Uji
pendahuluan yang dilakukan pada penelitian ini yaitu optimasi suhu

dan optimasi pH

3.5.6.1 Optimasi suhu
Optimasi suhu dilakukan dengan menambahkan 1 ml dapar
fosfat pH 7 dengan 1 ml enzim alfa amilase. kemudian diinkubasi
dengan suhu 37°C, 40°C, 50°C, dan 60°C selama masing-masing 30
menit. Lalu ditambahkan 1 ml pati 1% dan diinkubasi kembali selama
5menit. Setelah itu ditambahkan larutan DNS dan diletakkan diatas
penangas suhu 100°C selama 5 menit hingga larutan berubah warna
kemerahan. Lalu diukur absorbansinya pada spektrofotometri Uv-Vis
panjang gelombang 540 nm.
3.5.6.2 Optimasi pH
Optimasi pH dilakukan dengan menambahkan 1 ml dapar fosfat pH
6,8; 6,9; 7; dan 7,2 dengan 1 ml enzim alfa amilase. kemudian
diinkubasi dengan suhu 37°C selama masing-masing 30 menit. Lalu

ditambahkan 1 ml pati 1% dan diinkubasi kembali selama 5menit.
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Setelah itu ditambahkan larutan DNS dan diletakkan diatas penangas
suhu 100°C selama 5 menit hingga larutan berubah warna kemerahan.
Lalu diukur absorbansinya pada spektrofotometri Uv-Vis panjang
gelombang 540 nm
Uji Aktivitas Inhibisi Alfa amilase

Uji aktivitas inhibisi alfa amilase dilakukan dengan suhu dan
pH optimal yang telah didapatkan dari uji pendahuluan sebelumnya. Uji
aktivitas inhibisi alfa amilase dilakukan dengan menambahkan 1 mi
sampel dengan 1 ml enzim alfa amilase kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 30 menit, kemudian ditambahkan larutan pati 1% dan
diinkubasi kembali pada suhu 37°C salama 5 menit. Lalu ditambahkan
1 ml DNS dan diletakkan pada penangas suhu 100°C selama 5 menit
sampai larutan berubah warna kemerahan. Larutan dibaca dengan
spektrofotometri Uv-Vis dengan panjang gelombang 540 nm.

Pengujian pada kontrol positif dilakukan dengan tahapan yang
sama hanya saja pada sampel diganti dengan larutan akarbosa. Pada
kontrol negatif tidak menggunakan sampel.

Hasil absorbansi yang didapat kemudian dihitung %
inhibisinya: Dari %inhibisi yang didapat kemudian diukur nilai 1Cso

dengan persamaan regresi linier y=bx+a.
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Gambar 2.6 Alur Penelitian
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3.7. Lokasi dan Waktu Penelitian

3.7.1. Lokasi Penelitian
Lokasi penelitian dilaksanakan di Laboratorium Farmasi Universitas

Islam Sultan Agung Semarang pada bulan November 2022

3.7.2. Waktu Penelitian

No | Jenis kegiatan Bulan

Februari | Juni | Juli | Agustus

1. Determinasi tanaman

2. | Pembuatan simplisia

& Ekstraksi dan fraksinasi

4. | Pembuatan larutan skrining

fitokimia

5. | Skrining fitokimia

6. | Penyiapan larutan uji inhibisi

o-amilase

7. | Uji Pendahuluan

8. | Ujt mhibist a-amilase

9. | Analisis data

3.8. Analisis Data
Data absorbansi yang diperoleh kemudian dihitung %inhibisi dan
nilai ICso yang dihitung dengan persamaan regresi y=bx+a kemudian

diolah dan dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Diperoleh data
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normal dan homogen sehingga dilanjutkan dengan pengujian ANOVA dan

dilanjutkan dengan Post Hoc LSD

UNISSULA
-‘:ﬁﬂ‘!"l'-'-yléﬁbl e l?‘




BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Hasil Penelitian
4.1.1 Determinasi Daun Beluntas (Pluchea indica L.)
Tanaman daun beluntas diperoleh dari daerah Colo, kecamatan Dawe,
kudus, Jawa Tengah. Determinasi tanaman daun beluntas dilakukan di
Laboratorium Biologi FMIPA Universitas Negeri Semarang (UNNES).
Hasil determinasi yang diperoleh terbukti bahwa sampel daun beluntas
berasal dari tanaman beluntas (Pluchea indica L.) dari famili Asteraceae

yang tercantum pada Lampiran 1.
Divisio : Tracheophyta
Classis : Magnoliopsida

SuperOrdo : Asteranae

Ordo : Asterales

Familia  : Asteraceae

Genus : Pluchea

Species  : Plucheaindica (L.) Less.

Vern.name : Belutas / Indian camphorweed, Indian pluchea

60
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412 Rendemen dan Kadar Air Ekstrak
Ekstrak daun beluntas didapatkan dari ekstraksi maserasi. Serbuk
daun beluntas sebanyak 300 gram diperoleh ekstrak sebanyak 27,5 gram
sehingga didapatkan persen rendemen sebesar 9,166%. Sedangkan bobot
fraksi metanol 5,8 gram dan n-heksan didapatkan sebanyak 4,5 gram. Nilai
rendemen fraksi metanol pada penelitian didapatkan sebesar 21,09% dan n-
heksan sebesar 16,36%. Perhitungan rendemen ekstrak dan fraksi terdapat

pada lampiran 7.

Penetapan kadar air dilakukan dengan menggunakan alat

moisturizer test. Hasil kadar air tersaji pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil Kadar Air

Sampel % kadar air Warna dan Bentuk
Fisik

Ekstrak 4, 75% Hijau kental

Fraksi metanol 9,5% Hijau kental

Fraksi N-heksan 9,25% Hijau kental

4.1.3  Hasil Uji Skrining Fitokimia
Uji skrining fitokimia menggunakan analisis kualitatif dengan
metode tabung pada pengamatan perubahan warna. Hasil uji skrining
fitokimia metode tabung fraksi metanol dan n-heksan daun beluntas dapat

dilihat pada Tabel 4.2
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Tabel 4.2 Hasil Skrining Fitokimia

Golongan senyawa Fraksi Metanol Fraksi N-hesan
Alkaloid
- mayer + -
- dragendroff + -
Flavonoid + +
Saponin + +
Tanin + -
Steroid + +
Triterpenoid o +

ket : (-)tidak adanya senyawa metabolik yang terkandung pada sampel.

(+)adanya senyawa metabolik yang terkandung pada sampel.

4.1.4  Uji Pendahuluan Inhibisi alfa-amilase
Sebelum melakukan uji aktivitas penurunan kadar glukosa pada fraksi
metanol dan fraksin-heksan daun beluntas, terlebih dahulu dilakukan uji
pendahuluan. Uji pendahuluan yang dilakukan meliputi uji optimasi suhu
dan uji optimasi pH. Tujuan dari dilakukannya uji optimasi adalah untuk
mendapatkan aktivitas enzim yang optimal. Aktivitas enzim yang digunaan

0,1 U/mg.

4.1.4.1. Optimasi Suhu
Optimasi suhu dilakukan dengan variasi suhu 30°C, 37°C, 40°C,
50°C, dan 60°C. Tahap pertama inkubasi dilakukan selama 30mnt pada
tiap masing-masing suhu. Tahap kedua inkubasi dilakukan selama
5menit pada masing-masing suhu. Hasil yang didapatkan yaitu enzim
bekerja optimal pada suhu 37°C.

4.1.4.2 Optimasi pH
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Optimasi pH dilakukan dengan variasi pH yaitu 6,8; 6,9; 7,0; dan

7,2. Hasil yang diperoleh yaitu aktivitas enzim optimal pada pH 7.
4.1.5 Uji Aktivitas Penurunan kadar Glukosa Fraksi Metanol dan N-

heksan Daun Beluntas

Uji penghambatan aktivitas a-amilase dilakukan pada dua fraksi
yaitu fraksi n-heksan, dan fraksi metanol. Masing-masing fraksi dengan
variasi konsentrasi 31,25; 62,5; 125; 250;dan 500 pg/ml . Tujuan dari
adanya variasi konsentrasi yaitu untuk memperoleh persen
penghambatan yang digunakan untuk menghitung nilai ICso. Jika
persen penghambatan yang diperoleh lebih besar maka efek yang
ditimbulkan lebih baik. Sedangkan untuk nilai ICsg, jika menunjukkan

nilai yang rendah maka efek yang ditimbulkan lebih besar.

Sebelum dilakukan uji penghambatan fraksi, dilakukan uji pada
akarbosa sebagai kontrol positif. Perlakuan pada sampel, kontrol
positif, dan kontrol negatif sama, hanya saja pada kontrol negatif tidak
menggunakan sampel dan pada kontrol positif sampel digantikan
dengan akarbosa. Kemudian setelah didapatkan nilai %inhibisi dihitung
nilai 1Cso dengan persamaan regresi y=bx+a. Hasil dari nilai 1Cso dapat

dilihat pada Tabel 4.3
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Tabel 4.3 Nilai 1Cso

Bahan Uji  Repetisi Nilai 1Cso ICso rata-rata
(Hg/ml)
Akarbosa 1 47,7876 51,6646
2 47,9877
3 59,2185
Fraksi 1 68,4968 75,373
Metanol 2 79,8779
3 77,7446
Fraksi N- 1 88,5308 84,6879
heksan 2 91,0742
3 74,4587

4.1.6 Analisis Pengukuran I1Cso Penurunan Kadar Glukosa Darah Fraksi

Metanol dan Fraksi N-Heksan Daun Beluntas

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan uji
statistik untuk presentase penurunan kadar glukosa fraksi metanol dan fraksi
n-heksan daun beluntas. Langkah pertama dalam analisis statistik yaitu
dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas. Uji normalitas dilakukan
dengan Shapiro wilk karena jumlah data kurang dari 50. Uji homogenitas
dilakukan dengan metode Lavene Test. Hasil analisis statistik data
menunjukkan bahwa semua kelompok memiliki data terdistribusi normal
dengan nilai signifikansi (p>0,05), diperoleh hasil homogenitas (p>0,05)
sehingga kriteria uji parametrik One Way ANOVA terpenuhi dan dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD menentukan ada tidaknya perbedaan antar

kelompok.
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Tabel 4.4 Uji Normalitas Homogenitas dan One Way ANOVA

Perlakuan  Uji Ket. Uji Ket One Way
Shapiro Lavene ANOVA
Wilk Test

Kelompok 1 .338 Normal 074 Homogen .000

Kelompok 2 .272 Normal

Kelompok 3 .247 Normal

Kelompok 4 .396 Normal

Tabel 4.5 Uji Post Hoc LSD

Perlakuan Signifikansi Keterangan

Kelompok 1 dan 2 .068 Tidak Berbeda Bermakna
Kelompok 1 dan 3 522 Tidak Berbeda Bermakna
Kelompok 1 dan 4 .000* Ada Perbedaan Bermakna
Kelompok 2 dan 3 .188 Tidak Berbeda Bermakna
Kelompok 2 dan 4 .000* Ada Perbedaan Bermakna
Kelompok 3 dan 4 .000* Ada Perbedaan Bermakna

Kelompok 1 : Fraksi Metanol

Kelompok 2 : Fraksi N-heksan

Kelompok 3 : Kontrol Positif

Kelompok 4 : Kontrol Negatif

4.2 Pembahasan

4.2.1 Determinasi Tanaman Beluntas

Determinasi tanaman beluntas bertujuan untuk membuktikan

kebenaran tanaman yang dipakai pada penelitian. Sampel yang diambil

adalah daun beluntas. Daun Beluntas didapatkan di daerah desa Colo,

kecamatan Ndawe, kabupaten Kudus, Jawa Tengah. Determinasi tanaman

dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA, Universitas Negeri Semarang.

Dari proses determinasi diperoleh hasil yang menunjukkan bahwa benar
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daun beluntas termasuk dalam famili asteraceae dengan spesies Pluchea

indica (L.) Less.

4.2.2 Ekstraksi Metanol Daun Beluntas

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi. Maserasi
merupakan metode ekstraksi yang banyak digunakan pada penelitian karena
memiliki keuntungan cara pengerjaannya lebih mudah dan juga
memerlukan peralatan yang minim. Selain itu juga metode maserasi
memungkinkan bahan yang sudah halus memungkinkan untuk direndam
dalam pelarut sampai meresap dan melunakkan susunan sel, sehingga zat-
zat yang mudah larut akan terlarut. (Diana Febriani et al., 2015).
Pengadukan pada maserasi dilakukan untuk menjamin keseimbangan
konsentrasi bahan yang diesktraksi lebih cepat didalam pelarut. Remaserasi
bertujuan untuk menyari kembali senyawa-senyawa yang mungkin masih

tertinggal. (Wendersteyt et al., 2021)

Ekstraksi maserasi pada penelitian ini menggunakan pelarut metanol
karena metanol dapat melarutkan senyawa-senyawa polar dan nonpolar
sehingga sangat baik untuk mengekstraksi kandungan metabolik dalam
tumbuhan. Adanya gugus hidroksil pada strukturnya membuat metanol
mampu menarik semua komponen polar, sedangkan adanya gugus metil
membuat metanol mampu menarik semua komponen non polar yang
terkandung dalam daun beluntas. (Saputra et al., 2018) Ekstrak diukur kadar
airnya menggunakan alat moisturizer test dan didapatkan kadar air ekstrak

sebesar 4,75%. Hal ini sesuai dengan persyaratan kadar air yang baik yakni
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<10%. Kadar air akan mempengaruhi kestabilan ekstrak, apabila kadar air
>10% maka memungkinkan terjadinya ketidakstabilan ekstrak dan

pertumbuhan mikroba didalamnya. (Febriyenti et al., 2018)

Fraksinasi Daun Beluntas
Fraksinasi dilakukan dengan metode cair-cair yaitu proses pemisahan
suatu komponen dari fase cair ke fase cair lainnya. Fraksinasi pada
penelitian ini menghasilkan 2 fraksi yaitu fraksi metanol dan fraksi n-
heksan. Fraksi metanol digunakan untuk melarutkan senyawa yang bersifat
polar sedangkan fraksi n-heksan dapat melarutkan senyawa yang bersifat
non-polar. Pada lapisan atas lapisan n-heksan dan pada lapisan bawah
adalah metanol. Hal ini terjadi karena bobot jenis dari kedua pelarut tersebut
berbeda. Bobot jenis dari metanol yaitu 0,7918 gr/cm3 lebih besar
dibandingkan dengan bobot jenis n-heksan yaitu 0,6548 gr/cm® .(Anjaswati
et al., 2021) Lapisan metanol diambil dengan cara membuka kran corong
pisah secara perlahan kemudian lakukan hal yang sama pada lapisan n-
heksan. Lalu masukkan kembali lapisan metanol ke dalam corong pisah
kemudian tambahkan n-heksan dengan perbandingan yang sama. Partisi
dengan cara yang sama sampai larutan n-heksan terlihat jernih. (Wijayanti
etal., 2021)
Hasil rendemen pada penelitian ini berbeda dengan penelitian
terdahulu. Penelitian lain didapatkan rendemen sebesar 23%. Perbedaan ini
dapat disebabkan karena metode maserasi tidak dilakukan pergantian

pelarut secara berkala sehingga terjadi kejenuhan pelarut. Akibatnya,
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senyawa aktif tidak tersari secara sempurna. Selain itu, perbedaan suhu dan
perbandingan pelarut juga mempengaruhi hasil rendemen (Safitri et al.,

2018)

4.2.4 Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia dilakukan uji secara kualitatif dari fraksi
metanol dan n-heksan daun beluntas. Hasil skrining daun beluntas
mengandung beberapa kandungan senyawa diantaranya alkaloid, flavonoid,
saponin, terpenoid, dan tanin. Fraksi metanol dan n-heksan diidentifikasi
mengandung senyawa flavonoid dengan perubahan warna menjadi jingga
sampai merah keunguan setelah bereaksi dengan Mg 0,2 gr dan 3 tetes HCI
pada masing-masing fraksi. Hasil pengujian flavonoid pada fraksi metanol
dan n-heksan daun beluntas adalah positif. Pada reaksi flavonoid dengan
penambahan HCI dan logam Mg untuk mereduksi inti berzopiron yang
terdapat dalam senyawa flavonoid sehingga terbentuk warna merah jingga.

(Agustina et al., 2017)

Alkaloid diidentifikasi dengan menggunakan pereaksi Mayer, dan
Dragendroff. Hasil positif dari adanya alkaloid ditunjukkan dengan adanya
endapan kuning dan jingga. (Sulistyarini et al., 2019) Hasil dari pengujian
alkaloid fraksi metanol daun beluntas adalah positif, sedangkan pada fraksi
n-heksan tidak terdeteksi adanya alkaloid. Alkaloid memiliki basa nitrogen
pada rantai sikliknya dan mengandung beragam substituen sehingga
alkaloid bersifat semipolar, sehingga mampu larut pada pelarut polar dan

nonpolar. (W. S. Putri et al., 2013) Prinsip dari reaksi pengendapan yang
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terjadi karena adanya peran atom nitrogen yang mempunyai pasangan
elektron bebas pada alkaloid dapat mengganti ion iodo dalam perekatan
kovalen koordinasi dengan ionsi-pereaksi tersebut sehingga membentuk ion
logam. (Agustina et al., 2017)

Saponin diidentifikasi dengan menambahkan 10 ml air panas dan
dikocok kuat selama 10 menit. Hasil dinyatakan positif apabila terdapat buih
yang terbentu dan stabil tidak kurang dari 10 menit, setinggi 1cm sampai 10
cm. Pada penambahan 1 tetes HCl 2N busa tidak hilang. Hasil dari
pengujian saponin fraksi metanol dan n-heksan daun beluntas adalah positif.
Saponin bersifat polar sehingga dapat larut dalam pelarut polar, saponin juga
bersifat nonpolar karena memiliki gugus hidrofob yaitu aglikon
(sapogenin). Busa yang dihasilkan pada uji saponin disebabkan karena
adanya glikosida yang dapat membentuk busa dalam air dan terhidrolisis
menjadi glukosa dan senyawa lainnya. (Agustina et al., 2017)

Terpenoid diidentifikasi dengan penambahan pereaksi H.SO4 pekat.
Uji positif triterpenoid ditunjukkan dengan terbentuknya cincin berwarna
kehitaman diantara 2 pelarut. Hasil dari pengujian terpenoid fraksi metanol
dan n-heksan daun beluntas adalah positif. Pada pengujian terpenoid
menggunakan asam asetat anhidrat dan H2SOa, terbentuk warna ungu atau
jingga menandakan adanya triterpenoid. Hal ini disebabkan oleh
kemampuan senyawa terpenoid membentuk warna oleh H2SO4 dalam

pelarut asam asetat anhidrat.



70

Tanin diidentifikasi dengan penambahan 2-3 tetes FeCl 1%. Hasil
positif ditandai dengan terbentuknya warna biru tua atau hitam kehijauan.
Hasil dari pengujian tanin pada fraksi metanol adalah positif dan n-heksan
daun beluntas adalah negatif. Senyawa tanin adalah senyawa yang bersifat
polar karena adanya gugus OH, maka ketika sampel ditambahkan FeCls
10% akan terjadi perubahan warna seperti biru tua atau hijau kehitaman

yang menandakan adanya senyawa tanin. (Sulistyarini et al., 2019)

4.2.5 Uji Pendahuluan Inhibisi Fraksi Metanol dan N-heksan Daun

Beluntas Dengan Metode Inhibisi Enzim Alfa-Amilase

Uji optimasi dilakukan untuk mengetahui enzim bekerja optimal pada
suhu dan pH tertentu. Optimasi suhu pada penelitian ini dilakukan dengan
variasi suhu 37°C, 40°C, 50°C, dan 60°C. Hasil penelitian suhu optimal yaitu
suhu 37°C. Hasil tersebut sesuai literatur yang mengatakan bahwa enzim
alfa amilase optimal pada suhu 37°C. (Soeka, 2015) Sedangkan pada uji
optimasi pH terletak pada pH optimal 7, sesuai dengan literatur yang

mengatakan enzim alfa amilase optimal pada pH 7 (Soeka, 2015)

4.2.6 Uji Inhibisi Fraksi Metanol dan N-heksan Daun Beluntas Dengan
Metode Inhibisi Enzim Alfa-Amilase
Uji inhibisi fraksi metanol dan n-heksan daun beluntas
menggunakan metode inhibisi enzim alfa-amilase. Alfa amilase merupakan
enzim yang berfungsi memecah karbohidrat menjadi gula sederhana dan
glukosa. Pengujian inhibisi alfa amilase mengacu pada penelitian (Odhav et

al., 2010) Pada penelitian ini digunakan metode dinitrosalicylic acid (DNS)
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karena metode ini umum digunakan dalam pengujian inhibisi enzim alfa
amilase dan juga memiliki tingkat ketelitian yang tinggi sehingga dapat
diaplikasikan pada gula dengan kadar kecil sekalipun. (Rulianah et al.,
2017) DNS adalah senyawa aromatis yang mampu bereaksi dengan gula
reduksi membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang merupakan suatu
senyawa yang mampu menyerap radiasi gelombang elekromagnetik pada
panjang gelombang maksimum 540 nm. (Gaspersz et al., 2022) Prinsip dari
metode DNS dalam pengujian inhibisi enzim alfa amilase adalah
pengukuran gula reduksi hasil reaksi hidrolisis pati oleh enzim alfa amilase
yang kemudian diukur absorbansinya dengan metode spektrofotometri.
Reagen DNS yang digunakan terbentuk dari senyawa 2-hidroksi-5-asam
dinitrobenzoat yang berfungsi sebagai oksidan, potasium sodium tartate
tetrahidrate atau garam Rochelle yang berfungsi untuk mencegah disolusi
oksigen dalam reagen, dan natrium hidroksida untuk menyediakan media
yang dibutuhkan dalam reaksi redoks. (Sari sasi gendro, 2022) Pada
penelitian ini digunakan pati sebagal substrat. Pati merupakan polimer
glukosa yang terbentuknya diawali dengan ikatan glikosida yaitu ikatan
antara molekul glukosa melalui oksigen pada atom karbon pertama (C1).
(Nangin & Sutrisno, 2015) Perlakuan inkubasi bertujuan untuk memberi
kesempatan enzim dengan substrat untuk mengkatalisis reaksi hidrolisis
pati. Perlakuan peningkatan suhu menjadi 100°C dilakukan untuk
menghentikan reaksi katalisis enzim alfa-amilase. Pada proses pemanasan

100°C enzim akan mengalami gangguan pada struktur tiga dimensi dan
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perubahan konfigurasi enzim, sehingga menyebabkan kemampuan Kkatalisis
enzim menghilang dan menyebabkan enzim menjadi tidak aktif. (Wahyuni

etal., 2017)

Aktivitas Kkatalisis dari enzim alfa amilase dengan pati akan
menghasilkan gula reduksi. Sampel dalam penelitian ini dimaksudkan
menjadi senyawa inhibitor yang mampu menghambat kerja enzim alfa
amilase dalam mengkatalisis pati atau substrat sehingga tidak terbentuk gula
reduksi. Pada metode DNS gula reduksi akan bereaksi dengan 3-5
dinitrosalicylic acid (DNS) dan menghasilkan senyawa 3-amino-5
nitrosalisilat yang berwarna jingga kemerahan dan dapat diukur dengan
spektrofotometri. Tidak terbentuknya gula pereduksi menyebabkan
intensitas warna yang terbentuk menurun, sehingga absorbansi pada
panjang gelombang maksimum pun menurun. Semakin kecil nilai
absorbansi yang diukur semakin besar pula potensi sampel dalam

menghambat enzim alfa amilase. (Nugraha & Hasanah, 2018)

Pengukuran inhibisi alfa amilase dilihat berdasarkan pada nilai 1Cso.
Semakin kecil nilai 1Csop maka semakin besar potensi suatu senyawa dalam
menghambat enzim alfa amilase.

Pengujian pertama yang dilakukan adalah pengujian pada akarbosa.
Akarbosa merupakan obat yang sering digunakan pada penelitian inhibisi
alfa amilase karena memiliki mekanisme menghambat kerja enzim alfa
amilase dengan bekerja pada usus halus dan memperlambat penyerapan

karbohidrat melalui sistem kompetitif dari enzim pencernaan.
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Selanjutnya dilakukan pengujian terhadap sampel fraksi metanol dan n-
heksan. Pengukuran dilakukan dengan cara yang sama dengan kontrol
negatif dan kontrol positif. Hasil dari rata-rata 1Cso fraksi metanol adalah
75,37 pg/ml dan pada fraksi n-heksan adalah 84,68 pg/ml. Kedua hasil
tersebut berdasarkan parameter nilai 1ICso maka termasuk dalam kategori

kuat.

4.2.7 Pengaruh Fraksi Metanol dan Fraksi N-heksan Daun Beluntas
Terhadap Penurunan Kadar Glukosa
Hasil dari analisis SPSS menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
bermakna antara kontrol negatif dengan fraksi metanol dan n-heksan. Hal
ini. menunjukkan bahwa fraksi metanol dan n-heksan daun beluntas
memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa. Kemampuan fraksi metanol
dan n-heksan didapatkan dari adanya kandungan senyawa metabolik seperti

flavonoid, tanin, terpenoid, dan saponin.

Fraksi metanol dan n-heksan memiliki potensi dalam menghambat
alfa amilase karena adanya kandungan flavonoid, tanin, dan terpenoid.
Flavonoid merupakan senyawa fenolik alami yang banyak ditemukan pada

tanaman dan memiliki beberapa aktivitas metabolik.
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Gambar 4.1 Struktur Flavon dan Flavonol

Flavonoid memiliki kerangka struktural umum yang terdiri dari dua
cincin aromatik (A dan B) yang dihubungkan melalui tiga karbon yang
melekat pada cincin A, membentuk heterosiklus teroksigenasi (cincin C)
dan dibagi menjadi beberapa kelompok. Interaksi antara flavonoid dengan
enzim alfa amilase telah diteliti bahwa flavonoid menunjukkan potensi
penghambatan yang berkorelasi dengan jumlah gugus hidroksil pada cincin
B flavonoid. Interaksi terjadi dengan pembentukan ikatan hidrogen antara
gugus hidroksil pada posisi R6 atau R7 dari cincin A dan posisi R4’ atau
R5; dari cincin B ligan polifenol dan residu katalitik dari tempat pengikatan
dan pembentukan sistem n-terkonjugasi yang menstabilkan interaksi dengan
situs aktif. (de Sales et al., 2012) Ikatan rangkap C2-C3 terkonjugasi ke
gugus 4-keto dan bertanggungjawab atas delokalisasi elektron antara
benzopiron (cincin C) dan cincin benzena(A). Apabila senyawa
terkonjugasi maka akan memberikan stabilitas senyawa yang lebih baik
ketika berikatan dengan enzim. ikatan yang menonjol pada reaksi ini adalah

ikatan hidrogen yang terbentuk antara atom oksigen karboksil rantai
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samping dan gugus hidroksil flavonoid yang meniru ikatan gliksidik yang

biasanya dibelah oleh enzim alfa amilase. (Lo Piparo et al., 2018)

Pentagalloylglucose OH

[a] Galloyl group
HO

Gambar 4.2 Struktur Tanin

Tanin dibagi menjadi 2 jenis yaitu tanin terkondensasi dan tanin
terhidrolisis. Masing-masing dari jenis tanin memiliki aktivitas inhibisi
enzim alfa amilase. (Shehadeh et al., 2021) Namun, berdasarkan penelitian
(Bueno et al., 2019) dilakukan pengujian kinetika dan molecular docking
bahwa tanin tehidrolisis akan lebih kuat berikatan dengan sisi aktif enzim
daripada tanin terkondensasi. Tanin memiliki potensi dalam menghambat
aktivitas enzim alfa amilase. Struktur pada tanin yang berpotensi dalam
menghambat enzim alfa amilase yaitu asamgallyokuinat. Situs enzim alfa
amilase terdiri dari 7 subsitus dan situs katalitik terletak diantara subsitus (-
1) dan subsitus (+1). Gugus OH dari substrat pati dapat berikatan dengan

asam amino dari celah situs aktif, gugus OH pada molekul asam
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gallyokuinat juga dapat berperan dalamikatan hidrogen pada enzim alfa

amilase.

Gambar 4.3 Subsitus Alfa-amilase

Terpenoid memiliki aktivitas inhibisi enzim alfa amilase, khususnya
pada jenis oleanane, ursane dan lupane. (de Sales et al., 2012) Untuk
aktivitas a-amilase, tampaknya keragaman kerangka struktural triterpen
pentasiklik memiliki dampak yang signifikan terhadap penghambatan.
Fakta bahwa asam ursolat menunjukkan penghambatan yang lebih kuat
daripada asam oleanolik menunjukkan bahwa pergeseran gugus metil C-29
dari C-20 ke C-19 dapat meningkatkan penghambatan aamilase.
Penghambatan asam betulinic jauh lebih banyak lebih lemah dari pada asam
ursolat dan asam oleanolik, menunjukkan bahwa cincin-E beranggota enam
mungkin penting untuk penghambatan. Selain itu, kelompok substituen dan
posisinya juga memiliki beberapa berdampak pada aktivitas penghambatan.
Asam korosolat menunjukkan lebih besar penghambatan daripada asam
asiatik, menunjukkan bahwa pengenalan gugus hidroksil pada C-24 dapat

melemahkan penghambatan. (Zhang et al., 2017)
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Hasil analisis menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan bermakna
antara fraksi metanol dan fraksi n-heksan dengan kontrol positif. Hal ini
berarti aktivitas penurunan kadar glukosa yang dimiliki fraksi metanol dan

n-heksan sama atau sebanding dengan aktivitas yang dimiliki oleh akarbosa.

Nilai ICsp merupakan parameter dalam pengukuran aktivitas inhibisi
enzim alfa-amilase. Nilai 1Cso adalah kemampuan suatu sampel yang dapat
menghambat 50% aktivitas enzim alfa amilase pada suatu uji. Didapatkan
rata-rata nilai 1Cso pada fraksi metanol daun beluntas sebesar 75,373 pug/mL,
pada fraksi n-heksan daun didapatkan nilai 1Cso sebesar 84,6879 pg/mL, dan
pada kontrol positif akarbosa didapatkan nilai 1Csg sebesar 51,6646 pg/mL.
Dari hasil nilai 1Cso yang didapat maka disimpulkan bahwa aktivitas
penurunan kadar glukosa dari fraksi metanol dan fraksi n-heksan adalah

kuat. (Arditiana et al., 2015)

Hasil Post Hoc LSD menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan
bermakna antara fraksi metanol dan fraksi n-heksan. Hal ini berarti bahwa
dari kedua sampel tersebut memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa

sama atau sebanding.

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah belum dilakukan uji
aktivitas secara in-vivo pada fraksi metanol dan fraksi n-heksan daun
beluntas sehingga belum diketahui apakah hasil uji secara invitro ini linier

dengan hasil uji secara in-vivo. Selain itu juga belum dilakukan isolasi
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sehingga belum diketahui pasti senyawa aktif yang memiliki aktivitas

sebagai penurun kadar glukosa.

UNISSULA
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BAB V

PENUTUP

5. 1 Kesimpulan

5.1.1 Fraksi metanol dan fraksi n-heksan daun beluntas (Pluchea indica
L.) memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa dengan inhibisi enzim
alfa amilase.

5.1.2 Fraksi metanol daun beluntas positif mengandung senyawa
metabolik sekunder alkaloid, flavonoid, tanin, terpenoid, dan steroid,
sedangkan fraksi n-heksan daun beluntas mengandung flavonoid,
saponin, terpenoid, dan steroid.

5.1.3 Fraksi metanol daun beluntas (Pluchea indica L.) mempunyai
aktivitas tertinggi dalam menghambat enzim alfa amilase dengan nilai
rata-rata 1Csg adalah 75,373 pg/ml, sedangkan pada fraksi n-heksan
memiliki nilai 1Cso sebesar 84,6879 pg/ml

5.2 Saran

5.2.1Perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut untuk aktivitas
antidiabetes daun beluntas (Pluchea indica L.) menggunakan hewan
uji.

5.2.2Perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut untuk aktivitas
antidiabetes daun beluntas (Pluchea indica L.) secara in vitro untuk
menemukan senyawa aktif dalam fraksi metanoldan fraksi n-heksan

dengan cara proses isolasi.
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